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ABSTRACT 

Discovery of novel biomarkers in lupus nephritis 

Biomarkers are needed for making diagnosis and prognosis.  In lupus nephritis, conventional tests like 

urinalysis or serum creatinine remain inadequate for patient care. In this proposal, we focused on non-invasive tools 

like blood and urine mRNAs or proteins.  We chose candidate genes involving regulatory T-cell, B-lymphocyte 

signatures or vascular protective factors.  

Expression of regulatory cell signature (FOXP3) in peripheral blood mononuclear cells is associated with 

activity of lupus nephritis.  We found FOXP3 mRNA levels in PBMCs from patients with active lupus nephritis were 

significantly lower than inactive lupus nephritis.  Expression levels of FOXP3 mRNA were associated with 

pathological activity index, cellular crescent and fibrinoid necrosis.    

BLyS and APRIL are B-lymphocyte related cytokines that play an important role in generating and 

maintaining the mature B-cell pool.  In this study, we found blood APRIL correlated with activity of lupus nephritis. 

Blood APRIL levels could precisely predict failure of standard treatment treatment. APRIL is a potential biomarker for 

predicting treatment failure. 

Lastly, we found an expression of VEGF in renal tissue may serve as a molecular marker of renal damage 

from LN and may be a predictive factor for short-term loss of kidney function in lupus nephritis patients. We 

proposed that reduction of intra-renal VEGF level caused by losses of podocyte cells.  

 

Genetic polymorphism of drug toxicity or pharmacokinetics in SLE patients 

We began to explore the pharmacokinetics and pharmacogenomics of two important 

immunosuppressants, azathioprine and mycophenolate.  In this study, we report TPMT polymorphisms and TPMT 

enzyme activity were important predictors of AZA-induced myelosuppression.  The tests are available for routine 

care. 

 Mycophenolic acid (MPA) is active metabolite of mycophenalate.  We found MPA levels is important 

predictor of therapeutic response.  The therapeutic drug monitoring is now an important issue of patient care.  We 

found UGT1A9 polymorphism may play a pivotal role in drug metabolisms.   

 

Methylation study 

We examined and compared the methylation levels of long terminal repeats (LTRs) and non-LTR 

retroelements in normal and SLE CD4+ T lymphocytes, CD8+ T lymphocytes and B lymphocytes.  Hypomethylation 

of LINE-1 but not Alu was found in CD4+ T lymphocytes, CD8+ T lymphocytes, and B lymphocytes of SLE patient.  



Moreover, when the SLE patients were divided into active and inactive groups, LINE-1 hypomethylation was more 

significantly distinguished in both CD4+ and CD8+ T lymphocytes of patients from the active SLE group when 

compared to the controls. 

 

Genome-wide scanning using SNP microarrays 

In this study, we applied case-control association study including pooling genome wide association (GWA) 

and candidate gene association studies to search for SNPs associated with SLE susceptibility and/or severity.  We 

could not identify any SNPs with distinct p-value or odds ratio from our pooling GWA result due to limited power. 

We selected IFIX for further study in candidate gene’s part.  Besides IFIX, we also focus on MNDA, IFI16 

and AIM2 genes which located in the same region and are all IFN-inducible genes.  They are important SLE 

susceptibility genes due to several reasons including 1) genetic mapping from lupus murine model and 2) an 

upregulated IFN-inducible genes in patients with SLE from microarray studies and 3) IFI16 was identified as new 

autoantigen for patients with SLE.    We genotyped 10 SNPs from these 4 genes and found that SNP within IFIX and 

IFI16 are independently important.   
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FOXP3 Messenger RNA in Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) is 
Associated with Activity of Lupus Nephritis 

Thongboon  A, Avihingsanon  Y, Benjachat  T, Hirankarn N, Townamchai N, Traitanon O, 

Kanjanabuch  T, Praditpornsilpa  K, Tungsanga K, Eiam-Ong  S  

 

ABSTRACT 

Background: Regulatory T cells play a central role in pathogenesis of autoimmunity in particular 

lupus.  The Forkhead/winged Helix Transcription Factor (FOXP3) regulates functions of 

regulatory T cells.  We evaluated the association between FOXP3 expression and pathologic 

activity of lupus nephritis. 

Methods: Thirty nine patients with clinically active lupus nephritis underwent renal biopsy. All 

patients received standard immunosuppressive treatment. The patients had regular clinic visits 

monthly.  FOXP3 messenger RNA levels in PBMCs were determined by real-time quantitative 

polymerase chain reaction. 

Results: FOXP3 mRNA levels in PBMCs from patients with active lupus nephritis were 

significantly lower than inactive lupus nephritis (0.42 + 0.46 vs 1.09 + 0.65; p value =0.001). 

Expression levels of FOXP3 mRNA were associated with pathological activity index (R=-0.330, p 

value =0.04), cellular crescent (R=-0.479, p value = 0.02 ) and fibrinoid necrosis ( R=-0.461, p 

value = 0.03 ), but not  associated with chronicity index or steroid dosage. FOXP3 mRNA levels 

could accurately predict a stable/improved renal function ( MDRD GFR ) after treatment   

( positive and negative predictive value of 81.3% and 33%, respectively ) 

Conclusion: Expression of FOXP3 in peripheral blood mononuclear cells is associated with 

activity of lupus nephritis.  This method may provide a non-invasive assessment of lupus 

nephritis and predict short-term renal outcomes. 
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INTRODUCTION  

Lupus nephritis is a prototypic autoimmune disease characterized by the production of 

autoantibodies and the development of immune complex glomerulonephritis.The precise 

pathogenesis of lupus nephritis has remained elusive. Regulatory T cells (Tregs) play a central 

role in controlling self - tolerance. Recently several groups identified the forkhead family 

transcription factor forkhead box protein P3 ( FOXP3) as a specific marker of regulatory T cells 

that programs the development and function of these cells. In mice, the lack of foxp3 

expressing Tregs is sufficient to break down self - tolerance and induced autoimmune disease, 

so we think the loss of self-tolerance is attractive hypothesis to explain the pathogenesis of 

lupus nephritis. 

Clinical manifestation of lupus nephritis were variable. There were limitation of routine 

clinical and laboratory indices eg. clinical activity index, proteinuria, serum creatinine , 

complement levels to assess the activity of disease. Although, renal pathological finding is the 

gold standard to diagnostic the severity of lupus nephritis, repeated renal biopsy is not practical 

due to its invasiveness and potential unacceptable complications. Therefore, a noninvasive tool 

to evaluated activity of lupus nephritis is extremely warranted. We aimed to assay the correlation 

of FOXP3 messenger RNA levels  and pathological activities of lupus nephritis patients . 

 

MATERIALS AND METHODS 

Patients  

In total, 39 patients who had been diagnosed with SLE according to the American College of 

Rheumatology diagnostic criteria for SLE and all patients had renal involvement. Renal 

involvement was documented by having two of the following criteria: a total urinary protein levels 

of more than 0.5 g/day, urinary RBC more than 5 cells/HPF, an increment of serum creatinine 
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levels of more than 0.5 mg/dl from baseline or serum creatinine levels more than 1.3 mg/dl. All 

patients underwent renal biopsy.  

Collection of blood sample and RNA isolation 

Blood samples were collected  in EDTA tube from each individual patient at renal biopsy period.  

Quantitation of mRNA by quantitative PCR 

Total RNA was isolated from PBMCs, quantified and reverse transcribed to complementary 

DNA (cDNA). We designed and synthesized oligonucleotide primers and  fluorogenic probes  

for the measurement of mRNA levels of FOXP3 and 18S ribosomal RNA (rRNA) 

PCR analysis was performed by a two-step process, a preamplification step followed by 

measurement of mRNA with Light Cycler machine. Transcript levels were calculated by a 

standard curve method then transformed in log-scale and mRNA copy numbers were 

normalized with the use of 18S rRNA copy numbers. 

Kidney biopsy 

The findings of the kidney biopsy were evaluated according to the  ISN/RPS 2003 classification 

.The pathological activity index is the sum of semiquantitative manual scores (each ranging 0-3) 

for the following parameters: endocapillary hypercellularity, leukocyte infiltration, subendothelial 

deposits, interstitial inflammation, fibrinoid necrosis or karyorrhexis, cellular crescents. Scores of 

the last 2 parameters are counted double, making a total activity index of 0-24. The chronicity 

index is the sum of semiquantitative manual scores (each ranging 0-3) for the following 

parameters: glomerular sclerosis, fibrous crescents, tubular atrophy, and interstitial fibrosis. The 

maximum score of the chronicity index is 12. Evaluation of biopsy specimens was performed by 

single pathologist. 
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Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using the SPSS software ( version 11.5). The results are 

presented as the mean + SD unless specified otherwise. Correlation analysis used Pearson’s 

correlation  in  continuous  data, spearman’s rank correlation  in ordinal scale. Comparison 

analysis used Student’s t- test  in normal distribution data, Mann- Whitney U test in non normal 

distribution .P values less than 0.05 were considered significant. All probabilities were 2-tailed. 

 

RESULTS 

Patient characteristics  

We studied blood samples from 39 patients. Their demographic and clinical data are 

summarized in Table 1. The subsequent renal diagnosis of these 39 patients were focal 

proliferative lupus nephritis in 13 patients, diffuse  proliferative lupus nephritis in 20 patients, 

pure membranous lupus nephritis in 3 patients and sclerosing lupus nephritis in 3 patients. The 

mean + SD pathological activity and chronicity indices as scored on the renal biopsy 

specimens were 6.9 + 5.1 and 3.0 + 2.6, respectively. Cellular crescents  and fibrinoid necrosis 

were presented in 13 patients (33%)  and 14 patients ( 36%) , respectively. 

FOXP3 mRNA expression in PBMCs and severity of lupus nephritis 

There were inverse correlation between FOXP3 mRNA in PBMCs and pathological activity index, 

percentage of cellular crescents and percentage of fibrinoid necrosis ( r= -0.330 ; P = 0.04, r=-

0.479 ; P= 0.02, r=-0.461; P=0.03, respectively) ( Figure 1,2 and 3 ) . No correlation between 

FOXP3 mRNA and chronicity index. 

Subgroup analysis showed that the gene expression of FOXP3 in cellular crescentic  group  or 

fibrinoid necrosis  group was significantly lower than that in non -cellular crescentic group  or 

non fibrinoid necrosis group  (0.2 + 0.5 vs 0.6 + 0.5 ; P = 0.04 and 0.2 + 0.5 vs 0.6 + 0.4; 
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P=0.03 ) ,respectively. There were no significant differences in other conventional indices eg. 

SLEDAI clinical activity index, serum creatinine,  urine  protein,  complement levels ( Table 2 

and 3 ) and then we found that FOXP3 mRNA levels were significantly different in active patients 

and inactive patients  (0.42 + 0.46  vs  1.09 + 0.65 ; P= 0.001), respectively  (Figure 4). 

Table 1.  Demographic and clinical characteristics of patients 

Parameters Number Mean + SD 

Gender  ( F : M ) 

Age ( years ) 

ISN/RPS classification 2003 

- Class III ( A ), ( A/C )  

-Class  IV ( A ), ( A/C ) 

- Class III ( C ) or IV ( C ) 

- Pure Class  V 

Acivity score 

Chronicity score 

SLEDAI - 2K score 

SCr (mg/dL) 

MDRD GFR (mL/min) 

Proteinuria (g/d) 

C3 (mg/dl) 

C4 (mg/dl) 

CH50 (U/ml) 

Anti dsDNA 

( positive : negative ) 

WBC (cells/ul) 
Absolute  lymphocyte count 

(cells/ul) 

36 : 3 

39 

 

13 

20 

3 

3 

39 

39 

34 

39 

39 

39 

36 

35 

36 

35 

(29:6) 

39 

39 

 

- 

30.92  +  7.29 

 

- 

- 

- 

- 

6.85  +  5.09 

2.97 +  2.60 

15.82 +  5.07 

1.15  +  0.89 

86.54 + 43.73 

4.03  +  2.82 

65.66 + 30.49 

12.54  + 6.71 

12.96 +  9.48 

262.76 + 411.29 

 

9,888.46+ 4,982.39 

1,482.69 +  745.37 

 

SLEDAI = SLE Disease  Activity Index 

ds DNA = double strand DNA 

WBC = White Blood Cells 
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Figure  1 . The correlation between pathological activity index score and FOXP3 mRNA levels ( 

log scale ) ( r= -0.330, P =0.04). 

 

 

 

Figure 2. The correlation between percentage of cellular crescents and FOXP3 mRNA levels ( 

log scale ) ( r=-0.479, P=0.02). 
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Figure  3 . The correlation between percentage of fibrinoid necrosis and FOXP3 mRNA levels ( 

log scale ) ( r = -0.461, P=0.03 ) 

 

Table 2. Comparison of parameters between patients with cellular crescents and without cellular 

crescents 

Parameters Crescent +ve (N=13) Crescent –ve (N=26) P value 

  FOXP3 mRNA 0.2 + 0.5 0.5 + 0.5 0.04 

  SLEDAI-2K 15.4 + 3.9 16.0 + 5.7 0.99 

  Urine protein 4.9 + 3.3 3.5 + 2.5 0.06 

  SCr 1.1 + 0.5 1.2 + 1.0 0.31 

  MDRD GFR 78.8 + 35.5 90.4 + 47.5 0.44 

  C3 61.1 + 29.3 68.2 + 31.5 0.51 

  C4 10.5 + 6.3 13.6 + 6.8 0.31 

  CH50 12.7 +10.1 13.1+ 9.3 0.89 

  Anti-ds-DNA 323.3 + 398.9 192.2 + 386.9 0.045 
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Table 3. Comparison of parameters between patients with fibrinoid necrosis and without 

fibrinoid necrosis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. FOXP3 mRNA levels in active patients ( all patients defined active by pathological 

criteria ) and inactive patients ( 3 patients defined inactive by pathological criteria and 5 

patients defined by clinical remission )  

Parameters Fibrinoid +ve( N=14) Fibrinoid –ve ( N=25) P value 

  FOXP3 mRNA  0.2 + 0.5 0.6 + 0.4 0.03 

  SLEDAI-2K 14.8 + 3.9 16.4 + 5.7 0.37 

  Urine protein  4.9 + 3.2 3.5 + 2.5 0.06 

  SCr 1.0 + 0.5 1.2 + 1.0 0.91 

  MDRD GFR  87.9 + 42.7 85.8 + 45.1 0.89 

  C3  60.2 + 28.9 69.1 + 31.6 0.40 

  C4 9.4 + 5.5 14.4 + 6.7 0.05 

  CH50  11.9 + 10.5 13.6 + 9.0 0.61 

  Anti ds-DNA 290.8 + 391.0 205.4 + 395.6 0.051 
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Prediction of renal function by FOXP3 mRNA expression  

The reciever-operator characteristic (ROC) curves, the maximized and combined sensitivity and 

specificity was 0.305 (log scale). When we used this cut-off to define high FOXP3 group ( > 

0.305 ) and low FOXP3 group (<0.305 ), patients in high FOXP3 group showed a trend to had 

more stable or improved renal function at follow up period ( P=0.051) (Figure 5 ). 

 

 

Figure 5. Probability of stable or improved renal function by MDRD formula in high FOXP3 

mRNA levels ( > 0.305 log scale ) and low FOXP3 mRNA levels ( < 0.305 log scale ) 

 

Steroid and FOXP3 mRNA expression 

No correlation between FOXP3 mRNA in PBMCs and steroid dosage ( r=-0.04,P=0.81 )  
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DISCUSSION  

Lupus nephritis is characterized by loss of immune tolerance to self-antigens with deposition of 

immune complexes in renal tissues. There are controversial data regarding the association of 

disease activity and the level of regulatory T cells in patients with lupus nephritis. We found the 

inverse correlation between FOXP3 mRNA in PBMCs and severity of lupus nephritis which 

defined by pathological findings eg. pathological activity index, cellular crescents and fibrinoid 

necrosis. The mRNA levels of FOXP3 was significantly decreased in patients who had more 

severe pathological findings, but  the other conventional markers such as clinical activity index ( 

SLEDAI-2K ), urine protein, serum creatinine, complement levels  etc. cannot  discriminate in 

these patients. These results further support the hypothesis that loss of self-tolerance is the 

pathogenesis of lupus nephritis by decreasing of regulatory T cells that detected with 

downregulation of FOXP3 mRNA which associated the severity of lupus nephritis. We found that 

FOXP3 mRNA expression may predict stable or improved renal function, which the baseline 

characteristic in both groups no significant difference. We explained these results by regulatory 

T cells in high FOXP3 group could control the activity of lupus nephritis, although all patients 

received standard immunosuppressive drugs.  

The effect of steroids to increase FOXP3 gene expression in asthmatic patients receiving 

inhaled glucocorticoids was reported by Karagiannidis et al. We did not found the correlation 

between steroid and FOXP3 mRNA levels, the precised conclusion will need further 

investigation. 

This study showed the association between FOXP3 mRNA and pathological findings which are 

the gold standard for evaluated severity of lupus nephritis that differ from other studies. 

The fact, FOXP3 mRNA expressed as the specific marker of regulatory T cells then we studied 

in PBMCs. We know that SLE is systemic disease, the conclusion of FOXP3 mRNA for specific 

diagnostic test in lupus nephritis will need further study in  other  conditions such as active SLE 
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without renal involvement and serial change of FOXP3 expression  would be required to explore 

its role in the monitoring of lupus nephritis patients. 

In summary, our study suggests that levels of FOXP3 mRNA in PBMCs by real-time PCR may be 

a useful noninvasive biomarker for assessment the activity of lupus nephritis. 
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B Lymphocyte (BLyS) Related Signatures are Associated with Active Lupus 
Nephritis 

Worapot Treamtrakanpon, MD1, Thitima Benjachat, MSc2, Purida Sompachai, MSc2, , Vipawee 

Kittikovit, MD3, Somchai Eiam-ong, MD1, Yingyos Avihingsanon, MD1 

1Division of Nephrology, Department of Medicine, 2Lupus Research Unit, 3Department of 

Pathology; Faculty of Medicine, Chulalongkorn University 

 

ABSTRACT. 

BLyS and APRIL are tumor necrosis factor-family cytokines that play an important role in 

generating and maintaining the mature B-cell pool. There were higher blood levels of BLyS and 

APRIL mRNAs in SLE patients with higher disease activity, and strong expression of BLyS and 

APRIL mRNA was also found in renal tissues of lupus nephritis patients. BLyS blockade has now 

been shown to be a new effective therapeutic modality. So, we aim to conduct a longitudinal 

study to assess correlation between blood levels of BLyS and APRIL and the severity of lupus 

nephritis. Fifty-two lupus nephritis patients that underwent kidney biopsy were evaluated 

prospectively for at least 6 months. Renal SLEDAI score, anti-dsDNA, complements, blood BLyS 

and APRIL on biopsy day and renal pathological score were assessed. All patients were treated 

with the standard therapy. Reevaluation for response to treatment at 6 months was done.  APRIL 

levels were correlated with activity index of renal pathology (r=0.34;p-value=0.02) and 

proteinuria (r=0.44;p-value<0.01) whereas BlyS level were correlated with all serum 

complement levels (r=0.60;p-value<0.01), WBC(r=-0.485;p-value<0.001), dose of steroid usage 

(r=-0.54;p-value<0.01). Blood APRIL levels could precisely predict failure of standard treatment 

treatment (ROC-AUC 0.69(0.50-0.88): PPV 92%;NPV 35%). In conclusion, Blood APRIL 

correlated with activity of lupus nephritis. APRIL is a potential biomarker for predicting treatment 

failure. 
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INTRODUCTION 

Lupus nephritis, the most common complication of systemic lupus erythematosus (SLE), 

needs rapidly intensive treatment. The early detection and prompt treatment with standard 

regimen can prevent the loss of kidney function. Today, there is no precised biomarker to 

evaluate the severity of lupus nephritis and to predict the treatment response. For this purpose, 

there are many studies attempting to find out the relationship between some protein levels in 

blood and urine and clinical outcome of lupus nephritis eg. mRNA of chemokine/ growth factors 

in urine (1), proteomic study by gel electrophoresis or desorption /ionization method (2-3). In 

addition, the evidence that abnormal immune tolerance by T cell regulation leading lupus flare, 

high blood FOXP3 mRNA have shown to be a good predictor for a stable or improved renal 

function after treatment. 

B-cell regulation plays a pivotal role in mechanism of SLE with nephritis. Abnormality of 

humoral immunity leads to antibody production and formed immune complexes(4-5). Specific 

Selective B cell blockade by different approaches have been evaluated for the treatment of the 

disease.  B lymphocyte stimulator (BLyS),  B cell–Activating Factor  . BLyS gene expression and 

levels of membrane-associated soluble BLyS are regulated by cytokines, in particular interferon-

γ and to a lesser extent interleukin-10 (7).The biologically active soluble form of BLyS binds to 3 

receptors expressed primarily on B lymphocytes: TACI (TNF transmembrane activator and 

calcium modulator and cyclophilin ligand interactor), BCMA (B lymphocyte maturation antigen), 

and BR3 (BAFF/BLyS receptor 3) (8-9). Activation of the BLyS receptors leads to B cell and 

plasma cell proliferation, differentiation, and survival and IgG class switching (6,10-11). A 

related TNF family member, APRIL (a proliferation-inducing ligand), can also bind TACI and 

BCMA. At the same time they can also mediate effects similar to those of BLyS, but their 

biological action may be primarily on memory plasma cells. BLyS–APRIL heterotrimers have 

also been characterized (12), but their function in vivo is unclear.  

 In a murine model of lupus, the expression of BLyS and APRIL is up-regulated in B cell 

concomittent with the onset of disease(13). Overexpression of BAFF in mice leads to 

autoimmunity with SLE-like symptoms. In contrast, mice deficient for APRIL have normal 

peripheral B cell populations but increased numbers of effector/memory T cells. Mice 
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overexpressing  APRIL have an increased frequency of B cells and an increased level of serum 

IgM(12). Selective blockade of BLyS alone resulted in B cell depletion and splenic collapse and 

was sufficient to prevent and treat lupus nephritis in mice (14). 

 High levels of both blood BLyS and APRIL have been observed in patients with SLE. 

Blood APRIL levels in SLE patients were higher than in rheumatoid group of patients and normal 

healthy controls. Moreover, blood APRIL levels correlated significantly with musculoskeletal 

manifestations among patients with SLE (15-16). Furthermore, strong expression of BLyS and 

APRIL was found in plasma cells from the lymph node, bone marrow, and kidney. The levels of 

BLyS and APRIL mRNA in CD19+ B cells also correlated both with the titer of anti-double 

stranded DNA antibodies and with the SLE Disease Activity Index(17). Moreover, In 

neuropsychiatric lupus patients, the levels of APRIL in CSF that were 24-fold higher than those 

of healthy controls(18). There’s  also strong expression of APRIL and BLyS mRNA in renal tissue 

of patients with proliferative lupus nephritis(19). Nowadays, Belimumab, a fully human anti-BLyS 

monoclonal antibody, was approved by FDA in indication of add-on standard therapy for non-

nephritis lupus(20). However, the relationship between circulating BLyS and APRIL levels and 

lupus nephritis activity has not been adequately clarified. So we designed the 6-month 

prospective study to assess the correlation between blood BLyS and APRIL concentrations and 

disease activity, pathological score, lab investigation and treatments received for SLE. 

 

 
METHODS 

 

Research design 

 A longitudinal study was conducted from March 2005 through June 2010 (complete the 

study) at Department of Medicine, King Chulalongkorn memorial Hospital (KCMH). 

 

Study population 

 52 patients in the study, recruited from  KCMH, must fulfill the 1997 American College 

Rheumatology revisited criteria for the classification of SLE and the patients are 18 years of age 

or older. They also have undergone kidney biopsy with adequate number of glomeruli (more 

than 10) for evaluate severity of lupus nephritis. All of them were treated with the standard 



 

 

 

18 

regimen and were monitored continuously. The SLE patients who have no renal involvement or 

pregnant are excluded.  

 

Data collection 

 Participation in the study consisted of several parts: a clinical assessment with SLEDAI, 

laboratory determinations, histological parameters and blood levels of BLyS and APRIL on the 

kidney biopsy day or no more than 2 weeks apart and on the next 6-month day of follow up. 

 

ELISA for measurement of BLyS 

 The collected plasma samples were assayed for BLyS by an antigen-capture enzyme 

linked immunosorbent assay (ELISA). ELISA plates (Quntikine by R&D Systems, Inc.) were 

coated with mouse antihuman BLyS polyclonal antibody. Standards and samples were pipetted 

into the wells and any BLyS present were bound by the immobilized antibody. After washing 

away any unbound substances, polyclonal antibodies against BLyS conjugated to horseradish 

peroxidase were added to the wells. Following a wash to remove any unbound antibody-

enzyme reagent, a substrate (tetramethylbenzidine) was added to the wells and color develops 

in proportion to the amount of BLyS bound in the initial step. After incubation at room 

temperature and protection from light, the color was changed from blue to yellow. The color 

development was stopped with sulfuric acid and the intensity of the color is reading at the 

wavelength of 540 nm or 570 nm.  

 

ELISA for measurement of APRIL 

 The collected plasma samples were assayed for APRIL by ELISA method, with similar 

construction as BLyS measurements. The kit reagents were produced by Bender MedSystems 

GmbH. 
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Renal histology 

 Paraffin sections were stained with hematoxylin and eosin, periodic acid-Schiff, 

trichrome, and silver for light microscopy. The specimens were scored for activity and chronicity 

indices as described by Austin criteria (24). The maximum scores of the activity index and 

chronicity index were 24 and 12, respectively.The activity index was the sum of semiquantitative 

scores of the following parameters: endocapillary proliferation, fibrinoid necrosis, cellular 

crescents, leukocyte infiltration, hyaline thrombi, and interstitial infiltration. The chronicity index 

was the sum of semiquantitative scores of the following parameters: glomerular sclerosis, 

fibrous crescents, interstitial fibrosis, and tubular atrophy.  A percentage of each parameter was 

calculated by the equations: 

 

Percentage of each pathology = Number of involved glomeruli x100% 

    Total number of obtained glomeruli  

All biopsies were examined by one pathologist (VK) who was not aware of the results of 

the molecular studies. The samples were classified according to the histological types of LN 

using the ISN/RPS classification (25). 

 

Renal SLEDAI 

 Renal SLE disease activity index at the time SLE patients visit are measured by the 

using MEX-SLEDAI scoring system (26). 

 As for MEX-SLEDAI scoring system, renal disease activity was scored on a 0-16 point 

scale according to the MEX-SLEDAI index. A higher score implies greater disease activity. 

• Urinary casts (heme-granular or red blood cell casts) 

• Hematauria (>5 red blood cells/high power field. Exclude stone, infection, or other 

cause) 

• Proteinuria (>0.5 gram/ 24 hours) 

• Pyuria (>5 white blood cells/high power field. Exclude infection) 

Weight 4 score for each item  
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Endpoints 

 The primary endpoint was the correlation between blood BLyS level and the severity of 

lupus nephritis (disease activity, pathological score, lab investigation and treatments received 

for SLE). Secondary endpoint included the correlation between Blood BLyS level and blood 

APRIL, long term renal outcome and treatment response at the sixth month. Renal SLEDAI 

scored 0 for consecutive 3 months after 6-month treatment means complete remission. 

 

Data analysis 

 Statistical analysis was performed using the SPSS software (version 16, SPSS Inc, 

Chicago, IL) Continuous variables were summarized as mean ± SE or median where 

appropriate and categorical variables used as frequency and percentage. Significant 

differences were calculated using Mann-Whitney tests for continuous variables. Correlation 

coefficients were calculated by Spearman’s test. Failure to complete remission was determined 

by renal SLEDAI score > 0 at 6 months after standard treatment. 

 The box plot graph was done by GraphPad Prism (version 4.03).The ROC curve of 

APRIL levels was plotted using SPSS software. Differences of p-Value < 0.05 are considered 

statistically significance. 

 

 
RESULTS 

 

Patient characteristics  

All patients (n=52) were active lupus nephritis defined by clinical and histological criteria 

(table 1).  They were biopsy-proven class III or IV by the ISN/RPS classification.  Mean ages 

were 32.9 years. The studied patients were predominantly female (96%).The mean disease 

duration before kidney biopsy was 5.9 years.  Median Renal SLEDAI score in the active group 

were 12. Median daily prednisolone dosage was 22.5 mg.  The immunosuppressive drugs were 

either oral mycophenolate or pulse intravenous cyclophosphamide (11.5% for both).  
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Most of them had nephrotic range proteinuria with normal serum creatinine. The serum 

complements (C3, C4 and CH50) were low while the ANA and anti-dsDNA titers were high. 

Mean activity score and chronicity score in the study group were 7.83 ± 0.7 and 3.01 ± 0.37. 

 

Serum levels of BLyS are associated with SLE disease activity 

 Serum levels of BlyS were increased as compared with inactive disease or healthy 

control (1.32 ± 0.15 vs.  ng/ml) (Table 2).   

 BlyS levels were correlated well with serum complement level (Rs = 0.6; p-value < 0.01), 

total white cell count (Rs = -0.485; p-value < 0.001) and low dose steroid usage (Rs = 0.543; p-

value < 0.001) (Table 3).  However, there were no association between serum levels of BLys 

and any parameters of nephritis.  

 

Serum levels of APRIL are associated with renal histology 

Serum levels of APRIL were increased as compared to inactive disease or healthy 

control (4.10 ± 0.30 vs  ng/ml) (Table 2 and Table 3).  APRIL levels were correlated with urine 

protein (Rs = 0.438, p-Value = 0.002) and renal pathology (Rs = 0.335; p-value = 0.017) as 

shown in figure 1.  Patients with high serum levels of APRIL (≥3.6 ng /ml) have more severe 

pathologic features as compared with patients with low serum APRIL.  
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Table 1: patient characteristics at the time of kidney biopsy. 

  (n=52) 

Age, years 

   Mean ± SE 

   Range, years 

 

32.90 ± 1.29 

26-39 

Sex, no. 

   Female 

 

50 (96) 

Duration of SLE, years 

   Mean ± SE 

 

5.90 ± 0.62 

Renal-SLEDAI score‡ 

   Median 

   Range 

 

12 

8-12 

Prednisone use, no.(%) 

   Median dosage, mg/day 

   Dosage range, mg/day 

47 (90) 

22.5 

7.5 – 50 

Immunosuppressive drug use 

   intravenous methylprednisolone 

   intravenous cyclophosphamide 

   cyclophosphamide 

   Mycophenolate mofetil 

   Azathioprine 

   Hydroxychloroquine 

 

3 

6 

0 

6 

1 

2 

Extrarenal manifestation, no.(%) 12 (23) 

‡ Renal-SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Score) use 4 end points as 

follows, UPCI or 24-hour urine protein ≥ 0.5 g/day, urinary RBCs ≥ 5/hpf, urinary WBCs ≥5 

/hpf and urinary cellular casts ≥ 1/hpf., and 4 points for each score  (hpf = high-power field) 

† Significance of the difference among active and remission group, by Mann-Whitney U test. 
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Table 2 Serum levels of BLyS and APRIL 

 Active LN* 

BLyS, ng/mla                          1.32 ± 0.15 

APRIL, ng/mla                      4.10 ± 0.30 

   Serum creatinine, mg/dl      

   Proteinuria, g/day              

   Urinary erythrocyte count, per high power field                                   

1.06 ± 0.08 

3.59 ± 0.31 

50.84 ± 11.96 

Immunological parametersa 

   C3 (n=29) 

   C4 (n=22) 

   CH50 (n=25) 

   ANA, titer (by IF)   (n=30) 

   Anti-dsDNA, titer (by IF) (n=23) 

 

53.98 ± 5.32 

10.21 ± 1.40 

13.50 ± 2.94 

1,731.20 ± 606.29 

355.26 ± 92.44 

Histological parameters 

  Activity score 

  Chronicity score 

 

7.83 ± 0.70 

3.01 ± 0.37 
a Data are expressed as mean±SE. 

* Include only lupus nephritis class Ⅲ or Ⅳ by ISN/RPS 2003 criteria 

 

Table 3: Correlations of blood BLyS and APRIL levels with lupus activity parameters, 

pathological score and prior treatment classify in renal and systemic involvement. 

                                      BLyS                                             APRIL 

 Spearman 

r 

p-value   Spearman 

r 

p-value 

R_SLEDAI 

SCr 

Urbc 

Uprotein 

A 

C 

- 0.167 

0.065 

- 0.131 

-0.051 

- 0.111 

0.249 

0.262 

0.649 

0.360 

0.728 

0.432 

0.075 

 R_SLEDAI 

SCr 

Urbc 

Uprotein 

A 

C 

0.219 

0.063 

0.062 

0.439 

0.335 

0.208 

0.148 

0.666 

0.674 

0.002* 

0.017* 

0.147 
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                                      BLyS                                             APRIL 

 Spearman 

r 

p-value   Spearman 

r 

p-value 

ANA 

Anti-dsDNA 

C3 

C4 

CH50 

WBC 

PMN 

Lymphocyte 

Prednisolone 

(dose) 

Mycophenolate 

(dose) 

ACEI (dose) 

BLyS at 6 mo. 

- 0.201 

- 0.362 

0.560 

0.621 

0.568 

- 0.485 

- 0.402 

- 0.417 

0.543 

 

0.369 

 

0.272 

0.580 

0.286 

0.002* 

0.002* 

0.003* 

<0.001* 

<0.001* 

0.002* 

<0.001* 

 

0.007* 

 

0.0051 

0.005* 

 ANA 

Anti-dsDNA 

C3 

C4 

CH50 

WBC 

PMN 

Lymphocyte 

Prednisolone 

(dose) 

Mycophenolate 

(dose) 

ACEI (dose) 

APRIL at 6 mo 

0.020 

- 0.014 

- 0.340 

- 0.323 

- 0.070 

0.266 

0.180 

- 0.138 

0.077 

 

- 0.091 

 

0.004 

0.573 

 

0.917 

0.950 

0.071 

0.143 

0.741 

0.062 

0.212 

0.338 

0.595 

 

0.528 

 

0.980 

0.001* 

 

 
 
Figure 1: The correlation between blood APRIL levels with activity indices (r=0.34;p-value=0.02) 

and 24-hour urine protein (r=0.44;p-value<0.01). 
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Serum levels of APRIL predicted failure to immunosuppressive treatment  

 All patients with biopsy-proven class III / IV LN were treated with immunosuppressive 

drugs for six months after kidney biopsy. Twenty percent (9 of 45) achieved complete response 

to treatment within 6 months. We performed ROC analysis to determine the best cut-off that had 

the maximal sensitivity and specificity based on response to treatment (Figure 2).  The blood 

cut-off level of 3.6 ng /ml could predict failure to treatment at 6 month with sensitivity of 64% and 

specificity of 78%, respectively (Figure 3).  The patients with high levels of APRIL had a trend to 

failure to treatment (    vs.   % P=0.05).  

 After combined cut-off level of urine protein ≥2.5 g/day and blood APRIL ≥3.6 ng/ml, the 

sensitivity was   % and specificity was 95.7% (figure 2, 3).   

 
 
 

 
Figure 2: ROC curve of blood APRIL levels in predicting failure to treatment. Cut-off point 3.6 

ng/ml (sensitivity 64.0%; specificity 78.0%). Area under the ROC curve: 0.691 (95% CI: 0.499 - 

0.884; p =0.079). 
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  %CR      p = 0.057 

 
 Blood APRIL level (add number of patients per group) 

 

Figure 3: Blood APRIL in predicting failure to treatment by cut-off point 3.6 ng/ml 

 

Serum levels of BLys and APRIL responded to immunosuppressive treatment 

 Serum levels of APRIL, but not BLys, were reduced at 6 months after 

immunosuppressive treatment. Serum levels of BLyS were not different between responder and 

nonresponder groups. The levels were not changed after 6-month of treatment (Table 4 and 

Figure 4).  

Blood APRIL in the CR group were lower than  non CR group in both time points and the 

levels at 6 month follow-up were significantly lower than those measured before treatment in 

both CR and non CR group (p = 0.012 and p <0.001 in figure 4). So all of these results confirm 

that high level of blood APRIL was associated with active lupus nephritis 
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Figure 4: Blood APRIL levels among CR and non CR groups at baseline and on the next day 

180 of follow-up.
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Table 4: Baseline biological and histological variables at the time of biopsy and on the next 6-month of follow up between CR and non CR groups 

 Day 0  Day 180  
 CR Non CR p-Value CR Non CR p-Value 
BLyS, ng/mla                          1.50 ± 0.50 1.50 ± 0.26 0.987 2.15 ± 0.64 2.06 ± 0.31 0.942 

APRIL, ng/mla                      3.42 ± 0.69 4.65 ± 0.44 0.143 1.06 ± 0.20 2.25 ± 0.31 0.033† 

Clinical parametersa 

   Serum creatinine, mg/dl      

   Proteinuria, g/day              

   Urinary erythrocyte count,  per HPF                                   

 

0.91 ± 0.08 

1.83 ± 0.32 

45.88 ± 24.85 

 

0.96 ± 0.11 

4.23 ± 0.41 

35.03 ± 9.31 

 

0.799 

0.002† 

0.617 

 

0.80 ± 0.05 

0.32 ± 0.10 

2.25 ± 0.59 

 

0.82 ± 0.07 

2.60 ± 0.60 

29.45 ± 13.37 

 

0.845 

  0.001† 

 0.056 

Immunological parametersa 

   C3 (n=5;12) (n=4;12) 

   C4 (n=5;9) (n=3;7) 

   CH50 (n=6;9) (n=3;5) 

   ANA (n=6;11) (n=3;5) 

   Anti-dsDNA (n=5;10) (n=3;6) 

 

52.6 ± 17.61 

10.27 ± 4.11 

13.55 ± 3.84 

560.00 ± 229.09 

544.20 ± 223.88 

 

58.8 ± 8.15 

9.64 ± 1.71 

16.50 ± 7.32 

1,469.09 ± 459.73 

302.00 ± 135.62 

 

0.717 

0.869 

0.763 

0.184 

0.346 

 

84.75 ± 12.29 

18.7 ± 3.38 

24.97 ± 3.87 

280.00 ± 183.30 

69.67 ± 46.05 

 

86.41 ± 7.56 

21.47 ± 5.00 

20.82 ± 7.03 

912.00 ± 471.66 

11.05 ± 1.70 

 

0.913 

0.743 

0.687 

0.364 

0.334 

Histological parameters 

  Activity score 

  Chronicity score 

 

7.88 ±1.01 

2.25 ± 0.59 

 

7.60 ± 1.01 

3.15 ± 0.70 

 

0.875 

0.449 

   

a Data are expressed as mean±SE., * Include only lupus nephritis class Ⅲ or Ⅳ by ISN/RPS 2003 criteria, † Significance of the difference among 

active and remission group, by Mann-Whitney U test., N/A, not applicable, CR = complete remission  
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Discussion 

 In this study we aimed to investigate the relationship between blood BLyS level and 

severity of lupus nephritis. We found that BLyS levels had correlation with all complement 

levels but inverse correlation with prior steroid dosage. Many previous literatures in the past 

had shown that BLyS expression and BLyS levels were correlated with SLE activity (17) and 

were suppressed rapidly in those taking steroid (21-22). The conflicting result could be 

explained by the steroid dosage that patients took before investigation. In group of patients 

that received steroid equivalent to prednisolone dose more than 30 mg/day had low blood 

BLyS level (<1pg/ml) (data not shown). And almost all of active lupus nephritis patients 

(>90%) have steroid exposed with dose varied more or less. Thus the mean levels of blood 

BLyS in the active group were lower than in the remission grouped and also had a pararell 

correlation with complements. 

  No study explored the relationship between the blood BLyS level and white blood 

cell counts. But in this study, we found that soluble BLyS that we detected had inverse 

correlation with total white cell counts, total polymorphonuclear (PMN) cells and total 

lymphocytes. On the basis, BLyS are produced and secreted by T cells, myeloid cells and 

dendritic cells. B cell can also produce small amount of BLyS to activate them as autocrine 

function. We knew that the blood BLyS level could be maintained by two factors, first the 

production rate and second the consumption rate. So we could expect to see high BLyS 

levels in the presence of neutrophilia and B cell lymphopenia. In acute phase of lupus 

nephritis flare, B cells play a major role in promoting the proinflammatory state, therefore we 

could speculate that there is an increasing of B cell numbers in this situation and the amount 

of B cells could not be the main factor to explain the association. We are unable to interpret 

why the BLyS levels have inverse correlation with total PMN but we believe that the answers 

are more complicated and need further investigations. These may be some reasons. 
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- BLyS levels depend on net balance of the production and consumption rate. And the 

blood sample we took for measuring BLyS level and white cell counts were not from 

the same time. 

- Low BLyS levels may not represent true remission episode. Strong expression of 

BLyS mRNA could be the answer (23). 

- Glomerulonephritis may increase BLyS excretion in the urine, thereby resulting in 

lower blood BLyS level. Future analyses of urine BLyS protein may prove to be highly 

informative. 

Furthermore, we found the correlation between blood BLyS levels and 

mycophenolate (MMF) dose usage. After follow up, patients that maintain MMF for 6 months 

had highs level of BLyS than patients whom maintained by other regimen (data not shown, 

p-Value =0.021). In our opinion, MMF had specific antiproliferative effect for lymphocytes, so 

B cell numbers should be suppressed and the rate of BLyS consumption would be low. 

From the study, the BLyS levels were associated with systemic manifestation of SLE 

but had no association with all renal SLEDAI parameters and the renal pathology. We also 

found that BLyS levels at 6 months had pararell correlation with BLyS level at the baseline 

value, so the rate of change of BLyS was slow. In conclusion, BLyS levels are sensitive to 

steroid and MMF. In conclusion, blood BLyS is not good for determining the severity of lupus 

nephritis. 

 Although blood BLyS levels were associated with systemic lupus not nephritis, blood 

APRIL levels were associated with lupus nephritis (as shown in the result). Many literatures 

revealed that serum APRIL levels were correlated significantly with musculoskeletal 

manifestation of SLE, mostly arthritis (15-16). The levels of APRIL mRNA in CD19+ B cells 

correlated both with the titers of anti-double standed DNA antibodies and with the SLE 

disease activity index. Furthermore, there was an overexpression of APRIL in kidney tissue 

from SLE patients (17,19). Similar to other studies, we found that blood APRIL levels were 

correlated significantly with the levels of proteinuria and activity score after being adjusted 

for immunosuppressive drugs by multivariate analysis. However, we did not find the 
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relationship between blood APRIL level and systemic parameters. It was difficult to make the 

interpretation due to the small size of population or it has been proven to be the truth that 

APRIL was found high level in local tissue inflammation particular nephritis. This was the first 

study that described the association between the blood APRIL level and severity of lupus 

nephritis (both clinical and pathological parameters). 

 There were some significant differences in active features of pathological indexes 

such as endocapillary proliferation, fibrinoid necrosis, PMN infiltrations and hyaline deposits 

between the active lupus nephritis patients that had blood APRIL levels above and below 

3.6 ng/ml. After following up for 6 months, we also found that the active lupus nephritis 

patients who had baseline blood APRIL above 3.6 ng/ml, developed remission after 

standard treatment for less than 5%. Moreover, regard to data on the 6-month follow-up day, 

the clinical response of lupus nephritis to treatment was improved and the blood APRIL 

levels of that day were decreased in the indifferent rate among responder and non-

responder group. 

 In lupus nephritis, proteinuria is a component of composite outcomes. It’s associated 

with increasing incident of thromboembolic disease and cardiovascular events. Regression 

of proteinuria appears to be stronger predictor of prognosis. The knowledge about true 

mechanism of APRIL and how to develop proteinuria could help us understanding the 

pathophysiology of lupus nephritis and develop new strategies to attack APRIL for 

decreasing disease activity. Blood APRIL may be the other seromarker that use in 

determining the severity of lupus nephritis. 

 In conclusion, this study demonstrated the pivotal role of BLyS ligands in human 

lupus. Blood BLyS was associated with systemic manifestation whereas blood APRIL was 

associated with local manifestation (lupus nephritis). Blood APRIL levels may become the 

noninvasive approach serving as a practical tool in management of lupus nephritis. APRIL 

antagonists may be a new treatment for lupus nephritis.  
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MSc1, Vipawee Kittikovit, MD1, 4, Nattiya Hirankarn, MD PhD1, 5 

 

ABSTRACT 

Recent studies have indicated that vascular endothelial growth factor (VEGF) plays a crucial 

role in the preservation of renal function and may serve as a useful biomarker in monitoring 

the progression of lupus nephritis (LN).  We sought to characterize a potential correlation 

between the intra-renal expression of VEGF and the renal histopathology and the prognosis 

of LN. We collected renal tissue from patients with active LN and measured mRNA and 

protein expression in the renal tissue by quantitative polymerase chain reaction and 

immunohistochemistry, respectively. All Class III or IV lupus nephritis by the ISN/RPS 

classification displayed a decreased level of intra-renal VEGF compared to those of kidney 

donors at the time of transplantation. Furthermore, VEGF mRNA levels were negatively 

correlated with certain histopathologic features, including glomerular endocapillary 

proliferation, crescent formation, and a high histological activity index.  Interestingly, the 

reduction in intra-renal VEGF level was associated with increase in number of podocyte cells 

in the urine of patients with LN. Moreover, the level of intra-renal VEGF mRNA precisely 

predicted the deterioration of renal function in these patients within twelve months.  In 

conclusion, expression of VEGF in renal tissue may serve as a molecular marker of renal 

damage from LN and may be a predictive factor for short-term loss of kidney function in 

lupus nephritis patients.     
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INTRODUCTION 

Proliferative lupus nephritis (LN) is the most common and severe histology of lupus 

nephritis.(1)  Steroids and cytotoxic drugs remain the most commonly used treatments 

despite the many associated adverse events.(2)  Renal histology is essential for the 

selection of proper treatment and prognostication of the disease.(3)  Specific histological 

findings, such as crescent formation, may determine prognosis.(3)  However, 

immunosuppressive therapy could mitigate such pathology and therefore improve the renal 

prognosis.(4)  Since the discovery of the molecular mechanisms of SLE, novel 

immunosuppressive therapies have been introduced.(5)  Nevertheless, the mechanism of 

the loss of renal function remains unknown.(6)  Studies of intra-renal molecular signatures 

could reveal the molecular mechanism of the disease and predict renal prognosis.(7-9)  

Finally, molecular classification may be integrated into the histological classification of lupus 

nephritis.   

The integrity of the glomerular and peritubular capillaries is vital for renal function.  

Progressive capillary loss, with obliteration of the microvasculature, frequently accompanies 

fibrosis, which is a characteristic feature of progressive renal disease.(10, 11)  Progression 

of glomerulopathy is, at least in part, due to loss of glomerular integrity.  VEGF promotes 

survival, proliferation, and differentiation of glomerular endothelial cells.(12)  Decreased 

expression of VEGF has been associated with various glomerulopathies such as crescentic 

glomerulonephritis, focal glomerulosclerosis, IgA nephropathy, pre-eclampsia, and aging 

kidneys.(10, 13, 14)  Administration of VEGF has been shown to stabilize kidney function in 

many models including the remnant model, thrombotic microangiopathy, and chronic 

cyclosporine nephropathy.(15-18) The protective actions were principally mediated through 

preservation of glomerular and peritubular capillary structures.(18)  A recent study in human 

diabetic nephropathy has confirmed the role of VEGF in maintaining renal vasculature and 

identified it as a novel biomarker.(19)  Growing evidence supports the potential role of VEGF 

in SLE and nephritis, but the studies remain inconclusive.(13, 20-23)   
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Intra-renal quantitative gene expression may be used for grading of disease severity.(8)  For 

instance, intra-renal TGF-beta gene expression could determine progression of chronic 

kidney disease.(9)  In lupus nephritis, it is difficult to determine prognosis at the time of the 

renal flare.  In a previous study, we suggested a serial non-invasive measurement of urinary 

mRNA for chemokines and growth factors that could predict the prognosis of this 

disease.(24)  In this study, we aim to determine an association between intra-renal molecular 

signatures and renal histology.  Furthermore, we determined whether the molecular 

signature in the kidney could predict the progression of lupus nephritis.   

 

MATERIAL AND METHODS 

Patients.   

A total of 51 patients underwent renal biopsy for diagnostic evaluation of active lupus 

nephritis between 2002 and 2005.  All patients had been diagnosed with SLE according to 

the 1997 American College of Rheumatology criteria.  All biopsies were examined by one 

pathologist (VK) who was not aware of the results of the molecular study.  The samples were 

classified according to the histologic types of LN using the ISN/RPS classification.(40)  Six 

samples from patients with LN class V were excluded from the study.  Ten samples were 

excluded due to inadequate number of glomeruli (less than five) or chronic scarring 

glomeruli.  In class III or IV LN, patients were treated with oral prednisolone plus a six-month 

course of intravenous cyclophosphamide (41) or oral mycophenolate mofetil.(42)  In rapidly 

progressive renal failure from crescentic LN, three consecutive doses of intravenous 

methylprednisolone were given and three sessions of plasmapheresis were performed.  The 

patients then received oral prednisolone plus a six-month course of intravenous 

cyclophosphamide.(43)   

The control group consisted of kidney samples from implantation biopsies after re-perfusion 

of kidney allografts.  Inclusion criteria were living or deceased donors with normal serum 
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creatinine levels and donor age of less than 55 years.  Kidney samples from patients with 

delayed graft function or prolonged ischemia time were excluded.    

The study was approved by the Ethics Committee for Human Research of the Faculty of 

Medicine, Chulalongkorn University, and written informed consent was obtained from all 

patients.  

Renal Histology 

Paraffin sections were stained with hematoxylin and eosin, periodic acid-Schiff, trichrome, 

and silver for light microscopy.  The specimens were scored for activity and chronicity 

indices as described previously.(1)  The maximum scores of the activity index and chronicity 

index were 24 and 12, respectively.  The activity index was the sum of semiquantitative 

scores of the following parameters: endocapillary proliferation, fibrinoid necrosis, cellular 

crescents, leukocyte infiltration, hyaline thrombi, and interstitial infiltration.  The chronicity 

index was the sum of semiquantative scores of the following parameters: glomerular 

sclerosis, fibrous crescents, interstitial fibrosis, and tubular atrophy.  A percentage of each 

parameter was calculated by the equation: 

Percentage of each pathology = (Number of involved glomeruli / Total number of obtained 

glomeruli) x 100 % 

RNA isolation from renal biopsy samples.  

Diagnostic renal biopsy specimens from lupus nephritis patients were obtained and stored 

at -80 oC.  RNA isolation, quantification, and reverse-transcription into complementary DNA 

were performed as described previously.(8)   

Quantification of mRNA.   

The mRNA of 18s rRNA, VEGF, ANGPT-1, TGF-beta, and HO-1 were measured using a Light 

Cycler machine (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN).  The sequences of 

primers and fluorescence probes are as follows: 18s rRNA sense, 5’gcc cga agc gtt tac ttt 
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ga 3’; 18s rRNA antisense, 5’tcc att att cct agc tgc ggt atc 3’; 18s rRNA probe, 5’FAM aaa 

gca ggc ccg agc cgc c TAMRA3’; VEGF sense, 5’cct aca gca caa caa atg tga atg 3’; VEGF 

antisense, 5’caa atg ctt tct ccg ctc tga 3’; VEGF probe, 5’FAM caa gac aag aaa atc cct gtg 

ggc ct TAMRA3’; ANGPT-1, sense 5’tgc aaa tgt gcc ctc atg tta 3’; ANGPT-1 antisense, 5’tcc 

cgc agt ata gaa cat tcc a 3’; TGF-beta sense, 5’ccc tgc ccc tac att tgg ag 3’; TGF-beta 

antisense, 5’ccg ggt tat gct ggt tgt aca 3’; TGF-beta probe, 5’FAM cac gca gta cag caa ggt 

cct ggc c TAMRA 3’; HO-1 sense, 5’gcc ctt cag cat cct cag ttc 3’; HO-1 antisense, 5’ggt ttg 

aga cag ctg cca cat 3’; HO-1 probe, 5’FAM tgc agc aga gcc tgg aag aca ccc TAMRA 3’.  

All primer pairs were designed to span across an intron-exon boundary to distinguish 

amplification of genomic DNA.  Each PCR reaction was carried out in a 20 µl reaction 

volume composed of 2 µl of cDNA template and 18 µl of a real-time PCR mastermix that 

contained 10 µl of 2xQuantiTech Probe Mastermix (Qiagen Inc., CA, USA), 0.5 µM forward 

primer, 0.5 µM reverse primer, and 0.2 µM probe.  No fluorescent signal was generated by 

these assays when genomic DNA was used as a substrate, which confirmed that the assays 

measured only mRNA.  Levels of mRNA were analyzed by a comparative method.(44)  The 

reference RNA was a pool of RNA from implantation kidney biopsies of live-donors.  To 

control possible variation among PCR runs, VEGF and an 18s rRNA plasmid (housekeeping 

gene) were used as calibrators.  The PCR amplicon for 18s rRNA was used for developing 

standard curves.  The standard curves were based on the principle that a plot of the log of 

the initial target copy of a standard versus threshold cycles results in a straight line.  Levels 

of mRNA were expressed as the number of copies per microgram of total RNA isolated from 

renal biopsy tissues. 

Immunohistochemistry.   

For immunohistochemistry, tissue samples were fixed in 4% buffered paraformaldehyde and 

embedded in paraffin. Deparaffinized sections were heated in a microwave oven with 

sodium citrate buffer. The rabbit anti-VEGF-A antibody sc152 (Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., CA, USA; dilution of 1:100) and an Envision reagent kit (Dako, California, USA) were 
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used. The color product of peroxidase was developed by the 3,5 diaminobenzidine (DAB) 

substrate and counterstaining with hematoxylin.  Negative controls included normal rabbit 

IgG. 

Quantitation of the urine podocyte marker (WT-1) and VEGF.   

To properly compare intra-renal and urinary gene expression, a 50 mL urine sample was 

collected on the day of kidney biopsy.  The urine sample was immediately centrifuged after 

collection at 1000 g for 30 min at 4o C.  Total RNA was isolated from the cell pellets using an 

RNA blood mini kit (Qiagen, Chatworth, CA), measured for concentration, and reverse-

transcribed into complementary DNA as described previously.(24, 45)  The mRNA levels of 

VEGF, WT-1 (podocyte marker), and 18s rRNA (housekeeping gene) were measured as 

described above.  

Statistical Analysis.  

Statistical analysis was performed using the SPSS software (version 11.5, SPSS Inc, 

Chicago, IL).  The levels of mRNA deviated significantly from the normal distribution 

(p<0.001) and were reduced by log-transformation.  All data are given as mean and SE.  

The Mann-Whitney test was used for comparison between the two groups.  The relationship 

between the mRNA levels of each group was estimated with Spearman’s rho correlation.  A 

loss of renal function was determined by a doubling of serum creatinine calculated from the 

renal biopsy date or end-stage renal disease. The criteria of ESRD included having a 

calculated MDRD-GFR below 15 mL/min or initiation of renal replacement therapy (dialysis 

or transplantation).  To distinguish patients who had a loss of renal function, a receiver 

operating characteristic curve of mRNA levels was used to determine the cutoff levels that 

maximized the combined sensitivity and specificity.  We estimated the probabilities of a loss 

of renal function using the Kaplan-Meier method and compared them using a log-rank test.  

All p-values below 0.05 were considered statistically significant.   
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RESULTS 

Patients.   

Fifty-one biopsy samples were obtained during a diagnostic process of clinically active 

lupus nephritis.  Ten samples were excluded due to an inadequate number of glomeruli 

(less than five) or chronic scarring glomeruli.  Six samples from patients with LN class V 

were excluded.  Thirty-four samples were from female patients.  Mean (SE) age was 31 

(1.27) years.  The mean (SE) SLE disease activity index (SLEDAI) (25) and level of serum 

creatinine, 24 hour urine protein, and erythrocyturia were 10.58 (0.91), 1.74 (0.26) mg/dL, 

3.53 (0.47) g/day, and 32.70 (15.47) cells/high power field, respectively (Table 1).     

Ten samples of implantation biopsies from donor kidneys were used as controls.  Six kidney 

samples were from living donors, and four were from deceased donors (Table 1).  

Histological examination of the wedge-biopsies revealed unremarkable findings except for 

minimal tubular injury. 

 Renal histology of lupus nephritis 

Eight samples were class III and twenty-seven were class IV by the ISN/RPS classification of 

lupus nephritis (LN), respectively.  More details of renal histology are demonstrated in Table 

1.  The mean (SE) of renal activity and chronicity indices were 7.49 (0.85) and 4.06 (0.53), 

respectively.  Crescent formation was observed in 12 samples (34%). Other pathologies 

observed in the samples were endocapillary proliferation (82%), fibrinoid necrosis(34%), 

glomerular neutrophil infiltration(65%), and thrombotic microangiopathy (16%).   
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Table 1. Clinical and histological variables at the time of biopsy a 

 Controlsb Patients p-value 

Number 

Gender (Female/Male) 

Age (years) 

Clinical parameters 

   - Serum creatinine (mg/dl) 

   - Proteinuria (g/day)  

   - Urinary erythrocyte count (per high 

power) 

   - MDRD GFR (ml/min/1.73 m2)c 

SLEDAId 

Steroid dose (mg/day) 

Activity index 

Chronicity index 

Renal Histology 

III (S), (G)e 

IV (S), (G)e 

III (A), (A/C)e 

IV (A), (A/C)e 

Intra-renal mRNA levels 

   VEGF 

   HO-1 

   TGF-beta 

   Angiopoeitin-1 

10 

2/8 

33.40+3.76 

 

1.18+0.13 

0 

0 

 

81.10 + 9.80 

N/A 

0 

N/A 

N/A 

 

N/A 

N/A 

N/A 

N/A 

 

-0.08+0.13 

 0.30+0.26 

-0.03+0.15 

0.16+0.38 

35 

34/1 

31.74+1.27  

 

1.74+0.26 

3.53+0.47 

32.70+15.47 

 

66.36+6.84 

10.58+0.91 

32.20+6.64 

7.49+0.85 

4.06+0.53 

 

7, 1 

10, 17 

4, 4 

16, 11 

 

-0.64+0.05 

-0.45+0.06 

-0.13+0.06 

0.60+0.08 

 

 

0.74 

 

0.93 

<0.001 

<0.001 

 

0.49 

 

<0.001 

 

 

 

 

 

 

 

 

<0.001 

0.002 

0.22 

0.44 
a Data are expressed as mean ± SE., b Control: implantation biopsy from 6 living donors and 4 
deceased donors., c MDRD GFR, glomerular filtration rate at the time of biopsy., d SLEDAI, 
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index [25]. , e S, segmental.  G, global.  A, active.  
C, chronic 
N/A, not applicable,  mg/dl, milligram per decilitre 
 

Intra-renal expression of VEGF in lupus nephritis.   

Levels of VEGF mRNA in the kidneys of lupus nephritis patients (n=35) were decreased as 

compared to the implantation biopsies of kidney donors (n=10) (-0.64+0.05 vs. -0.08 + 0.13 

log copies; p < 0.001) (Table 1).  The levels of HO-1 were decreased in lupus nephritis (-
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0.45+ 0.06 vs. 0.30 + 0.26 log copies; p=0.002), whereas the levels of transforming growth 

factor-beta (TGF-) and angiopoeitin-1 (ANGPT-1) were not different between patients and 

controls (-0.13 + 0.06 vs. -0.03 + 0.15 log copies; p= 0.22 and (0.60 + 0.08 vs. 0.16 + 0.38 

log copies; p= 0.44). 

Intra-renal VEGF mRNA levels were lower in samples with crescent formation (-0.98± 0.03 

vs. -0.62±0.05 log copies; p=0.04).  The biopsy samples with diffuse endocapillary 

proliferation (> 25 % of glomeruli) expressed lower VEGF levels (-0.72 + 0.05 vs. -0.44 + 

0.06 log copies; p=0.003).  Samples with a high activity score (score > 3 of total 24) 

expressed lower VEGF levels (-0.70 + 0.05 vs. -0.40 + 0.07 log copies; p=0.009).  However, 

samples with glomerular neutrophil infiltration (>25% of glomeruli) showed no difference in 

VEGF levels (-0.67 + 0.08 vs. -0.62 + 0.05 log copies; p=0.09).  Fig. 1(A-D) shows that the 

presence of crescent formation, endocapillary proliferation, and a high activity index were 

associated with decreased VEGF mRNA levels. 

Correlation between VEGF, transforming growth factor-beta (TGF-β), angiopoeitin-1 

(AGPT-1), and heme-oxygenase-1 (HO-1).   

Since there is a functional relationship among genes in the hypoxia-inducible pathway such 

as VEGF, TGF- β, AGPT-1, and HO-1, we attempted to determine the association between 

each mRNA level in the biopsy tissues.  Fig 2 A-C shows that mRNA levels of VEGF were 

associated with TGF- β (R=0.41, p=0.02), and HO-1 (R=0.65, p < 0.0001), but not ANGPT-1 

(R=0.15, p=0.41) mRNA levels. 
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Figure 1. Intra-renal vascular endothelial growth factor (VEGF) mRNA and renal pathology.  

Box and whisker plots show the 10th, 25th, 50th (median), 75th, and 90th percentiles of values 

(log) for VEGF mRNA levels in the kidney tissue of patients with class III / IV lupus nephritis.  

The levels of VEGF mRNA were significantly lower in samples with the presence of 

crescentic formation (A), endocapillary proliferation (>25% of glomeruli) (B), and high 

activity index (AI > 3) (C), but not glomerular neutrophil infiltration (>25% of glomeruli) (D).  

(p-value by Mann-Whitney test).  Numbers in the parentheses indicate the number of biopsy 

samples. 
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Figure 2. Coordinated expression of intra-renal VEGF and related genes.  (A) The 

relationship between the levels of VEGF and TGF- was significant at P=0.02 (R=0.41).  (B) 

The relationship between the levels of VEGF and ANGPT-1 was not significant (P=0.41, 

R=0.15).  (C) The relationship between the levels of VEGF and HO-1 was significant at P < 

0.0001 (R=0.65).  

 

Immunohistochemistry localization of VEGF within renal biopsies.   

In kidney donors, the VEGF protein was expressed on podocytes and markedly expressed 

on tubular epithelial cells (Fig 3 C, E).  In lupus nephritis, weak VEGF staining was observed 

in all samples (Fig 3 B, D, F).  The VEGF protein was scarcely seen on glomeruli and tubular 

epithelial cells of samples with diffuse endocapillary proliferation (Fig 3B) or crescent 

formation (Fig 3D).   
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Figure 3. Immunohistochemistry localization of VEGF within renal biopsies of patients with 

lupus nephritis or kidney donors (implantation biopsy). 

Sections were not stained with control monoclonal antibodies (A).  VEGF protein was absent 

in crescentic glomeruli of patients with lupus nephritis (B) but markedly expressed in 

glomeruli of implantation biopsies of kidney donors (C); inset shows VEGF+ podocyte cells 

(arrows).  VEGF was scarcely seen in glomeruli with endocapillary proliferation of lupus 

nephritis (D).  VEGF was ubiquitously expressed on tubular epithelial cells of donor kidney 

tissues (E) but was reduced in the tubulointerstitium of kidneys of patients with lupus 

nephritis (F). (Original magnification x 400 except inset x 600) 
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Intra-renal VEGF mRNA levels predict a loss of renal function within twelve months.   

Active lupus nephritis patients were treated with standard therapy (see Methods) and were 

followed for twelve months after kidney biopsy.  Of all 35 patients, 10 patients experienced a 

loss of their renal function within 12 months (doubling serum creatinine levels or end-stage 

renal disease).  We performed ROC analysis to determine the best cutoff that had the 

maximal sensitivity and specificity based on a loss of renal function.  The mRNA cutoff level 

of -0.63 log copies could predict a loss of renal function with negative and positive 

predictive values of 100 and 53 percent, respectively.  We observed that 53% of patients 

with low VEGF mRNA levels, but none of the patients with high levels, experienced loss of 

their renal function within 12 months.  Patients with low VEGF mRNA levels had a 

significantly increased risk of loss of renal function, including doubling serum creatinine 

levels, end-stage renal disease (ESRD), or both events combined (p < 0.001 by log-rank 

test) (Fig 4 A-C).  In contrast, crescent formation and a high renal activity index were not 

associated with ESRD (data not shown). 

Urinary loss of podocytes is associated with active lupus nephritis (Fig 5).  

In a previous study, we reported an increase in urinary VEGF levels in patients with biopsy-

proven proliferative lupus nephritis.(24)  Although tubular epithelial cells are the main source 

of VEGF in the kidney, we hypothesized that the reduction of intra-renal VEGF in this study 

may partly be explained by a loss of podocyte cells into the urine.  We therefore analyzed 

the relationship between mRNA levels from urine cells and renal tissue during active lupus 

nephritis.  To perform a proper comparison, urine samples were collected from patients 

(n=21) on the day of renal biopsy.  There was a significant association between urinary WT-1 

and VEGF mRNA levels (Fig 5A) (R=0.51; p= 0.02).  Urine WT-1 and VEGF mRNA levels 

were increased in active LN (urine WT-1= 2.88+0.25 and VEGF 2.14+0.23 log copies).  In 

contrast, intra-renal WT-1 and VEGF mRNA levels were decreased in active LN (renal WT-1= 

-0.56+0.08 and VEGF= -0.73+0.14 log copies) (Fig 5B). 
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Figure 4. Analysis of the relationship between VEGF mRNA levels and a loss of renal 

function in 12 months.  Panel A shows Kaplan-Meier estimates of the time to doubling serum 

creatinine in all patients with class III/IV LN, as defined by two groups of VEGF mRNA levels 

(the best cutoff mRNA level identified by ROC analysis).  Panel B shows Kaplan-Meier 

estimates of the time to end-stage renal disease.  Panel C shows Kaplan-Meier estimates of 

the time to both outcomes combined (doubling serum creatinine or end-stage renal disease) 

(C).  According to log-rank analysis, p-values were < 0.001 for the model based on the two 

groups shown in all panels. 
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Figure 5. Study of a podocyte marker (WT-1) and VEGF from urine samples of lupus 

nephritis patients.  (A) The relationship between the levels of VEGF and WT-1 was significant 

at P=0.02 (R=0.51).  (B) Box and whisker plots show the 10th, 25th, 50th (median), 75th, and 

90th percentiles of values (log) for WT-1 and VEGF mRNA levels in the urine as compared to 

their levels in the kidney tissue of patients with class III / IV lupus nephritis (n=21).  The 

dotted line represents normal values.   

 

DISCUSSION 

Renal histology study is essential for guidance of patient management and for predicting 

prognosis of renal disease.(26)  Patients with proliferative lupus nephritis (ISN/RPS class III 

or IV) are inevitably destined for chronic or end-stage kidney disease.(27, 28)  The use of 

currently available immunosuppressive treatment has significantly improved renal 

prognosis.(29)  However, physicians have been unable to readily predict individual 

responses until patients finish a six-month course of immunosuppressive treatment.(28)  In 

general, a loss of renal function within six months after induction of treatment could 

determine long-term prognosis.(3)  In this retrospective study, intra-renal VEGF expression 

was decreased in severe lupus nephritis.  Moreover, VEGF expression at the time of renal 

flare may be a useful predictor of poor renal function within twelve months.  Molecular 

biomarkers may be useful in the diagnosis and prognosis of lupus nephritis in the future. 



 

 50 

Several studies have suggested that VEGF plays a key role in endothelial cell proliferation 

and capillary repair.(16, 18, 30) In the model of membranoproliferative GN, blockade of the 

VEGF165 protein could lead to progressive renal damage.(31) In the remnant kidney model, 

VEGF is reduced in both glomeruli and tubular cells, which could be corrected by VEGF 

replacement.(17) VEGF could enhance endothelial cell repair as well as increase angiogenic 

response of peritubular capillaries.(32)  It is known that VEGF can alter endothelial cell 

growth, integrity, and function and may eventually contribute to glomerulopathy.(12, 18, 30)  

It is expected for reduced endocapillary proliferation to be associated with decreased 

VEGF.  This study could not determine such an association.  

VEGF has been shown to stabilize kidney function in animal models of thrombotic 

microangiopathy(16) and chronic cyclosporine nephropathy.(17) The protective actions 

were principally mediated through preserved glomerular and peritubular capillary 

structures.(18)  This may help to preserve GFR by maintaining glomerular capillary filtration 

surface area as well as preventing tubulointerstitial fibrosis.(18)  This vascular protective 

action of VEGF could explain, in this study, an association between intra-renal VEGF and a 

loss of renal function in twelve months.  Furthermore,  histological evidence in this study 

showed expression of VEGF in both the glomeruli and the tubular cells of kidney donors, 

whereas there was a marked reduction of VEGF in both structures of kidneys with active 

lupus nephritis.(13, 33)  A study of renal tubular cell lines found that VEGF acts as a survival 

factor by induction of cell proliferation and anti-apoptotic responses.(34)  Expression of 

VEGF in renal tubules may result in order to protect against injury such as hypoxia, 

ischemia/reperfusion, hypokalemia, or oxidative stress.(34-36)      

In this study, intra-renal HO-1 expression was well correlated with VEGF expression.  The 

mRNA levels of both genes were decreased in lupus nephritis as compared to kidney 

donors.  In human kidney transplantation, both HO-1 and VEGF mRNA levels have been 

shown to be decreased in deceased donors (prolonged ischemia time) as compared to 

living donors (short ischemia time).(33)  In this study, the levels of VEGF decreased as the 
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severity increased; therefore, further studies are needed to clarify the role of hypoxic injury in 

lupus nephritis.   

Studies of serum VEGF in SLE patients have demonstrated higher levels in patients with 

active SLE than in patients with inactive SLE or healthy individuals.(20-22)  It is difficult to 

compare VEGF expression among the studies, since the quantification methods and studied 

samples (serum versus tissue) were different.(23)  The local effects of VEGF may be 

different from the systemic responses.  The variation of patients’ characteristics and 

immunosuppressive treatments may be considered to be confounding factors.  It should be 

noted that patients received a moderately high doses of steroids in this study, although we 

did not find a relationship between steroid dose and molecular profiling.  Furthermore, 

serum VEGF levels may not be associated with intra-renal VEGF levels, since we may detect 

VEGF expression from different cell sources.  For instance, the serum VEGF may originate 

from vascular endothelial cells, whereas renal VEGF, in this study, originates from tubular 

epithelial cells and podocytes.(34, 37)  Lastly, patients with different stages and levels of 

severity of SLE may show different patterns of VEGF expression.(13, 22) 

 We previously reported an association between urinary VEGF expression and active 

proliferative lupus nephritis,(24) whereas in this study, an inverse relationship between intra-

renal VEGF and histological activity was found.  This has been validated by performing 

mRNA studies from same-day collection of urine and renal tissue.  Figure 5 demonstrates an 

inverse relationship between urine and intra-renal VEGF mRNA levels.  We hypothesize that 

there may be a significant urinary podocyte loss in active lupus nephritis.(37)  Although 

tubular epithelial cells are the main source of VEGF in the kidney, urinary podocyte loss may 

partly contribute to a reduction of VEGF in crescent formation.(37)  Selective knockout of 

VEGF in the podocyte showed impaired glomerular capillary formation due to a loss of 

endothelial cells, supporting the important role of VEGF in podocytes in maintaining capillary 

integrity.(38)  Yu D et al showed that urinary podocyte loss is associated with glomerular 

damage in both primary and secondary glomerulonephritis in mice.(39)  We confirmed that 
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there was urinary podocyte loss in lupus nephritis by demonstrating an increase in urinary 

WT-1 mRNA levels of patients with active nephritis (Fig 5).  It would be interesting to further 

determine whether urinary podocyte numbers might be a functional biomarker for disease 

activity.  

In conclusion, this study demonstrates the pivotal role of renal VEGF expression in human 

lupus nephritis.  Patients with proliferative LN who had decreased intra-renal VEGF 

expression are at risk for a rapid decline of renal function.  At the time of renal flare, the 

combination of renal pathology like class III/IV LN and reduced VEGF expression could 

predict poor renal survival.  Intra-renal VEGF may become a candidate surrogate marker for 

targeting therapy and in development of clinical trials.      
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Genetic polymorphism of drug toxicity or 
pharmacokinetics in SLE patients 

 

บทนํา (Introduction) 

ศาสตร์ทาง pharmacogenetics เป็นศาสตร์ใหม่ท่ีเกิดจากการรวมศาสตร์ทางดา้น           พนัธุ

ศาสตร์และเภสัชศาสตร์เขา้ดว้ยกนั จึงทาํให้เกิดความเขา้ใจเก่ียวกบัการออกฤทธ์ิและการเกิดพิษของยา

มากข้ึน ช่วยให้มีการใชย้าท่ีเหมาะสมตามพนัธุกรรมของแต่ละบุคคล เพื่อให้ไดผ้ลในการรักษาสูงสุด

โดยการเกิดอาการพิษตํ่าท่ีสุด (1)  ทั้งน้ีเพื่อใช้เป็นขอ้มูลในการเลือกใช้ยาและจดัขนาดยา         ให้

เหมาะสมได ้ 

 Lupus nephritis (LN) เป็นพยาธิสภาพท่ีไตซ่ึงพบมากท่ีสุดในโรค SLE เป็นการอกัเสบของ

หลอดเลือดฝอย (glomerulus) และหน่วยไต (nephron) ท่ีเรียกวา่ glomerulonephritis ซ่ึงเก่ียวเน่ือง

กบั immune complex โดยเร่ิมจากการท่ีมี immune complex เกาะอยูท่ี่ mesangial cell เพียงเล็กนอ้ย

จนถึงเกิดการแบ่งตวัของผนังเส้นเลือดฝอยและเกิดการอกัเสบของเน้ือเยื่อบุท่ี glomerulus และ 

nephron ทาํให้ immune complex (2) เพิ่มมากข้ึนส่งผลให้เกิดความรุนแรงของโรคเพิ่มมากข้ึนดว้ย 

การรักษาโรค SLE ในอตีดนิยมใช ้cyclophosphamide ร่วมกบั corticosteroid ซ่ึงผลการรักษาดว้ยยา

ขนานน้ีเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ (3) แต่ยา cyclophosphamide มีผลขา้งเคียงท่ีส่งผลเสียต่อผูป่้วย

คือกดภูมิคุม้กนัแบบไม่จาํเพาะเจาะจงจึงก่อให้เกิดการติดเช้ือเพิ่มมากข้ึนในผูป่้วยท่ีไดรั้บยาและกดการ

ทาํงานของรังไข่ในผูห้ญิง (4)ดงันั้นจึงได้มีการการคน้หายาใหม่ๆ ท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึนและลด

ผลขา้งเคียงท่ีนอ้ยกวา่ เช่น mycophenolate mofetil (MMF) และ azathioprine (Aza) อยา่งไรก็ตามยา 

Aza เป็นยาท่ีมีดรรชนีความปลอดภยั (therapeutic index) ตํ่า  สามารถก่อให้เกิดอาการ    ไม่พึง  ไดแ้ก่

การกดการทาํงานของไขกระดูก (myelosupression) (5) ทาํให้ผูป่้วยเกิดการติดเช้ือ และมีเลือดออก

ผดิปกติ ในขณะท่ียา MMF แมจ้ะไม่มีผลขา้งเคียงท่ีอนัตรายถึงแก่ชีวิต แต่สามารถก่อให้เกิดผลขา้งเคียง

ท่ีสําคญัท่ีทาํให้ผูป่้วยไม่สามารถทนต่อการรับยาได้ เช่น อาการคล่ืนไส้อาเจียน ทอ้งร่วง (6) เป็นตน้ 

ดังน้ันผู้วิจัยจึงสนใจเอนไซม์ที่ใช้ในการจํากัดยา MMF และ Aza ออกจากร่างกาย คือ เอนไซม์ 

glucuronosyltransferase (UGT) และ thiopurine S-methyltransfease (TPMT) ตามลาํดับ  
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ความสาํคญัของยา mycophenolate mofetil 

MMF เม่ือเขา้สู่ร่างกายจะถูกดูดซึมท่ีกระเพาะอาหารแลว้เกิดขบวนการไฮโดรไลซิสไดเ้ป็น 

MPA หลกัจากนั้น MPA จะถูกเอนไซม์ uridine diphosphate glucoronosyl transferase (UGT) 

เปล่ียนเป็น MPAG ซ่ึงจะไม่มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา และส่วนนอ้ยจะถูกเปล่ียนเป็น acyl glucoronide 

(AcMPAG) (7, 8) ดงันั้นผูท่ี้มีความสามารถในการทาํงานของเอนไซม ์ UGT ตํ่าจึงมีโอกาสไดรั้บพิษ

จากการรับประทานยา MMF ไดม้ากกวา่ผูท่ี้มีความสามารถของการทาํงานของเอนไซมน้ี์สูง เอนไซม ์

UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 (9)ท่ีพบในเน้ือเยือ่ตบั ไต และลาํไส้ (10-12)เป็นเอนไซมห์ลกั           ใน

การเปล่ียนเป็น MPA เป็น MPGA ซ่ึงหมดฤทธ์ิทางเภสัชและขบัออกจากร่ากาย และพบว่าเอนไซม ์

UGT2B7 เป็นเอนไซม์ท่ีพบในเน้ือเยื่อตบัท่ีเป็น MPA เป็น Ac-MPAG (8) ไดมี้รายงานว่า การเพิ่ม    

ของเบส T หน่ึงเบส ท่ีบริเวณ -109 ถึง -98 และให้ช่ือรูปแบบของยีนวา่ UGT1A9*22 (13) เม่ือนาํไป

ทดสอบดว้ย luciferase assay และดูการแสดงออกใน Hepatoma (HepG2 cell) พบวา่ UGT1A9*22 

มีการเพิ่มข้ึนของการแสดงออกมากกวา่ wild type เป็น 2.6 เท่า นอกจากนั้นยีน UGT1A9 ท่ีตาํแหน่ง 

promoter ของประชากรชาว Caucasian ซ่ึงมีการกลายพนัธ์ุของ nucleotide ตาํแหน่งท่ี -275 จาก     

T เป็น A และท่ีตาํแหน่ง -2152 จาก C เป็น T ซ่ึงเป็นผลให้มีความสามารถในการทาํงานของเอนไซม ์

นอกจากนั้นยงัมีการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนลาํดบัท่ี 98 จาก methionine เป็น theronine เป็นผล

ใหค้วามสามารถในการทาํงานของเอนไซมล์ดลง (14) 

ความสาํคญัของยา Azathioprine 

 Azathioprine เม่ือใหเ้ขา้ไปในร่างกายจะถูกเปล่ียนแปลงโดยอาศยัเอนไซมห์ลกั ไดแ้ก่ 

hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT), thiopurine S-methyltransfease 

(TPMT) และ  xanthine oxidase โดยเอนไซม ์ HGPRT จะทาํหนา้ท่ีเปล่ียน thiopurine ใหอ้ยูใ่นรูป 

thioguanine nucleotide (TGN) ซ่ึงเป็นเมแทบอไลตท่ี์มีฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาโดยจะออกฤทธ์ิยบัย ั้ง  การ

เจริญและการแบ่งเซลล ์รวมทั้งกระตุน้ใหเ้กิดการตายของเซลล ์ ในทางตรงกนัขา้มเอนไซม ์TPMT และ

เอนไซม ์ xanthine oxidase จะทาํหนา้ท่ีเปล่ียน thiopurine ใหอ้ยูใ่นรูปเมแทบอไลตท่ี์ไม่มีฤทธ์ิทาง

เภสัชวทิยา เป็นท่ีน่าสังเกตวา่เน้ือเยือ่ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างเมด็เลือด (hematopietic tissues)        จะ

ไม่มีเอนไซม ์xanthine oxidase ดงันั้นเอนไซม ์TPMT จึงเป็นเอนไซมห์ลกัเพียงเอนไซมเ์ดียวท่ี       ทาํ

หนา้ท่ีกาํจดัยาเหล่าน้ีออกจากร่างกาย  ดงันั้นผูท่ี้มีความสามารถการทาํงานของเอนไซม ์ TPMT ตํ่า จึงมี
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โอกาสไดรั้บพิษจากการกดทาํงานของไขกระดูกของยากลุ่มน้ีสูงกวา่ปกติ (15-18) ความสามารถในการ

ทาํงานของเอนไซมถู์กควบคุมดว้ยลกัษณะพนัธุกรรมของยนี TPMT โดย TPMT*1เป็น wild type ท่ี

ควบคุมการสร้างสังเคราะห์เอนไซมใ์หมี้การทาํงานเป็นปกติ ในขณะท่ี TPMT*3A เป็น mutant allele ท่ี

พบมากท่ีสุดในกลุ่มประชากร Caucasian ซ่ึงมีการกลายพนัธ์ุท่ีตาํแหน่ง 460G>A และท่ีตาํแหน่ง 

719A>G ซ่ึงทาํใหมี้การเปล่ียนกรดอะมิโนลาํดบัท่ี 154 จาก Alaine เป็น Threonine และมีการเปล่ียน

กรดอะมิโนลาํดบัท่ี 240 จาก tyrosine เป็น cysteine เป็นผลใหมี้ความสามารถในการทาํงานของ

เอนไซมล์ดลง (18-20) ส่วน TMPT*3C เป็น mutant allele ท่ีพบมากท่ีสุดในกลุ่มประชากร Asia และ 

African มีการกลายพนัธ์ุท่ีตาํแหน่ง 719A>G ซ่ึงทาํใหมี้การเปล่ียนกรดอะมิโนลาํดบัท่ี 240 จาก 

tyrosine เป็น cysteine เป็นผลใหมี้ความสามารถในการทาํงานของเอนไซมล์ดลง นอกจากนั้นยงัไดมี้

การศึกษาความหลากหลายของเอนไซม ์TPMT (18-20) ในกลุ่มผูป่้วย SLE ท่ีไดรั้บยา Azathioprine ใน

ผูป่้วยชาว American พบวา่คนไขท่ี้มี homozygous TPMT*3A มีการทาํงานของเอ็นไซมต์ํ่า            มี

ความสัมพนัธ์กบัการเกิด severe marrow suppression แต่ไม่สามารถทาํนายการเกิด 

myelosuppressive และยงัไม่สามารถใชแ้ทนการทดสอบการทาํงานของเอ็นไซมจ์ากเลือดโดยตรงได้

(21) ต่อมาไดมี้การศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการเกิดการกลายพนัธ์ุกบัผลขา้งเคียงในผูป่้วย SLE     ท่ี

ไดรั้บยา Azathioprine ในผูป่้วยชาวเกาหลีพบการกลายพนัธ์ุแบบ heterozygous ของ TPMT*3C และ 

TPMT*6 โดยพบวา่ผูป่้วยท่ีมีการกลายพนัธ์ุแบบ TPMT*3C พบอาการ severe nausea และผูป่้วยท่ีมี

การกลายพนัธ์ุแบบ TPMT*6 พบอาการของ severe bone marrow toxicity และมีผูท้าํการศึกษา

ความสัมพนัธ์ของ genotype และ phenotype ในคนไข ้ SLE ประเทศญ่ีปุ่น โดยพบวา่การกลายพนัธ์ุ

แบบ TPMT*3C มีการทาํงานของเอน็ไซม ์ TPMT ตํ่ากวา่ในคนไข ้ wild type และคนไขท่ี้มีการกลาย

พนัธ์ุและไดรั้บยา Azathioprine พบการแสดงอาการ leucopenia (22) 

 ดงันั้นการศึกษาถึงการเปล่ียนแปลงของยา MMF และ azathioprine บนพื้นฐานทางพนัธุกรรม

ท่ีเปล่ียนแปลงไปของเอนไซม ์UGT1A9 และ TPMT (genetic polymorphism) น่าจะ          มีบทบาท

สาํคญัท่ีสามารถนาํมาใชเ้ป็นแนวทางในการบริหารยาให้มีความเหมาะสมกบัแต่ละบุคคลเพื่อลดอาการ

เกิดพิษท่ีเกิดจากการใชย้าในผูป่้วย SLE  
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วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

 1. เพื่อศึกษาผลของความหลากหลายของยนี UGT1A9 ต่อเภสัชจลนศาสตร์และเมตาโบไลท ์

ในผูป่้วย SLEท่ีไดรั้บการรักษาดว้ยยา MMF 

 2. เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายของ UGT1A9 กบัผลการรักษาและการเกิด

พิษ ในผูป่้วย SLE ท่ีไดรั้บการรักษาดว้ยยา MMF 

 3. เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายของยีน TPMT ในผูป่้วย SLE ท่ีไดรั้บการ

รักษาดว้ยยา azathioprine และการเกิดพิษจากการใชย้า 

 4. เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ของการทาํงานของเอนไซม ์TPMT ในเม็ดเลือดแดงกบัลกัษณะทาง

พนัธุกรรมในผูป่้วย SLE ท่ีไดรั้บการรักษาดว้ยยา azathioprine 

 

ขอบเขตของโครงการวจัิย 

 เพื่อศึกษาผลของความหลากหลายของยนี UGT1A9 ต่อเภสัชจลนศาสตร์และเมตาโบไลทข์อง

ยา MMF และศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายของยนี UGT1A9 กบัผลการรักษาและการ

เกิดพิษจากการใชย้า MMF ในผูป่้วย SLE 

 โดยเป็นการศึกษาแบบ Cohort study และเป็นการวิเคราะห์ความหลากหลายของยีนโดยศึกษา

ในรูปแบบของ haplotype เพื่อให้ได้ข้อมูลท่ีละเอียดและมีประโยชน์ในการช่วยค้นหา clinical 

association genes 
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ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

ผู้ป่วยโรค SLE ทีม่ีอาการในระยะกาํเริบ 

ทีไ่ด้รับยา MMF และ AZA 

 

 

 

 

        ไม่เกิดผลขา้งเคียงจากยา     เกิดผลขา้งเคียงจากยาหรือระดบั 

        ยาในเลือดสูงเกินขนาด 

 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ เช่น การเผยแพร่ในวารสาร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงานทีนํ่าผลการวจัิย

ไปใช้ประโยชน์ 

  - เพื่อสร้างองคค์วามรู้ใหม่ใหท้ราบถึงความสัมพนัธ์ของรูปแบบของยีน UGT1A9 กบั TPMT

กบัอาการไม่พึงประสงคท่ี์เกิดจากการใชย้าท่ีใชรั้กษาโรค SLE ในประชากรไทย  

  - เพื่อหาขนาดยาให้เหมาะสมกบัลกัษณะพนัธุกรรมของแต่ละบุคคลเพื่อลดอาการไม่พึง

ประสงคจ์นทาํใหผู้ป่้วยตอ้งถอนยา 

 - การเสนอผลงานวชิาการในระดบัชาติและนานาชาติไม่ตํ่ากวา่ 2 เร่ือง 

 - ผลงานตีพิมพร์ะดบันานาชาติไม่ตํ่ากวา่ 2 เร่ือง  

 - การพฒันาบณัฑิต ในระดบัมหาบณัฑิต 1 คนและดุษฎีบณัฑิต 1 คนในหลกัสูตร

วทิยาศาสตร์ทางการแพทยก์บัหลกัสูตรชีวเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 

 

 

Genetic factors 

- UGT1A9 
- TPMT 
- other 

Environment factors 

- Co-medication 
- Factor interfere 
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2. เนือ้เร่ือง (Main body) 

วธีิการดําเนินการวจัิย และสถานทีท่าํการทดลอง/เกบ็ข้อมูล 

 วธีิการทดลองของความหลากหลายของยนี UGT1A9 ต่อเภสัชจลนศาสตร์ 

1.1 กลุ่มประชากรท่ีศึกษา  

เกณฑ์การคัดเลือกผู้ป่วยเข้า 

ผู ้ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉัยว่าเป็น SLE ท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ท่ีไดรั้บยา mycophenolate mofetil  

เกณฑ์การคัดเลือกผู้ป่วยออก 

 ผูป่้วยไดรั้บยารักษาทางเดินอาหาร รวมทั้งยาลดกรด และผูป่้วยท่ีรับยารักษาโรคเบาหวาน 

ซ่ึงยาไปรบกวนการดูดซึม การกระจายตวั การเปล่ียนสภาพ และการขบัยาออกจากร่างกายของยา 

MMF 

 1.2 การเก็บตวัอยา่งเพื่อตรวจสอบระดบั MPA ในพลาสมา 

 เจาะเลือดผูป่้วยก่อนรับประทานยา MMF และหลงัจากรับประทาน 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 8, 

12 ชัว่โมง ในหลอดทดลองท่ีมีสาร heparin หลงัจากนั้นป่ันแยกเอาพลาสมาและนาํไป เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ -

80 องศาเซลเซียส แลว้นาํไปวดัค่าของ MPA โดยใชว้ธีิ high performance  liquid chromatography 

(HPLC) 

 1.3 การเก็บตวัอยา่งเลือดและสกดั DNA และการวนิิจฉยัลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนี 

UGT1A9 

 เก็บตวัอยา่งเลือด 5 มล. ใน EDTA tube  ป่ันแยก buffy coat  นาํ buffy coat มาสกดั DNA 

ดว้ยวิธี salting out และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 
°
C ส่วนการศึกษา SNP ตาํแหน่ง -2152 C>T, -275T>A 

และตาํแหน่งของ exon ท่ี 3 ซ่ึงพฒันาจากวิธี PCR/RFLP ของ Girard et al และวิธี SSCP-PCR พฒันา

จาก Yamanaka et al เพื่อหาตาํแหน่ง -109 – (-98) base pair insertion 

 วธีิการทดลองความสัมพนัธ์ของการทาํงานของเอน็ไซม ์TPMT ในเมด็เลือดแดงกบัลกัษณะทาง

พนัธุกรรมในผูป่้วย SLE ท่ีไดรั้บการรักษาดว้ยยา azathioprine 

 1.1 กลุ่มประชากรท่ีศึกษา 
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 กลุ่มตวัอย่างท่ีใช้ในการศึกษาได้จากผูป่้วยไทยท่ีเป็นโรค SLE ท่ีได้รับการรักษาด้วยยา 

azathioprine ในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ มหาวทิยาลยั ท่ีไดรั้บความยนิยอมใหท้าํการศึกษา 

 1.2 ขนาดของกลุ่มตวัอยา่ง 

 จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบความชุก (Prevalence) ของประชากรท่ีมีความผดิปกติของยนี TPMT 

เท่ากบั 10% และ allowable error เท่ากบั 5% ขนาดตวัอยา่งคาํนวณท่ีความเช่ือมัน่ 95% จากสูตร  

  
( ) ( )

2

2
2

d

P1PZ
N

−
= α  

 ขนาดของตวัอยา่งเท่ากบั 140 ราย 

 1.3 การวดัการทาํงานของเอ็นไซม ์TPMT 

 วิธีการศึกษาการทาํงานของเอ็นไซม ์TPMT โดย HPLC ซ่ึงจะไดถู้กพฒันาจาก โดย Wush B. 

และคณะ 

 1.4 การศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนี TPMT 

 อาสาสมคัรไดรั้บการเก็บตวัอยา่งจากหลอดเลือดท่ีแขนประมาณ 10 ml. โดยใชห้ลอดเก็บเลือด

ท่ีมีสาร EDTA เพื่อป้องกนัการแขง็ตวัของเลือดและแยกเม็ดเลือดขาวดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว

รอบ 3000 g เป็นเวลา 15 นาที ทาํการสกดัดีเอ็นเอดว้ยวธีิ salting out ท่ีไดรั้บการพฒันามาจากวธีิของ 

S.A.Miller และคณะ  การศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ TPMT*3C ดว้ยเทคนิค RT-PCR
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ผลการวจัิยการศึกษาระดับของ MPA ต่อการรักษาของผู้ป่วยทีไ่ด้รับ mycofenolate mophetil 

การศึกษาน้ีมีผูป่้วยซ่ึงเขา้ร่วมการศึกษาและติดตามครบ 6 เดือนจาํนวน 20 คน เป็นผูป่้วยหญิง 18 คน

และผูป่้วยชาย 2 คน ผูป่้วยท่ีเขา้ร่วมการศึกษามีอายุเฉล่ีย 32.50 ± 7.47 ปี มีค่า serum creatinine อยูร่ะหวา่ง 

0.43 ถึง 2.3 mg/dl มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 1.22 ± 0.55 mg/dl เม่ือประเมินการทาํงานของไตดว้ยวธีิ MDRD และ 

Cockcroft-Gault  ค่าเฉล่ีย estimated glomerular filtration rate (eGFR) เท่ากบั 71.54 ± 40.5 ml/min/1.73 

m2 และ 71.36 ± 40.82 ml/min ตามลาํดบั ค่าเฉล่ียโปรตีนในปัสสาวะ 24 ชัว่โมงเท่ากบั 5.86 ± 4.4 กรัมต่อวนั 

ผูป่้วยท่ีเขา้ร่วมการศึกษา 20 คนมีผลพยาธิสภาพของเน้ือไต (จาํแนกตาม ISN/RPS classification 2003) [37] 

ท่ีเขา้ไดก้บั class III, IV และ IV+V คิดเป็นร้อยละ 20, 55 และ 25 (จาํนวน 4, 11 และ 5 คน)ตามลาํดบั สาํหรับ

ความรุนแรงของพยาธิสภาพของเน้ือไต มีค่าเฉล่ียของ activity index และ chronicity index เท่ากบั 12.06 ± 

4.84 และ 2.83 ± 2.06 ตามลาํดบั 90%ของผูป้วยท่ีเขา้ร่วมการศึกษาไดรั้บยา mycophenolate สาํหรับการ

รักษาในช่วง induction phase ขณะท่ี 10% ของผูป่้วยไดรั้บยา mycophenolate สาํหรับ maintenance 

treatment  ผูป่้วยจาํนวน 17 คน  (คิดเป็นร้อยละ 85 ) มีประวติัการไดรั้บยา cyclophosphamide มาก่อน มี

ผูป่้วยจาํนวน 14 คนไดรั้บยา mycophenolate mofetil (MMF) และมีผูป่้วยจาํนวน 6 คนไดรั้บยา enteric-

coated mycophenolate sodium (EC-MPS) ผูป่้วยท่ีเขา้ร่วมการศึกษาทุกคนไม่มีอาการแสดงของตาเหลือง 

ผูป่้วยจาํนวน 17 คนซ่ึงไดรั้บการเจาะเลือดตรวจการทาํงานของตบัมีค่าของ serum bilirubin อยูใ่นเกณฑป์กติ

แต่ผูป่้วยมีระดบัของ serum albumin ตํ่ามีค่าเฉล่ียเท่ากบั 2.74 ± 0.79 g/dl ภายหลงัการรักษานาน 6 เดือนมี

ผูป่้วยจาํนวน 10 รายไดรั้บการเจาะช้ินเน้ือไตเพื่อประเมินความรุนแรงของพยาธิสภาพของเน้ือไตพบวา่มี

ค่าเฉล่ียของ activity index และ chronicity index เท่ากบั 2.8 ± 2.39 และ 4.8 ± 2.04 ตามลาํดบั ไม่มีผูป่้วย

รายใดท่ีมีการเพิ่มข้ึนของค่า serum creatinine เป็น 2 เท่าของค่า serum creatinine ท่ีก่อนเร่ิมการรักษาขอ้มูล

พื้นฐานของผูป่้วยมีรายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 1 
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ตารางที ่1 แสดงข้อมูลพืน้ฐานของผู้ป่วย 

ตัวแปร จํานวนผู้ป่วย Mean ± SD. 

เพศ (หญิง : ชาย) 

อาย ุ(ปี) 

Body mass index 

ระยะเวลาท่ีเป็นโรคไตอกัเสบเอสแอลอี (ปี) 

SLEDAI-2K score 

Serum creatinine (mg/dl) 

eGFR (CG) (ml/min) 

eGFR (MDRD) (ml/min/1.73 m2) 

Serum albumin (g/dl) 

24 hour urine protein (gram/day) 

Previous cyclophosphamide treatment 

Hemoglobin level (g/dl) 

White blood cell (cells/mm3) 

Serum total bilirubin (mg/dl) 

ISN/RPS classification 

-class III 

-class IV 

-class V + IV 

Activity index (0-24) (ก่อนรักษา) 

Chronicity index (0-12) (ก่อนรักษา) 

Activity index (0-24) (หลงัรักษา) 

Chronicity index (0-12) (หลงัรักษา) 

18 : 2 

20 

19 

20 

19 

20 

20 

20 

19 

20 

17 (85%) 

20 

20 

17 

 

4 (20%) 

11 (55%) 

5 (25%) 

18 

18 

10 

10 

- 

32.50 ± 7.47 

21.9 ± 3.92 

7.07 ± 4.65 

Median 16 

1.22 ± 0.55 

71.36 ± 40.82 

71.54 ± 40.5 

2.74 ± 0.79 

5.86 ± 4.4 

 

10.57 ± 1.78 

8,710 ± 4,649.41 

0.32 ± 0.11 

  

- 

- 

- 

12.06 ± 4.84 

2.83 ± 2.06 

2.8 ± 2.39  

4.8 ± 2.04 
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Indication for mycophenolate treatment 

-Induction therapy 

-Maintenance therapy 

Average dosage of MMF (mg) per IBW 

(kgs.) 

Average dosage of EC-MPS per IBW 

(kgs.)  

Doubling serum creatinine (at 6 months) 

 

18 (90%) 

2 (10%) 

14 

6  

0 

 

- 

-           

26.84 ± 5.9 

25.37 ± 7.19 

eGFR: estimated glomerular filtration rate; MDRD: Modification of Diet in Renal Disease; CG: 

Cockcroft-Gault formula; MMF: mycophenolate mofetil; EC-MPS: enteric coated mycophenolate 

sodium 

 

ตารางที ่2 แสดง pharmacokinetic parameters ของ mycophenolic acid  แยกตามชนิดของยา 

mycophenolate ทีผู่้ป่วยจํานวน 20 รายได้รับ 

 Means ± SD. 

MMF (N=14) EC-MPS (N=6) 

C 0 (mg/L) 

C 0.5 (mg/L) 

C 1 (mg/L) 

C 2 (mg/L) 

C 3 (mg/L) 

C 4 (mg/L) 

C 8 (mg/L) 

C 12 (mg/L) 

2.49 ± 1.23 

7.03 ± 6.79 

17.06 ± 12.69 

6.5 ± 2.23 

3.86 ± 2.5 

3.16 ± 2.04 

3.14 ± 2.11 

2.45 ±  1.78 

2.73 ± 1.46 

2.68 ± 1.46 

2.02 ± 0.7 

7.47 ± 5.83 

6.23 ± 4.85 

3.59 ± 1.98 

2.92 ± 2.03 

2.13 ± 1.54 
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AUC 0-12 (h*mg/L) 

Cmax (mg/L) 

 

Tmax (hours) 

 

 

Dosage (mg.) 

 

Dosage/ IBW (kg.) 

MPA dose 

54.55 ± 28.56 

18.08 ± 11.64 

(range: 4.81-41.4) 

1.57 ± 0.94 

(median: 1) 

(range: 0.5-4) 

1,357.14 ± 234.4 

(median 1,500) 

26.84 ± 5.9 

 

42.44 ± 9.86 

10.12 ± 5.13 

(range: 4.22-18.59) 

3.25 ± 2.52 

(median: 3) 

(range: 0.5-8) 

1,260 ± 197.18 

(median 1,260) 

25.37 ± 7.19 

MMF: mycophenolate mofetil; EC-MPS: enteric coated mycophenolate sodium; C0: trough plasma 

concentration of mycophenolic acid; C 0.5, C1, C2, C3, C4, C8 and C12: plasma concentration of 

mycophenolic acid at 0.5, 1, 2, 3, 4, 8 and 12 hours post dose respectively; AUC 0-12: area under 

the concentration time curve of mycophenolic acid (0-12 hours); Cmax: maximal plasma 

concentration of mycophenolic acid; Tmax: time to maximal plasma concentration of mycophenolic 

acid; IBW: ideal body weight 

 

จากตารางท่ี 2 พบวา่มีความแตกต่างของ pharmacokinetics study ระหวา่งยา MMF และ ยา EC-MPS หลงั

รับประทานยา MMF ระดบัของ MPA concentration จะมีค่าสูงสุดท่ีประมาณ 1 ชัว่โมง (Tmax) ขณะท่ีระดบั

ของ MPA concentration จะมีค่าสูงสุดท่ีประมาณ 3 ชัว่โมงภายหลงัการรับประทานยา EC-MPS โดยท่ีค่า 

Tmax ของ EC-MPS มี variation มากกวา่ Tmax ของ MMF ค่าสูงสุดของ MPA concentration (Cmax) หลงั

ไดรั้บยา MMF มีค่าสูงกวา่ค่าสูงสุดของ MPA concentration ภายหลงัการไดรั้บยา EC-MPS ทั้งท่ีผูป่้วยไดรั้บ

ขนาดของยาต่อนํ้าหนกัตวัในปริมาณใกลเ้คียงกนั กราฟแสดงค่า MPA concentration ณ เวลาจุดต่างๆหลงัจาก

การรับประทานยา MMF เทียบกบัยา EC-MPS แสดงรายละเอียดในรูปท่ี 1 
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รูปที ่1 กราฟแสดงค่าของ plasma MPA concentration ณ เวลาต่างๆ ภายหลงัการรับประทานยา 

MMF และ EC-MPS 
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ตารางที ่3 แสดงค่า correlation coefficient ( r ) ของความสัมพนัธ์ระหว่าง MPA AUC 0-12 และ clinical 

outcomes ในผู้ป่วยจํานวน 20 ราย 

Clinical Outcomes r  (correlation 

coefficient) 

p-value 

-การเปล่ียนแปลงในปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ 24 

ชัว่โมง 

-การเปล่ียนแปลงใน eGFR (CG) 

-การเปล่ียนแปลงใน eGFR (MDRD) 

-การเปล่ียนแปลงใน activity index  (N=10) 

-การเปล่ียนแปลงใน chronicity index  (N=10) 

0.394 

 

0.164 

0.167 

0.322 

0.310 

0.085 

 

0.489 

0.482 

0.166 

0.184 

eGFR: estimated glomerular filtration rate; CG: Cockcroft-Gault formula; MDRD: Modification of Diet 

in Renal Disease 

 

ตารางที ่4 แสดงค่า correlation coefficient ( r ) ของความสัมพนัธ์ระหว่าง MPA AUC 0-12 และ clinical 

outcomes ในผู้ป่วยทีไ่ด้รับยา mycophenolate สําหรับการรักษาในช่วง induction จํานวน 18 ราย 

Clinical Outcomes r (correlation 

coefficient) 

p-value 

-การเปล่ียนแปลงในปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ 24 ชัว่โมง 

-การเปล่ียนแปลงใน eGFR (CG) 

-การเปล่ียนแปลงใน eGFR (MDRD) 

-การเปล่ียนแปลงใน activity index (N=10) 

0.315 

0.108 

0.113 

0.269 

0.203 

0.668 

0.656 

0.281 

eGFR: estimated glomerular filtration rate; CG: Cockcroft-Gault formula; MDRD: Modification of Diet 

in Renal Disease 



 

 72 

ภายหลงัการไดรั้บยา mycophenolate นาน 6 เดือน มีผูป่้วยท่ีตอบสนองต่อการรักษา [48] จาํนวน 12 ราย และ 

ผูป่้วยจาํนวน 8 รายไม่ตอบสนองต่อการรักษา มีผูป่้วยจาํนวน 10 รายไดรั้บการเจาะช้ินเน้ือไตท่ีก่อนการรักษา

และหลงัการรักษานาน 6 เดือนเพื่อเปรียบเทียบความรุนแรงของพยาธิสภาพของเน้ือไต จากตารางท่ี 3 พบวา่ไม่

มีความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า MPA AUC 0-12 กบัการเปล่ียนแปลงในปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ 24 ชัว่โมง, การ

เปล่ียนแปลงค่า estimated glomerular filtration ทั้งท่ีประเมินดว้ยวธีิ Cockcroft-Gault และ Modification of 

Diet in Renal Disease, การเปล่ียนแปลงใน activity index และ chronicity index ของพยาธิสภาพของช้ินเน้ือ

ไตภายหลงัการไดรั้บยา mycophenolate นาน 6 เดือน และเม่ือทาํการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า MPA 

AUC 0-12 กบัการเปล่ียนแปลงทั้งทางคลินิคและการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเน้ือไตเฉพาะในผูป่้วยท่ี

ไดรั้บยา mycophenolate สาํหรับการรักษาในช่วง induction ไม่พบความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า MPA AUC 0-12  

กบัการเปล่ียนแปลงของ outcomes ดงักล่าวเช่นกนัดงัแสดงในตารางท่ี 4 อยา่งไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย

ของ MPA AUC 0-12 ในผูป่้วยท่ีตอบสนองต่อการรักษากบัผูป่้วยท่ีไม่ตอบสนองต่อการรักษาหลงัไดรั้บยานาน 6 

เดือนในผูป่้วยจาํนวน 18 รายท่ีไดรั้บยา mycophenolate สาํหรับการรักษาในช่วง induction  ผูป่้วยท่ี

ตอบสนองต่อการรักษาจาํนวน 11 ราย (ผูป่้วยจาํนวน 3 รายและ 8 รายตอบสนองต่อการรักษาโดยเขา้สู่ระยะ 

complete remission และ partial remission ตามลาํดบั) มีค่าเฉล่ียของ MPA AUC 0-12 เท่ากบั 65.98 ±  23.77 

h*mg/L ซ่ึงมีค่าสูงกวา่ค่าเฉล่ียของ MPA AUC 0-12 ในกลุ่มผูป่้วยท่ีไม่ตอบสนองต่อการรักษาจาํนวน 7 รายซ่ึงมี

ค่าเท่ากบั 32.08 ± 7.97 h*mg/L อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p-value 0.002) แต่ไม่มีความแตกต่างของขนาดยา

ท่ีไดรั้บต่อนํ้าหนกัตวัและไม่มีความแตกต่างของ mycophenolate preparations ท่ีไดรั้บในผูป่้วยท่ีตอบสนอง

ต่อการรักษาเปรียบเทียบกบัผูป่้วยท่ีไม่ตอบสนองต่อการรักษา รายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 5 
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ตารางที ่5 แสดงการเปรียบเทยีบค่าเฉลีย่ของ MPA AUC 0-12 และขนาดของยาทีไ่ด้รับต่อนํา้หนักตัวในผู้ป่วยที่

ตอบสนองและไม่ตอบสนองต่อการรักษาหลังการได้รับยา mycophenolate นาน 6 เดือนสําหรับการรักษา

ในช่วง induction 

Variables Responders 

(N=11) 

Non-responders 

(N=7) 

p-value 

Mean MPA AUC 0-12 

Mean dosage/IBW 

(kgs.) 

For MMF (N=12) 

Mean dosage/IBW 

(kgs.) 

For  EC-MPS (N=6) 

65.98 ± 23.77 

(N=11) 

27.69 ± 5.85 

(N=8) 

 

19.24 ± 3.4 (N=3) 

 

 

32.08 ± 7.97 (N=7) 

28.84 ± 5.05  (N=4) 

 

31.51 ± 2.17 (N=3) 

 

 

0.002 

0.079 

(responders vs. 

non-responders) 

0.227 (MMF vs. 

EC-MPS) 

MPA: mycophenolic acid; AUC 0-12: area under the concentration time curve of mycophenolic acid 

(0-12 hours); IBW: ideal body weight; MMF: mycophenolate mofetil; EC-MPS: enteric-coated 

mycophenolate sodium 

 

ผูป่้วยท่ีมีค่าของ MPA AUC 0-12 สูงมีเปอร์เซ็นตก์ารตอบสนองต่อการรักษาสูงกวา่ผูป่้วยท่ีมีค่า MPA AUC 0-12 

ท่ีต ํ่ากวา่อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ จากตารางท่ี 6 พบวา่ผูป่้วยท่ีมีค่า MPA  

AUC 0-12 นอ้ยกวา่ 30 h*mg/L มีเปอร์เซ็นตก์ารตอบสนองต่อการรักษา 0% เม่ือผูป่้วยมีค่า MPA AUC 0-12 อยู่

ระหวา่ง 30-60 และ มากกวา่ 60 h*mg/L ผูป่้วยมีเปอร์เซ็นตก์ารตอบสนองต่อการรักษาเพิ่มเป็น 60% และ 

100% ตามลาํดบั อยา่งไรก็ตามไม่พบความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าของ MPA AUC 0-12 กบัขนาดของยาท่ีผูป่้วย

ไดรั้บต่อนํ้าหนกัตวัทั้งในผูป่้วยท่ีไดรั้บยา MMF และ EC-MPS ดงัแสดงในตารางท่ี 7 
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ตารางที ่6 แสดงเปอร์เซ็นต์การตอบสนองต่อการรักษาหลังได้รับยา mycophenolate จําแนกเป็น 3 กลุ่มตามค่า

ของ MPA AUC 0-12 ในผู้ป่วยจํานวน 18 รายทีไ่ด้รับยา mycophenolate สําหรับการรักษาในช่วง induction 

MPA AUC 0-12 (h*mg/L) Response rates Non-response rates 

<30 (N=3) 

 

0  3 (100%) 

30-60 (N=10) 

 

6 (60%) 4 (40%) 

>60 (N=5) 

 

5 (100%) 0  

p-value: 0.009 

MPA: mycophenolic acid; AUC 0-12: area under the concentration time curve of mycophenolic acid 

(0-12 hours) 

ตารางที ่7 แสดงค่า correlation coefficient  ( r ) ระหว่าง MPA AUC 0-12 กบั dosage/kg IBW ในผู้ป่วย

จํานวน 20 รายแยกตามชนิดของยา mycophenolate ทีไ่ด้รับ  

Preparations N r p-value 

MMF  

EC-MPS 

14 

6 

-0.054 

-0.765 

0.855 

0.076 

MPA: mycophenolic acid; AUC 0-12: area under the concentration time curve of mycophenolic acid 

(0-12 hours); IBW: ideal body weight; MMF: mycophenolate mofetil; EC-MPS: enteric-coated 

mycophenolate  
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ตารางที ่8 แสดงค่า correlation coefficient ( r ) และค่า r2 ของความสัมพนัธ์ระหว่าง MPA AUC 0-12 กบัค่า 

MPA ทีจุ่ดเวลาต่างๆ ในผู้ป่วยจํานวน 20 รายทีไ่ด้รับยา mycophenolate mofetil (MMF) หรือ enteric-coated 

mycophenolate sodium (EC-MPS) 

Model r  r2 p-value 

C0 

C0.5 

C1 

C2 

C3 

C4 

C8 

C12 

0.601 

0.325 

0.858 

0.160 

0.178 

0.616 

0.712 

0.609 

0.361 

0.106 

0.736 

0.026 

0.032 

0.379 

0.507 

0.371 

0.005 

0.161 

< 0.001 

0.5 

0.452 

0.004 

 < 0.001 

0.004 

C0: trough plasma concentration of mycophenolic acid; C 0.5, C1, C2, C3, C4, C8 and C12: plasma 

concentration of mycophenolic acid at 0.5, 1, 2, 3, 4, 8 and 12 hours post dose respectively; AUC 0-

12: area under the concentration time curve of mycophenolic acid (0-12 hours) 
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ตารางที ่9 แสดงค่า r2 ในการใช้ค่า MPA ทีจุ่ดเวลาต่างๆในการสร้าง model เพือ่ทาํนายค่า MPA AUC 0-12 ใน

ผู้ป่วยทีไ่ด้รับยา MMF หรือ EC-MPS จํานวน 20 ราย 

 

Model Summaryf 

Model R R Square Adjusted R Square 
Std. Error of the 

Estimate 

1 .858a .736 .721 13.10559 

2 .931b .867 .851 9.56750 

3 .974c .948 .938 6.16590 

4 .985d .970 .962 4.86776 

5 .989e .979 .972 4.19025 

a. Predictors: (Constant), C1  

b. Predictors: (Constant), C1, C4  

c. Predictors: (Constant), C1, C4, C8  

d. Predictors: (Constant), C1, C4, C8, C2  

e. Predictors: (Constant), C1, C4, C8, C2, C0 

f. Dependent Variable: AUC  

 

จากตารางท่ี 8 ผูป่้วยท่ีไดรั้บยา MMF หรือ EC-MPS ค่า plasma MPA concentration ท่ี 1, 8 และ 4 ชัว่โมง

หลงัการรับประทานยามีความสัมพนัธ์ดีกบัค่า MPA AUC 0-12 เรียงลาํดบัจากมากไปนอ้ย ตารางท่ี 9 ไดแ้สดง

การสร้าง model ต่างๆเพื่อใชค่้า plasma MPA concentration ท่ีจุดเวลาต่างๆในการทาํนายค่า MPA AUC 0-12  

พร้อมทั้งไดแ้สดงค่า correlation coefficient ของแต่ละ model ในการใชท้าํนายค่า MPA AUC 0-12  เน่ืองจาก

ยา MMF และ EC-MPS มีคุณสมบติัทางเภสัชจลนศาสตร์ท่ีแตกต่างกนัจึงไดแ้ยกวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ของ 
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plasma MPA concentration ท่ีจุดเวลาต่างๆกบั MPA AUC 0-12 ในผูป่้วยท่ีไดรั้บยา MMF กบัยา EC-MPS ดงั

แสดงในตารางท่ี 10  พบวา่ไม่มีความสัมพนัธ์ระหวา่ง plasma MPA concentration ท่ีจุดเวลาต่างๆกบั MPA 

AUC0-12 ในผูป่้วยท่ีไดรั้บยา EC-MPS แต่พบความสัมพนัธ์ระหวา่ง plasma MPA concentration ท่ีจุดเวลา

ต่างๆโดยเฉพาะ C0, C1, C4 และ C8 กบั  MPA AUC 0-12ในผูป่้วยท่ีไดรั้บยา MMF นอกจากน้ีไดแ้สดงการสร้าง 

model ต่างๆเพื่อใชท้าํนายค่า MPA AUC 0-12 ในผูป่้วยท่ีไดรั้บยา MMF โดยอาศยัขอ้มูลจากผูป่้วยจาํนวน 14 

ราย พร้อมทั้งแสดงค่า correlation coefficient ของแต่ละ model ไวใ้นตารางท่ี 11 พบวา่ค่าเฉล่ียของ C0 และ 

C1 ในผูป่้วยท่ีตองสนองต่อการรักษามีค่าสูงกวา่ในผูป่้วยท่ีไม่ตอบสนองต่อการรักษาอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ

ในผูป่้วยท่ีไดรั้บยา MMF สาํหรับการรักษาในช่วง induction ดงัแสดงในตารางท่ี 12 

ตารางที ่10 แสดงค่า correlation coefficient  ( r ) ของความสัมพนัธ์ระหว่าง MPA AUC 0-12 กบั ค่า MPA ทีจุ่ด

เวลาต่างๆแยกตามชนิดของยาทีไ่ด้รับคือ Mycophenolate mofeti (MMF) และ enteric coated mycophenolate 

sodium (EC-MPS) 

Models MMF (N=14) p-value EC-MPS (N=6) p-value 

C0 

C 0.5 

C1 

C2 

C3 

C4 

C8 

C12 

0.828 

0.284 

0.925 

0.321 

0.326 

0.728 

0.82 

0.644 

0.000 

0.324 

0.000 

0.262 

0.256 

0.004 

0.000 

0.012 

-0.083 

-0.186 

-0.048 

0.178 

0.441 

0.481 

0.299 

0.525 

0.876 

0.724 

0.928 

0.736 

0.382 

0.334 

0.564 

0.286 
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MPA: mycophenolic acid; AUC 0-12: area under the concentration time curve of mycophenolic acid 

(0-12 hours); C0: trough plasma concentration of mycophenolic acid; C 0.5, C1, C2, C3, C4, C8 and 

C12: plasma concentration of mycophenolic acid at 0.5, 1, 2, 3, 4, 8 and 12 hours post dose 

respectively  

ตารางที ่11 แสดงค่า r2 ในการใช้ค่า MPA ทีจุ่ดเวลาต่างๆในการสร้าง model เพือ่ทาํนายค่า MPA AUC0-12ใน

ผู้ป่วยทีไ่ด้รับยา MMF จํานวน 14 ราย  

Model Summary 

     

Change Statistics 

R Square 

Change 

F 

Change df1 df2 Sig. F Change 

1 .925a .856 .844 11.28691 .856 71.262 1 12 .000 

2 .964b .929 .916 8.27900 .073 11.304 1 11 .006 

3 .987c .974 .967 5.21529 .045 17.720 1 10 .002 

a. Predictors: (Constant), C1       

b. Predictors: (Constant), C1, C4      

c. Predictors: (Constant), C1, C4, C8      

MPA: mycophenolic acid; AUC 0-12: area under the concentration time curve of mycophenolic acid 

(0-12 hours) 

การคาํนวณหาค่า MPA AUC0-12 โดยใชสู้ตรท่ีสร้างจากความเขม้ขน้ของ MPA ณ จุดเวลาต่างๆไดแ้ก่ 

1. Predicted MPA AUC0-12 = 19.035 + 2.082 x C1 

    (r = 0.925, r2 = 0.856, adjusted r2 = 0.844, p-value <0.001) 

2. Predicted MPA AUC0-12 = 11.472 + 1.691 x C1 + 4.508 x C4 
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    (r = 0.964, r2 = 0.929, adjusted r2 = 0.916, p-value <0.001) 

3. Predicted MPA AUC0-12 = 7.517 + 1.261 x C1 + 4.056 x C4 + 4.052 X C8 

    (r =0.987, r2 = 0.974, adjusted r2 = 0.967, p-value <0.001) 

 

ตารางที ่12 แสดงการเปรียบเทยีบค่าเฉลีย่ของ C0 และC1 ในผู้ป่วยทีต่อบสนองและไม่ตอบสนองต่อการรักษา

ภายหลงัการได้รับยา MMF นาน 6 เดือนสําหรับการรักษาในช่วง induction 

Variables Responders (N=8) Non-responders 

(N=4) 

p-value 

Mean C0 (mg/L) 

Mean C1 (mg/L) 

24.48 ± 11.82 

3.09 ± 1.07  

5.96 ± 3.93 

1.23 ± 0.85  

0.014 

0.013 

 

ตารางที ่13 แสดงค่าร้อยละของผู้ป่วยจํานวน 20 รายทีม่ีผลข้างเคียงของยา mycophenolate จําแนกตาม

ประเภทของผลข้างเคียงของยาทีไ่ด้รับ 

อาการไม่พงึประสงค์ จํานวนผู้ป่วย ร้อยละของผู้ป่วย จํานวนผู้ป่วยทีม่ีค่า MPA 

AUC>60 h*mg/L 

Gastrointestinal 

symptoms 

Hematologic side effects 

(anemia, leucopenia) 

infection 

9 

 

6 

 

2 

45% 

 

30% 

 

10% 

3  

 

3 

 

1  
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จากตารางท่ี 13 ร้อยละ 45, 30 และ 10 ของผูป่้วยท่ีเขา้ร่วมการศึกษามีผลขา้งเคียงของยา mycophenolate 

ไดแ้ก่ อาการในระบบทางเดินอาหาร (เช่น ถ่ายอุจจาระเหลว, คล่ืนไส้ และ อาเจียน), ความผดิปกติในระบบ

เลือด (เช่น ภาวะซีด และเมด็เลือดขาวตํ่า) และการติดเช้ือตามลาํดบั จากผูป่้วยท่ีมีค่า MPA AUC > 60 h*mg/L 

ทั้งส้ิน 5 รายมีจาํนวน 3 ราย, 3 รายและ 1 รายท่ีมีผลขา้งเคียงของยาในระบบทางเดินอาหาร, ความผดิปกติใน

ระบบเลือดและการติดเช้ือตามลาํดบั ไม่มีผูป่้วยท่ีเขา้ร่วมการศึกษาท่ีมีผลขา้งเคียงรุนแรงถึงแก่ชีวติ 

กลุ่มผูว้จิยัไดท้าํการศึกษาหาความสัมพนํธ์ระดบัยา MPA กบัรูปแบบยนี UGT1A9*22 พบวา่ผูป่้วย

ทั้งหมด 40 โดยวธีิ sequencing พบวา่เป็นผูท่ี้มีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบปกติ (wild type) T9/T9 จาํนวน 6  

ราย คิดเป็น 15% ลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ T9/T10 จาํนวน 17 ราย และผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรม

แบบ T10/T10 17 ราย คิดเป็น 42.5% ทั้งสองกลุ่มในการศึกษาคร้ังน้ี (ตาราง 14)  ซ่ึงผูป่้วยทั้งหมดไดรั้บการ

เจาะเลือดทั้งหมด 8 จุด คือ 0, 0.30,1,2,4,8,12 ชัว่โมงเพื่อนาํหาค่าระดบัยาภายใตก้ราฟ (AUC) ดงัท่ีแสดง

ตารางท่ี 15 ผูป่้วยทั้งหมดไดรั้บทั้งยา cellcept และ myfortic 

ผลการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งระดบัยา MPA กบัลกัษณะทางพนัธุกรรมของ UGT1A9*22  

การจากท่ีคนไขไ้ดรั้บยาในปริมาณท่ีเท่ากนัแต่การตอบสนองต่อการรักษาไม่เหมือนกนั จากผลการ

ทดลองขา้งบน ซ่ึงปัจจยัหลกัท่ีน่าจะเก่ียวขอ้งคือลกัษณะทางพนํธุกรรมท่ีใชใ้นการเปล่ียนรูปแบบ active ของ 

MPA ใหเ้ป็นตวั inactive เม่ือหาความสัมพนัธ์ระหวา่งรูปแบบทั้งสามแบบของยนี UGT1A9*22 กบัระดบัยา 

MPA พบวา่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ นอกจากนั้นยงัหาความสัมพนัธ์ระหวา่งรูปแบบของยนีกนั ระดบัยา 

`MPA จากช่วงเวลาต่างๆ ดงัตาราง15 
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ตารางท่ี 14 แสดงความชุกของผูป่้วยท่ีมีความหลากหลายของรูปแบบยีน UGT1A9*22 

ลกัษณะทางพนัธุกรรม UGT1A9*22 ความชุกท่ีพบในผูป่้วย 

T9/T9 6 (15%) 

T9/T10 17 (42.5%) 

T10/T10 17 (42.5%) 

 

ตารางท่ี 15 แสดง pharmacokinetic parameters ของ mycophenolic acid  ท่ีผูป่้วยจาํนวน 40 

รายไดรั้บ 

ระดับยาทีเ่วลาต่างๆ Means ± SD. 

C 0 (mg/L) 

C 0.5 (mg/L) 

C 1 (mg/L) 

C 2 (mg/L) 

C 3 (mg/L) 

C 4 (mg/L) 

C 8 (mg/L) 

C 12 (mg/L) 

AUC 0-12 (h*mg/L) 

2.64 ± 1.71 

10.02±8.26 

12.54 ± 10.31 

8.17 ± 6.00 

4.32 ± 2.89 

3.13 ± 1.87 

2.95 ± 2.28 

2.36 ± 1.41 

49.97 ± 24.55 
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Cmax (mg/L) 

Tmax (hours) 

Dosage (mg.) 

15.70 ± 8.29 

1.37 ± 0.92 

1,514.28 ± 410.98 

 

 

ผลการวิจัยความสัมพันธ์ของการทํางานของเอ็นไซม์ TPMT ในเม็ดเลือดแดงกับลักษณะทางพันธุกรรมใน

ผู้ป่วย SLE ทีไ่ด้รับการรักษาด้วยยา azathioprine 

การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาในผูป่้วยโรคภูมิคุม้กบัตนเองบกพร่อง (Systemic Lupus Erythematosus; 

SLE) ท่ีทาํการรักษาในโรงพยาบาลจุฬาลงการณ์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั และ โรงพยาบาลนพรัตน์ราชทานี 

จาํนวน 121 ราย ไดรั้บการรักษาดว้ยยาazathioprine โดยมีอายเุฉล่ียอยูท่ี่ 38.4513.92 ปีนํ้าหนกัเฉล่ีย 38.45 

±13.92 กิโลกรัม และมีปริมาณยาท่ีไดรั้บในระหวา่งการรักษายูท่ี่ 1.5±0.52 มก./กก./วนั ระดบัยาของ AZA ท่ี

ไดรั้บจากโรงพยาบาลจุฬาลงการณ์และโรงพยาบาลนพรัตน์ราชทานีไม่ไดมี้ความแตกต่างกนั ตารางท่ี 16 แสดง

ค่าขอ้มูลพื้นฐานคนไขข้องโรงพยาบาลทั้งสองแห่ง 

ผลการศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน thiopurine S-methyltransferase (TPMT) 

จาการตรวจวเิคราะห์ความผิดแผกทางพนัธุกรรมของยนี TPMT ท่ีมีรูปแบบ *3C โดยอาศยัเทคนิคPCR-

RFLP พบวา่เป็นผูท่ี้มีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบปกติ (wild type) TPMT*1/*1 จาํนวน 104  ราย คิดเป็น 

92.86% และลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ TPMT*1/*3C จาํนวน 8 ราย คิดเป็น 7.24% โดยไม่พบผูป่้วยท่ีมี

ลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ TPMT*3C/*3C ในการศึกษาคร้ังน้ี (ตาราง 17) 
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Table 16 Characteristic of Thai patients with Rheumatologic disease.  

Demographic of subjects 

King 

Chulalongkorn 

Memorial hospital 

Nopparatrajchatanee 

hospital 
Total 

Gender (males/females) -/40 1/71 1/112 

Age  

(Mean± SD, range; yr) 

34.41± 10.96  

(20 – 65) 

40.66 ±14.94  

(13 – 76)  

38.45 ± 13.92  

(13 – 76) 

Weight  

(Mean ± SD, range; kg)  

55.59 ± 9.09  

(43.6 – 84.2)  

54.73 ± 10.01  

(40 – 77) 

55.05 ± 9.62  

(40 – 84) 

Dose(mg) /kg/day  

(Mean ± SD, range; mg) 

1.47 ± 0.46  

(0.77 – 2.29) 

1.53 ± 0.55 

(0.65 – 2.5) 

1.51 ± 0.52  

(0.65 – 2.5) 

Dose(mg) /kg/day  

(Median, mg) 

1.53 1.56 1.78 

 

ตารางท่ี 17 Genotype and allele frequency for TPMT*3C polymorphism at position 719 A/G, exon 10 

in Rheumatologic disease patients.  

Genotyping 

King 

Chulalongkorn 

Memorial hospital 

Nopparatrajchatan

ee hospital 
Total 

G/G 

(TPMT*3C/*3C)  

0 (0.0%)  0 (0.0%)  0 (0.0%)  

A/G (TPMT*1/*3C)  4 (3.57%)  4 (3.57%)  8 (7.14%)  

A/A (TPMT*1/*1)  36 (32.14%)  68 (60.72%)  104 (92.86%)  
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อุบัติการณ์ของการกดการทาํงานของไขกระดูก 

จากการใชย้า AZA ในกลุ่มผูป่้วย SLE ท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนี TPMT ท่ีแตกต่างกนัเกณฑใ์น

การเกิดการกดการทาํงานของไขกระดูกจากการใชย้าAZA ไดแ้ก่ ระดบัเมด็เลือดขาวตํ่าหรือระดบัเม็ดเลือดขาว

ชนิดนิวโทรฟิลตํ่า หรือเกล็ดเลือดตํ่า อยา่งใดอยา่งหน่ึงหรือมากกวา่ รวมจาํนวนทั้งส้ิน 10 รายจากทั้งส้ิน 91 

รายท่ีมีขอ้มูลทางคลินิก คิดเป็น89 % โดยกลุ่มผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบTPMT*1/*3C จาํนวน 8 ราย 

โดย 5 ราย เกิดการกดการทาํงานของไขกระดูก คิดเป็น 11 % และกลุ่มผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ 

TPMT*1/*1 จาํนวน 83 ราย มี 5 ราย เกิดการกดการทาํงานของไขกระดูกจาํนวน 6 % เม่ือทดสอบทางสถิติดว้ย 

Fisher’s exact test พบวา่ผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนี TPMT แตกต่างกนั พบวา่เกิดอุบติัการณ์ของ

การเกิดการกดการทาํงานของไขกระดูกจากการใชย้า AZA ในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ 

TPMT*1/*3C มากกวา่ในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบปกติ (TPMT*1/*1) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

(p = 0.001) เม่ือแยกออกเป็นผูป่้วยท่ีมีระดบัเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลตํ่าพบวา่ กลุ่มผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทาง

พนัธุกรรมแบบ TPMT*1/*3C มี 2 รายจากทั้งหมด 8 ราย ท่ีมีระดบัเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลตํ่า คิดเป็น 25% 

และกลุ่มผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ TPMT*1/*1 จาํนวน 83 ราย มีเพียง 3 ราย ท่ีมีระดบัเมด็เลือดขาว

ชนิดนิวโทรฟิลตํ่าคิดเป็น 3.6% เม่ือทดสอบทางสถิติดว้ย Fisher’s exact test พบวา่ผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทาง

พนัธุกรรมของยีน TPMT แตกต่างกนั มีอุบติัการณ์ของระดบัเมด็เลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลตํ่าจากการใชย้า AZA 

ในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบTPMT*1/*3C มากกวา่ในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ

ปกติ (TPMT*1/*1) อยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p = 0.06)  
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ตารางที่ 18. อุบติัการณ์ในการเกิดการกดการทาํงานของไขกระดูก (myelosuppression) เม่ือเปรียบเทียบกลุ่ม

คนไขท่ี้มีลกัษณะทางพนัธุกรรมแตกต่างกนั 

TPMT genotype     AZA-induced myelosuppression in SLE patients 

Leucopenia  Neutropenia  Missing  Total 

*1/*1 (wild type)(N)   2 (63.0%)  1 (3.1%)  4 (11.11%)  36 

*1/*3C (N)    3 (75.0%)  2 (50.0%)  0 (0.00%)  4 

Total     5 (13.89%)  3 (8.33%)  4 (10.0%) 40 

p-value    0.005   0.027 

Odd ratio    45 เท่า   31 เท่า 

(95%CI 3.092 – 654.900, p = 0.000) (95%CI 1.896 – 506.771, p = 0.000) 

 

 

ผลการศึกษาการทาํงานของเอน็ไซม์ TPMT ในเม็ดเลอืดแดงของผู้ป่วย SLE  

ผูป่้วยจาํนวน 62 รายท่ีสามารถตรวจวดัการทาํงานในเมด็เลือดแดง พบวา่ขอ้มูลดงักล่าวมีการกระจาย 

ตวัปกติ (p = 0.20) มีค่าอยูร่ะหวา่ง 9.16 – 65.89 nmol 6-MTG/gHb/hr มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 36.26 ± 13.403 

(SD) nmol 6-MTG/gHb/hr (95%CI 32.86 – 39.67) และค่าค่ามธัยฐาน (median) เท่ากบั 38.224 nmol 6-

MTG/gHb/hr ซ่ึงเป็นผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ TPMT*1/*1 จาํนวน 57 ราย มีค่าเฉล่ีย (mean) 

เท่ากบั 37.90 ±12.64 (SD) และ TPMT*1/*3C จาํนวน 
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5 ราย มีค่าเฉล่ีย (mean) เท่ากบั 17.53 ±4.96 (SD) เม่ือเปรียบเทียบการทาํงานของเอ็นไซมใ์นคนไขท้ั้งสอง

กลุ่มโดยใชส้ถิติ t-test พบวา่ผูป่้วยท่ีมีลกัษณะพนัธุกรรมแบบ TPMT*1/*3C มีความสามารถในการทาํงานของ

เอน็ไซม ์TPMT ในเมด็เลือดแดงตํ่ากวา่ในผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบปกติ (wild type) อยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติ (p = 0.001), ดงัรูปท่ี 2 

 

รูปที ่2 การทาํงานของเอน็ไซม ์TPMT ภายในเมด็เลือดแดงของผูป่้วย SLE จาํแนกตามลกัษณะทาง 

พนัธุกรรมของยีน TPMT 
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อภิปรายผลการทดลอง 

ในการศึกษาคร้ังน้ีพบผูป่้วย SLE ท่ีมีความผดิแผกทางพนัธุกรรมแบบ heterozygous TPMT*1/*3Cมี

ความถ่ีของยนีเท่ากบั 10% และมีความถ่ีของ alleleเท่ากบั 5% พบวา่มีความถ่ีเท่ากบัการศึกษาในกลุ่มประชากร

สุขภาพดีเช้ือสายไทยอีสาน (18) การศึกษาคร้ังน้ีพบวา่มีความสัมพนัธ์กบัการทาํงานของเอ็นไซม ์TPMTภายใน

เมด็เลือดแดงท่ีตํ่ากวา่ปกติและพบวา่อุบติัการณ์ของการเกิดภาวะเมด็เลือดขาวตํ่าจากการใชย้า AZAมากกวา่

ผูป่้วย SLE ท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบTPMT*1/*1 (wild type) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ โดยมีความเส่ียง

สัมพทัธ์ (OR) เท่ากบั 45 เท่า (p<0.001) และภาวะเมด็เลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลตํ่ามากกวา่ผูป่้วย SLE ท่ีมี

ลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ TPMT*1/*1 (wild type) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเช่นกนั (p = 0.027) ซ่ึงมีความ

เส่ียงสัมพทัธ์เท่ากบั 31 เท่า (p<0.001) จากผลการศึกษาดงักล่าวพบวา่แตกต่างจากการศึกษาผูป่้วย SLE ใน

ประเทศสหรัฐอเมริกาในปีค.ศ. 1999 (22) และปีค.ศ. 2005 ในประเทศญ่ีปุ่น (16) ท่ีสรุปวา่ความผิดแผกทาง

พนัธุกรรม 

ของยนี TPMT ไม่สามารถใชใ้นการทาํนายการเกิดพิษจากการใชย้า AZA ในผูป่้วยไดก้ารศึกษาในคร้ังน้ียงัมี

ขอ้จาํกดัเน่ืองจากเป็นการศึกษาแบบ retrospective ทาํใหไ้ม่สามารถ วดัการทาํงานของเอ็นไซมใ์นผูป่้วยไดทุ้ก

ราย มีเพียง 18 รายเท่านั้นท่ีสามารถวดัการทาํงานของเอน็ไซมไ์ด ้และเม่ือนาํมาหาความสัมพนัธ์กบัลกัษณะทาง

พนัธุกรรมพบวา่ลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ TPMT*1/*3C มีการทาํงานของเอน็ไซม ์TPMT ในเมด็เลือดแดงตํ่า

กวา่ในผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบปกติ (wild type) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p = 0.026)ถึงอยา่งไรก็

ตามยงัมีผูป่้วยท่ีพบวา่มีลกัษณะทางพนัธุกรรมเป็นแบบ TPMT*1/*1 แต่มีการทาํงานของเอ็นไซมอ์ยูใ่นระดบั

เดียวกบัลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบTPMT*1/*3C จาํนวน 1 ราย แต่ไม่พบวา่เกิดการกดการทาํงานของไข

กระดูกอาจเกิดจากแพทยส์ั่งหยดุการใชย้า AZA ก่อนท่ีจะเกิดเหตุการณ์เน่ืองจากคนไขมี้อาการของโรคกาํเริบ

และเหตุท่ีมีการทาํงานของเอ็นไซมต์ํ่าแต่ไม่พบวา่มีลกัษณะทางพนัธุกรรมปกติอาจเน่ืองมาจากการทดสอบคร้ัง

น้ีเป็นการทดสอบเพียง TPMT*3C เท่านั้นปัจจุบนัพบวา่มีลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีผดิแผกไปในส่วนของยนีมาก

ถึง 27 รูปแบบ ในปี ค.ศ. 2009 พบผูป่้วยเปล่ียนไตในประเทศไทยมีลกัษณะพนัธุกรรมแบบ TPMT*27 ซ่ึงยงั

ไม่เคยพบมาก่อนและพบวา่มีการทาํงานของเอ็นไซมต์ํ่ากวา่ wild type (19) นอกจากน้ียงัมี TPMT*6 มี

อุบติัการณ์ตํ่าในกลุ่มประเทศเกาหลี (Korean) และ ญ่ีปุ่น(Japanese) (23, 24) ซ่ึงไม่ไดท้าํการศึกษาในคร้ังน้ี 
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นอกจากน้ียงัมีผลจากความผิดแผกทางพนัธุกรรมในส่วนของpromoter ของยนี TPMT (variable number of 

tandem repeats; VNTR) จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่จาํนวนชุดของ tandem repeats ส่งผลกระทบต่อการ

ถอดรหสัทางพนัธุกรรม (transcription) ส่งผลต่อการทาํงานของเอน็ไซม ์(25) นอกจากน้ียงัพบวา่ผูป่้วยท่ีมี

ลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ TPMT*1/*1 และมีการทาํงานของเอน็ไซมป์กติแต่เกิดการกดการทาํงานของไข

กระดูกจาํนวน 1 รายอาจเกิดจากการทาํงานของเอ็นไซมอ่ื์นท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเปล่ียนแปลงยา AZA ใน

ร่างกายมีความผดิปกติไดแ้ก่ การศึกษาในกลุ่มผูป่้วย IBD และ rheumatoid arthritis พบวา่ยนี ITPA ท่ีมี

รูปแบบ ITPA94C>A ส่งผลใหก้ารทาํงานของเอ็นไซม ์ITPA ตํ่า ส่งผลให ้6-TITP สูงข้ึนทาํใหเ้กิดพิษจากการ

ใชย้าเพิ่มมากข้ึน (26) และยงัพบวา่ในผูป่้วย IBD ท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนี GST เป็นแบบ GST-M1 

อาจทาํใหมี้ 6-MP ในเซลลสู์งข้ึน จึงเส่ียงต่อภาวะการณ์เกิดเมด็เลือดขาวตํ่ามากข้ึน (27) นอกจากน้ียงัมี

การศึกษาในประชากรชาวคอเคเชียนและชาวญ่ีปุ่นพบวา่ประมาณ 20% และ 11% มีการทาํงานของเอ็นไซม ์

XO ตํ่า (28) ในปัจจุบนัยงัไม่มีการศึกษายนีท่ีเก่ียวขอ้งเหล่าน้ีในประชากรไทย นอกจากการทาํงานของยนีท่ีมี

ความเก่ียวขอ้งกนัแลว้ยงัมีปัจจยัแวดลอ้มอ่ืนเช่น การใหเ้ลือดกบัคนไขท้าํใหค่้าการทาํงานท่ีวดัไดไ้ม่ตรงกบั

ความเป็นจริง การใชย้าร่วมมีรายงานพบวา่มียาหลายชนิดทาํใหก้ารทาํงานของเอ็นไซม ์TPMT ตํ่าลง เช่น 

salphasalazine, olalazine, mesalamine, balsazide (15, 29-31), furosemide, bendoflumethiozide, 

trichlomethiozide (32) เป็นตน้ ซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ีไม่ไดท้าํการเก็บขอ้มูลในส่วนน้ี และยงัอาจเกิดจากการ

กาํเริบของโรค, การติดเช้ือไวรัสและการใชชี้วติประจาํวนัของคนไขน้อกจากน้ียงัมีคนไขท่ี้มีลกัษณะทาง

พนัธุกรรมแบบTPMT*1/*3C ท่ีไม่เกิดพิษจากการใชย้าจาํนวน 1 ราย และไม่มีขอ้มูลการทาํงานของเอ็นไซมไ์ม่

สามารถติดตามคนไขม้ารับการตรวจวิเคราะห์ไดแ้ละเหตุท่ีไม่เกิดพิษจากการใชย้าอาจเป็นเพราะคนไขไ้ม่ไดใ้ช้

ยาตามแพทยส์ั่งหรือไดรั้บยาในปริมาณท่ีตํ่าความสามารถในการทาํงานของเอ็นไซม ์TPMTในแต่ละคนมีความ

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัตามลกัษณะของพนัธุกรรมท่ีปรากฏ ทั้งน้ีการตรวจระดบัเม็ดเลือดในกระแสเลือด

ของผูป่้วยเพียงอยา่งเดียวอาจไม่เพียงพอท่ีจะป้องกนัพิษท่ีเกิดจากการใชย้า AZA ไดเ้น่ืองจากเราไม่สามารถวดั

ระดบัเมด็เลือดของผูป่้วยไดต้ลอดเวลา จึงตอ้งทาํการวิเคราะห์ลกัษณะทางพนัธุกรรมก่อนการใชย้าเพื่อใชเ้ป็น

เคร่ืองมือประกอบการตดัสินใจของแพทยใ์นการปรับขนาดยาหรือเลือกใชย้าใหเ้หมาะสมกบัคนไข ้เพื่อให้

ไดรั้บผลการรักษาสูงสุดทั้งในดา้นประสิทธิภาพและความปลอดภยั 
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Hypomethylation of LINE-1 but not Alu in lymphocyte subsets of systemic lupus 
erythematosus patients 

 

Jeerawat Nakkuntod , Yingyos Avihingsanon, Apiwat Mutirangura, Nattiya Hirankarn 

 

ABSTRACT 

Background: T lymphocytes from SLE patients have a global decrease in the 5-methylcytosine 

content.Previous studies have identified hypomethylation in the promoter of several genes but there 

is limited studyin the interspersed repetitive sequences (IRSs). 

Methods: We examined and compared the methylation levels of long interspersed nuclear element 

1 s (LINE-1)and Alu elements in normal and SLE CD4+ T lymphocytes, CD8+ T lymphocytes and B 

lymphocytes by thecombined bisulfite restriction analysis-interspersed repetitive sequences 

(COBRA-IRS). 

Results: Hypomethylation of LINE-1 but not Alu was found in CD4+ T lymphocytes, CD8+T 

lymphocytes, and Blymphocytes of SLE patient (P=0.005, 0.002, and 0.007, respectively). 

Moreover, when the SLE patients weredivided into active and inactive groups, LINE-1 

hypomethylation was more significantly distinguished in bothCD4+ and CD8+ T lymphocytes of 

patients from the active SLE group when compared to the controls.Surprisingly, Alu 

hypomethylationwas also observed in CD8+ T lymphocytes fromthe inactive SLE 

groupwhencompared to the normal controls (P=0.0056). 

Conclusions: The hypomethylation in each lymphocyte subset of SLE was IRSs specific, mainly 

found in LINE-1rather than Alu. 
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1.INTRODUCTION 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a detrimental autoimmune  disease that produces 

various antibodies against the person's own  cells, organs and body. The effects of SLE on selected 

organs and cells  can cause death or seriously reduce a person's quality of life. Even  though there 

are many studies investigating the pathogenesis of SLE,  but it is uncertain what exactly causes the 

disease, whether it's  environmental, genetic or other unknown factors. Some have  suggested that 

epigenetic changes may contribute to the pathogenesis  of SLE. Several studies have shown a 

reduction of 5-methylcytosine  content in T lymphocytes from SLE patients [1,2]. These 

hypomethylation  were associated with decreasing Dnmt1 mRNA levels [3–5].  Moreover, the 

adoptive transfers of 5-azacytidine or procainamidetreated  T lymphocytes to syngeneic recipient 

mice caused a lupus-like  disease [6,7]. Therefore, CD4+ T lymphocytes hypomethylation has  

been hypothesized to be a major contributor to the development  of SLE by affecting some 

important genes. For instance, the CD4+ T  lymphocytes autoreactivity was found to be partly due 

to an  overexpression of the adhesion molecule lymphocyte functionassociated  antigen 1 (LFA-1), 

perforin and CD70. The increased  expression of these genes in CD4+ T lymphocytes observed in 

SLE  patients was related with demethylation at the promoter sequence  [8–10]. In addition, the 

overexpression and demethylation of CD40LG  located in chromosome X was found only in CD4+ T 

lymphocyte  from female with SLE. This result raises a question that demethylation  in X inactivation 

chromosome may be an important factor result in  highly incidence of SLE in female than male [11]. 

Besides the CpG-rich  sequences within genes, most of the methylated cytosines can be  found in 

the interspersed repetitive sequences (IRSs) [12,13].   

Human genome contains approximately 41% of IRSs [14], which  can be divided into, the 

non-LTR and LTR retroelements [15]. Two high  copy numbers of non-LTR retroelement are long 

interspersed nuclear  elements (LINEs) (20.1%) and short interspersed nuclear elements  (SINEs 

e.g. ALU) (13.1%) [14]. While, the majority of LTR retroelements  is human endogenous retroviruses 

(HERVs) (8.2%) [14].  Presently IRSs are not “junk DNA” because they affect the human  genome in 

many way including generating insertion mutations,  genomic instability and altering gene 

expression [16]. Normally,  IRss were inactivated by DNA methylation processes. Therefore,  



 

 92 

changes in IRSs methylation should alter cellular functions. A number  of studies have reported the 

hypomethylation of LINE1 and Alu in  cancer cells [17–22] and hypomethylation of Alu but not 

LINE1 in  peripheral mononuclear cells (PBMCs) of aging process [23,24].  

So far there is limited information about methylation profile of  IRSs in SLE. One recent study 

conducted in twins and sibling pairs  discordant for SLE attempted to identify the region within the 

genome  where DNA methylation has become aberrant. They reported a  significant reduction in 

methylation of 18S and 28S ribosomal genes  but no other differences were detected in non-LTR 

retrotransposons  such as LINE-1, Alu, satellite 2 repeats, NBL2 and D4Z4 non-satellite  

subtelomeric repeats methylation levels [5]. However, they used  mixed WBCs to detect the 

methylation changes in certain genes or  regions. DNA methylation are cell-type specific and 

requires investigations  of each cell type individually. Aside from this one study,  there is scarce 

information on the location and correlation of  hypomethylation to the exact patho-etiology of SLE. 

Therefore, in  this study, we investigated the methylation status of LINE-1 and Alu in  CD4+ T 

lymphocytes, CD8+ T lymphocytes and B lymphocytes in SLE  patients and normal controls.   

 

2. MATERIAL AND METHOD 

2.1. Patients 

Twenty-three patients with SLE were recruited from King Chulalongkorn  Memorial Hospital 

(Table 1). SLE patients with at least 4  of the American College of Rheumatology (ACR) criteria for 

the  classification of SLE were enrolled into the study. Disease activity was  assessed by the 

Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index  2000 (SLEDAI-2K) [25]. Inactive disease 

(n=9) was defined as  SLEDAI-2K score≤4 whereas active disease (n=14) had to have  SLEDAI-2K 

scoreN4. Ten healthy female volunteers with no history of  any autoimmune disease served as 

normal controls. The average age of  the inactive SLE, active SLE and normal control was 30±7.1, 

31.4±7.7  and 28.2±1.9, respectively (mean±SD). Informed consent was obtained from each patient 

before entering the study. The trial was approved by the Institutional Review Board of the Faculty of 
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Medicine,  Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand.  Table 1 Patient demographics and 

medications.   

Table 1 Patient demographics and medications. 

 

2.2. Cell isolation PBMCs were isolated by Ficoll-Hypaque density-gradient centrifugation.   

B and T lymphocyte subsets were isolated by magnetic  beads. First, B lymphocytes were 

isolated from PBMCs by positive  selection using Dynabeads CD19 (Pan B) (Dynal Biotech; 

Invitrogen).  After B lymphocytes were collected, negative flow through was used  to isolate T 

lymphocytes by negative selection using Dynal T Cell  Negative Isolation Kit Ver II (Dynal Biotech; 

Invitrogen). Cells from the  second negative flow through were used to isolate CD4+ T  lymphocytes 

by positive selection using Dynal CD4 Positive Isolation  Kit (Dynal Biotech; Invitrogen). Cells from 
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the third negative flow  through, unbound cells or non-CD4+ T lymphocytes, were collected.  The 

purity of the different cell types was evaluated by flow cytometry.  The purity of CD3+ CD4+ T 

lymphocytes was more than 98%.  Approximately 80% of the cells from the non-CD4+ T lymphocyte  

fraction were CD3+ CD8+ T lymphocytes. These cells were referred  to as CD8+ T lymphocytes.   

 

2.3. Combined bisulfite restriction analysis (COBRA) DNA was extracted from collected cells by 

using a salting out method [26].  

Bisulfite conversion of DNA was performed using the EZ  DNA methylation kit (Zymo 

Research), according to the manufacturer's  protocol. Global assessment of LINE-1 and Alu was 

performed  by the combined bisulfite restriction analysis-interspersed repetitive  sequences 

(COBRA-IRS) as previously described [18,24].   

2.4. Statistical analyses 

Statistical significance was determined by applying an independent  sample t-test. 

Pearson's correlation coefficientwas used to examine the  relationship between two continuous 

variables. All analyses were  performed using SPSS, version 11.5 (SPSS Inc., Chicago, IL).   

 

3. RESULTS 

3.1. Differences in DNA methylation levels for LINE-1 and Alu betweenCD4+, CD8+ T lymphocytes 

and B lymphocytes from SLE patientsversus normal controls 

We compared methylation levels in different lymphocyte subsets  from both SLE patients 

and the control group. Our study showed that  SLE patients have hypomethylation of LINE-1 in 

CD4+, CD8+ T  lymphocytes, and B lymphocytes when compared to normal controls  (P=0.005, 

0.002, and 0.007, respectively) (Fig. 1A). However, there  were no differences in methylation profile 

for Alu between SLE  patients and the normal controls for any lymphocyte subsets (Fig. 1B).   
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3.2. Changes in LINE-1 and Alu methylation levels in SLE patients according to disease and 

clinical parameters 

Methylation levels of retroelements were correlated with white  blood counts, % 

lymphocytes, platelet counts, anti-dsDNA and  antinuclear antibodies titer, complement activity 

(CH50) and quantitative  complement levels (C3) (Table 2). There were no significant  correlations 

between methylation levels of LINE-1 and Alu to any of  the clinical parameters studied.   

However, when we divided SLE patients into active and inactive  groups based on their 

SLEDAI-2K score, hypomethylation of LINE-1  was significantly observed in B lymphocytes from 

both groups  (P=0.0304 and P=0045, respectively) (Fig. 1C). The hypomethylation  in the active 

SLE group for CD4+ and CD8+ T lymphocytes was  significantly different when compared to the 

normal controls (P=0.0028 and 0.0032, respectively). Among the inactive SLE group, a trend of 

hypomethylation in CD4+ and CD8+ T lymphocytes was observed when compared to the normal 

controls (P=0.1054 and 0.1057, respectively) but this was not statistically significant (Fig. 1C). 

There were no significant differences of LINE-1 and Alu methylation in CD4+, CD8+ T lymphocytes 

and B cell between inactive and active SLE (for LINE-1: P=0.33, P=0.056 and 0.97, respectively, for 

Alu: P=0.51, P=0.14 and 0.41, respectively). Surprisingly, Alu hypomethylation was detected in 

CD8+ lymphocytes from the inactive SLE group compared to the normal controls (P=0.0056) (Fig. 

1D).      
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Figure. 1. DNA methylation levels in SLE CD4+ T cells, CD8+ T cells, and B cells compared to 

normal control of (A) LINE-1 and (B) Alu were shown in Mean±SEM. In addition, the methylation 

levels of (C) LINE-1 and (D) Alu in active and inactive SLE CD4+ T cells, CD8+ T cells, and B cells 

compared to normal control were shown in Mean±SEM. P-value calculated by unpaired t-test two-

tailed analysis. 

 

Table 2 Correlation between DNA Methylation levels with clinical characteristics. 

 
Relationship was calculated by Pearson's correlation (r) coefficient test. 

Numbers in the parentheses indicate mean±SEM. 
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4. DISCUSSION 

The exact patho-etiology of SLE is unknown. Many studies have  suggested the potential 

role of IRS to regulate cellular functions.  Therefore, hypomethylation of these retroelements may 

affect cellular  gene expression and contribute to the pathogenesis and activity  of SLE. Studies 

have shown that treating normal lymphocyte with  5-azacytidine can reactivate IRS transcript 

(HERV) [27] and some  IRS (LINE-1 and HERV-E transcripts)were detected in patientswith SLE  

[28,29]. As a result of this, it was hypothesized that the upregulation of  LINE-1 or HERVwas likely to 

have resulted from demethylation of these IRS sequences but there was no direct evidence to 

support this. Our  study is the first of its kind to ascertain the location of DNA  hypomethylation of 

IRS in each lymphocyte subset in patients with  SLE by using a relatively new technique known as 

the COBRA-IRS  instead of pyrosequencing.   

For this study, we opted not to use pyrosequencing. The reason for  this is because the 

COBRA-IRS can detect methylation of thousands  of CpG loci by just using one set of conserved 

primers for each IRS.  Aside from that, we have validated this method by comparing it to  

pyrosequencing and found that IRS-COBRA was very accurate and  reliable [24]. We have 

previously tested the IRS-COBRA in normal  controls, cancer patients and the elderly populations. 

Our results for  LINE-1 and Alu methylation were the same to those studies using the  

pyrosequencing technique. In cancer cells, LINE-1 and Alu were  detected by using both IRS-

COBRA and pyrosequencing methods  [18,30,31]. Once again in the PBMCs from the aging 

population, the  hypomethylation of Alu was detected from both procedures [24].   

It was hypothesized that the hypomethylation in aging might  contribute to the pathogenesis 

of autoimmune diseases in elderly  [32]. However, there was no significant difference of Alu 

methylation  in different lymphocyte subsets of SLE patients. This may be due to the  different 

pathogenesis seen in both groups. SLE, unlike in the aging  population, predominantly develops in 

the younger age group. It is  also possible that there may be other unknown factors aside from  

genetics and environment that may selectively influence certain IRS  type. However, when we 

looked at the results obtained from the  active, inactive SLE groups and normal controls, we noticed 

that Alu  hypomethylation was significantly prominent in CD8+ lymphocytes  of the inactive SLE 

group. Future studies are warranted to confirm the  existence of Alu hypomethylation in CD8+ T 
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lymphocytes of patients  with inactive SLE as well as investigate the functional consequences of  

Alu methylation.   

In contrast with the results observed from the SLE twin discordant  study [5], we detected 

significant hypomethylation changes in LINE-1  repeats in CD4+, CD8+ T and B lymphocyte 

subsets from patients  with SLE when compared to normal controls. This discrepancy may be  

attributed to the WBCs that they had used to detect hypomethylation  whereas in our study, we had 

separated our cells into CD4+, CD8+ T  and B lymphocytes. Even though we were not able to 

detect Alu  hypomethylation, but we were able to observe LINE-1 hypomethylation  in the active 

group for both CD4+ and CD8+ T lymphocytes. This  methylation was significantly distinct when 

compared to normal  controls. We were concerned that medications can be responsible  for DNA 

hypomethylation. However, most of SLE patients in this  study received steroid treatment. So, 

hypomethylation in SLE  patients is not seemed to be the effect of medications as previously  

described [1,4]. Our result corroborates previous reports that T  lymphocytes from active lupus 

have a reduced number in the total  deoxymethylcytosine content [2]. This observation is correlated  

with the decreased DNMT transcripts and decreased ERK phosphorylation  in T lymphocytes upon 

stimulation [2,3]. Our results  suggest that the methylation of LINE-1 may contribute to the global  

hypomethylation in T lymphocytes of patients with active SLE.  Future studies are in the works to 

look at LINE-1 transcripts in  correlation with LINE-1 hypomethylation.   

Although we do not know the significance of these observations,  there are a number of 

possible consequences that can occur from the  hypomethylation of LINE1. For example, it was 

recently suggested  that the increased expression of LINE-1 transcripts in lupus patients  could be 

the inducer of IFN type I [29]. Moreover, hypomethylation of  these retroelements may affect 

expression or alternative splicing of  cellular genes. For example, recent study showed that 

hypomethylation  of a specific LINE-1 promoter can induce alternative transcript of  MET oncogene 

in bladder tumors [33]. The identification of those  affected genes might lead to the new mechanism 

that contributes to  SLE pathogenesis.   
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CHAPTER V 

 

Genome-wide scanning for SLE disease using SNP microarrays 
and pooling approach 
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Expression profile of HIN200 in leukocytes and renal biopsy of SLE patients by 
real-time RT-PCR 
 
I Kimkong, Y Avihingsanon and N Hirankarn 

 

ABSTRACT 

 

HIN200 is a human IFN-inducible gene and homologous to murine IFI202 gene, which was 

identified as a candidate gene for SLE susceptibility in lupus mouse model. We determined these 

gene expressions in leukocytes from 20 SLE patients and 10 healthy controls and in renal biopsies 

from 29 SLE patients and 15 kidney donors using sensitive real-time reverse transcriptase–

polymerase chain reaction (RT-PCR). The expressions of MNDA, IFIX, IFI16 and AIM2 genes 

significantly increased in leukocytes but not in kidney biopsies from SLE patients as compared to 

the control individuals, with P = 0.0003, P = 0.0056, P = 0.0002 and P < 0.0001, respectively. We 

also assessed the expression profiles of IFIX and IFI16 isoforms using semi-quantitative RT-PCR. 

We found up-regulation of B isoform (short product) of IFI16 in SLE patients. In addition, the 

expression levels were analyzed in correlation with disease activity and clinical characteristics. 

Interestingly, higher expression ofMNDA was observed in patients who were positive for anti-

dsDNA antibodies than in patients who were negative (P = 0.0276). In conclusion, it is suggested 

that the HIN200 genes have a role in SLE pathogenesis. Our study also observed a possible 

important role of a specific short isoform of IFI16 as well as a link between MNDA and anti-dsDNA 

antibody production.  
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INTRODUCTION 

MNDA (myeloid nuclear differentiation antigen), IFIX (IFN-inducible protein X), IFI16 

(interferoninducible protein 16), and AIM2 (absent in melanoma 2) are a group of IFN-inducible 

genes in human, whose products belong to haematopoietic interferoninducible nuclear protein with 

200 amino acid repeat (HIN200) gene family.(1) They are homologous to IFI200 in mouse in which a 

subset of genes within this family namely ifi202 was identified as a susceptibility gene in lupus 

mouse model.(2–4) However, physiological properties of this IFN-inducible gene group and its role 

in systemic lupus erythematosus (SLE) pathogenesis are still not clearly understood.(2)  Most in-

vitro studies suggested that these IFN-inducible genes play a role in regulating cell survival and 

apoptosis; thus, it was hypothesized that overexpression of ifi202 genes in immune cells of the 

B6.Nba2 congenic mice is associated with defects in T and B cell apoptosis.(5) There is less 

information on human homologues (HIN200) in SLE pathogenesis. Most studies focused on IFI16 

protein since a number of SLE patients developed high titre autoantibodies to IFI16 protein, 

suggesting a role of IFI16 in SLE pathogenesis.(6)  Although some studies reported an increased 

level of IFI16 mRNA in PBMCs or leukocytes from SLE patients, (7,8)  the up-regulation of other 

genes within HIN200 are not striking and variable results in IFI16 expression exist in the SLE 

patients.(9–12) However, most information came from microarray results. There are limited 

information on IFI16, MNDA, IFIX and AIM2 gene expression in SLE by a rather highly sensitive 

assay than microarray such as real-time reverse transcriptase–polymerase chain reaction (RT-PCR) 

and no report of any correlation between their expression levels with the patients’ clinical 

manifestation and disease activity. In the present study, we examined MNDA, IFIX, IFI16 and AIM2 

gene expressions in leukocytes by real-time RT-PCR and correlate expression levels with clinical 

characteristics and SLE Disease Activity Index 2000 (SLEDAI-2K) scores. It is likely that the 

difference in expression might be limited to particular isoform. Therefore, we also performed an 

expression analysis of IFIX and IFI16 isoforms (α and β for IFIX; A, B and C for IFI16) in SLE 

patients compared with healthy controls.  

Moreover, gene products of these four genes have been detected in other tissues and 

organs other than haematopoietic cells.(13–17) Lupus nephritis (LN) is one of the most severe 
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complications in SLE; thus, the expression of these four genes in renal biopsy tissues from LN 

patients was also studied using quantitative real-time RT-PCR.  

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Subjects 

For expression study in leukocytes (buffy coat), 20 Thai SLE patients and 10 ethnically 

matched healthy controls were recruited. All SLE patients fulfilled the diagnostic criteria of the 

American College of Rheumatology (ACR).(18) For expression study in renal biopsies, 29 SLE 

patients underwent renal biopsy for diagnostic evaluation during 2002–2005. All patients have been 

diagnosed with SLE according to ACR criteria and have had at least one of the following criteria for 

renal involvement: a total urinary protein level ofmore than 0.5 g/day, an increment of serum 

creatinine levels of more than 0.5 mg/dL during the 1-month follow up or presence of pyuria, 

haematuria or urinary cast by microscopic examination. Only kidney biopsies of WHO class III and 

IV glomerulonephritis were included in the analysis. The control group consisted of 15 kidney 

samples from implantation biopsies after reperfusion of kidney allografts. Inclusion criteria were 

living or deceased donors with normal serum creatinine levels and donor age of less than 55 years. 

The kidney samples from patients with delayed graft function or prolonged ischemia time were 

excluded.(19) 

 All subjects were approved by the Ethic Committee for Human Research of the Faculty of 

Medicine, Chulalongkorn University, and written informed consents were obtained from all patients. 

Demographic characteristics of SLE patients and healthy controls are shown in Table 1.  

 

RNA isolation and cDNA synthesis 

Total RNA from buffy coat and renal biopsy specimens were extracted by RNeasy mini kit 

(Qiagen, Chatworth, California, USA) according to the instruction of manufacturer. A 0.25 μg 

sample of total RNA was reverse transcribed into complementary DNA (cDNA) using Taqman™ 

Reverse Transcriptase Reagent (Applied Biosystems, Roch Molecular Biochemical, New Jersey, 

USA). All RNA and cDNA samples were stored at −70 °C before use.  
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Table 1 Demographic characteristics of SLE patients and healthy controls 

 

 
 

Quantification of mRNA 

A real-time RT-PCR assay was used to quantify target gene transcripts using 18SrRNAas an 

endogenous control.(20) To avoid genomic DNA amplification, primers used in this study were 

designed to span intron–exon boundaries as follows: MNDA forward 5′-
GGAAGAAGCATCCATTAAGG-3′; MNDA reverse 5′-GTTTGTCTAGACAGGCAAC-3′; IFIX forward 

5′-GAGACTGGAACCAAAAGG-3′; IFIX reverse 5′-CGCGATTATTGGGTCTTC-3′; IFI16 forward 5′-
CTGCACCCTCCACAAG-3′; IFI16 reverse 5′-CCATGGCTGTGGACATG-3′;AIM2 forward 5′-
CAGGAGGAGAAGGAGAAAGTTG-3′; AIM2 reverse GTGCAGCACGTTGCTTTG-3′. PCR 

amplification was performed with 2x QuantiTect SYBRGreen PCR Master Mix with 0.5 μM primers, 

16 ng cDNA and nuclease-free water according to the manufacturer’s protocol (Qiagen). PCR 

conditions included an initial activation at 95 °C for 15 min, denaturation at 95 °C for 15 s, annealing 

at 55–58 °C for 30 s and extension at 72 °C for 30 s followed 40–50 cycles of repeating. The mRNA 

levels were measured by a Light Cycler machine (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, 

Indiana). mRNA levels were expressed as threshold cycle (CT) and used comparative CT method 

for analysis. For relative quantification, the expression target genes were normalized by expression 

of 18S rRNA. The amount of targetwas calculated by 2−ΔΔCT.  
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Expressions of IFIX and IFI16 isoforms were semiquantified by conventional RT-PCR using 

the following primers; 5′GGAACAGAGTCAGCATCC and 5′ GTTATTTGATATCCTTGTCC for IFIX13; 

5′ CATCTTCGGACTCCTCAG and 5′ GTTCAGCACCATCACTTC for IFI16. The PCR conditions 

consisted of an initial denaturation at 94 °C for 5 min, followed by 30 cycles of denaturation (94 °C, 

30 s), annealing (60 °C for IFIX gene, or 62°C for IFI16 gene, 30 s), extension (72 °C, 30 s) and final 

extension at 72 °C for 7 min. Amplification was performed in PerkinElmer/GeneAmp PCR system 

2400. The PCR products were loaded in 1.5% Tris-acetate agarose gel and analyzed using 

electrophoresis containing Tris acetate buffer at 100 V for 40 min followed by 50 μg/ml of ethidium 

bromide staining. The density of product bands was semiquantified using software of Gel DocTM 

MZL (BIO-RAD). 

 

 Statistical analysis 

The mRNA levels were expressed as logtransformation. The Mann-Whitney U test was used 

to compare data between two groups with GraphPad Prism, version 4.0 software (Graph-Pad 

Software, San Diego, California, USA). A P-value of <0.05 was considered as statistical 

significance. Correlations of mRNA expression levels with clinical characteristics of SLE and 

SLEDAI-2K scores were determined using Spearman’s rank correlation coefficient.(21) 

 

RESULTS 

 

Increased expression of IFN-inducible genes in leukocytes from SLE patients 

The MNDA, IFIX, IFI16 and AIM2 gene expressions in leukocytes from 20 SLE patients and 

10 normal controls were determined by quantitative real-time RT-PCR. Their expression levels were 

compared between normal controls and SLE patients. As shown in Figure 1A–D, the expression 

levels of all four genes in SLE patients were significantly higher than those in the normal controls 

with P = 0.0003, P = 0.0056, P = 0.0002 and P < 0.0001, respectively.  

In addition, we measured the relative amount of IFIX and IFI16 isoforms in leukocytes from 

SLE patients and normal controls. In this study, B isoform (short product) of IFI16 was found 
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elevated in SLE patients as compared to control individuals (P = 0.0235) (Figure 2B). For IFIX 

isoform, there was no significant difference among the two groups (Figure 2A). 

 

 
 

Figure 1 Comparison of IFN-inducible gene expressions in leukocytes from 10 normal controls and 

20 SLE patients. Relative expression levels of MNDA, IFIX, IFI16 and AIM2 genes are shown in (A), 

(B), (C) and (D), respectively. 18S rRNA was used as endogenous control. Each symbol represents 

an individual sample and horizontal lines show median values. 

 

Increased expression of MNDA is related with anti-dsDNA autoantibody in SLE 

We determined correlations of mRNA expression levels of all four genes with SLEDAI-2K 

scores and clinical characteristics of SLE using Spearman’s correlation analysis. We did not find 

any correlation of IFIX, IFI16 and AIM2 gene expression with scores of SLEDAI-2K and other clinical 

characteristics of SLE such as antinuclear antibody titre, anti-dsDNA autoantibody titre, 

complement C3, C4, CH50 level, mucocutaneous manifestation, musculoskeletal manifestation, 

haematological manifestation, and renal manifestation (data not shown). Interestingly MNDA gene 
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expression significantly correlated with anti-dsDNA autoantibody titre (r = 0.4982 and P = 0.0254; 

Figure 3D). Higher MNDA expression level was significantly found in SLE patients who were 

positive for anti-dsDNA autoantibodies than patients who were negative (P = 0.0276; Figure 3E). 

Nevertheless, we did not find any correlation between MNDA gene expression with scores of 

SLEDAI-2K and other clinical characteristics of SLE (Figure 3).  

 

 
Figure 2 Comparison of IFIX and IFI16 isoform expressions in leukocytes from 10 normal controls 

and 20 SLE patients. (A) The ratio of IFIX isoforms (α/β); (B) the ratio of IFI16 isoforms. Each 

symbol represents an individual sample and horizontal lines show median values. 

 

The expression of IFN-inducible genes in kidney from LN patients 

In the present study, there were no significant differences of MNDA, IFIX, IFI16 and AIM2 

gene expressions in renal biopsies between LN patients (WHO class III and IV glomerulonephritis) 

and normal controls (data not shown). 
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Figure 3 Correlation analyses between MNDA expression and clinical assessments in 20 SLE 

patients. The relative MNDA expression was plotted against the following: (A) SLEDAI-2K, (B) ANA 
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titre, (D) anti-dsDNA titre, (F) C3, (H) C4 and (J) CH50. Spearman’s correlation test was used to 

analyze these data. The relative expression of MNDA was compared between SLE patients who 

were positive and negative for the following: (C) ANA, (E) anti-dsDNA antibody, (G) C3 decrease, (I) 

C4 decrease, (K) CH50 decrease, (L) Mucocutaneous, (M) Musculoskeletal, (N) Haematological 

and (O) Active LN. Mann-Whitney test was used to analyze these data. Each symbol represents an 

individual sample and horizontal lines show median values. 

 

DISCUSSION 

Up-regulation of only IFI16 gene in SLE patients has been previously demonstrated using 

microarray analysis.(7,8) In the present study, with a more highly sensitive method, real-time RT-

PCR, we demonstrated that all 4 genes (MNDA, IFIX, IFI16 and AIM2) were significantly up-

regulated in SLE patients. 

In addition, IFI1X and IFI16 genes are known toencode six isoforms (α1, α2, β1, β2, γ1 

and γ2) and three isoforms (A, B and C) respectively, through mRNA alternative splicing.(13,22) 

The comparison of the short product (B and C isoform) to full-length product (A isoform) ratio of 

IFI16 gene showed that B isoform from SLE patients was significantly higher than normal controls. 

Although the functional role of different isoforms is still unknown, previous study suggested that the 

difference among each isoform locating in the hinge domain might affect different folding of 

IFI16molecule.(22) Furthermore, they showed that B isoform of IFI16 can homodimerize via an 

amino terminal region and is also able to interact with A and C isoforms.(22) The B isoform itself or 

in combination with either A or C isoform might be responsible for IFI16 function. Further studies are 

required to elucidate the roles of each isoformthatmight affect biological functions and thatmay lead 

to the development of SLE. 

There was no clear connection between HIN200 expression and disease activity by 

SLEDAI-2K and complement level. However, this might be confounded partly by medication that 

the patients received. Although we did not observe any correlation with disease activity, our study 

reported that one of the HIN200, MNDA significantly correlated with anti-dsDNA autoantibody titre. 

A study in B6.Nba2 congenic mice that contains the Ifi200 gene cluster also produces higher levels 

of anti-dsDNA.3 MNDA is a nuclear antigen expressed primarily in granulocytes and 
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monocytes.(23) The pyrin domain within MNDA protein has a role in the regulation of programmed 

cell death in myeloid cells.(24) Interestingly, there are various reports of increased apoptosis of 

neutrophils in SLE patients, which is likely to be a result of an abnormal apoptosis control.(25,26) 

MNDA may play a role in SLE pathogenesis via abnormal control of programmed cell death 

andmay lead to the production of anti-dsDNA antibody. Recently, one of HIN200, AIM2 has been 

identified as a cytoplasmic DNA sensor, forming a caspase-1-activating inflammasome.(27–30) 

Other HIN200 family members includingMNDA might be involved in DNA sensing as well. However, 

unlike AIM2, they are mainly nuclear proteins. Burckstummer, et al.(27) proposes that “these 

proteins may act as inflammasome modulators in apoptosis when the nuclear envelop breaks 

down”. Therefore, it is possible that high expression of HIN200 might associate with abnormal 

inflammation and loss of tolerance to dsDNA observed in SLE. However, further studies are 

required to prove this hypothesis.  

The role of IFI16 in controlling epithelial cell differentiation as well as a role in endothelial 

cells as inducer of inflammation via up-regulation of adhesion molecules and chemokines have 

been suggested.(31) Recently, it was demonstrated in skin lesions of SLE patients by 

immunohistochemistry that IFI16 has increased expression on both the epidermis and dermis layer 

(stratified squamous epithelial cells, lymphocytes, fibroblasts and endothelial cells).(14) It is likely 

that local production of type I IFN might lead to the up-regulation of IFI16 in skin lesions. This 

observation raises a possible role of IFI16 in determining clinical manifestation of SLE as well. In this 

study, we also investigated the correlation of HIN200 expression with specific clinical manifestation 

e.g. mucocutaneous, musculoskeletal, haematological and renal manifestation. No significant 

differences among disease subsets were observed in leukocytes. However, the small sample size 

is likely a limitation in this study. We are particularly interested in lupus nephritis, one of themost 

severe complications in SLE, so we further analyzed expression profile of HIN200 in kidney biopsies 

from 29 lupus nephritis patients. We did not observe any up-regulation of these four genes in renal 

biopsy tissues from LN patients. One previous study has found a slight increased level of MNDA 

transcript from laser-captured glomeruli of LN patients by microarray, although that observation has 

not been validated by real time RT-PCR.32 If MNDA mRNA is truly up-regulated in the glomeruli of 

LN, different finding in our study might be due to a diluted signal by other cell types in the kidney 
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biopsy. It is likely that leukocytes that have up-regulated level of MNDA observed in the peripheral 

blood did not infiltrate in the kidney tissue of LN patients. 

In conclusion, our expression results suggested that HIN200 and a specific B isoform of 

IFI16 are upregulated in leukocytes of SLE patients. Our observation has also shown an association 

between MNDA with anti-dsDNA antibody titre.  
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Association of IFI200 Gene Polymorphisms with Susceptibility to Systemic Lupus 
Erythematosus 

 
I Kimkong, Y Avihingsanon and N Hirankarn 

 

INTRODUCTION 

 

The MNDA (myeloid nuclear differentiation antigen), IFIX (interferon- inducible protein X), 

IFI16 (interferon-inducible protein 16), and AIM2 (absent in melanoma 2) are a group of interferon 

(IFN)-inducible genes whose products belong to the gene family denoted hematopoietic interferon-

inducible protein with 200 amino acid repeat (IFI200). These genes map on chromosome 1q21-23, 

which is the major susceptibility locus of systemic lupus erythematosus (SLE). They are proposed 

as new candidate genes for SLE susceptibility for several reasons: (1) genetic mapping from a 

murine model of lupus1,2; (2) upregulation of all 4 genes in patients with SLE3; (3) the role of IFI16 

as autoantigen in patients with SLE4,5; (4) the ability of IFI16 to bind single-strand DNA in a process 

of DNA repair6; and (5) the discovery of AIM2 as an intracellular DNA sensor leading to 

inflammation and apoptosis7. Therefore, IFI200 might be associated with abnormal inflammation 

and loss of tolerance to dsDNA observed in patients with SLE.  

 

METHODS 

 

We recruited 200 SLE patients (194 women, 6 men; mean age 36.21 ± SD 10.76 yrs) from 

King Chulalongkorn Memorial Hospital, Bangkok, each having at least 4 of the American College of 

Rheumatology revised criteria for SLE8, and 200 ethnically matched healthy volunteer blood donors 

from the Thai Red Cross Society (147 women, 53 men; mean age 23 ± SD 12.3 yrs)9. The study 

was approved by the ethics committee of the Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, and all 

subjects gave their informed consent.  
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Detection of apoptosis.  

Within 60 minutes after blood draw, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from 15 

healthy donors containing different IFI16 genotypes were isolated by Ficoll-Hypaque gradient 

(Robbins Scientific, Sunnyvale, CA, USA) and resuspended in RPMI-1640 medium (Sigma, New 

York, NY, USA) with 10% fetal bovine serum (Gibco, Karlsruhe, Germany) and 100 U/ml penicillin 

(Gibco) and 100 μg/ml streptomycin (Gibco) at concentration 5 × 106 cells/ml. These cells were 

plated into 24-well plastic tissue culture plates. PBMC were treated with doxorubicin (Pharmacia 

and Upjohn GmbH, Freiburg, Germany) at a concentration of 10 μg/ml and then cultured at 37°C in 

5% CO2 for 24 h. This condition was determined to be effective to induce highest p53 expression in 

dose (1, 10, and 100 μg/ml) and time (8 and 24 h) response experiments. p53 mRNA expression 

was studied using real-time reverse transcription- polymerase chain reaction (RT-PCR) with the 

following primers: 5’TGG CCA TCT ACA AGC AGT CAC A3’ and 5’GCA AAT TTC CTT CCA CTC 

GGA T3’, as described10. Finally, the percentage of apoptotic cells was measured by FACScan 

flow cytometry (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) for annexin V-FITC and propidium 

iodide binding according to the manufacturer’s protocol (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, 

CA, USA). Cells positive only for annexin V were counted as apoptotic.  

 

Quantification of IFIX and IFI16 isoforms. 

Expression of IFIX and IFI16 isoforms was semiquantified by conventional RT-PCR using the 

following primers: 5’GGA ACA GAG TCA GCA TCC and 5’GTT ATT TGA TAT CCT TGT CC for IFIX 

11; and 5’CAT CTT CGG ACT CCT CAG and 5’GTT CAG CAC CAT CAC TTC for IFI16. cDNA from 

leukocytes of 19 SLE patients containing different genotypes was amplified in a Perkin 

Elmer/GeneAmp PCR 2400 system. The PCR conditions consisted of initial denaturation at 94°C for 

5 min, followed by 30 cycles of denaturation (94°C, 30 s), annealing (60°C for IFIX gene, 62°C for 

IFI16 gene, 30 s), extension (72°C, 30 s), and final extension (72°C, 7 min). PCR products were 

loaded in 1.5% Tris-acetate agarose gel and analyzed by electrophoresis in Tris-acetate buffer at 

100 volts for 40 min followed by staining with 50 μg/ml ethidium bromide. The density of product 

bands was semiquantified using Gel DocTM MZL software (Bio-Rad). Statistical analysis. The 

association between genotypes and the expression of isoforms or apoptosis was analyzed by 
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GraphPad Prism, version 4.0 (Graph-Pad Software, San Diego, CA, USA). The Mann-Whitney U test 

was used in comparisons between 2 groups, while Kruskal-Walls H was applied in case of analysis 

of more than 2 groups. A p value < 0.05 was considered significant. 

 

RESULTS 

Eleven putative functional single-nucleotide polymorphisms (SNP) were selected from 

MNDA, IFIX, IFI16, and AIM2 genes according to computational prediction and genotyped as 

described in Table 1. The percentage of genotyping for each SNP was 100%. There were no 

missing genotyping data. All SNP were in Hardy-Weinberg equilibrium when we compared the 

observed with the expected genotype frequencies of each SNP (p > 0.05). PLINK v1.05 program12 

was used to calculate p values, empirical p values (100,000 permutations), and odds ratios (95% 

confidence intervals) for genotype and haplotype associations. Linkage disequilibrium was 

determined by JLIN, a Java-based linkage disequilibrium plotter13 (Table 2).  

 

Table 1. Putative functional single-nucleotide polymorphisms (SNP) and genotyping methods. 

 
* Not polymorphic in the Thai population. PCR-FRLP: polymerase chain reaction-restriction fragment 

length polymorphism; PCR-SSP: polymerase chain reaction-sequence specific primer. 
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A significant association of the minor allele frequency from 3 SNP of IFIX and IFI16 genes 

was found between SLE patients and healthy controls (Table 3). The G13792T (rs856084) in IFIX 

and the C6771G (rs866484) and A23201G (rs1772414) in IFI16 showed significant differences (OR 

0.73, 95% CI 0.54–0.98, empirical p = 0.033; OR 1.33, 95% CI 1.00–1.75, empirical p = 0.05; and 

OR 1.37, 95% CI 1.03–1.80, empirical p = 0.030, respectively). The association of both SNP 

(rs866484 and rs1772414) in IFI16 gene seems to be a recessive effect model. The presence of 2 

G alleles (GG) conferred a significant p = 0.009 (empirical p = 0.023) for rs866484 and p = 0.013 

(empirical p = 0.032) for rs1772414. The marginal significance results are probably due to the 

limited sample size in this study. We performed haplotype analysis of significant SNP rs866484 and 

rs1772414 with the strongest linkage disequilibrium (D’ = 0.814 and r2 = 0.643) by comparing each 

haplotype with another 3 haplotypes between SLE patients and controls. Our finding showed that 

the GG was a risk haplotype (OR 1.41 and p = 0.017, empirical p = 0.031), whereas CA was a 

protective haplotype (OR 0.73 and p = 0.032, empirical p = 0.041).  

 

Table 2. Linkage disequilibrium coefficients (D’ and r2) among single-nucleotide polymorphisms 

(SNP) within MNDA, IFIX, IFI16, and AIM2. 
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Regarding the selection as putative functional SNP, we tried to prove our hypothesis of 3 

positive SNP as follows. SNP rs866484 (C6771G) of IFI16 is a nonsynonymous SNP whose amino 

acid is altered from threonine to serine. This SNP is located on an A-type repeat containing p53 

binding site. Binding of IFI16 protein to the C-terminus of p53 has been reported to stimulate the 

transcription of p53-responsive reporter plasmids and leads to susceptibility to apoptosis of 

cells14.We hypothesized that the G risk allele may bind p53 with higher affinity and lead to more 

apoptosis. We conducted our experiment by inducing the highest p53 mRNA expression with 

doxorubicin at a concentration of 10 μg/ml for 24 h. The association of SNP rs866484 and 

apoptosis rate was studied by flow cytometry analysis. We were unable to determine the 

association between SNP and apoptosis (Figure 1A). This negative finding may be because 

threonine and serine are in the same amino acid group. Nevertheless, further study should be 

performed using direct protein-protein interaction methods to prove the direct role of this SNP in 

protein structure that affects p53 binding. In addition, we tested the association of the 2 SNP within 

the intron of IFIX (rs856084) and IFI16 (rs1772414) genes with the expression of the isoforms (α 

and ß for IFIX; A, B, and C for IFI16) by reverse transcriptionpolymerase chain reaction, as 

described3. However, we found no differences in isoforms among the genotypes (Figure 1B, 1C, 

1D). Our results suggest that these SNP are not likely to be functional SNP.We could not exclude 

the possibility that these SNP are in linkage disequilibrium with nearby causative SNP. Interestingly, 

one report in SLE in Caucasian patients also suggested an association signal in the IFIX-IFI16 

intergenic region15. More extensive research using dense SNP and increased sample sizes is 

required to clarify the role of IFIX and IFI16 gene in SLE.  
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Table 3. Genotype and allele frequencies for MNDA, IFIX, IFI16, and AIM2 polymorphisms in SLE patients 

and healthy controls. Significant results (p value < 0.05) indicated in bold type. 

 
 

 
Figure 1. A. The effect of SNP rs866484 genotypes (CC, CG, and GG; n = 5, 6, and 5, respectively) 

on apoptotic response of healthy PBMC treated with 10 μg/ml doxorubicin for 24 h. B, C, D. The 

ratio of short product/full-length product grouped by SNP rs856084 genotypes of IFIX (GG, GT, and 

TT; n = 3, 9, and 3) and SNP rs1772414 genotypes of IFI16 (AA, AG, and GG; n = 7, 6, and 6). 

Each data symbol represents an individual sample; horizontal lines show median values. 
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Polymorphisms of the CTLA-4 Gene in Systemic Lupus Erythematosus 
and Graves’ Disease 
 

Ingorn Kimkong, Jeerawat Nakkuntod, Siriwalee Sae-Ngow, Thiti Snabboon,  Yingyos  

Avihingsanon, Nattiya Hirankarn 

 

ABSTRACT 

Background: Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) is a cell surface molecule 

involving in the regulation of T cells. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of CTLA-4 gene are 

known to be associated with susceptibility to several autoimmune diseases, including systemic 

lupus erythematosus (SLE) and Graves’ disease (GD).  

Objective: The aim of this study was to determine whether the common SNPs +49A/G on 

exon1 and CT60A/G in 3’UTR of the CTLA-4 gene are associated with susceptibility to SLE and GD 

in Thai population.  

Methods: Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 

was used to analyze these two SNPs in 151 patients with SLE, 132 patients with GD and 153 

healthy controls.  

Results: Our study showed that there were no statistically significant differences in the allele 

and genotype frequencies of +49A/G and CT60A/G SNPs between patients with SLE and healthy 

controls as well as patients with GD vs. healthy controls (P > 0.05). However, the GG genotype of 

+49A/G and CT60A/G was likely to be risk (OR>1) in GD but not in SLE. The effect of +49G allele 

was similar to autosomal recessive in which the presence of GG genotype when compared to AA 

and AG conferred the OR of 1.58 (95% CI=0.95-2.61, p=0.061) in GD.  We also observed a dose 

response effect of CT60G allele on GD susceptibility with OR of 1.43 for GG homozygous and 1.17 

for AG heterozygous when compared to AA genotype, although these were not statistically 

significant (P>0.05).   
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Conclusions: We found no association between two functional polymorphisms (+49A/G and 

CT60A/G) of CTLA-4 gene and the susceptibility to SLE and GD. However, the association study 

utilizing a larger sample size should be performed to further verify. 

 

INTRODUCTION 

 Systemic lupus erythematosus (SLE) and Graves’ disease (GD) are autoimmune disorders 

in which the body produces autoantibodies against self-antigens.  The characteristic of SLE is the 

production of autoantibodies directed to nuclear, cytoplasmic and cell surface autoantigens. These 

autoantibodies cause end-organ damage via inflammatory response to immune complex. In term of 

GD, the body produces autoantibodies to thyroid stimulating hormone receptor which lead to 

hyperthyroidism.  Although the etiopathogenesis remains elusive, genetic factor seems to be 

important in the development of these two diseases.  Twins studies show significantly higher 

concordance rate in monozygotic than in dizygotic twins over 10 times.1,2  

Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) is a member of the immunoglobulin superfamily, 

which is expressed on the surface of activated T cells.  It shares sequence homology with T cell co-

stimulatory protein CD28.  Both molecules bind to the same ligands, B7.1 (CD80) and B7.2 (CD86), 

but opposing functions.  CD28 promotes a number of T-cell activities, whereas CTLA-4 is a 

negative regulator of T cell responses.3  Several studies have reported the association between 

CTLA-4 gene polymorphisms and several different autoimmune diseases including SLE and GD.4  

There have been several single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with these two 

diseases such as CT60A/G in 3’-untranstrated region (3’UTR), +49A/G on exon 1, -1772T/C, -

138C/T in promoter region and 106 bp allele of a dinucleotide repeat in 3’ UTR.5-23 

However, those association studies have shown conflicting results.  In addition, the 

susceptibility variants in the CTLA-4 gene might differ among the different ethnic groups.  Thus, we 

performed association study about the role of CTLA-4 SNPs in Thai patients.  The functional SNPs 

are believed to be mainly in +49A/G (rs231775) and CT60A/G (rs3087243).  The +49A/G SNP 
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causes an amino acid change from threonine to alanine in the peptide leader sequence of the 

CTLA-4 protein.24  Whereas CT60A/G is important in the efficiency of the splicing and production of 

soluble CTLA-4, and may plays role in mRNA stability of sCTLA-4.25  

Therefore, the aim of this study was to investigate the association between these two 

common SNPs (+49A/G and CT60A/G) within the CTLA-4 gene and the susceptibility to SLE and 

GD in Thai population. 

 

METHODS 

Subjects 

One hundred and fifty-one Thai patients (148 women and 3 men: mean age ± SD = 36.21 ± 

10.76 years) from King Chulalongkorn Memorial hospital, who fulfilled at least 4 of the American 

College of Rheumatology (ACR) revised criteria for SLE were included in this study.26 Clinical and 

serological data were recorded as either absent or present, based on the data from the cumulative 

database obtained by chart review.  In addition, we recruited 132 patients with GD (116 women and 

16 men: mean age ± SD = 38.27 ± 12.41 years) followed up in an outpatient clinic at the 

Department of Endocrinology, Faculty of Medicine, King Chulalongkorn Memorial Hospital 

(Bangkok, Thailand). The diagnosis of GD was based on clinical features, diffuse enlargement of 

thyroid gland and the elevation of free thyroxine or triiodothyronine levels for more than 3 months 

with positive thyroid autoantibodies (TBII or TPO), thyroid eye disease or a diffuse increase in 

uptake on radionuclide scanning.  For a control group, we recruited 153 ethnically matched healthy 

donors from the Thai Red Cross Society (97 women and 56 men: mean age ± SD = 23 ± 12.3 

years). The ethics committee of the faculty of Medicine, Chulalongkorn University, Bangkok, 

Thailand approved the study and the subjects gave their informed consent.   
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DNA extraction and genotyping study 

DNA was extracted from the buffy coat collected with ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA) as an anticoagulant, using a salting-out method.27 DNA was aliquoted and stored at 20 °C 

until used.  Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) was 

used to analyze the polymorphism of CTLA-4 at exon1 position +49A/G28 and CT 60A/G in 3’UTR as 

previously described.10 Negative controls without DNA template were included in each experiment. 

Ten percent of the samples were confirmed by direct sequencing of PCR products to verify the 

accuracy of genotyping. 

 

Statistical Analysis 

Genotype frequencies were checked for consistency among normal controls with those 

expected from the Hardy–Weinberg equilibrium (HWE). Allele and genotype frequencies were 

compared between groups using the chi-squared (χ2) test or Fisher’s exact probability test, where 

appropriate. The PLINK v1.07 program was used to calculate HWE, P -values, odds ratios and 95% 

confidence intervals, as well as for linkage disequilibrium (LD) and haplotype analysis.29 A P-value 

of <0.05 was considered statistically significant. In addition, the power for our genetic association 

study was calculated using the PS program.30 

 

RESULTS 

The distribution of genotype and allele frequencies of CTLA-4 polymorphisms in patients 

with SLE, GD and control subjects is shown in Table 1. In the present study, both SNPs were in 

Hardy–Weinberg equilibrium when compared the observed and expected genotype frequencies of 

each SNP (P > 0.05). There were no statistically significant differences in the allele and genotype 

frequencies of +49A/G and CT60A/G SNPs within CTLA-4 between patients with SLE and healthy 
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controls as well as patients with GD vs. healthy controls (P > 0.05).  However, the GG genotype of 

+49A/G and CT60A/G was likely to be risk (OR>1) in GD, although this was not statistically 

significant (P>0.05).  The effect of +49G allele was similar to autosomal recessive in which the 

presence of GG genotype when compared to AA and AG conferred the OR of 1.58 (95% CI=0.95-

2.61, p=0.061).   Furthermore, we found a dose response effect of CT60G allele on GD 

susceptibility with OR of 1.43 for GG homozygous and 1.17 for AG heterozygous when compared to 

AA genotype. 

Moreover, we performed haplotype analysis of these two SNPs with strong LD (D’ = 0.952). 

There were three common haplotypes (minor haplotype frequency≥ 0.05) including AA, AG and 

GG. To test the association of CTLA-4 haplotype and disease development, we compared each 

tested haplotype with other two haplotypes between patients and controls. In this study, we did not 

find any significant association between CTLA-4 haplotypes and both diseases (Table 2).   

 

DISCUSSION  

In the present study, we determined the association between the CTLA-4 polymorphisms 

and the susceptibility to SLE and GD. We focused on two functional polymorphisms comprising 

+49A/G SNP on exon 1(rs231775) and CT60A/G SNP in 3’UTR (rs3087243). Our results showed no 

significant association of +49A/G and CT60A/G polymorphisms with SLE.  These results confirm six 

previous reports of no association of +49A/G SNP with SLE,7,9, 28, 31-33 although other two studies 

have found evidence for association.5,6  Their studies have been reported that the frequency of the 

+49G allele and GG genotype was significantly higher in SLE patients than in controls.5,6 This +49G 

allele was associated with decreased control of T lymphocyte proliferation.34,35  In addition, 

individuals carrying the GG genotype had reduced cell surface expression of CTLA-4 when 

compared to AA genotype. 36 In contrast to a study of Ulker M et al (2009), they showed a 

relationship between the AA genotype and development of SLE in Turkish patients.37 With respect 
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to CT60A/G SNP, a study showed association for this SNP with Spanish patients with SLE. In that 

study, they found the frequency of CT60G allele was significantly increased among SLE patients 

compared with control subjects.10 However, this was not replicated in our Thai patients with SLE.  

For our study in GD, there were no statistically significant differences in the allele and 

genotype frequencies of +49A/G and CT60A/G SNPs within CTLA-4 gene between patients with GD 

and healthy controls.  However, the GG genotype of these two SNPs was likely to be risk in disease 

development, although this was not statistically significant. This might be due to limited sample 

size. The power for our genetic association study was calculated using the PS program,30 based on 

our sample size (132 cases vs. 153 controls), probability of exposure among controls (0.383)19 and 

an odds ratio of 1.75.19  By this calculation, our study had a power of 60.0%, with α = 0.05.  To 

improve the power of detection, the sample sizes should be augmented in further study.   

The CT60G allele has been shown to influence the efficiency of splicing and lower 

production of soluble CTLA-4 (sCTLA-4).25 The sCTLA-4 has a B7.1 (CD80) and B7.2 (CD86) 

recognition site. The binding of sCTLA-4 to CD80/86 molecules inhibits T-cell proliferation in vitro.38 

Thus, the reduction of sCTLA-4 could lead to decreased impeding of CD80/CD86, resulting in an 

increasing of T cell activation.  Association of CT60G allele with GD was reported in seven studies; 

although, it was not associated with GD in the study of Cho HJ et al.14-19,21,39 A meta-analysis 

suggests a strong evidence that CT60 GG genotype has the greatest risk than GA.40  From our 

result, we do find a dose response effect of CT60G allele on GD susceptibility, but there was no 

statistical significance.  The GG homozygous (OR = 1.43) has a greater tendency to cause GD than 

AG heterozygous (OR = 1.17) when compared to AA genotype.  This result indicates that two G 

alleles are required to exhibit a risk effect, whereas one G allele might not be satisfactory.  For our 

finding, the association study utilizing a larger sample size should be performed to further verify. 
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Table 1 Genotype and allele frequencies of CTLA4 gene polymorphisms in SLE, GD patients and control subjects 

SNP Genotype /allele SLE GD Healthy control SLE vs. Healthy control 

  

GD vs. Healthy control 

  

    N = 151 (%) N = 132 (%) N = 153 (%) OR (95% CI) P value OR (95% CI) P value 

+49 A/G AA 33 (21.85) 22 (16.67) 26 (16.99) 1.00  1.00  

(rs231775) AG 77 (50.99) 49 (37.12) 73 (47.71) 0.83 (0.43-1.59) 0.549 0.79 (0.38-1.64) 0.500 

  GG 41 (27.15) 61 (46.21) 54 (35.29) 0.60 (0.29-1.21) 0.123 1.34 (0.64-2.77) a 0.401 

  A 143 (47.35) 93 (35.23) 125 (40.85) 1.00  1.00  

  G 159 (52.65) 171 (64.77) 181 (59.15)  0.77 (0.55-1.07) 0.106  1.27 (0.89-1.81)  0.168  

                  

CT60 A/G AA 10 (6.62) 8 (6.06) 12 (7.84) 1.00  1.00  

(rs3087243) AG 74 (49.01) 46 (34.85) 59 (38.56) 1.51 (0.56-4.08) 0.374 1.17 (0.4-3.45) 0.753 

  GG 67 (44.37) 78 (59.09) 82 (53.59) 0.98 (0.37-2.63) 0.966 1.43 (0.51-4.07) 0.460 

  A 94 (31.13) 62 (23.48) 83 (27.12) 1.00  1.00  

  G 208 (68.87) 202 (76.52) 223 (72.88)  0.82 (0.57-1.19)  0.277  1.21 (0.81-1.81) 0.320  

                  

SLE, Systemic lupus erythematosus; GD, Graves’ disease; SNP, single nucleotide polymorphism; OR, odds ratio; CI, confidence interval 

a autosomal recessive model GG/AA+AG; OR (95% CI)= 1.58 (0.95-2.61), p=0.061 
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Table 2 Haplotype analysis for +49 A/G (rs231775) and CT60 A/G (rs3087243)  

  

Haplotype 

(MHF≥0.05) 

Haplotype frequency       SLE vs. Healthy control 

  

GD vs. Healthy control 

 

SLE GD Healthy control OR (95%CI) P value OR (95%CI) P value 

AA 0.3020 0.2319 0.2712 1.15 (0.80 - 1.65 )   0.4030 0.81 (0.56 - 1.18)    0.2823 

AG 0.1779 0.1217 0.1373   1.35 (0.86 - 2.12) 0.1706 0.87 (0.53 - 1.42 ) 0.5817 

GG 0.5201 0.6464 0.5915 0.72 (0.52 - 1.00 ) 0.0776 1.23 (0.89 - 1.70 )   0.1794 

MHF, Minor haplotype frequency; SLE, Systemic lupus erythematosus; GD, Graves’ disease; OR, odds ratio; CI, confidence interval
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7. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวิจยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพใน

การทาํการวิจยัว่าเป็นผูอ้าํนายการแผนงานวิจยั หัวหน้าโครงการวิจยั หรือผูร่้วมวิจยัในแต่ละขอ้เสนอการวิจยั 

เป็นตน้ 

7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั : ช่ือแผนงานวจิยั 

 - 

 

7.2 หวัหนา้โครงการวจิยั : ช่ือโครงการวจิยั 

7.2.1 โครงการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของยีนของ Growth factor ในปัสสาวะกบัการเกิดไต

อกัเสบจากโรค Lupus 

7.2.2 โครงการศึกษาอุบติัการณ์ของและการแสดงออกของยีนในภาวะ subclinical allograft rejection ใน

ผูป่้วยปลูกถ่ายไต 

7.2.3 โครงการ A prospective, open label, multicenter to assess the efficacy and safety of MyforticTM 

(ERL080) in De novo kidney transplant recipients 

7.2.4 โครงการศึกษาบทบาทของกลุ่มยีนอินเตอฟีรอนชนิดท่ี1 และทรานส์ฟอร์มโกรฟ์แฟกเตอร์ เบตา้ในโรด

เอสแอสอี- ความสัมพนัธ์ระหว่างเวชพนัธุศาสตร์ต่อลกัษณะแสดงออกทางคลินิก  พยาธิสภาพ และ ภาวะ

ภูมิคุม้กนัในโรคเอสแอลอี 

7.2.5 โครงการบทบาทของยีนวาสคูลาร์เอนโดทีเลียลโกรฟ์แฟกเตอร์และตวัตอบรับท่ีมีผลต่อการเกิดโรคและ

การพยากรณ์โรคของผูป่้วยโรคไตอกัเสบลูปัส 

7.2.6 โครงการคน้หาชีวโมเลกุลท่ีจาํเพาะต่อการวนิิจฉยัและพยากรณ์โรคไตอกัเสบลูปัส 

 

7.3 งานวจิยัท่ีทาํเสร็จแลว้ : ช่ือขอ้เสนอการวจิยั ปีท่ีพิมพ ์การเผยแพร่ และสถานภาพในการทาํวจิยั 

7.3.1 การพฒันาการตรวจหาระดบั messenger RNA โดยวิธีทางอณูชีวโมเลกุล ไดแ้ก่ Competitive Reverse 

Transcriptase PCR และ Quantitative renal-time PCR (ทุน International Society of Nephrology และทุน 

American Society of Transplantation ปี พ.ศ. 2543 – 2545 เป็นผูว้จิยัหลกั) 

ผลงานตีพิมพ ์

• Avihingsanon Y, Ma N, Csizmadia E, Wang C, Pavlakis M, Strom TB, Soares MP, 

Ferran C. Expression of Protective Genes In Human Renal Allografts : A 
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Regulatory Response To Injury Associated With Graft Rejection. Transplantation 

2002: 73; 1079-85. 

• Avihingsanon Y, Giraldo M, Schachter AD, Ma N, Shaffer D, Monaco AP, Uknis M, 

Ferran C, Stillman I, Pavlakis M, Strom TB. On the Importance of the Molecular 

Status of the Allograft at the Time of Implantation and Clinical Outcome. (abstract) 

Nephrol Dial Transpl 2003; suppl 

• Ma N, Yu T, Avihingsanon Y, Mottley C, Strehlau J, Strom TB. Evaluation of mRNA 

Profiles of T-cell Related Growth Factors and Receptor for Diagnosis of Acute 

Renal Allograft Rejection in Human. (abstract) Am J Transplantation 2002; suppl 

3(2): S377. 

 

7.3.2 การศึกษาบทบาทของ Low-molecular weight heparin ในหนูทดลองท่ีเป็นโรคไตจากเบาหวาน (ทุน

วจิยัหน่วยโรคไต และทุนพฒันาอาจารยใ์หม่ กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ปีการเงิน พ.ศ.

2539 เป็นผูว้จิยัหลกั) 

ผลงานตีพิมพ ์

• Avihingsanon Y, Suwanwalaikorn S, Teerawatanapong S, Tungsanga K. The Role 

of  Low Molecular Weight Heparin and Angiotensin-Converting Enzyme Inhibitor in 

Uninephrectomized Diabetic Rat (abstract). J Am Soc Nephrol 1998 : 9 ; 124A. 

and J Nephrol Soc Thai 1998: 4(3); 340-349. 

 

7.3.3 การศึกษาทางคลินิกต่างๆ ในผูป่้วยปลูกถ่ายไต ได้แก่ เคร่ืองมือตรวจวินิจฉัยภาวะ acute allograft 

rejection และเภสัชจลนศาสตร์ของยา cyclosporine (ทุนวิจยัหน่วยโรคไตและทุนพฒันาอาจารยใ์หม่ กองทุน

รัชดาภิเษกสมโภช จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ปีการเงิน พ.ศ.2539 เป็นผูว้จิยัหลกัและเป็นผูร่้วมวจิยั) 

ผลงานตีพิมพ ์

• Chaiwatanarat T, Avihingsanon Y, Sirisalipoch S, Eiam-Ong S, Boonvisut S, Chusil 

S, Tungsanga K. Differentiation between acute renal allograft rejection and acute 

tubular necrosis by renal vascular transit time. Chula Med J 1999; 43(1): 873-883. 
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• Avihingsanon Y, Kungsamrith T, Eiam-Ong S, Chusilp S, Tungsanga K, 

Panomwanna D. Determination of Abbreviated Pharmacokinetic Profiles of 

Cyclosporine(Neoral) by Simple Linear Trapezoidal Rule. Chula Med J 1998: 

42(5); 353-65. 

 

7.3.4 โครงการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของยีนของ growth factor ในปัสสาวะกบัการเกิดไต

อกัเสบจากโรค Lupus (ทุนวจิยัอณูชีวโมเลกุล คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ปีการเงิน พ.ศ.2546 

และทุนมูลนิธิกระจกอาซาฮี ปี 2546 เป็นผูว้จิยัหลกั) 

 ผลงานตีพิมพ ์

• Avihingsanon Y, Phumesin P, Hemachudha T, Akkasilpa S, Praditpornsilpa K, 

Eiam-Ong S, et al. Quantitation of urinary TGF-β mRNA: an alternation to kidney 

biopsy in lupus nephritis. 

 

7.3.5 โครงการบทบาทของยนีวาสคูลาร์เอนโดทีเลียลโกรฟ์แฟกเตอร์และตวัตอบรับท่ีมีผลต่อการเกิดโรคและ

การพยากรณ์โรคของผูป่้วยโรคไตอกัเสบลูปัส 

ผลงานตีพิมพ ์

• Y Avihingsanon, P Phumesin, T Benjachat, S Akkasilpa, V Kittikowit, K 

Praditpornsilpa, J Wongpiyabavorn, S Eiam-Ong, T Hemachudha, K Tungsanga 

and N Hirankarn. Measurement of Urinary Chemokine and Growth Factor 

Messenger RNAs: A Non-invasive Monitoring in Lupus Nephritis. Kidney 

International 2006; 69 (Feb): 747-753. (Impact Factor 4.79) 

7.3.6 โครงการศึกษาบทบาทของกลุ่มยนีอินเตอฟีรอนชนิดท่ี1 และทรานส์ฟอร์มโกรฟ์แฟกเตอร์ เบตา้ในโรด

เอสแอสอี- ความสัมพนัธ์ระหวา่งเวชพนัธุศาสตร์ต่อลกัษณะแสดงออกทางคลินิก  พยาธิสภาพ และ ภาวะ

ภูมิคุม้กนัในโรคเอสแอลอี 

ผลงานตีพิมพ ์

• Y Avihingsanon, P Phumesin, T Benjachat, S Akkasilpa, V Kittikowit, K 

Praditpornsilpa, J Wongpiyabavorn, S Eiam-Ong, T Hemachudha, K Tungsanga 

and N Hirankarn. Measurement of Urinary Chemokine and Growth Factor 
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Messenger RNAs: A Non-invasive Monitoring in Lupus Nephritis. Kidney 

International 2006; 69 (Feb): 747-753. (Impact Factor 4.79) 

• N Hirankarn, J Wongpiyabovorn, O Hanvivatvong, J Netsawang, S Akkasilpa, J 

Wongchinsri, P Hanvivadhanakul, W Korkit and Y Avihingsanon. The Synergistic 

Effect of FC-gamma Receptor IIa and Interleulin-10 Genes on the Risk to Develop 

Systemic Lupus Erythematosus in Thai Population. Tissue Antigens 2006; 68: 399-

406. (Impact Factor 2.75)   

• M Tangwattanachuleeporn, P Sodsai, Y Avihingsanon, J Wongpiyabovorn, J 

Wongchinsri and N Hirankarn. Association of interferon-gamma gene 

polymorphism (+874A) with arthritis manifestation in SLE. Clin Rheumatol., 2007; 

26(11): 1921-1924. (Impact Factor 1.46) 

• U Boonsrirat, S Angsuthum, S Vannaprasaht, J Kongpunvijit, N Hirankarn, W 

Tassaneeyakul and Y Avihingsanon. Azathioprine-induced fatal myelosuppression 

in systemic lupus erythematosus patient carrying TPMT*3C polymorphism. Lupus 

2008; 17: 132–134 (Impact Factor 2.366) 

• Nattiya Hirankarn, Yingyos Avihingsanon and Jongkonnee Wongpiyabovorn. 

Genetic Susceptibility to SLE is Associated with TNF-alpha Gene Polymorphism -

863, but not -308 and -238, in Thai Population. Int J Immunogenetic 2007; 34 (6): 

425–430. (Impact Factor 1.33) 

• Nattiya Hirankarna, Marut Tangwattanachuleepornb, Jongkonnee 

Wongpiyabovorna, Jeerapat Wongchinsric and Yingyos Avihingsanond. Genetic 

Association of Interferon Alpha Subtype 1, 2 and 5 in Systemic Lupus 

Erythematosus. (submitted to Tissue Antigens) 

• Jongkonnee Wongpiyabovorna, Kriangsak Ruchusatsawatb, Phantipa Protjaroenc, 

Yuthana Onganantapongd, Yingyos Avihingsanon, Wannasri Sintupakd and 

Nattiya Hirankarna . Interferon Alpha mRNA level and Subtypes in lesion and non-

lesion of Discoid Lupus Erythematosus Patients. (In preparation to submit to 

Lupus) 
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• Nattiya Hirankarna, Marut Tangwattanachuleepornb, Jongkonnee 

Wongpiyabavorna , Jeerapat Wongchinsric and Yingyos Avihingsanon. 

Association of IL-18 gene polymorphism (-137C) with arthritis manifestation in SLE: 

the synergistic effect with IFN gamma gene polymorphism (+874A). (In 

preparation to submit to Clin Rheumatology) 

• Nattiya Hirankarna, Krongkamol Hemwijitb, Jongkonnee Wongpiyabovorna 

and Yingyos Avihingsanon. TGFB2 Haplotype Associated with Systemic Lupus 

Erythematosus Susceptibility. (In preparation to submit to Arthritis Research and 

Therapy) 

• Ingorn Kimkong, Jongkonnee Wongpiyabovorn, Yingyos Avihingsanon and 

Nattiya Hirankarn. Association between polymorphisms within interferon (IFN)-

inducible genes (MNDA, IFI16 and AIM2) with susceptibility to systemic lupus 

erythematosus. (In preparation to submit to Immunogenetics) 

7.4 งานวจิยัท่ีกาํลงัทาํ : ช่ือขอ้เสนอการวจิยั และสถานภาพในการทาํวจิยั 

  

 7.4.1 โครงการคน้หาชีวโมเลกุลท่ีจาํเพาะต่อการวนิิจฉยัและพยากรณ์โรคไตอกัเสบลูปัส 

ผลงานตีพิมพ ์

• Avihingsanon Y, Lekprasert P, Benjachat T, Kongpunvijit J, Traitanon O, Hirankarn N.  

Urinary IP-10 Protein Is Associated with Active Lupus Nephritis.  J Am Soc Nephrol 

2007; 18: 779A. (Abstract) 

• Yingyos Avihingsanon, Thitima Benjachat, Adis Tassanarong, Pimpayao Sodsai, 

Vipawee Kittikovit, and Nattiya Hirankarn. Decreased renal expression of vascular 

endothelial growth factor in lupus nephritis is associated with worse prognosis. Kidney 

International advance online publication, 18 March 2009. (Impact Factor 4.922) 

• Pimpayao Sodsaia, Nattiya Hirankarna, Yingyos Avihingsanon, and Tanapat Palaga. 

Defects in Notch1 Upregulation upon Activation of T Cells from Patients with Systemic 

Lupus Erythematosus are Related to Lupus Disease Activity. Lupus (2008) 17, 645–

653. (Impact factor 2.248) 



 

 145 

 

7.4.2 โครงการการคน้หาโมเลกุลเพื่อการตรวจวินิจฉยัและพยากรณ์โรคในผูป่้วยโรคเอส แอล อี โดยวธีิการทาง

ยโีนม และเมทิเลชัน่ (ทุนงบประมาณแผน่ดินปี 2551 จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั เป็นผูว้ิจยัหลกั) ขณะน้ีงานได้

ดาํเนินไปแลว้ประมาณ 70% และจะเสร็จสมบูรณ์ในเดือนกนัยายน 2553 

ผลงานตีพิมพ ์

• Apiradee Thongboon, Yingyos Avihingsanon, Thitima Benjachat, Nattiya 

Hirankarn, Natavudh Townamchai, Talerngsak Kanjanabuch, Kearkiat Praditpornsilpa, 

Kriang Tungsanga, and Somchai Eiam-Ong. FOXP3 Messenger RNA in Peripheral 

Blood Mononuclear Cells (PBMCs) is Associated with Severe Lupus. (In manuscript 

preparation). 

• Ingorn Kimkong, Yingyos Avihingsanon, Nattiya Hirankarn. Expression 

profile of HIN200 in leukocytes and renal biopsy of SLE patients by real time RT-PCR. 

Lupus 2009 (In revision). (Impact Factor 2.366) 

• Ingorn Kimkong, Yingyos Avihingsanon, Nattiya Hirankarn. Association of 

interferon (IFN)-inducible genes (IFI16, MNDA, AIM2 and IFIX) with susceptibility to 

SLE disease (In manuscript preparation). 

• Pongpaka Lertdumrongluk, Purichaya Somparn, Nattiya Hirankarn, and 

Yingyos Avihingsanon. The correlation between phamocokinetics of mycophenolic 

acid in lupus nephritis. (In manuscript preparation).
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7. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวจิยั 

7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั 

 - 

7.2 หวัหนา้โครงการวจิยั 

7.2.1 โครงการศึกษาความสมัพนัธ์ระหวา่งยนีภายใน HLA regioon (SC1, PRG1, และ HLA-E) กบั

ความเส่ียงทางพนัธุกรรมของการเกิดโรคมะเร็งโพรงหลงัจมูก  

7.2.2 โครงการศึกษาการตอบสนองทาง cytotoxic T lymphocyte ท่ีจาํเพาะต่อ LMP1 pitopes ของ 

Epstein-Barr virus ในผูป่้วยมะเร็งโพรงหลงัจมูกและคนปกติท่ีติดเช้ือไวรัส  

7.2.3 การพฒันาการตรวจ HLA โดยวธีิทางอณูชีวโมเลกลุ ไดแ้ก่ PCR-SSP และ PCR-direct 

sequencing   

7.2.4 ความสมัพนัธ์ระหวา่งยนีของท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนักบัการเกิดโรคเกรฟในประชากรไทย 

mailto:fmednpt@md.chula.ac.th
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7.2.5 ปัจจยัทางพนัธุกรรมทางภูมิคุม้กนัท่ีมีผลต่อการเกิดโรคและการดาํเนินโรคของการติดเช้ือไวรัสตบั

อกัเสบบีเร้ือรัง 

7.2.6 บทบาทของกลุ่มยนีอินเตอฟีรอนชนิดท่ี1 และทรานส์ฟอร์มโกรฟ์แฟกเตอร์ เบตา้ ในโรดเอสแอส

อี- ความสมัพนัธ์ระหวา่งเวชพนัธุศาสตร์ต่อลกัษณะแสดงออกทางคลินิก  พยาธิสภาพ และ ภาวะ

ภูมิคุม้กนัในโรคเอสแอล อี   

7.2.7 การศึกษายนีใหม่สองยนี PTGS2 และ PSEN2  ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตายของทีลิมโฟไซท ์         ใน

ผูป่้วยลูปัส : บทบาทของการเปล่ียนแปลงลาํดบัเบสและการเปล่ียนแปลงสารพนัธุกรรมท่ีไม่ได้

เกิดจากการเปล่ียนแปลงลาํดบัเบส 

7.3 งานวจิยัท่ีทาํเสร็จแลว้ 

7.3.1 การพฒันาการตรวจ HLA โดยวธีิทางอณูชีวโมเลกลุ ไดแ้ก่ PCR-SSP และ PCR-direct 

sequencing  (ทุนสนบัสนุนพฒันาอาจารยใ์หม ่/ นกัวจิยัใหม่ กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช  

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ปีการเงิน พ.ศ.2542  เป็นผูว้จิยัหลกั) 

ผลงานตีพิมพ ์

• Pimtanothai N, Rizzuto GA, Slack R, Steiner NK, Kosman CA, Jones PF, Koester R, Ng J, Hartzman RJ, 

Hurley CK.  2000.  Diversity of alleles encoding HLA-B40: relative frequencies in united states populations 

and description of five novel alleles.  Hum Immunol, 61 (8): 808-815. 

• Pimtanothai N, Charoenwongse P, Mutirangura A, Hurley CK.  2002.  Distribution of HLA-B alleles in 

nasopharyngeal carcinoma patients and normal controls in Thailand.  Tissue Antigens, 59 (3): 223-225.  

7.3.2 โครงการศึกษาการตอบสนองทาง cytotoxic T lymphocyte ท่ีจาํเพาะต่อ LMP1 epitopes ของ 

Epstein-Barr virus ในผูป่้วยมะเร็งโพรงหลงัจมูกและคนปกติท่ีติดเช้ือไวรัส (ทุนชีวโมเลกลุ 

คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  ปี 2543-2544 ทุนวจิยัหลงัปริญญาเอก สาํนกังาน

กองทนัสนบัสนุนการวจิยั และ ทุนมูลนิธิกระจกอาซาฮี ปี 2544-2546 เป็นผูว้จิยัหลกั) 

ผลงานตีพิมพ ์

• Pimtanothai N, Charoenwongse P, Mutirangura A, Hurley CK.  2002.  Distribution of HLA-B alleles in 

nasopharyngeal carcinoma patients and normal controls in Thailand.  Tissue Antigens, 59 (3): 223-225. 

• Duraiswany J, Burrows JM, Bharadwaj M, Burrows SR, Cooper L, Pimtanothai NH, Khanna R. 2003 

Preferential Targeting of C-Terminal Activator Region 1 and Transmembrane Domain of EBV-encoded 

Oncogene LMP1 by Virus-Specific T cell Responses. J Virol; 77: 7401-410. 

• Pimtanothai NH, Kangwanshiratada O, Charoenwongse P. 2003 Serological analysis of HLA-A and HLA-B 

antigens in Thai patients with Nasopharyngeal Carcinoma. J Med Assoc Thai; 86 (Suppl 2): S237-41. 
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7.3.3 โครงการการศึกษาระบบ HLA class II (DR และ DQ) alleles ในคนไขโ้รค rheumatoid 

arthritis (ทุนชีวโมเลกลุ คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  ปี 2543-2544 เป็นผูร่้วม

วจิยั) 

ผลงานตีพิมพ ์

• Pimtanothai N., Kimkong I., Inwattana R., Deesomchok U., Charoenwongse P.  2002.  DRB1*04 subtype in 

Thai patients with rheumatoid arthritis.   J Med Assoc Thai, 85 (Suppl 1) (June): S366-370. 

7.3.4 โครงการการตรวจหา emm type ของ Streptococcus Group A, C amd G โดยวธีิ 

Polymerase Chain Reaction (PCR) และการหาลาํดบัเบสของ emm gene (ทุนชีวโมเลกลุ 

คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  ปี 2543-2544 เป็นผูร่้วมวจิยั) 

ผลงานตีพิมพ ์

• Orataiwun P., Pimtanothai N., et al.  Outbreak of uncommon type of Group A Streptococcal Pharyngitis 

among Cadets at the Chulachomklao Royal Military Academy, Nakornnayok, Thailand .   J Med Assoc Thai, 

85 (Suppl 1) (June): S378-382. 

• Pimtanothai N., Orataiwun P., et al.  Emm Types of Invasive Group A Streptococcal Isolates from Thai 

Patients at King Chulalongkorn Memorial Hospital from 1995-1999 .   J Med Assoc Thai, 85 (Suppl 1) (June): 

S371-377. 

• Orataiwan P, Nunthapisud P, Pimtanothai N  2002  Emm typing of streptococcus group C and group G from 

Thai patients by sequencing method.  (abstract) เวชศาสตร์ร่วมสมยั  2545  การประชุมวชิาการประจาํปีคร้ังท่ี 43  

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั, 27 มิถุนายน 2545 

 

7.3.5 โครงการศึกษาความสมัพนัธ์ระหวา่งยนีภายใน HLA regioon (SC1, PRG1, และ HLA-E) กบั

ความเส่ียงทางพนัธุกรรมของการเกิดโรคมะเร็งโพรงหลงัจมูก (ทุนชีวโมเลกลุ คณะแพทยศาสตร์  

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  ปี 2544-2545 เป็นผูว้จิยัหลกั) 

ผลงานตีพิมพ ์

• Kimkong I, Mutirangura A, Pimtanothai N  2002  The association between HLA-E gene and genetic 

susceptibility of nasopharyngeal carcinogenesis. (abstract) เวชศาสตร์ร่วมสมยั  2545  การประชุมวชิาการประจาํปี

คร้ังท่ี 43  คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั, 27 มิถุนายน 2545 

• Kimkong I, Mutirangura A, Pimtanothai NH. 2003 Distribution of HLA-E alleles in Thai population. J Med 

Assoc Thai; 86(Suppl 2): S230-36. 

• Hirankarn N, Kimkong I, Mutirangura A.  2004  HLA-E polymorphism in patients with nasopharyngeal 

carcinoma.  Tissue Antigens. 2004 Nov;64(5):588-92. 

7.3.6 โครงการความสมัพนัธ์ระหวา่งยนีของท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนักบัการเกิด 
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โรคเกรฟในประชากรไทย (ทุนงบประมาณแผน่ดิน ปี2548 เป็นผูว้จิยัหลกั) 

ผลงานตีพิมพ ์

• Nakkuntod J, Wongsurawat T, Charoenwongse P, Snabboon T, Sridama V, Hirankarn N. No Association 

between an Interleukin 4 Gene Promoter (-589) Polymorphism and  Graves’ Disease in Thai Patients. J Med 

Assoc Thai. 2004 Sep;87 Suppl 2:S123-8. 

• Wongsurawat T, Nakkuntod J, Charoenwongse P, Snabboon T, Sridama V, Hirankarn N. The association 

between HLA class II haplotype with Graves' disease in Thai population. Tissue Antigens. 2006 Jan;67(1):79-

83. 

7.3.7 โครงการปัจจยัทางพนัธุกรรมทางภูมิคุม้กนัท่ีมีผลต่อการเกิดโรคและการดาํเนินโรคของการติด

เช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรัง (ทุนพฒันานกัวจิยั สาํนกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั ปี 2546-2548 

เป็นผูว้จิยัหลกั)   

ผลงานตีพิมพ ์

• Hirankarn N, Kimkong I, Kummee P, Tangkijvanich P, Poovorawan Y. Interleukin-1beta gene polymorphism 

associated with hepatocellular carcinoma in hepatitis B virus infection. 

World J Gastroenterol. 2006 Feb 7;12(5):776-9. 

7.4 งานวจิยัท่ีกาํลงัทาํ 

7.4.1 โครงการบทบาทของกลุ่มยนีอินเตอฟีรอนชนิดท่ี1 และทรานส์ฟอร์มโกรฟ์แฟกเตอร์ เบตา้ ในโรด

เอสแอสอี- ความสมัพนัธ์ระหวา่งเวชพนัธุศาสตร์ต่อลกัษณะแสดงออกทางคลินิก  พยาธิสภาพ และ ภาวะภูมิคุม้กนัในโรคเอ

สแอล อี  (ทุนสนบัสนุนงานวจิยัและพฒันาดา้นพนัธุกรรมมนุษย ์  ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ 

  สาํนกังานพฒันาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ  ปี 2548-2550 เป็นผูว้จิยัหลกั)   

  ขณะน้ีงานดาํเนินไปแลว้ประมาณ   70%  และจะเสร็จสมบูรณ์ในเดือนมิถุนายน 2550 

7.4.2 การศึกษายนีใหม่สองยนี PTGS2 และ PSEN2  ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตายของทีลิมโฟไซท ์  ในผูป่้วย

ลูปัส : บทบาทของการเปล่ียนแปลงลาํดบัเบสและการเปล่ียนแปลงสารพนัธุกรรมท่ีไม่ไดเ้กิดจากการเปล่ียนแปลงลาํดบัเบส 

ขณะน้ีงานดาํเนินไปแลว้ประมาณ   70%  และจะเสร็จสมบูรณ์ในเดือนมิถุนายน 2550  
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ผูร่้วมโครงการวจิยั 

1. ช่ือ-นามสกุล(ภาษาไทย)    พญ.ดร.จงกลนี    วงศปิ์ยะบวร                       

                       (ภาษาองักฤษ)     Jongkonnee  Wongpiyabovorn, MD., Ph.D 

2. ตาํแหน่งปัจจุบนั(อาจารย,์ ผศ.,รศ.,ศ.)  รองศาสตราจารย ์  

3. หน่วยงานและสถานท่ีอยูท่ี่ติดต่อไดส้ะดวก 

                               หน่วยภูมิคุม้กนั   ภาควชิาจุลชีววทิยา   

                         คณะแพทยศาสตร์   จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

                        จงัหวดั กรุงเทพ    รหสัไปรษณีย ์10330 

                        โทรศพัท ์0-22564132    โทรสาร 0-22525952 

                        e-mail : fmedjwp@md.chula.ac.th 

 

4. ประวติัการศึกษา  

ปี พ.ศ  วฒิุการศึกษา              สถานศึกษา       ประเทศ 

2530-2535 แพทยศาสตร์บณัฑิต (เกียรตินิยม)    จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ไทย 

2537-2538 Diploma in Dermatology (อนัดบั 1) สถาบนัโรคผวิหนงัฯ   ไทย 

2538-2541 วทิยาศาสตร์มหาบณัฑิต                  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ไทย 

  อายรุศาสตร์ สาขาตจวทิยา 

2543  ผูเ้ช่ียวชาญโรคผวิหนงั                  แพทยสภา   ไทย 

2544-2546 ปรัชญาดุษฏีบณัฑิต (ตจวทิยา)         Juntendo University            ญ่ีปุ่น 

 

5. สาขาวชิาท่ีมีความชาํนาญพิเศษ(แตกต่างจากวุฒิการศึกษา)ระบุสาขาวชิาการ 

         Immunodermatology 

6. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ   โดยระบุสถานภาพในการ

ทาํการวจิยัวา่เป็นผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั  หวัหนา้โครงการวจิยั หรือผูร่้วมวิจยัในแต่ละขอ้เสนอการวจิยั 

1.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั 

            - 

2.2 หวัหนา้โครงการวจิยั 

• โครงการศึกษายนี IL-10 promoter polymorphism และความสัมพนัธ์ระหวา่งยนี IL-10 

promoter polymorphism กบัปริมาณ mRNA ของ IL-10 ท่ีผวิหนงัของผูป่้วยโรคสะเก็ดเงินใน

ประชากรไทย(ทุนสาํนกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั) 

mailto:fmedjwp@md2.md.chula.ac.th
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• ความสัมพนัธ์ระหวา่งยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนักบัการเกิดโรคสะเก็ดเงินในประชากร

ไทย(ทุนงบประมาณแผน่ดิน) 

3.3 งานวจิยัท่ีทาํเสร็จแลว้ 

• Wongpiyabovorn J, Suto H, Ushio H, Izuhara K, Nakao A, Okumura K, Ogawa H. Up- 

regulation of interleukin-13 receptor α 1 on human keratinocyte in  the  skin of psoriasis 

and atopic  dermatitis .  J  Dermatol science 2003;33:31-40(ทุนรัฐบาลญ่ีปุ่น) 

• Wongpiyabovorn J. Psoriasis(review).Thai J Dermatol  2004;20:10-25 

• Netsawang J,Tangwattanachuleeporn M, Hirankarn N, Wongpiyabovorn J. The distribution 

of IL-10 Promoter Polymorphism in Thais. J Med Assoc Thai. 2004;(Suppl 2):S117-22  

• Ruchusatsawat K, Wongpiyabovorn J, Hirankarn N, Mutirangura. SHP-1 promoter 2 

methylation in normal epithelial tissues and demethylation in psoriasis. J Mol Med. 2006 

Feb;84(2):175-82. Epub 2005 Dec 31.  

• Wongpiyabovorn J, Puvabanditsin P. Result of standard patch test in patients suspected 

having allergic contact dermatitis. J Med Assoc Thai. 2005 Sep;88 Suppl 4:S177-83. 

• Avihingsanon Y, Phumesin P, Benjachat T, Akkasilpa S, Kittikowit V, Praditpornsilpa 

K, Wongpiyabovorn J, Eiam-Ong S, Hemachudha T, Tungsanga K, Hirankarn N.  

Measurement of urinary chemokine and growth factor messenger RNAs: a noninvasive monitoring in lupus 

nephritis. Kidney int. 2006 Feb;69(4):747-53 

• Hirankarn N , Wongpiyabovorn J, Hanvivatvong O, Netsawang J, Akkasilpa S, 

Wongchinsri J, Hanvivadhanakul P, Korkit W, Avihingsanon Y. The synergistic effect of 

FC gamma receptor IIa and interleukin-10 genes on the risk to develop systemic lupus 

erythematosus in Thai population. (in press) 

• งานวจิยัท่ีกาํลงัทาํ 

• โครงการศึกษาบทบาทของกลุ่มยนีอินเตอร์เฟียรอนชนิดท่ี1 และทรานส์ฟอร์มโกรฟ์

แฟกเตอร์ เบตา้ในโรคเอสแอสอี- ความสัมพนัธ์ระหวา่งเวชพนัธุศาสตร์ต่อลกัษณะ

แสดงออกทางคลินิก  พยาธิสภาพ และ ภาวะภูมิคุม้กนัในโรคเอสแอลอี(ทุน

สนบัสนุนงานวจิยัและพฒันาดา้นพนัธุกรรมมนุษยB์IOTEC   เป็นผูว้จิยัร่วม) 

ขณะน้ีดาํเนินการไปแลว้ประมาณ  30%    และจะเสร็จสมบูรณ์ในเดือนมิถุนายน 2550 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Avihingsanon+Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Phumesin+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Benjachat+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Akkasilpa+S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Kittikowit+V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Praditpornsilpa+K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Praditpornsilpa+K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Wongpiyabavorn+J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Eiam%2DOng+S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Hemachudha+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Tungsanga+K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Hirankarn+N%22%5BAuthor%5D
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•    โครงการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการใช ้5% อิมิควมิอดรีมตามดว้ยแผน่ปิด

และ 20% ซาลิไซลิก แอชิด เทียบกบัยาหลอกในการรักษาหูด (ทุนบริษทั 3M 

ประเทศไทยจาํกดั  เป็นผูว้จิยัร่วม) 

ขณะน้ีดาํเนินการไปแลว้ประมาณ  70%    และจะเสร็จสมบูรณ์ในเดือนเมษายน 2548  

• ความสัมพนัธ์ระหวา่งยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนักบัการเกิดโรคสะเก็ดเงินใน

ประชากรไทย(ทุนงบประมาณแผน่ดิน) 

ขณะน้ีดาํเนินการไปแลว้ประมาณ  70%    และจะเสร็จสมบูรณ์ในเดือนเมษายน 2550  

 

ผูร่้วมโครงการวจิยั 

นางสาวสดุา  วรรณประสาท (Suda Vannaprasaht)  

คุณวุฒกิารศกึษา: แพทยศาสตรบ์ณัฑติ (2533) 

ป.บณัฑติวทิยาศาสตรก์ารแพทยค์ลนิิก (อายุรศาสตร)์ (2538) 

ว.ว. (อายุรศาสตร)์ (2539) 

Certified in Clinical Pharmacology (U.S.A) (2544) 

ตําแหน่ง : ผูช้่วยศาสตราจารย ์ระดบั 8  

ทีท่าํงาน: ภาควชิาเภสชัวทิยา คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น 40002 

ทีอ่ยู่: 5/12 ถ.ศรจีนัทร ์บา้นหนองใหญ่ ต.ในเมอืง อ.เมอืง จ.ขอนแก่น 40000 

โทรศพัท:์ 043-348397 (ทีท่าํงาน) และ 043-22050 (ทีบ่า้น)  

โทรสาร: 043-348397 

E-mail: sudvan@kku.ac.th 

ผลงานวจิยัทีพ่มิพอ์อกเผยแพร่ในวารสารเฉพาะหวัขอ้ทีเ่กีย่วขอ้งกบัโครงการวจิยัทีเ่สนอ  

Tassaneeyakul W, Tassaneeyakul W, Vannaprasaht S, Yamazoe Y. Formation of omeprazole sulfone but not 5- 

hydroxyomeprazole, is inhibited by ingestion of grapefruit juice. Br J Clin Pharmacol 2000; 49:139-144. 

Gorski C, Vannaprasaht S, Hamman M, Ambrosius W, Bruce M, Haehner-Danieles B, Hall S. The effect of age, 

sex, and rifampin administration on intestinal and hepatic cytochrome P450 3A activity. Clin Pharmacol Ther 

2003; 74:275-87. 

Tassaneeyakul W, Kittiwattanagul K, Vannaprasaht S, Kampan J, Tawalee A, Puapairoj P, Tiamkao S, 

Juthagridsada S, Kukongviriyapan V, Tassaneeyakul W. Steady- state bioequivalence study of clozapine tablet in 

schizophrenic patients. J Pharm Pharmaceut Sci;8:47-53. 
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 E-mail           thi_benja@hotmail.com 

 

5. ประวติัการศึกษา 

 

ปีการศึกษาท่ีจบ สถาณศึกษา ปริญญา/สาขา 

2544 มหาวทิยาลยัศิลปากร วทิยาศาสตรบณัฑิต  

(เทคโนโลยชีีวภาพ)  

 

6. สาขาวชิาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวชิาการ 

 - 

7. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพในการทาํการวจิยัวา่

เป็นผูอ้าํนายการแผนงานวจิยั หวัหนา้โครงการวจิยั หรือผูร่้วมวจิยัในแต่ละขอ้เสนอการวจิยั เป็นตน้ 

7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั : ช่ือแผนงานวจิยั 

 - 

7.2 หวัหนา้โครงการวจิยั : ช่ือโครงการวจิยั 

- 

7.3 ผูร่้วมงานวจิยัโครงการท่ีทาํเสร็จแลว้ : ช่ือขอ้เสนอการวจิยั ปีท่ีพิมพ ์การเผยแพร่ และสถานภาพในการทาํวจิยั 

 7.3.1 Avihingsanon Y, Phumesin P, Benjachat T, Akkasilpa S, Kittikowit V, Praditpornsilpa K, et al. Measurement 

of urinary chemokine and growth factor messenger RNAs: a noninvasive monitoring in lupus nephritis. Kidney Int. 2006 

Feb;69(4):747-53. 

 

ผูร่้วมโครงการวจิยั 

1. ช่ือ-สกลุ (ภาษาไทย)   นางสาว พรรณทิพา พรตเจริญ 

 (ภาษาองักฤษ)  Miss Phantipa Protjaroen 

2. เลขหมายประจาํตวัประชาชน 

 3 2201 00329 36 8 

3. ตาํแหน่งปัจจุบนั    

mailto:thi_benja@hotmail.com
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 นกัวทิยาศาสตร์ 

4. หน่วยงานท่ีอยูท่ี่ติดต่อไดส้ะดวก พร้อมหมายเลขโทรศพัท ์โทรสาร และ E-mail 

 หน่วยวจิยัลูปัส  คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  

   ถนนพระรามท่ี 4 แขวงวงัใหม่ เขตปทุมวนั กทม. 10330 

 โทรศพัท ์      02-252-8181-9 ต่อ 3558 โทรสาร    02-252-8089 

 E-mail           thi_benja@hotmail.com 

 

5. ประวติัการศึกษา 

 

ปีการศึกษาท่ีจบ สถาณศึกษา ปริญญา/สาขา 

2548 มหาวทิยาลยัศิลปากร วทิยาศาสตรบณัฑิต  

(เทคโนโลยชีีวภาพ)  

 

6. สาขาวชิาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวชิาการ 

 - 

7. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพในการทาํการวจิยัวา่

เป็นผูอ้าํนายการแผนงานวจิยั หวัหนา้โครงการวจิยั หรือผูร่้วมวจิยัในแต่ละขอ้เสนอการวจิยั เป็นตน้ 

7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั : ช่ือแผนงานวจิยั 

 - 

7.2 หวัหนา้โครงการวจิยั : ช่ือโครงการวจิยั 

- 

7.3 ผูร่้วมงานวจิยัโครงการท่ีทาํเสร็จแลว้ : ช่ือขอ้เสนอการวจิยั ปีท่ีพิมพ ์การเผยแพร่ และสถานภาพในการทาํวจิยั 

 - 

ผูร่้วมโครงการวจิยั 

1. ช่ือ-สกุล (ภาษาไทย)   นาย จีรวฒัน์ นาคขุนทด 

 (ภาษาองักฤษ)  Mr. Jeerawat Nakkuntod  

2. เลขหมายประจาํตวัประชาชน 

 3301900151253 

3. ตาํแหน่งปัจจุบนั    

 - 

4. หน่วยงานท่ีอยูท่ี่ติดต่อไดส้ะดวก พร้อมหมายเลขโทรศพัท ์โทรสาร และ E-mail 

 ภาควชิาจุลชีววทิยา   คณะแพทยศาสตร์   จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

mailto:thi_benja@hotmail.com
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 ถนน พระรามส่ี  กรุงเทพฯ 10330 

 โทรศพัท ์      02-252-8181-9 ต่อ 3662 โทรสาร    02-252-5952 

 E-mail           juvpop@hotmail.com 

 

5. ประวติัการศึกษา 

 

ปีการศึกษาท่ีจบ สถาณศึกษา ปริญญา/สาขา 

2543 มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี วทิยาศาสตรบณัฑิต  

(สาขาจุลชีววทิยา)  

2546 จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั วทิยาศาสตรมหาบณัฑิต  

(สาขาจุลชีววทิยาทางการแพทย)์ 

 

6. สาขาวชิาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวชิาการ 

 - 

7. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวิจยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพใน

การทาํการวิจยัว่าเป็นผูอ้าํนายการแผนงานวิจยั หัวหน้าโครงการวิจยั หรือผูร่้วมวิจยัในแต่ละขอ้เสนอการวิจยั 

เป็นตน้ 

7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั : ช่ือแผนงานวจิยั 

 - 

7.2 หวัหนา้โครงการวจิยั : ช่ือโครงการวจิยั 

- 

7.3 งานวจิยัท่ีทาํเสร็จแลว้ : ช่ือขอ้เสนอการวจิยั ปีท่ีพิมพ ์การเผยแพร่ และสถานภาพในการทาํวจิยั 

7.3.1 Nakkuntod J, Wongsurawat T, Charoenwongse P, Snabboon T, Sridama V, Hirankarn N. 

No Association between an Interleukin 4 Gene Promoter (-589) Polymorphism and Graves’ Disease in 

Thai Patients. J Med Assoc Thai. 2004 September; 87 Suppl.2:S123-S128.  

7.3.2 Hirankarn N, Nakkuntod J, Wongsurawat T, Snabboon T, Charoenwongse P. The 

Association between Immunogenetics and Genetic Susceptibility of Graves’ disease in Thai Population. 

Tissue Antigens. 2004 Oct; 64:404. (abstract)  
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7.3.3 Wongsurawat T, Nakkuntod J, Charoenwongse P, Snabboon T, Sridama V, Hirankarn N. 

The association between HLA class II haplotype with Graves’disease in Thai population. Tissue 

Antigens. 2004; 67:79-83. 

7.3.4 Nakkuntod J, Sodsai P, Hirankarn N. Interferon - γ gene (+874) polymorphism in Thai 

Population. Chula Med J. 2006 Oct; 50(10): 685-94. 

Uผูร่้วมโครงการวจิยั 

1. ช่ือ-สกุล (ภาษาไทย)   น.ส. เจนจิรา  คงพนัธ์ุวิจิตร 

 (ภาษาองักฤษ)  Miss. Janejira  Kongpunvijit 

2. เลขหมายประจาํตวัประชาชน 

 3 1206 00444 67 1 

3. ตาํแหน่งปัจจุบนั    

 - 

4. หน่วยงานท่ีอยูท่ี่ติดต่อไดส้ะดวก พร้อมหมายเลขโทรศพัท ์โทรสาร และ E-mail 

 ภาควชิาจุลชีววทิยา   คณะแพทยศาสตร์   จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 ถนน พระรามส่ี  กรุงเทพฯ 10330 

 โทรศพัท ์      02-252-8181-9 ต่อ 3662 โทรสาร    02-252-5952 

 E-mail           Ujikkonaruk@hotmail.com U 

 

5. ประวติัการศึกษา 

 

ปีการศึกษาท่ีจบ สถานศึกษา ปริญญา/สาขา 

2544 มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาศาสตรบณัฑิต  

(สาขาชีววทิยา)  

 

6. สาขาวชิาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวชิาการ 

 - 

7. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวิจยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพใน

การทาํการวิจยัว่าเป็นผูอ้าํนายการแผนงานวิจยั หัวหน้าโครงการวิจยั หรือผูร่้วมวิจยัในแต่ละขอ้เสนอการวิจยั 

เป็นตน้ 
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7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั : ช่ือแผนงานวจิยั 

 - 

7.2 หวัหนา้โครงการวจิยั : ช่ือโครงการวจิยั 

- 

7.3 งานวจิยัท่ีทาํเสร็จแลว้ : ช่ือขอ้เสนอการวจิยั ปีท่ีพิมพ ์การเผยแพร่ และสถานภาพในการทาํวจิยั 

ผูร่้วมโครงการวจิยั 

1. ช่ือ-สกุล (ภาษาไทย)   น.ส. ภูริชญา สมภาร 

 (ภาษาองักฤษ)  Miss. Poorichaya Somparn  

2. เลขหมายประจาํตวัประชาชน 

 3489900012845 

3. ตาํแหน่งปัจจุบนั    

 - 

4. หน่วยงานท่ีอยูท่ี่ติดต่อไดส้ะดวก พร้อมหมายเลขโทรศพัท ์โทรสาร และ E-mail 

 ภาควชิาจุลชีววทิยา   คณะแพทยศาสตร์   จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 ถนน พระรามส่ี  กรุงเทพฯ 10330 

 โทรศพัท ์      02-252-8181-9 ต่อ 3662 โทรสาร    02-252-5952 

 E-mail           pook_bio@yahoo.com 

 

5. ประวติัการศึกษา 

 

ปีการศึกษาท่ีจบ สถานศึกษา ปริญญา/สาขา 

2544 มหาวทิยาลยับูรพา วทิยาศาสตรบณัฑิต  

(สาขาชีววทิยา)  

2549 มหาวทิยาลยัมหิดล วทิยาศาสตรมหาบณัฑิต  

(สาขาเภสัชศาสตร์ชีวภาพ) 

 

6. สาขาวชิาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวชิาการ 

 - 
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7. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวิจยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพใน

การทาํการวิจยัว่าเป็นผูอ้าํนายการแผนงานวิจยั หัวหน้าโครงการวิจยั หรือผูร่้วมวิจยัในแต่ละขอ้เสนอการวิจยั 

เป็นตน้ 

7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั : ช่ือแผนงานวจิยั 

 - 

7.2 หวัหนา้โครงการวจิยั : ช่ือโครงการวจิยั 

- 

7.3 งานวจิยัท่ีทาํเสร็จแลว้ : ช่ือขอ้เสนอการวจิยั ปีท่ีพิมพ ์การเผยแพร่ และสถานภาพในการทาํวจิยั 

 - Poorichaya Somparn , Chada Phisalapong , Somjai Nakornchai, Supeenun Unchern, Noppawan 

Phumala Morales.Comparative Antioxidant Activities of Curcumin, Its Demethoxy Derivatives and 

Hydrogenated Derivatives. Biol. Pharm. Bull. 2006. 

ผูร่้วมโครงการวจิยั 

7. ช่ือ-นามสกลุ(ภาษาไทย)    นางสาวอิงอร   กิมกง                      

                                  (ภาษาองักฤษ)  Miss Ingorn  Kimkong           

8. เลขหมายประจาํตวัประชาชน 

3-7008-00243-666 

9. ตาํแหน่งปัจจุบนั(อาจารย,์ ผศ.,รศ.,ศ.)   

- 

10. หน่วยงานและสถานท่ีอยูท่ี่ติดต่อไดส้ะดวก 

                               หน่วยภูมิคุม้กนั   ภาควชิาจุลชีววทิยา   

                         คณะแพทยศาสตร์   จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

                        จงัหวดั กรุงเทพ    รหสัไปรษณีย ์10330 

                        โทรศพัท ์0-22564132    โทรสาร 0-22525952 

                        e-mail : mody_i43@hotmail.com 

 

11. ประวติัการศึกษา 

ปี พ.ศ  วฒิุการศึกษา                       สถานศึกษา                 ประเทศ 

2539-2542 วทิยาศาสตร์บณัฑิต (เทคนิคการแพทย)์    มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร์ ไทย 

2543-2546 วทิยาศาสตร์มหาบณัฑิต                          จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ไทย 

                             จุลชีววทิยาทางการแพทย ์(ภูมิคุม้กนัวทิยา) 

2546  กาํลงัศึกษาระดบัปริญญาเอก      จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั   ไทย 

จุลชีววทิยาทางการแพทย ์(ภูมิคุม้กนัวทิยา) 
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12. สาขาวชิาท่ีมีความชาํนาญพิเศษ(แตกต่างจากวฒิุการศึกษา)ระบุสาขาวชิาการ 

Immunogenetic study 

 

13. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ   โดยระบุสถานภาพในการทาํการวจิยัวา่

เป็นผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั  หวัหนา้โครงการวจิยั หรือผูร่้วมวจิยัในแต่ละขอ้เสนอการวจิยั 

7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั 

             - 

7.2 หวัหนา้โครงการวจิยั 

      - 

7.3 งานวจิยัท่ีทาํเสร็จแลว้ 

ผลงานตีพิมพ ์

1. Pimtanothai N, Kimkong I, Inwattana R, Deesomchok U, Charoenwongse P 2002. DRB1*04 

subtype in Thai patients with rheumatoid arthritis. J Med Assoc Thai, 85(Suppl 1) (June): S366-

S370. 

2. Kimkong I, Pimtanothai N, Mutirangura A 2003. Distribution of Human Leukocyte Antigen-E 

alleles in Thailand. J Med Assoc Thai, 86(Suppl 2) (June): S230-S236. 

3. Pimtanothai N, Kimkong I, Mutirangura A 2004. HLA-E polymorphism in patients with 

nasopharyngeal carcinoma. Tissue Antigens. 2004 Nov; 64(5):588-92. 

4. Kimkong I, Tangkijvanich P, Poovorawan Y, Hirankarn N.  2004   Interleukin-1β Gene 

Polymorphism Associated With Hepatocellular Carcinoma in Hepatitis B Virus Infection.  Tissue 

Antigens.  2004 Oct; 84:383-384. (abstract) 

5. Nattiya Hirankarn, Ingorn Kimkong, Pittaya Kummee, Pisit Tangkijvanich, Yong Poovorawan. 

Interleukin-1β Gene Polymorphism Associated with Hepatocellular Carcinoma in Hepatitis B Virus 

Infection. World J Gastroenterol 2006 Feb 7; 12(5): 776-779. 

 

 

7.4 งานวจิยัท่ีกาํลงัทาํ 

• โครงการศึกษาบทบาทของกลุ่มยนีอินเตอร์เฟียรอนชนิดท่ี1 และทรานส์ฟอร์มโกรฟ์แฟกเตอร์ 

เบตา้ในโรคเอสแอสอี- ความสมัพนัธ์ระหวา่งเวชพนัธุศาสตร์ต่อลกัษณะแสดงออกทางคลินิก  
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พยาธิสภาพ และ ภาวะภูมิคุม้กนัในโรคเอสแอลอี (ทุนสนบัสนุนงานวจิยัและพฒันาดา้น

พนัธุกรรมมนุษยB์IOTEC   เป็นผูว้จิยัร่วม) 

 

ผูร่้วมโครงการวจิยั 

Name   Dr. Ivo Glynne Gut 

Address Centre National de Génotypage 

                               2 rue Gaston Crémieux 

                                          CP 5721, 91 057 Evry Cedex, France  

 By telephoning the reception: +33 1 60 87 84 00   

 By fax: +33 1 60 87 84 85  

E-mail:  ivo.gut@tcng.fr 

 

1990 chemistry at the University of Basel (CH) and obtained a PhD from the University of Basel  

1990-1996 post-docs at the Harvard Medical School in Boston (MA, USA) and the Imperial Cancer 

Research Fund in London (UK)  

1996 joined the department of Hans Lehrach at the Max-Planck-Institute of Molecular Genetics in Berlin (D) as 

a team leader. 

1999  moved to the CNG and took up the position as head of technology development. 

 

 

 

PUBLICATIONS 

Vionnet, N., Tregouet, D., Kazeem, G., Gut, I., Groop, P-H., Tarnow, L., Parving, H-H., Hadjadj, S., 

Forsblom, C., Farrall, M., Gauguier, D., Cox, R., Matsuda, F., Heath, S., Thevard, A., Rousseau, R., 

Cambien, F., Marre, M., Lathrop, M, Analysis of 14 Candidate Genes for Diabetic Nephropathy on 

Chromosome 3q in European Populations. Diabetes, 2006, In press.  

Wahlberg, P., Strömstedt, L., Tordoir, X., Foglio, M., Heath, S., Lechner, D., Hellström, A.R., Tixier-

Boichard, M., Lathrop, M., G. Gut I.G., and Andersson L., A high-resolution linkage map for the Z 

chromosome in chicken reveals hot spots for recombination. Cytogenetic and Genome Research, 

2006, In press.  
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Tost, J. and Gut, I.G., DNA analysis by mass spectrometry-past, present and future. J Mass 

Spectrom, 2006, 41(8): p. 981-95.  

• Tost, J., El abdalaoui, H. and Gut, I.G.., Serial pyrosequencing for quantitative DNA 

methylation analysis. 2006. Biotechniques, 2006, 40(6): p. 721-2, 724, 726.  

• Tost, J., Jammes, H., Dupont, J.M., Buffat, C., Robert, B., Mignot, T.M., Mondon, F., 

Carbonne, B., Simeoni, U., Grange, G., Kerjean, A., Ferre, F., Gut, I.G. and Vaiman, D., Non-

random, individual-specific methylation profiles are present at the sixth CTCF binding site in 

the human H19/IGF2 imprinting control region. Nucleic Acids Res, 2006. [Free full text at 

Nucleic Acids Research]  

• Giancola, S., McKhann, H.I., Berard, A., Camilleri, C., Durand, S., Libeau, P., Roux, F., 

Reboud, X., Gut, I.G. and Brunel, D., Utilization of the three high-throughput SNP 

genotyping methods, the GOOD assay, Amplifluor and TaqMan, in diploid and polyploid 

plants. Theor Appl Genet, 2006: p. 1-10.  

• Mauger, F., Jaunay, O., Chamblain, V., Reichert, F., Bauer, K., Gut, I.G. and Gelfand, D.H., 

SNP genotyping using alkali cleavage of RNA/DNA chimeras and MALDI time-of-flight mass 
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