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ABSTRACT 

        Augmentation of fetal hemoglobin (HbF) synthesis can reduce the severity of β-
thalassemia and β-globin chain hemoglobinopathies by improving the imbalance between 
α- and non-α-globin chains. This is supported by observations that β-thalassemia patients 
with Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin (HPFH) are transfusion independent. A 
number of pharmacological agents have also been found to induce HbF through various 
mechanisms. However, all known HbF inducers have a low efficacy and specificity and 
may result in long-term toxicity. 
        Reporter assays in human erythroleukemia K562 cell line and transgenic mice based 
on a bacterial artificial chromosome (EBAC) containing the human β-globin locus with an 
enhanced green fluorescence protein (EGFP) reporter cassette in-frame replacement at the 
Gγ- to Aγ- globin genes (pEBAC/148β:: ΔGγAγ EGFP) were developed. An episomal 
reporter assay for the screening of agents that specifically mimic the effect of the HPFH 
mutation on HbF expression was created by the introduction of the -175(T C) HPFH 
mutation into the construct. This assay was also used to compare the level of EGFP 
expression from this construct with the parent construct. HPFH mutation gave 
approximately a 2-fold increase of EGFP expression compared to that of the wild type. 
        K562 cell lines carrying stably integrated γ-globin reporter assay construct was used 
in high throughput screening of a 2132 chemical library. Corresponding pharmacological 
increases in γ-globin mRNA expression and HbF were confirmed in reporter assay, native 
K562 cell line and human primary erythroid progenitor cells. Fourteen out of 29 
compounds were validated using both cell lines. Two nucleoside analogs showed 
increased ratios of HbF by 20% in primary erythroid culture derived from β-
thalassemia/HbE patients.  
         In transgenic mice carrying the γ-globin reporter assay transgene, EGFP expression 
decreased during mouse γ- to β- globin switching, but persisted throughout the adult stage. 
Murine erythroid culture derived from fetal livers showed a response to induction by HbF-
inducing compounds.  
         The cellular and transgenic reporter assays will greatly facilitate the identification 
and evaluation of HbF-inducing agents. This screening has successfully identified active 
compounds for further mechanistic and preclinical evaluation as potential therapeutic 
agents for β-thalassemia treatment. 
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บทคดัยอ่ 
โรคเบตา้-ธาลสัซีเมียเป็นโรคท่ีเกิดจากการสร้างเบตา้โกลบินท่ีนอ้ยลงหรือสร้างไม่ไดเ้ลย ซ่ึงทาํลายความ

สมดุลระหว่างสายแอลฟ่า สายเบตา้โกลบิน การลดภาวะไม่สมดุลโดยการกระตุน้การแสดง ออกของยีนแกมม่า
โกลบินทาํให้มีการสร้างฮีโมโกลบินเอฟเพ่ิมข้ึนจะสามารถบรรเทาอาการของโรคได ้ในธรรมชาติผูป่้วยซ่ึงมียีน
เบตา้-ธาลสัซีเมียร่วมกบัเอ๊ชพีเอฟเอ๊ชซ่ึงเป็นสภาวะทางพนัธุกรรมท่ีพบปริมาณฮีโมโกลบินเอฟในเลือดสูงใน
ผูใ้หญ่นั้นจะมีระดบัความรุนแรงของโรคนอ้ยกว่าผูป่้วยโฮโมซยักสัเบตา้-ธาลสัซีเมียท่ีมียีนเบตา้-ธาลสัซีเมียอยา่ง
เดียว สารกระตุน้ฮีโมโกลบินเอฟท่ีพบจากการศึกษาท่ีผ่านมาส่วนใหญ่มีประสิทธิ ภาพ ความจาํเพาะตํ่า และยงัมี
ความเป็นพิษสูง จึงไม่สามารถนาํมาใชใ้นการรักษาได ้

งานวิจยัน้ีไดท้าํการสร้างแบบจาํลองเพ่ือวิเคราะห์การกระตุน้การสร้างแกมม่าโกลบินโดยใชช้ิ้นส่วนของ
กลุ่มยนีเบตา้โกลบินของมนุษยท์ั้งชนิดปกติและท่ีมีการกลายพนัธุ์ตาํแหน่ง -175 ของแกมม่ายนีเป็นเอ๊ชพีเอฟเอ๊ช มี
การแทนท่ีเน้ือยนีแกมม่าโกลบินดว้ยยนีสร้างโปรตีนเรืองแสง (EGFP) ทั้งในเซลล ์K562 และหนูทรานส์จีนิค พบว่า
เซลลท่ี์มียีนเอ๊ชพีเอฟเอ๊ชเรืองแสงมากกว่าเซลลป์กติ 2 เท่า และเซลลแ์บบจาํลองดงักล่าวถูกนาํมาใชเ้พื่อคดักรอง
สารกระตุน้ฮีโมโกลบินเอฟจากสารทั้งหมด 2,132 ตวัอยา่ง ซ่ึงประกอบดว้ยยาและสารสกดัจากธรรมชาติ สาร 14 
ตวัอยา่งจาก 29 ตวัอย่างท่ีไดผ้่านการคดักรองขั้นตน้ถูกนาํมาทดสอบการกระตุน้การสร้างเมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอ 
(mRNA) ของแกมม่าโกลบินในเซลล ์ K562 และการสร้างฮีโมโกลบินเอฟในเซลลเ์มด็เลือดแดงตวัอ่อนจากผูป่้วย
เบตา้ธาลสัซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี พบว่าสารตา้นไวรัส 2 ชนิดในกลุ่ม nucleoside analog สามารถเพ่ิมการแสดงออกของ
ฮีโมโกลบินเอฟไดถึ้งประมาณร้อยละ 20 

สาํหรับหนูทรานสจีนิกท่ีเกิดจากการสอดใส่ช้ินยนีกลุ่มเบตา้โกลบินท่ีมี EGFP ไดมี้การสร้างโปรตีนเรือง
แสงในเม็ดเลือดแดงแตกต่างกนัในระยะต่าง  ๆของการเจริญเติบโต และพบว่าเซลลเ์มด็เลือดแดงตวัอ่อนของหนูมี
การตอบสนองต่อการกระตุน้ดว้ยสารกระตุน้ฮีโมโกลบินเอฟจากดงักล่าวดว้ย 

การศึกษาน้ีไดพ้ฒันาแบบจาํลองในเซลล ์และหนูทรานส์จีนิคสาํหรับการตรวจหาสารกระตุน้ฮีโมโกลบิน
เอฟ ซ่ึงนาํไปสู่การคน้พบสาร 2 ชนิดท่ีมีแนวโนม้ในการใชเ้พื่อการรักษาโรคเบตา้-ธาลสัซีเมียในอนาคต 
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