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บทคัดยอ
   ภาวะซีดถือเปนภาวะที่สําคัญที่พบในผูปวยไตวายเร้ือรัง ซึ่งสงผลกระทบใหคุณภาพชีวิตของ
ผูปวยลดลงเปนอยางมากและเปนสาเหตุของการเกิดอาการขางเคียงอ่ืนตามมาเพิ่มขึ้น เชน
โรคหัวใจ เปนตน การรักษาภาวะโลหิตจางในผูปวยไตวายจึงนับเปนสวนสําคัญในการดูแลผูปวย
ใหมีคุณภาพชีวิตที่ดีขึ้น และลดอัตราการตายลง อยางไรก็ตามการรักษาโดยการฉีดอีรีโทรพอยอีติน
พบวามีขอดอยบางประการ ไดแก ราคาที่สูง ระดับที่ไมสม่ําเสมอในเลือด และการกระตุนภูมิคุมกัน
ตอโปรตีน การวิจัยนี้จึงไดมุงพัฒนาการรักษาโดยวิธียีนบําบัดในการเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง
โปรตีน erythropoietin ในเซลลผูปวยเอง โดยการใช Lentiviral vector ในการนําพาเขาสูเซลล ไฟ
โบรบลาสท ผลการทดลองสามารถสราง Lentiviral vector ที่สามารถกระตุนการแสดงออกของ ยีน
erythropoietin ไดสําเร็จ และไดทดสอบประสิทธิภาพในการนําเขาสูเซลล พบวา Lentiviral vector
สามารถเขาสูเซลลเปาหมายไดดี เซลลที่ไดจะถูกนําไปคัดเลือกตอโดยวิธี Flow cytometry with cell
sorting เพื่อนําไปศึกษาการแสองออกของ ยีน erythropoietin ตอไป

Abstract
 Anemia in chronic renal failure has a great impact on the quality of life of the patients and is the

major factor in determining the other complications including heart disease. The prevention of
anemia becomes the crucial part of the management of these patients. The standard treatment is
erythropoietin injection which has some drawbacks including high cost, fluctuated blood level
and development of autoantibody. This study aims to develop the gene therapy method to induce
erythropoietin gene expression in the human cells which can be used for cell therapy for the
patients. In this study, the Lentiviral vector expressing human erythropoietin gene can be
successfully produced. Furthermore, this vector can be transduced into the target cells with about
30% efficiency. These positive cells will be further enriched by cell sorting for further molecular
studies.

Key words
อิริโทรพอยอิติน ไตวาย โลหิตจาง ยีนบําบัด
Erythropoietin, Chronic kidney disease, Anemia, Gene therapy
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บทนํารวม
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย

โรคไตวายเร้ือรัง (chronic renal failure) นับเปนโรคที่ตองใชงบประมาณในการรักษาสูง
มากและเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญทั้งในระดับประเทศและระดับโลก โดยมีอุบัติการณของ
โรคดังกลาวในประเทศไทยโดยเฉลี่ย 123 คน ตอประชากร 1,000,000 คนและสูงสุดที่ประเทศ
ไตหวัน โดยเฉลี่ย 376 คน ตอประชากร 1,000,000 คน ตามผลสํารวจของสมาคมโรคไตแหง
ประเทศไทยและ RDS ประเทศสหรฐอเมริกา ในป 2004 ซึ่งโรคนี้นับเปนโรคที่ยากตอการรักษาให
หายขาดและมีคารักษาที่สูงมาก ขอมูลทางสถิติของโรคไตวายในประเทศไทยนั้นพบวามีสาเหตุ
สวนใหญ เกิดจาก glomerulonephritis รอยละ 51.61 จากเบาหวาน  รอยละ 20.72 ความดันโลหิต
สูงรอยละ 15.22 โรคนิ่วรอยละ 1.44 และจากสาเหตุอ่ืน ๆ รอยละ 11.01 โดยมีผูปวยสวนใหญ ตอง
ไดรับการรักษาโดย การฟอกเลือด ในแบบ hemodialysis หรือ peritoneal dialysis รวมถึงการทํา
kidney transplantation ผูปวยเหลานี้ จําเปนตองไดรับการดูแลที่ดี เพื่อปองกันภาวะขางเคียงอ่ืน ๆ
ดังกลาวแลว  เพื่อใหผูปวยมีคุณภาพชีวิตที่ดี และมีอัตราการตายที่นอยลง

ภาวะซีด (Anemia) ถือเปนภาวะที่สําคัญที่พบในผูปวยไตวายเร้ือรัง (chronic renal failure)
ซึ่งสงผลกระทบใหคุณภาพชีวิตของผูปวยลดลงเปนอยางมากและเปนสาเหตุของการเกิดอาการ
ขางเคียงอ่ืนตามมาเพิ่มขึ้น เชน โรคหัวใจ เปนตน  นอกจากนี้ยังเปนสาเหตุของการเสียชีวิตในผูปวย
โรคไตวาย

การใชวิธีรักษาในแบบ gene therapy นับเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการรักษาภาวะซีดใน
ผูปวยไตวายเร้ือรัง โดยมีหลักการคือ ใช vector ที่อาจเปน viral หรือ non – viral vector  เพื่อนําพา
สวนของยีนที่สรางโปรตีนที่เราตองการ เขาสูเซลลของผูปวย เพื่อใหเซลลสามารถสรางโปรตีนใน
รางกายผูปวยในระดับที่มากพอ เพื่อใหผลในการรักษา วิธีนี้จะมีผลดีกวาการฉีด recombinant
protein หลายประการ เชน ทําใหไดโปรตีนที่มีโครงสรางเหมือนกับโปรตีนปกติที่พบในรางกาย
มนุษย  มีระดับโปรตีนที่คงที่กวา ทําใหมีผลการรักษาที่ดี มีคาใชจายที่ตํ่ากวามาก และไมตองฉีด
โปรตีนเขารางกายบอย ๆ ทําใหมีความสะดวกในการดูแลผูปวย นอกจากนี้จะไมทําใหเกิด
antibodies ตอโปรตีน ดังนั้น วิธีการรักษาโดยเทคนิค gene therapy ถือเปนการรักษาที่ควรไดรับ
การพัฒนาใหมีประสิทธิภาพสูงและใชในผูปวยไดอยางปลอดภัย การสรางแหลงการผลิตเซลลเม็ด
เลือดแดงไดเองอยางถาวรดวยเทคโนโลยีเซลลตนกําเนิดบําบัด โดยไมตองฉีด erythropoietin ใหแก
ผูปวยก็เปนอีกหนึ่งวิธีที่นาสนใจและสามารถทําใหผูปวยหายขาดจากภาวะโลหิตจางได เพิ่มโอกาศ
การรอดชีวิตและคุณภาพชีวิตของผูปวยก็จะดีขึ้นตามลําดับ

องคความรูใหมของเทคโนโลยียีนบําบัดและเซลลตนกําเนิดบําบัดที่ไดจากโครงการวิจัยนี้
จะเปนองคความรูที่สําคัญในการนํามาใชรักษาโรคภาวะโลหิตจางซึ่งยังไมมีผูใดทํามากอนและเปน
วิธีที่มีประสิทธิภาพสูง ในการรักษาภาวะโลหิตจางสูงใหหมดไปได โดยมีคาใชจายในการรักษาตํ่า
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กวาวิธีให recombinant erythropoietin มาก และมีความปลอดภัยสูง เหมาะสําหรับการพัฒนาเพื่อ
นําไปสูการรักษาโรคในทางคลินิกตอไปในอนาคต ซึ่งจะเปนการเพิ่มประสิทธิภาพการแกไขภาวะ
anemiaในผูปวยโรคไตวายและโรคอ่ืนที่มีภาวะดังกลาว ซึ่งจะชวยเพิ่มคุณภาพชีวิตและลดคาใชจาย
ในการรักษาแกผูปวย ซึ่งทายที่สุดจะสงผลที่ดีตอประเทศไทยโดยสวนรวม
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย

1. ผลิต Lentiviral vector ที่สามารถสราง Erytropoietin เพื่อรักษาภาวะโลหิตจางในโรคไต
วาย

2. สราง human fibroblast cell ที่สามารถสราง Erythropoietin (EPO) ที่มีปริมาณเพียง
พอที่จะกระตุนการสรางเม็ดเลือดแดง และสามารถนําไปใชในทดลองขั้นตอไป

3. ทดสอบประสิทธิภาพของ EPO ที่สรางไดตอความสามารถในการสรางเม็ดเลือดแดงจาก
เซลลตนกําเนิดเม็ดเลือดในหองปฏิบัตการ

4. สรางระบบที่สามารถทําลายเซลลที่ไดรับยีนบําบัดไดหากเซลลนี้กอปญหาใหแกรางกาย
โดยเทคนิค suicidal gene

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับและหนวยงานที่นําผลการวิจัยไปใชประโยชน
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

- กระบวนการยีนบําบัดที่มีประสิทธิภาพในการรักษาภาวะโลหิตจางและมี
ผลขางเคียงนอยที่สุด

- เซลลบําบัดที่มีประสิทธิภาพในการรักษาภาวะโลหิตจางและมีผลขางเคียงนอยที่สุด
- ไดระบบการจัดการกับเซลลบําบัดในกรณีเกิดความผิดปกติในการเจริญเติบโต โดยใชเทคนิค

Suicidal gene
- จดสิทธิบัตร 1 เรื่อง
- ตีพิมพในวารสารระดับนานาชาติอยางนอย 2 เรื่อง
- ผลิตนักศึกษาปริญญาโท 1 คน

หนวยงานที่นําผลการวิจัยไปใชประโยชน
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โรงพยาบาล วิทยาศาสตรการแพทย วงการแพทย ผูปวย

โรคมะเร็งและครอบครัว นักวิชาการ ผูที่เก่ียวของและผูสนใจทั่วไป และเปนสวนสงเสริมทางวิชาการของ
ศูนยวิจัยความเปนเลิศดานการวิจัยเทคโนโลยีการปลูกถายเซลล/เน้ือเยื่อและยีนบําบัดของมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี
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สวนประกอบเนื้อเร่ือง
1. บทคัดยอ
   ภาวะซีดถือเปนภาวะที่สําคัญที่พบในผูปวยไตวายเร้ือรัง ซึ่งสงผลกระทบใหคุณภาพชีวิตของ
ผูปวยลดลงเปนอยางมากและเปนสาเหตุของการเกิดอาการขางเคียงอ่ืนตามมาเพิ่มขึ้น เชน
โรคหัวใจ เปนตน การรักษาภาวะโลหิตจางในผูปวยไตวายจึงนับเปนสวนสําคัญในการดูแลผูปวย
ใหมีคุณภาพชีวิตที่ดีขึ้น และลดอัตราการตายลง อยางไรก็ตามการรักษาโดยการฉีดอีรีโทรพอยอีติน
พบวามีขอดอยบางประการ ไดแก ราคาที่สูง ระดับที่ไมสม่ําเสมอในเลือด และการกระตุนภูมิคุมกัน
ตอโปรตีน การวิจัยนี้จึงไดมุงพัฒนาการรักษาโดยวิธียีนบําบัดในการเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง
โปรตีน erythropoietin ในเซลลผูปวยเอง โดยการใช Lentiviral vector ในการนําพาเขาสูเซลล ไฟ
โบรบลาสท ผลการทดลองสามารถสราง Lentiviral vector ที่สามารถกระตุนการแสดงออกของ ยีน
erythropoietin ไดสําเร็จ และไดทดสอบประสิทธิภาพในการนําเขาสูเซลล พบวา Lentiviral vector
สามารถเขาสูเซลลเปาหมายไดดี เซลลที่ไดจะถูกนําไปคัดเลือกตอโดยวิธี Flow cytometry with cell
sorting เพื่อนําไปศึกษาการแสองออกของ ยีน erythropoietin ตอไป

Abstract
   Anemia in chronic renal failure has a great impact on the quality of life of the patients and is the
major factor in determining the other complications including heart disease. The prevention of
anemia becomes the crucial part of the management of these patients. The standard treatment is
erythropoietin injection which has some drawbacks including high cost, fluctuated blood level
and development of autoantibody. This study aims to develop the gene therapy method to induce
erythropoietin gene expression in the human cells which can be used for cell therapy for the
patients. In this study, the Lentiviral vector expressing human erythropoietin gene can be
successfully produced. Furthermore, this vector can be transduced into the target cells with about
30% efficiency. These positive cells will be further enriched by cell sorting for further molecular
studies.
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2. บทนํา
2.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย

โรคไตวายเร้ือรัง (chronic renal failure) นับเปนโรคที่ตองใชงบประมาณในการรักษาสูง
มากและเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญทั้งในระดับประเทศและระดับโลก โดยมีอุบัติการณของ
โรคดังกลาวในประเทศไทยโดยเฉลี่ย 123 คน ตอประชากร 1,000,000 คนและสูงสุดที่ประเทศ
ไตหวัน โดยเฉลี่ย 376 คน ตอประชากร 1,000,000 คน ตามผลสํารวจของสมาคมโรคไตแหง
ประเทศไทยและ RDS ประเทศสหรฐอเมริกา ในป 2004 ซึ่งโรคนี้นับเปนโรคที่ยากตอการรักษาให
หายขาดและมีคารักษาที่สูงมาก ขอมูลทางสถิติของโรคไตวายในประเทศไทยนั้นพบวามีสาเหตุ
สวนใหญ เกิดจาก glomerulonephritis รอยละ 51.61 จากเบาหวาน  รอยละ 20.72 ความดันโลหิต
สูงรอยละ 15.22 โรคนิ่วรอยละ 1.44 และจากสาเหตุอ่ืน ๆ รอยละ 11.01 โดยมีผูปวยสวนใหญ ตอง
ไดรับการรักษาโดย การฟอกเลือด ในแบบ hemodialysis หรือ peritoneal dialysis รวมถึงการทํา
kidney transplantation ผูปวยเหลานี้ จําเปนตองไดรับการดูแลที่ดี เพื่อปองกันภาวะขางเคียงอ่ืน ๆ
ดังกลาวแลว  เพื่อใหผูปวยมีคุณภาพชีวิตที่ดี และมีอัตราการตายที่นอยลง

ภาวะไตวายเร้ือรังเปนความเสื่อมในการทํางานของไตเปนเวลาติดตอกันเกินกวา 6 เดือน
และไมสามารถรักษาใหกลับคืนมาเปนปกติได  ซึ่งการบอกวาผูปวยมีภาวะไตวายเร้ือรัง หรือไมนั้น
จําเปนตองพิจารณาจากประสิทธิภาพในการทํางานของไต คือ คาที่เรียกวา Creatinine clearance ซึ่ง
คาปกติคือ 120 มล./วินาที  ความรุนแรงของโรคสามารถแบงไดตามคา serum creatinine โดยใน
ภาวะ severe end stage renal disease จะมีคา serum creatinine สูงกวา 10 มก./ดล. และมีคา
creatinine clearance < 10 มล./นาที  ผลดังกลาวนําไปสูการคั่งของสารที่มีอันตรายตอรางกายหลาย
ชนิด ที่เรียกวา uremic toxin ซึ่งสารเหลานี้ จะนําไปสูอาการขางเคียงของโรคหลายชนิด ที่เกิด
ขึ้นกับระบบตาง ๆ ของรางกายที่สําคัญ เชน ระบบประสาทสวนกลางจะเกิดภาวะ uremic
encephalopathy
ระบบหัวใจและหลอดเลือด จะพบภาวะ Ishemic cardiomyopathy , dilated cardiomyopathy รวมถึง
ภาวะ uremic pericarditis ระบบตอมไรทอจะพบภาวะความผิดปกติของ hypothalamic – pituitary –
target gland axis ทําใหเกิด hypogonadism, delayed puberty, anovulation , infertility และ
impotence   ระบบที่สําคัญที่ไดรับผลกระทบอยางมาก  คือ ระบบเซลลเม็ดเลือด  ซึ่งจะมีผลตอการ
ทํางานของเซลลทั้งหมด คือ เม็ดเลือดแดงจะพบภาวะซีดจากการขาดสาร erythropoietin (1-3) ซึ่ง
สรางจาก proximal tubular cells และ interstitial cells ซึ่งจะพบเมื่อไตถูกทําลาย มากกวา 3 ใน 4
นอกจากภาวะซีด แลวยังพบมีการทํางานของเกล็ดเลือด ที่ตํ่าลง รวมกับความผิดปรกติของเซลลใน
ระบบภูมิคุมกัน เชน neutrophils และ lymphocytes ปจจัยเหลานี้จะนําไปสูภาวะเลือดแข็งตัว
ผิดปกติและการติดเชื้อสูงขึ้น
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ภาวะซีด (Anemia) ถือเปนภาวะที่สําคัญที่พบในผูปวยไตวายเร้ือรัง (chronic renal failure)
ซึ่งสงผลกระทบใหคุณภาพชีวิตของผูปวยลดลงเปนอยางมากและเปนสาเหตุของการเกิดอาการ
ขางเคียงอ่ืนตามมาเพิ่มขึ้น เชน โรคหัวใจ เปนตน  นอกจากนี้ยังเปนสาเหตุของการเสียชีวิตในผูปวย
โรคไตวายได  การศึกษาอัตราการตายในผูปวยไตวายเร้ือรังที่ไดรับการรักษาโดยการลางไต ทั้ง
แบบ hemodialysis และ peritoneum dialysis จํานวนรวม 855 คน  เปนเวลานาน 15 ป (4) พบวา
ระดับ hemoglobin ในเลือดเปนตัวบงชี้ถึงอัตราการตายของผูปวยเปนอยางดี  โดยพบวาผูปวยที่มี
ระดับ  hemoglobin ตํ่ากวา 12 g/dl  มีอัตราการตายสูงกวาผูปวยที่มีระดับ hemoglobin ในเลือดนอย
กวา 12 g/dl ประมาณ 2.13 เทา และ 1.85 เทา ในกลุมผูปวยที่ไดรับ hemodialysis และ peritoneal
dialysis ตามลําดับ นอกจากการศึกษาแบบเทียบอัตราการตาย และเวลาที่ตองรักษาตัวใน
โรงพยาบาล  เปรียบเทียบระหวางกลุมที่มีระดับ hemoglobin ในเลือดตางกัน พบวา ระดับ
hemoglobin ที่นอยกวา 9 g/dl  มีโอกาสเสียชีวิตจากโรคมากกวาผูปวยที่มีคา hemoglobin ระหวาง
11-12 g/dl ถึง 2.11 เทา  และถาผูปวยมีระดับ hemoglobin ระหวาง 12-13 g/dl  พบวามีโอกาส
เสียชีวิตจากโรคเปน 0.84 เทา ของกลุมที่มี  hemoglobin ระหวาง 11-12 g/dl (5) นอกจากนี้
การศึกษาในผูปวยไตวายเร้ือรังที่ไดรับการรักษาโดย hemodialysis จํานวน 5517 ราย เพื่อหา
ความสัมพันธระหวาง อัตราการตาย ในผูปวยและระดับ hemoglobin ในเลือด ในเวลา 1, 3 และ 6
เดือน กอนเสียชีวิต (6) พบวาระดับ hemoglobin ในเลือด 3 เดือนกอนเสียชีวิต  มีความสัมพันธกับ
อัตราการตายของผูปวยอยางชัดเจน โดยในผูปวยที่มีระดับ hemoglobin <9 g/dl , 9-10 g/dl , 10-11
g/dl  มีความเสี่ยงตอการเสียชีวิตจากโรค เปน 1.74 , 1.25 , 1.22 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับผูปวยที่มี
ระดับ hemoglobin ระหวาง 11-12 g/dl ตามลําดับ นอกจากนี้การศึกษาผลตอภาวะซีดตออาการใน
ระบบหัวใจและหลอดเลือด พบวาระดับ hemoglobin ที่ลดลง ทุก ๆ 1 g/dl  เพิ่มความเสี่ยงตอการ
พบความผิดปกติในระบบหัวใจ คือ ภาวะ left ventricular dilation ถึง 1.46 เทา และเพิ่มภาวะการ
เกิดภาวะหัวใจวาย ถึง 1.46 และ 1.28 เทา ในแบบ de novo และ recurrent heart failure ตามลําดับ
(7) จากขอมูลดังกลาวจะเห็นไดวา ภาวะซีดในผูปวยไตวายมีความสําคัญตอคุณภาพชีวิตของผูปวย
รวมถึงอัตราการตายของโรคอยางมาก

โดยเหตุดังกลาวการรักษาภาวะซีดในผูปวยไตวายเร้ือรัง เปนสิ่งที่มีความจําเปนเพื่อลด
ผลขางเคียงตาง ๆ ในผูปวย  ในปจจุบันวิธีการรักษาภาวะซีดในผูปวยไตวายเร้ือรังใชวิธีการให
โปรตีน erythropoietin ฉีดใหผูปวย โดยโปรตีนที่ใชเปนโปรตีนที่สังเคราะหขึ้นในหองทดลอง
(recombinant human erythropoietin) ซึ่งมีปญหาและขอควรระวังหลายประการ  ซึ่งการรักษาใน
ปจจุบันจะใชวิธีการฉีด erythropoietin (EPO) ใหผูปวย 30-70 units/kg  2 คร้ังตอสัปดาห รวมกับ
การใหเหล็ก โฟลิก วิตามิน บี / ซี   อยางไรก็ตามการรักษาโดย การฉีด EPO มีคาใชจายที่สูงมาก
เนื่องจากตองสั่งซื้อจากตางประเทศ ทําใหมีขอจํากัดในการใชโดยทั่วไปการฉีด  erythropoietin ให
ผูปวยจําเปนตองเพิ่มระดับ erythropoietin ในเลือด สูงกวาระดับ base – line คือใหมีระดับ  40 –
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200 mU/ml (40-200 U/L) จากคาปกติ 5-36 mU/ml ดังนั้นจําเปนตองฉีดใหผูปวยไปอยางตอเนื่อง
ไปตลอดชีวิต  เนื่องจากระดับโปรตีนในเลือดมีระยะคร่ึงอายุที่ตํ่า (3 – 48 ชม.) การฉีดยาทําใหมี
ระดับโปรตีนที่ไมสม่ําเสมอ ทําใหไดผลการรักษาที่ไมดี  นอกจากนี้โปรตีนที่ใชรักษาสวนใหญเปน
recombinant protein ที่สรางในหองทดลอง โดยใชเซลลที่ไมใชมาจากมนุษย (nonhuman
manmalial cells)  ทําใหโปรตีนที่ไดมีโครงสรางตางไปจากโปรตีนปกติในมนุษย เชน มีความ
ตางกันใน amino acid , glycosylation and formulation (8)  โดยการศึกษาพบวาสามารถตรวจพบ
antibodies ตอโปรตีนดังกลาว ในผูปวยที่ไดรับการรักษาโดย  recombinant erythropoietin ซึ่งทําให
เกิดอันตรายในผูปวยอยางรุนแรงและอาจเสียชีวิตได (9, 10) ขอจํากัดอ่ืนๆไดแกการที่คาใชจายใน
การซื้อโปรตีน erythropoietin มีสูงมาก และทําใหมีผลตอการตัดสินใจในการเลือกใชยาดังกลาวใน
ผูปวย  และอาจทําใหการเร่ิมใชยาชากวาที่ควรเปน ดังนั้นจึงมีแนวคิดที่จะนําวิธีการรักษาแนวใหม
มาใช เพื่อรักษาภาวะซีดในผูปวยไตวายเร้ือรัง

การใชวิธีรักษาในแบบ gene therapy นับเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการรักษาภาวะซีดใน
ผูปวยไตวายเร้ือรัง โดยมีหลักการคือ ใช vector ที่อาจเปน viral หรือ non – viral vector  เพื่อนําพา
สวนของยีนที่สรางโปรตีนที่เราตองการ เขาสูเซลลของผูปวย เพื่อใหเซลลสามารถสรางโปรตีนใน
รางกายผูปวยในระดับที่มากพอ เพื่อใหผลในการรักษา วิธีนี้จะมีผลดีกวาการฉีด recombinant
protein หลายประการ เชน ทําใหไดโปรตีนที่มีโครงสรางเหมือนกับโปรตีนปกติที่พบในรางกาย
มนุษย  มีระดับโปรตีนที่คงที่กวา ทําใหมีผลการรักษาที่ดี มีคาใชจายที่ตํ่ากวามาก และไมตองฉีด
โปรตีนเขารางกายบอย ๆ ทําใหมีความสะดวกในการดูแลผูปวย นอกจากนี้จะไมทําใหเกิด
antibodies ตอโปรตีน ดังนั้น วิธีการรักษาโดยเทคนิค gene therapy ถือเปนการรักษาที่ควรไดรับ
การพัฒนาใหมีประสิทธิภาพสูงและใชในผูปวยไดอยางปลอดภัย การสรางแหลงการผลิตเซลลเม็ด
เลือดแดงไดเองอยางถาวรดวยเทคโนโลยีเซลลตนกําเนิดบําบัด โดยไมตองฉีด erythropoietin ใหแก
ผูปวยก็เปนอีกหนึ่งวิธีที่นาสนใจและสามารถทําใหผูปวยหายขาดจากภาวะโลหิตจางได เพิ่มโอกาศ
การรอดชีวิตและคุณภาพชีวิตของผูปวยก็จะดีขึ้นตามลําดับ

องคความรูใหมของเทคโนโลยียีนบําบัดและเซลลตนกําเนิดบําบัดที่ไดจากโครงการวิจัยนี้
จะเปนองคความรูที่สําคัญในการนํามาใชรักษาโรคภาวะโลหิตจางซึ่งยังไมมีผูใดทํามากอนและเปน
วิธีที่มีประสิทธิภาพสูง ในการรักษาภาวะโลหิตจางสูงใหหมดไปได โดยมีคาใชจายในการรักษาตํ่า
กวาวิธีให recombinant erythropoietin มาก และมีความปลอดภัยสูง เหมาะสําหรับการพัฒนาเพื่อ
นําไปสูการรักษาโรคในทางคลินิกตอไปในอนาคต ซึ่งจะเปนการเพิ่มประสิทธิภาพการแกไขภาวะ
anemiaในผูปวยโรคไตวายและโรคอ่ืนที่มีภาวะดังกลาว ซึ่งจะชวยเพิ่มคุณภาพชีวิตและลดคาใชจาย
ในการรักษาแกผูปวย ซึ่งทายที่สุดจะสงผลที่ดีตอประเทศไทยโดยสวนรวม



10

2.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย
1. ผลิต Lentiviral vector ที่สามารถสราง Erytropoietin เพื่อรักษาภาวะโลหิตจางในโรคไต
วาย
5. สราง human fibroblast cell ที่สามารถสราง Erythropoietin (EPO) ที่มีปริมาณเพียง

พอที่จะกระตุนการสรางเม็ดเลือดแดง และสามารถนําไปใชในทดลองขั้นตอไป
6. ทดสอบประสิทธิภาพของ EPO ที่สรางไดตอความสามารถในการสรางเม็ดเลือดแดงจาก

เซลลตนกําเนิดเม็ดเลือดในหองปฏิบัตการ
7. สรางระบบที่สามารถทําลายเซลลที่ไดรับยีนบําบัดไดหากเซลลนี้กอปญหาใหแกรางกาย

โดยเทคนิค suicidal gene

2.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย
งานวิจัยนี้จะศึกษาการรักษาภาวะโลหิตจางในโรคไตวาย ดวยการผลิต erythropoietinโดย

ใช Lentiviral vector system ในการนําพาสวนของยีน Erythropoietin เขาสู human fibroblast cell
ซึ่งจะมีผลใหเซลลดังกลาวสามารถสราง Erythropoietin (EPO)อยางถาวร  จากนั้นทดสอบ
ประสิทธิภาพการสราง EPO ทั้งระดับ mRNA และโปรตีน ขั้นตอไปจะทดสอบประสิทธิภาพของ
EPO ที่สรางไดตอความสามารถในการกระตุนการสรางเม็ดเลือดแดงในหลอดทดลอง ( In vitro)
โดยใชเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือดของมนุษย (human hematopoietic stem cell) เปนตนแบบ

2.4 ทฤษฎี สมมติฐาน หรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย
จากขอจํากัดในการใช recombinant erythropoietin ในการแกไขภาวะซีดในผูปวยไตวาย

ดังที่ไดกลาวแลว จึงมีความพยายามในการพัฒนาวิธีการแบบใหมเพื่อแกปญหาดังกลาว การใชวิธี
รักษาในแบบ gene therapy นับเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจ ในการรักษาภาวะซีดในผูปวยไต
วายเร้ือรัง เนื่องจากมีประสิทธิภาพในการรักษาสูงกวา และมีคาใชจายตํ่ากวาวิธีแบบเดิม โดยมี
หลักการคือ ใช vector ที่อาจเปน viral หรือ non – viral vector  เพื่อนําพาสวนของยีนที่สรางโปรตีน
ที่ตองการ เขาสูเซลลในตัวผูปวยเอง เพื่อใหเซลลสามารถสรางโปรตีนในรางกายผูปวยในระดับที่
มากพอ เพื่อใหผลในการรักษา วิธีนี้จะมีผลดีกวาการฉีด recombinant protein หลายประการ เชน ทํา
ใหไดโปรตีนที่มีโครงสรางเหมือนกับโปรตีนปรกติที่พบในรางกาย  มีระดับโปรตีนที่คงที่กวา ทํา
ใหมีผลการรักษาที่ดี มีคาใชจายที่ตํ่ากวามาก และไมตองฉีดโปรตีนเขารางกายบอย ๆ ทําใหมีความ
สะดวกในการดูแลผูปวย นอกจากนี้จะไมทําใหเกิด antibodies ตอโปรตีน ดังนั้น วิธีการรักษาโดย
เทคนิค gene therapy ถือเปนการรักษาที่ควรไดรับการพัฒนาใหมีประสิทธิภาพสูงและใชในผูปวย
ไดอยางปลอดภัย
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โครงการวิจัยนี้จะทําการศึกษาและพัฒนาเทคโนโลยียีนบําบัดโดยการพัฒนา lentiviral
vector ใหสราง Erythropoietin ไดอยางถาวรในรางกาย  รวมทั้งมีระดับที่สูงพอในเลือดเพื่อแกไข
ภาวะโลหิตจางพรอมทั้งมี green fluorescent protein (GFP) เพื่อติดตามไดวาเซลลใดบางที่ไดรับยีน
บําบัดนี้ การที่มี GFP เพื่อติดตามเหมาะสําหรับการศึกษาในสัตวทดลองซึ่งจะทําใหชวยบอกไดวา
เซลลที่มียีนบําบัดมีปริมาณ และการกระจายตัวในรางกายอยางไร ซึ่งทําใหสามารถตอบคําถามใน
เชิงลึกได จุดเดนอีกจุดหนึ่งของโครงการนี้คือ Lentivirus vector ที่จะใชในการทดลองนี้จะถูก
ปรับปรุงใหมีความปลอดภัยมากยิ่งขึ้นโดยการตัดตอเอาสวนของ suicide gene (Thymidine kinase)
เขาสู vector ดังกลาว ซึ่งถูกควมคุมการแสดงออกโดย inducible promoter วิธีการนี้จะทําใหเรา
สามารถทําลายเซลลที่ไดรับยีนบําบัดไดหากเซลลนี้กอปญหาใหแกรางกาย เชนการเจริญเติบโตเปน
เนื้องอก ซึ่งมีโอกาสเปนเชนนั้นนอยมาก นอกจากนี้  Lentiviral vector ที่นํามาใชนี้ถูกตัดยีนสวนที่
ไมปลอดภัยตอเซลลมนุษยออกหมดและตัว vector เองก็ไมสามารถสรางเปนตัวไวรัสใหมได ทําให
มีความปลอดภัยสูง การนํา lentivirus vector มาใชเปนพาหะในการนํายีนเขาสูเซลลนับวาเปนวิธีที่
นาสนใจเนื่องจากมีประสิทธิภาพในการนํายีนเขาสูเซลลสูง (เกือบ 100% ของเซลลเปาหมายจะ
ไดรับยีนบําบัด) และสามารถนํายีนเขาสูเซลลไดโดยไมขึ้นกับระยะการแบงตัวของเซลล (resting
cells and deviding cells) ซึ่งตางจาก retrovirus อ่ืนๆ อันทําใหสามารถใชไดดีกับเนื้อเยื่อเกี่ยวพันใต
ผิวหนัง (subcutaneous tissue) และ กลามเนื้อ ทําใหสะดวกและงายตอการฉีดใหผูปวย  นอกจากนี้
ยังสามารถกระตุนการสรางโปรตีนไดเปนเวลานาน (permanent expression of transgene) การนํา
ยีนทั้งหมดนี้มาสรางลงบน vector ตัวเดียวกันยังไมมีผูใดทําและศึกษามากอน โดยเฉพาะอยางยิ่ง
การนํามาใชกับ Lentiviral vector ที่มีประสิทธิภาพสูง หลังจากสราง lentiviral vector ใหมียีน ทั้ง 3
อยางเสร็จ (Erythropoietin gene, suicidal gene and GFP gene) ขั้นตอไปจะทําการนําพา vector
ดังกลาวเขาสูเซลล human fibroblast cell line (HFF-1) ตามดวยการคัดเลือกโคลนที่ไดรับยีนบําบัด
เพื่อนําไปเพิ่มจํานวนตอไป แลวจึงทดสอบปริมาณการแสดงออกของ Erythropoietin gene ทั้ง
ระดับ mRNA และโปรตีน ที่สรางจากเซลลดังกลาว ทายสุดจะทดสอบประสิทธิภาพของ EPO ที่
สรางไดตอความสามารถในการกระตุนการสรางเม็ดเลือดแดงในหลอดทดลอง ( In vitro) โดยใช
human hematopoietic cell เปนตนแบบในการศึกษา

องคความรูใหมของเทคโนโลยียีนบําบัดและเซลลตนกําเนิดบําบัดที่ไดจากโครงการวิจัยนี้
จะนําไปสูการสรางเทคโลโลยีที่สําคัญในการนํามาใชรักษาโรคภาวะโลหิตจางจากโรคไตวาย ซึ่งยัง
ไมมีผูใดทํามากอนและเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูง โดยมีคาใชจายในการรักษาที่ตํ่า และมีความ
ปลอดภัยสูง เหมาะสําหรับการพัฒนาเพื่อนําไปสูการรักษาในทางคลินิกตอไปในอนาคต ซึ่ง
ทั้งหมดนี้หากผูปวยสามารถสรางเซลลเม็ดเลือดแดงที่ปกติไดเองจะสามารถยุติการฉีด
erythropoietin ใหแกผูปวย ซึ่งจะชวยเพิ่มคุณภาพชีวิตและลดคาใชจายในการรักษาแกผูปวย ซึ่ง
ทายที่สุดจะสงผลที่ดีตอประเทศไทยโดยสวนรวม
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3. การทบทวนวรรณกรรม / สารสนเทศ (information) ท่ีเกี่ยวของ
Erythropoietin เปน glycoprotein ที่สรางจาก proximal renal tubules โดยจะถูกควบคุมการ

สรางโดย ภาวะ hypoxia ซึ่งเกิดขึ้นในโรคหลายอยาง เชน chronic renal failure โดย erythropoietin
ที่สรางขึ้นจะไปจับและกระตุน receptor ที่อยูบน erythroid progenitor cells (11) โดยพบวาในภาวะ
ที่เกิด erythropoietin – receptor complex จะทําให erythroid progenitor cell เจริญจนเปน mature
erythrocytes แตในภาวะที่ไมมี erythropoietin เซลล erythroid progenitor จะตายไป (12) ภาวะปกติ
ปริมาณ EPO ในเลือดเปน 10 – 20 U/Lite ซึ่งเพียงพอในการกระตุนการสราง red blood cell ใหเปน
ปรกติและไมมีภาวะ hypoxia ทําใหปริมาณ erythropoietin อยูใน base – line level อยางไรก็ตามใน
ภาวะ anemia ระดับ erythropoietin ในเลือดจะมีระดับที่สูงขึ้น แบบ exponential โดยพบวาเมื่อมี
hematocrit เปน 20% จะมีการเพิ่มของ ระดับ erythropoietin ในเลือดถึง 100 เทา

ยีน Erythropoietin ในมนุษยอยูบน chromosome ที่ 7 (7pter – q22) มีขนาดของยีน 5.4 kb
(13-18) ซึ่งจะสรางโปรตีนที่ประกอบดวย 193 amino acid โดยโปรตีนจะถูกตัดเอา amino acid
จํานวน 27 ตัว ออกจากบริเวณ N – terminus ในระหวางการหลั่งออกนอกเซลล และจะทําใหได
โปรตีนขนาด 18 Kd (19) นอกจากนี้โปรตีนยังมีการเปลี่ยนแปลงอ่ืน ๆ เชน glycosylation เพื่อใหมี
การทํางานไดเต็มที่ (19) Erythropoietin ในมนุษยถูกสรางจากเซลลไตเปนสวนใหญ โดยพบวา
เซลลที่สราง เปนเซลลที่อยูใน interstitium ของ renal cortex โดยพบวา ในภาวะ hypoxia กระตุนให
เซลลดังกลาวมีจํานวนมากขึ้น (20) ในภาวะคนไขที่เปน end – stage renal disease และ anemia
พบวาปริมาณ erythropoietin ลดตํ่าลงอยางมาก แตจะกลับสูระดับปกติเมื่อไดรับการปลูกถายไต
(21)  Erythropoietin จะทํางานผานการกระตุน erythropoietin receptor ที่อยูบนผิวเซลลตนกําเนิด
เม็ดเลือดแดง  ซึ่งไดแก CFU–E และ BFU–E โดย BFU–E ตองการ GM–CSF หรือ IL3
นอกเหนือจาก erythropoietin ในการเจริญเติบโต เปน mature erythroid cells (22-23)    การศึกษา
พบวา BFU – E มีจํานวน erythropoietin receptor ที่ตํ่ากวา CFU–E และมีการตอบสนองตอ
erythropoietin ตํ่ากวา ทําใหเชื่อวาระดับ erythropoietin receptor มีความสําคัญในการตอบสนอง
ของ progenitor cells ตอ erythropoietin โดยพบวา เซลลเม็ดเลือดแดงในระยะ basophilic
erythroblast และเซลลในระยะตอมา มีระดับ erythropoietin receptor ตํ่าลง พรอมกับการที่ไมพึ่งพา
erythropoietin ในการเจริญเติบโต (12, 24) การศึกษากลไกการทํางานของ erythropoietin พบวา
ผานทาง JAK–2 kinase ซึ่งถูกกระตุนเมื่อมีการจับของ erythropoietin บน receptor จากนั้นจะมีการ
เกิด tyrosine phosphorylation ของโปรตีนหลายตัว โดยเฉพาะ STAT–5 ซึ่งนําไปสูการเจริญเติบโต
ของเซลล (25)

มีการศึกษาไมมากนัก เพื่อใชเทคนิค gene therapy เพื่อสราง erythropoietin ในเซลล เพื่อ
หวังผลในการประยุกตใชในผูปวย ตัวอยางเชน การศึกษาโดยใช adenoviral vector เพื่อสราง
erythropoietin (EPO) ในเซลลใตผิวหนังของผูปวยไตวายเร้ือรัง จํานวน 10 คน (26) พบวาสามารถ
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กระตุนการสรางโปรตีนในเซลล และเมื่อฉีดเซลลเขาผูปวย (Intradermal implantation) สามารถ
ตรวจระดับ โปรตีน EPO ไดต้ังแตวันที่ 1 หลัง tissue implantation และ สามารถตรวจพบไดนาน
14 วัน หลังการฉีดเนื้อเยื่อดังกลาว  การศึกษาดังกลาวไมพบผลขางเคียงในผูปวยที่รายแรง  อยางไร
ก็ตาม การตรวจเนื้อเยื่อที่ไดรับ viral vector ในผูปวย พบวามีการกระตุนเซลลในระบบภูมิคุมกัน
อยางมาก

ผลการศึกษาดังกลาวนี้ใช adenoviral vector ซึ่งเชื่อวาอาจกระตุน immune system ได และ
การแสดงออกของยีนเปนแบบชั่วคราว เหตุผลดังกลาวการใชวิธีอ่ืน ๆ เชน ใช retroviral vector
หรือ lentivirus vector จึงไดรับความสนใจในการนํามาใชในการสราง EPO เพื่อนําไปรักษาใน
ผูปวยภาวะซีดจากไตวาย  การศึกษาสวนใหญ เปนการศึกษาในสัตวทดลอง เชน มีการใช retrovirus
vector เพื่อสราง EPO ในเนื้อเยื่อของหนูในลักษณะ  ex vivo หลังจากฉีดเนื้อเยื่อที่ไดรับยีนบําบัด
ดังกลาว เขาไปยังตัวหนู (intraperitoneal transplantation) พบวาสามารถตรวจวัด EPO ไดในเลือด
(27) นอกจากการศึกษาโดยใช DBA/2FG-pcy mouse model of polycystic kidney disease พบวา
สามารถกระตุนการสราง EPO ในหนู หลังจากฉีด adenoviral vector ที่สราง EPO เขาสูชองทอง
ของหนู (28) โดยทําใหหนูมีระดับ  hematocrit และ reticulocyte count ที่สูงขึ้นได แตอยางไรก็ตาม
ผลที่เกิดขึ้นมีลักษณะแบบ transient ซึ่งอยางนอยอธิบายไดจาก ชนิดของ virus vector ที่ใช
การศึกษาอ่ืนใช transgenic mouse strain 134.3 Lc, Epo – Tag H ซึ่งไมสามารถสราง EPO ได
พบวาเมื่อใชเซลลกลามเนื้อที่ไดรับยีนบําบัด(transgene) ที่สราง EPO สามารถตรวจพบระดับ EPO
ในเลือด แบบชั่วคราวได (29)

การศึกษาในสัตวที่ใกลเคียงกับมนุษย คือ non – human primate โดยใช adenoassociated
virus (AAV) ที่สราง EPO พบวาเมื่อฉีด vector สูเซลลกลามเนื้อ และเซลลปอด ของสัตวดังกลาว
(30, 31) สามารถตรวจพบระดับ EPO สูงขึ้นในเลือด  อยางไรก็ตามในสัตวทดลอง บางสวน เกิด
ภาวะ autoimmune anemia ที่พบรวมกับ anti – EPO antibody ในเลือด  นอกจากการรักษาภาวะ
anemia ใน โรคไตวายแลว ยังมีการศึกษาอ่ืน เพื่อวิเคราะหผลของ EPO – expression vector ตอ
ภาวะซีดที่เกิดในโรค thalassemia โดยกลุมจาก Pasteur Institute ไดศึกษาผลใน mouse model of
- thalassemia (32) พบวาเมื่อนํา adenovirus – associated virus (AAV) เขาสูเซลลกลามเนื้อของ
หนู สงผลใหมีการสราง EPO ในเลือด รวมกับการกระตุน - minor globin (the mouse equivalent
to human - globin)  ตามดวยภาวะการสรางเม็ดเลือดแดงที่ดีขึ้น (32)  ผลงานวิจัยจากกลุมอ่ืน (33)
ก็ใหผลที่คลายกัน  ดังนั้นจะเห็นวา วิธีการ gene therapy เพื่อกระตุนการสราง EPO ในผูปวยเอง
เปนวิธีที่มีผลดีกวาการรักษาแบบเดิม และสามารถพัฒนานําไปสูการใชในทางคลินิกได ในอนาคต
อยางไรก็ตามจําเปนตองมีการพัฒนาวิธีการใหมีประสิทธิภาพสูงขึ้น  โดยเฉพาะใหมีการสรางได
อยางถาวร  และมีระดับที่สูงพอในเลือดเพื่อแกไขภาวะโลหิตจางในผูปวย   รวมทั้งมีความปลอดภัย
มากขึ้น  การนํา lentivirus vector  เปนวิธีการที่นาสนใจ เนื่องจากมีประสิทธิภาพในการเขาสูเซลลที่
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ดีกวา และสามารถกระตุนการสรางโปรตีนไดเปนเวลานานกวา ดังนั้น ในงานวิจัยที่เสนอนี้จะมุง
เพื่อพัฒนา lentivirus vector มาใชในงานดังกลาว เพื่อสราง Erythropoietin ที่สามารถพัฒนาไปใช
ในผูปวยไดในอนาคต  โดยการทดลองนี้จะใช Lentivirus vector ในการนําพา erythropoietin gene
เขาสูเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (human fibroblast cell line, HFF-1) ที่เลี้ยงในหองปฏิบัติการ จากนั้นจึง
วิเคราะหการสรางโปรตีน Erythropoietin จากเซลลดังกลาว รวมทั้งผลตอการกระตุนการสรางเซลล
เม็ดเลือดแดงจาก human hemetopoietic stem cell ในหลอดทดลอง นอกจากนี้ lentivirus vector ที่
จะใชในการทดลองนี้จะถูกปรับปรุงใหมีความปลอดภัยขึ้น โดยตัดตอเอาสวนของ suicidal gene
(Thymidine kinase) เขาสู vector ดังกลาว ซึ่งควมคุมการแสดงออกโดย inducible promoter เพื่อ
ปองกันอันตรายจาก insertional mutagenesis ที่อาจเกิดขึ้นไดแมมีโอกาสนอยก็ตาม

ปญหาที่สําคัญในการใช Lentivirus ที่สามารถ integrate เขาสู genome ของ host cells
ดังกลาวแลวไดแก  การทําใหเกิดภาวะผาเหลาของยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการเกิดมะเร็ง
(insertional mutagenesis)  ซึ่งแมจะเกิดไดนอย แตก็อาจเปนอันตรายได  ดังนั้น จึงมีแนวทางในการ
แกไขปญหาดังกลาว วิธีหนึ่งที่สามารถชวยไดคือ วิธีใชเทคนิค suicidal gene (34) ซี่งเปนการนํา
สวนของยีนที่สามารถสราง enzyme ที่สามารถเปลี่ยสารที่ไมเปนพิษตอเซลล (prodrug) ไปเปนสาร
ที่เปนพิษตอเซลล (cytotoxic substance) เปนผลใหเซลลที่มีการแสดงออกของยีน ดังกลาวตายไป
และเปน enzyme ที่ไมพบในเซลลมนุษย  ในปจจุบัน ไดมีการใช  enzyme และ  prodrug  หลาย
ชนิดในการทําใหเกิดผลดังกลาว ที่นิยมใชในปจจุบัน เชน ระบบที่ใช  HSV-tk / GCV และระบบที่
ใช  Cytosine deaminase (CD)/5-FC โดยในระบบ HSV-tk / GCV  นั้น จะใชยีน  HSV-Thymidine
kinase ที่สราง enzyme Thymidine Kinase ที่สามารถเปลี่ยนสาร gancyclovir (GCV) เปน  toxic
substance คือ GCV- triphosphate สวนระบบ Cytosine deaminase /5-FC นั้นจะใช ยีน Cytosine
deaminase ที่พบใน bacteria ซึ่งสามารถสราง enzyme Cytosine deaminase ที่สามารถเปลี่ยนสาร
5-FC ที่ไมเปนพิษตอรางการไปเปนสาร 5- Fluorouracil (5-FU) ที่เปนพิษตอเซลล  ซึ่งทั้งสอง
ระบบนั้นสามารถใหผลที่ดีจากการศึกษาในหองทดลอง   โดยการศึกษาเปรียบเทียบโดย Nishihara
et al. (34) พบวาระบบ  HSV-tk / GCV มีผลการรักษาดีที่สุด (Best therapeutic index) โดยมีคา  IC
50 parental cells / IC 50 transduced เปน 30-120 เทา ขึ้นกับชนิดของเซลลที่ศึกษา  อยางไรก็ตาม
CD/5-FC system  มีผลที่เรียกวา bystander effects (สารพิษที่สรางจากเซลลหนึ่งจะกระจายไป
ทําลายเซลลที่อยูขางเคียง) ดีที่สุด  การศึกษาในโครงการนี้จะเลือกระบบ  HSV-tk / GCV ซึ่งมี
หลักฐานวานาจะใหผลดีที่สุด

องคความรู ใหมของเทคโนโลยียีนบําบัดและเซลลตนกํา เนิ ดบําบัดที่ ไดจาก
โครงการวิจัยนี้จะเปนองคความรูที่สําคัญในการนํามาใชรักษาโรคภาวะโลหิตจางซึ่งยังไมมีผูใดทํา
มากอนและเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูง ในการรักษาภาวะโลหิตจางเร้ือรังไดโดยมีคาใชจายในการ
รักษาตํ่า และมีความปลอดภัยสูงมากกวาวิธีการอ่ืน เหมาะสําหรับการพัฒนาเพื่อนําไปสูการรักษา
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โรคในทางคลินิกตอไปในอนาคต ซึ่งจะเปนการเพิ่มประสิทธิภาพการรักษาภาวะโลหิตจางจากโรค
ไตวายและโรคอ่ืนที่มีภาวะดังกลาว ชวยเพิ่มคุณภาพชีวิตและลดคาใชจายในการรักษาแกผูปวย
นอกจากนี้เทคนิคดังกลาวยังสามารถนําไปประยุกต ใชในการรักษาโรคอ่ืนๆ โดยเฉพาะโรคทาง
พันธุกรรมเชน Thalassemia ซึ่งทายที่สุดจะสงผลที่ดีตอกระบวนการดูแลรักษาผูปวยของประเทศ
โดยสวนรวม

4. ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย
4.1  การเลี้ยงเซลลลายในหองปฏิบัติการ

เลี้ยง fibroblast cell line HFF-1 ที่ซื้อจาก ATCC (American Type Cell Culture)ในน้ําเลี้ยง
เซลลชนิด DMEM medium ที่ถูกเสริมดวย 10% Fetal bovine serum เซลลถูกปลอยใหเจริญเติบโต
ในตูอบ 37°C ที่มี 5% CO2 เซลลจะถูกปลอยใหเจริญจนไดความหนาแนนประมาณ 80% แลวจึงถูก
trypsinized และ subculture ในอัตราที่เหมาะสม

4.2 การเตรียม Erythropoietin - Lentiviral vector และ การ Transduction
ทําการตัดตอยีน Erythropoietin ที่ไดเขาสู modified pPRIME lentiviral vector  จากนั้น ทํา

การคัดเลือก clone และทําการตัดตอ suicide gene thymidine kinase เขาสูพาหะที่ไดเพื่อสรางเปน
พาหะที่สมบรูณตามตองการ จากนั้นนําพาหะที่ไดเขาสู packaging cell line เพื่อสรางเปนไวรัส
(lentivirus vector)ที่พรอมจะนําเขาสูเซลล HFF-1 (human fibroblast cell line)ตอไปโดยมีวิธีการ
สรุปดังนี้

1. เลี้ยง 293T packaging cell lines ใน Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(Invitrogen) Supplemented by 10%FCS, 0.1%P/S and 0.1% Glutamine. นํา
WT1-siRNA Lentivirus vector เขาสูเซลลโดยใช  Fugene 6 transfection reagent
(Roche) และทิ้งไวขามคืน

                        2. เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลใหม แลวทิ้งไวประมาณ 48 ชม. นําสวนของอาหาร
เลี้ยงเซลลที่อยู   ขางบนไปใชในการ Transduction ในเซลล

3. เลี้ยง fibroblast cell line ในน้ําเลี้ยงเซลลที่เหมาะสมโดยไดความ
หนาแนนของเซลล ประมาณ 1x 10 6 ตอ 1 flask (15 ml tissue culture flask) 1
วัน กอนการทดลอง Transduction

4. เปลี่ยนอาหารเลี้ยงใหม โดยใชอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสวนของไวรัสผสมอยูมาแทน
ทําซ้ํา ทุก ๆ 8-12 ชม. รวม 3 คร้ัง

5. เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลใหม ใหเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีไวรัสผสมอยู  ให
เซลลเจริญเติบโต

              ขามคืนที่ 37 oC
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 6. ใชวิธี Flow cytometry หรือ fluorescent microscope เพื่อคัดเลือกเซลล

4.3 การวัดการแสดงออกของ erythropoietin ในระดับ RNA และ โปรตีน
นํา fibroblast cell line ที่ไดรับยีนบําบัด มาตรวจสอบวามีการแสดงออกของ

erythropoietin ในระดับ RNA และ โปรตีนหรือไมโดย วิธี real-time RT-PCR และ
ELISA ตามลําดับ

วิธี Real-time RT-PCR ในการวัดการแสดงออกของ erythropoietin ในระดับ
RNA ที่ถือเปนวิธีที่มีความไว และความจําเพาะสูงสุดในการตรวจปริมาณ mRNA ของยีน
ที่สนใจ โดยมีวิธีการโดยสังเขปดังนี้
- สกัด Total RNA หรือ mRNA จากเซลลโดยใช Trizol  reagent หรือ Oligo-dT
purification ตามลําดับ
  โดยจะเก็บ RNA ที่ไดใน DEPC water ที่มี RNAse inhibitor ผสมอยู

-  วัดปริมาณ RNA ที่ไดโดย spectrophotometer
- นํา RNA ที่ไดไปใชในปฏิกริยา Reverse transcription ที่ประกอบดวย 75 mM KCl, 50
mM Tris (pH
   8.3), 3 mM MgCl2, 500 mM dNTPs และ 2 µM Primers โดยปลอยใหเกิดปฏิกริยา ที่
42°C เปนเวลา 1

ชม. จากนั้นจึงทําลาย MMLV โดยอบที่อุณหภูมิ 95°C 5นาที
- นํา cDNA ที่ไดไปใชในปฏําริยา PCR ซึ่งประกอบดวย 56 mM KCl, 19.6 mM Tris(pH
8.3), 1.6 mM
   MgCl2, 200 µM dNTPs, 1 µM Primers และ 10-100 nM Taqman Probe
-   ทําปฏิกริยา PCR โดยใชเคร่ือง cobas taqman โดยใชภาวะดังนี้, Denaturation 95°C 1
นาที, Annealing
    ที่ 60 °C 30 วินาที และ Extension ที่ 72°C เปนเวลา 1 นาที และทําปฏิกิริยารวม 45 รวม
-  ขอมูลที่ไดจะถูกวิเคราะหโดย Analysis software เพื่อคํานวณหาปริมาณ mRNA ของแต
ละยีน โดยวิธี
    คํานวณจากคา Threshold cycle (Ct) ของยีนแตละยีน เปรียบเทียบกับ Ct ของ House
keeping gene
    GAPDH
               ทําการตรวจวิเคราะหผลการแสดงออกของโปรตีน erythropoietin ที่หลั่งออก
จากเซลล ดวยวิธี ELISA โดยใช ELISA Kit (Promega) จากนั้นตรวจสอบหาปริมาณ
erythropoietin โดยเคร่ือง ELISA Reader
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4.4 การตรวจสอบคุณสมบัติของ erythropoietin จาก cell ท่ีไดรับยีนบําบัดตอการสราง
         เซลลเม็ดเลือดแดง
ทําการทดสอบวา fibroblast cell line ที่ไดรับยีนบําบัดและสามารถผลิต erythropoietin ได

และหลั่งออกสูน้ําเลี้ยงเซลลนั้นสามารถทําใหเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือด (HSC) เปลี่ยนแปลงเปน
เซลลเม็ดเลือดแดงไดหรือไม การทดสอบขั้นนี้จะบงบอกถึงความสําเร็จในการสรางยีนบําบัดที่ใช
งานไดจริง การทดสอบสามารถทําไดโดยการแยกเลี้ยง fibroblast cells ที่ไดรับยีนบําบัดใน 15 ml
tissue culture flask จนกระทั่งไดเปน monolayer จากนั้นนํา HSC มาเลี้ยงดานบนของ tissue culture
flask ทั้งสองที่เตรียมไว และนําเซลลทั้งหมดเลี้ยงในตูเลี้ยงเซลล 370C, 5% CO2 เปนเวลา 5-7 วัน
จากนั้นทําการตรวจสอบเซลลเม็ดเลือดที่ไดโดยวิธีการตรวจสอบรูปราง และการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนที่จําเพาะของเม็ดเลือดสายตาง ๆ วิธีการตรวจสอบรูปรางของเซลลทําไดโดยนํา
เซลลที่ตองการตรวจสอบมาเตรียมบน slide โดยวิธี cytospin จากนั้นนําสไลดที่ไดมายอมสี Wright
staining และตรวจสอบรูปรางของเซลลภายใตกลองจุลทรรศน (light microscope)

4.5 การตรวจสอบชนิดของเซลลเม็ดเลือดหลัง Differentiation
นําเซลลที่ไดหลังกระบวนการ Differentiation มาตรวจสอบชนิดของเซลลโดยวิธีการ

ตรวจสอบรูปราง และการตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่จําเพาะของเม็ดเลือดสายตาง ๆ
วิธีการตรวจสอบรูปรางของเซลลทําไดโดยนําเซลลบางสวนของสวนที่ 1 – 7 ในขางตนมา

เตรียมบน slide โดยวิธี cytospin จากนั้นนําสไลดที่ไดมายอมสี Wright staining และตรวจสอบ
รูปรางของเซลลภายใตกลองจุลทรรศน

4.6 การตรวจสอบการการทําลายเซลลโดยระบบ suicidal gene
นําเซลล fibroblast cells ที่ไดรับยีนบําบัด EPO – expressing lentiviral vector มาเลี้ยงในน้ํา

เลี้ยงเซลล complete IMDM ที่มีสวนผสมของ Flt3L, SCF, TPO, IL-6  และมีสวนผสมของยา
gancyclovia ชึ่งจะ induce suicidal gene system expressionโดยมีตัวควบคุม (control) 4 กลุมคือ 1)
เซลลชนิดเดียวกับกลุมทดลองแตเลี้ยงในน้ําเลี้ยงเซลลที่ไมมียา gancyclovia 2) เซลลชนิดเดียวกับ
กลุมทดลองแตเลี้ยงในน้ําเลี้ยงเซลลที่มียา gancyclovia 3) fibroblast cells ที่ไดรับยีนบําบัดและเลี้ยง
ในน้ําเลี้ยงเซลลที่มียา gancyclovia 4) fibroblast cells ที่ไดรับยีนบําบัดและเลี้ยงในน้ําเลี้ยงเซลลที่
ไมมียา gancyclovia   นําเซลลทั้งหมดที่เตรียมไดเลี้ยงที่ 370C, 5% CO2 เปนเวลา 7 วัน โดยทําการ
ตรวจวัด proliferation rate และ apoptosis ตอไป โดยทดสอบเซลลหลังจากเลี้ยงเซลลได 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7  วัน
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4.6.1  การศึกษา proliferation rate
การศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของ fibroblast cells หลังการไดรับ gancycloviaโดยจะ
ใชน้ํายาสําเร็จรูป คือ CellTiTer 96 Aqueous one solution cell proliferation assay kit
(Promega, USA) โดยมีวิธีการทดลองโดยสรุปดังนี้

- แยกเลี้ยงเซลล fibroblast 4 กลุมขางตน ใน 96-well titer plate ใหไดปริมาณ
3000 cell ตอหลุม

- หลังจากนั้น 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ชม. จึงเติมสารละลาย MTS+PES
ในน้ําเลี้ยงเซลล ปลอยทิ้งไว 4 ชม.

- นําเซลลที่ไดไปวัดคาวมเขมของสีที่เกิดขึ้นโดย ELISA  plate  reader ที่ความ
ยาวคลื่น 490 nm นําคาที่วัดไดไปสรางเปน growth curve

4.6.2 การวัดอัตราการเกิด Apoptosis
ตรวจวัดอัตราการเกิด Apoptosis โดยการวัดการทํางานของ Caspase 3 ของเซลลที่ตองการทดสอบ

จากขอ 9.11 เนื่องจาก caspase 3 เปนโปรตีนที่ถูกกระตุนในชวงตนของกระบวนการเกิด Apoptosis
โดยจะถูกเปลี่ยนเปน Active enzyme ที่สามารถยอยสลายโปรตีน caspase ตัวอ่ืนๆ ได ดังนั้นการวัด
activity ของ caspase 3 เปนการบงถึงระดับ Apoptosis ที่เกิดขึ้น (จํานวนเซลลที่เกิด apoptosis) โดย
การวัดจะใชสารที่สามารถยอยดวย active caspase 3 คือ สาร Ac-DEVD-pNA เติมในสารสกัด
โปรตีนที่แยกไดจากเซลลที่ตองการศึกษา ซึ่งเมื่อสารดังกลาวถูกยอยโดย active caspase 3 จะทําให
เกิดสีที่สามารถวัดได ที่ 405 nm คาที่วัดไดจะแปรผันตามปริมาณ active caspase 3 ที่เกิดขึ้น จะใช
ชุดตรวจชื่อวา CaspACETM Assay system, colorimetric โดยมีขั้นตอนสังเขปดังนี้

- สกัดโปรตีน จากเซลลที่ตองการศึกษา โดยจะสกัดจากเซลลทั้งในกลุมทดลอง
และกลุมควบคุม ในปริมาณที่เทากัน

- เติมสารละลาย caspase assay buffer และสาร DVED-pNA
- ปลอยใหปฏิกิริยาดําเนินไป 4 ชม. ที่ 37°C
- วัดความเขมของสีที่เกิดขึ้นโดยวัด absorbance ที่ 405 nm
- นําคาที่วัดไดไปคํานวณเพื่อเปรียบเทียบปริมาณ apoptosis ที่เกิดขึ้น
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5. ผลการดําเนินงานท่ีไดดําเนินการไปแลวท้ังหมด
5.1 การเตรียม Erythropoietin-expressing Lentiviral vector
ไดดําเนินการวิจัยตามขั้นตอนเพื่อใหได Lentiviral vector ที่สามารถสรางโปรตีน
Erythropoietin ใน human fibroblast cells ดังนี้

5.1.1 เพิ่มปริมาณ Lentivirual vector และ packaging vector เพื่อใชในการ
transfect เขาสู packaging cells โดยงานสวนนี้ไดเสร็จสิ้นแลว

การวิจัยน้ีใช lentivirus vector ชนิด pLenti 7.3/V5-DEST Gateway vector  และ packaging
vectors ที่ประกอบดวย pLP1, pLP2, pLP/VSV vectors โดยการ transform vector ดังกลาว เขาสู
เซลลแบคทีเรีย (supercompetent cells, One Shot Stbl™ Competent E.coli) ปลอยใหแบคทีเรีย
เจริญใน LB agar ทีมี ampicillin ผสมอยู เลือก clone แลวจึงเล้ียง clone ใหมีปริมาณมากใน LB
broth เพื่อนําไปสกัด plasmid โดยวิธี Column purification method (PureLinkTM HiPure Plasmid
Mediprep Kit)

5.1.2 สรางสวนของ cDNA ซึ่งประกอบดวย complete coding sequence
ของ Human erythropoietin gene และ clone เขาสู
pCR®8/GW/TOPO® vector (Invitrogen).

การทดลองที่ผานมาสามารถสรางสวนของ complete coding DNA ของ Human
erythropoietin gene เขาสู pCR®8/GW/TOPO® vector (Invitrogen) ไดแลว และ
สามารถแสดงผลการทดลองใหเห็นดังภาพ ที่ 1 ซึ่งเปนการทําการทดลองโดยวิธี
PCR โดยใช pCR®8/GW/TOPO® vector ที่มีสวนของ complete cDNA ของ
erythropoietin gene อยู เปนแมแบบ (template) เพื่อ ยืนยันวามีสวน complete
cDNA ของ erythropoietin gene อยู โดยจากรูปแสดงใหเห็นวา ได PCR product
ในขนาดที่ถูกตองคือ 582 bp  เมื่อตรวจวิเคราะหโดย agarose gel electrophoresis
with UV detection โดยผลการทดลองสามารถแสดงได ดังรูปตอไปนี้
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Lane    1       2

- PCR product showed expected sized 582 bp of EPO gene

Figure 1 เปนการทํา PCR โดยใช pCR®8/GW/TOPO® vector ที่มีสวนของ complete cDNA ของ
erythropoietin gene อยู เปนแมแบบ (template) เพื่อ ยืนยันวามีสวน complete cDNA ของ
erythropoietin gene อยู โดยจากรูปแสดงใหเห็นวา ได PCR product ในขนาดที่ถูกตองคือ 582 bp

Lane 1: 100 bp ladder
Lane 2: PCR product of pENTR221-EPO clone2
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5.1.3 ทําการยายสวน cDNA of EPO gene เขาสู pLenti 7.3/V5-DEST
Gateway vector โดยใชเทคนิค LR recombination

ไดทําการยาย cDNA of EPO gene เขาสู pLenti 7.3/V5-DEST Gateway vector ไดสําเร็จ และมี
orientation ที่ถูกตอง ซึ่งยืนยันโดยใช primers รวม 3 คู ที่ประกอบดวย สวนของ plasmid และ สวน
ของ EPO gene ในการทํา PCR ไดแก F-EPO + R-EPO, CMV-F + InR-EPO และ InF-EPO + V5-
R โดยใหผลดังรูปที่ 2 โดยในรูปเปนการทํา PCR โดยใช clone ของ plasmid รวม 3 clones ไดแก
clone 3, 4, 5 (ยอเปน C3, C4, C5 ตามลําดับ) ทั้งนี้ผลการศึกษาใน lanes 2-4 เปนผลของ clone 3
lanes 5-7 เปนผลของ clone 4 ทั้งนี้ผลการศึกษาใน lanes 8-10 เปนผลของ clone 5

      Lane  1   2    3    4   5   6   7    8    9  10

592 bp

582 bp

Lane 1: 100 bp ladder marker
Lane 2: PCR product of F-EPO and R-EPO C3
Lane 3: PCR product of CMV-F and InR-EPO C3
Lane 4: PCR product of InF-EPO and V5-R C3
Lane 5: PCR product of F-EPO and R-EPO C4
Lane 6: PCR product of CMV-F and InR-EPO C4
Lane 7: PCR product of InF-EPO and V5-R C4
Lane 8: PCR product of F-EPO and R-EPO C5
Lane 9: PCR product of CMV-F and InR-EPO C5
Lane 10: PCR product of InF-EPO and V5-R C5

563 bp

Figure 2 เปนการทํา PCR โดยใช pLenti 7.3/V5-DEST Gateway vector ที่มีสวนของ complete cDNA ของ
erythropoietin gene อยู เปนแมแบบ (template) เพ่ือ ยืนยันวามีสวน complete cDNA ของ erythropoietin gene อยู
และที orientation ที่ถูกตอง โดยจากรูปแสดงใหเห็นวา ได PCR product ในขนาดที่ถูกตองคือ 582 bp, 592 bp ,
563 bp เมื่อใช primers 3 คู คือ F-EPO + R-EPO, CMV-F + InR-EPO และ InF-EPO + V5-R โดยในรูปเปนการ
ทํา PCR โดยใช clone ของ plasmid รวม 3 clones ไดแก clone 3, 4, 5 (ยอเปน C3, C4, C5 ตามลําดับ)ทั้งนี้ผล
การศึกษาใน lanes 2-4 เปนผลของ clone 3, lane 5-7 เปนผลของ clone 4 ทั้งนี้ผลการศึกษาใน lanes 8-10 เปนผล
ของ clone 5
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ทั้งนี้ไดแสดงตําแหนง และ sequence ของ primers ดังภาพท่ี 3 และ ขนาดของ PCR
product ที่ amplifyได ดังตารางท่ี 1

Figure 3 แผนภูมิแสดง ตําแหนง และ sequences ของ primers ท่ีใชในการ screen Lentiviral
vector ท่ีมี cDNA of EPO gene

plenti 7.3/V5-DEST-hEPO
8,582 bp

F-EPO R-EPO

InF1
34-53

InF
138-158

InR3
262-281

InR2
335-361

InR
363-384CMV-F

-205bp
V5-R

120bp20bp 19bp
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Table 1 แสดงขนาดของ PCR product ท่ี amplifyได ซึ่งใชในการคัดกรองหา Lentiviral vector ท่ี
มี EPO cDNA

หมายเหตุ ตัวเลขใน Column 2 เปนการคํานาณขนาด PCR product ได จากระยะหางของ Primers

5.1.3 การสราง Lentiviral vector และ การนํา Lentiviral vector ท่ีมียีน
erythropoietin อยูเขาสูเซลล

ไดทําการสราง Lentiviral vector โดยใช packaging cells (293T packaging cell lines) โดย
การ Transfect plasmids 4 ชนิดเขาสูเซลล ดังกลาว ไดแก packaging plasmids 3 ชนิด คือ pLP1
(gag/pol), pLP2 (rev), pLPv (env) และ Lentiviral plasmid เขาสูเซลล จากนั้นปลอยใหเซลล สราง
ไวรัส และปลอยออกมาสู อาหารเลี้ยงเซลล ซึ่งสามารถนําไปใชในการ transduction เขาสูเซลล
เปาหมายตอไป

Primer Sequence

F-EPO 5’-ACCATGGGGGTGCACGAATG-3’

InF1 5’-CTTCTCCTGTCCCTGCTGTC-3’

InF 5’-CAAGGAGGCCGAGAATATCAC-3’

Primer Sequence

R-EPO 5’-TCTGTCCCCTGTCCTGCAG-3’

InR 5’-CACTGACGGCTTTATCCACATG-3’

InR2 5’-GAAGAGTTGACCAACAGGGC-3’

InR3 5’-AGGCCCTGCCAGACTTCTAC-3’

Primers Product size (bp)

CMV-F + InR 205 + 384 + 3 (acc) 592

CMV-F + InR2 205 + 361 + 3 569

CMV-F + InR3 205 + 281 + 3 489

InF + V5-R 442 + 120 563

InF 1+ V5-R 546 + 120 666

Primers Product size (bp)

CMV-F + InR 205 + 384 + 3 (acc) 592

CMV-F + InR2 205 + 361 + 3 569

CMV-F + InR3 205 + 281 + 3 489

InF + V5-R 442 + 120 563

InF 1+ V5-R 546 + 120 666
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จากนั้นไดทําการทดลองในการ นํา Lentiviral vector ที่เปน empty vector ซึ่งไมมีสวนของ
ยีน erythropoietin แตสามารถกระตุนการแสดงออกของ GFP (green fluorescent protein) ในเซลล
เปาหมายได โดยวิธี transduction ทั้งนี้เพื่อใชในการบอกประสิทธิภาพของการนําพา Lentiviral
vector เขาเซลลเปาหมาย

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา ดวยการใชเทคนิคดังกลาว สามารถนําพาสวนของ
Lentiviral vector เขาสูเซลลเปาหมายได ไมตํ่ากวา 30% โดยการตรวจปริมาณเซลล ที่มีไวรัสไดโดย
การสังเกตุโดยใช Fluorescent microscope รวมกับการใช Flow cytomerty ทั้งนี้เซลลที่มีไวรัส จะ
ติดสี Green fluorescence ใหเห็นได จากนั้นเซลลที่ไดดังกลาวจะถูกนําไป แยกเฉพาะเซลลที่มี virus
อยูโดยการใชเคร่ือง flow cytometry with cell sorting ทั้งนี้การวัดระดับ GFP จะทําในชวงเวลา 48
ช.ม. หลังการทํา viral transduction

ผลการทดลองที่แสดงใหเห็นประสิทธิภาพในการนําพา Lentiviral vector เขาสูเซลล ถูก
แสดงใหเห็นดังรูปตอไปนี้ (Figure 4)

Figure 4 Histogram of GFP+ expression of infected cells analyzed by flow cytometry. The target
cells were transduced with Lentiviral vector and then were analyzed by flow cytometry to
measure the efficiency of transduction. The data showed that about 30% of  target cells can
uptake the viral vector.
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5.1.4 การสรางสวนของ thymidine kinsae gene เพื่อ clone เขาสู  Lentivirla
vector

โดยในขณะนี้ไดอยูในระหวางการ สราง cDNA of thymidine kinase gene จาก Herpes simplex
virus Type I ซึ่งไดความรวมมือจาก Department of Micrology มหาวิทยาลัยมหิดล ในการให
Herpes viral DNA เพื่อใชในการทดลองดังกลาว โดยไดอยูในระหวางการปรับเปลี่ยนตัวแปรตาง
ใน PCR reactionเพื่อใหสามารถสรางสวน complete coding sequence ของ Thymidine kinase gene
ซึ่งมีขนาด 1131 bpได จากนั้นจึงนําสวนของ cDNA โคลนเขาสู Lentiviral vector ตอไป

6. อภิปรายและวิจารณผล
การวิจัยนี้สามารถไดผลการทดลองดังนี้
6.1 สามารถสรางสวน coding sequence ของ ยีน human erythropoietin ไดสําเร็จ
6.2 สามารถตัดตอสวนของยีนดังกลาวเขาสู Lentiviral vector
6.3 สามารถสราง Lentiviral vector จาก packing cells ไดสําเร็จ
6.4 สามารถ transduce Lentiviral vector ที่ผลิตไดเขาสูเซลลเปาหมายไดสําเร็จ
ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา เทคนิค การกระตุนการทํางานของยีน ในเซลลมนุษย โดยการใช
Lentiviral vector เปนพาหะ นั้น เปนเทคนิค ที่มีประสิทธิภาพสูง ในคุณลักษณะตางๆ
โดยเฉพาะในดานประสิทธิภาพการนําพาเขาสูเซลล เปาหมาย โดยเฉพาะเซลลมนุษย  ซึ่งสูง
กวา Non-viral vector นอกจากนี้ยังสามารถ กระตุนการแสดงออกของยีนในเวลานานกวา viral
vector อ่ืนๆ เนื่องจากความสามารถในการแทรกตัวเขาสู genome ของ เซลล

ดังนั้นการใช Lentiviral vector จึงมีความเหมาะสมอยางยิ่งในการนํานาประยุกต ใชในการ
รักษาโรค ที่ตองการใหมีการแสดงออกของยีนเปนเวลา นาน เชน genetic disease และ การ
รักษาภาวะเสื่อมหรือ ถูกทําลายของเซลล อยางถาวร เชน ภาวะไตวาย ที่สนใจในการศึกษานี้
เปนตน

7. สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ
7.1 สรุปผลการทดลอง

การวิจัยนี้เปนการพัฒนาวิธีการรักษาภาวะโลหิตจางเร้ือรัง ในผูปวยไตวาย โดยใชเทคนิค gene
therapy ในการกระตุนการทํางานของ ยีน erythropoietin ในเซลลผูปวยเอง เพื่อลดปญหาการรักษา
แบบเดิม ที่ใชการฉีด โปรตีน erythropoietin ในการทดลองนี้เลือกใช Lentiviral vector เนื่องจาก
คุณสมบัติที่ดีหลายประการดังกลาวแลว ผลการทดลองจาการทําวิจัย ในระยะ 10 เดือน จาก
ระยะเวลาทั้งหมด 2 ป พบวาไดมีการดําเนินการเปนไปตามแผนที่ต้ังไว และมีผลการทดลองที่
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เปนไปตามที่คาดไว สอดคลองกับวัตถุประสงค ซึ่งไดแกการสามารถสราง Lentiviral vector ที่มี
สวนของยีน human erythropoietin ไดสําเร็จ และหลังการนํา Lentiviral vector ดังกลาวเขาสูเซลล
พบวามีประสิทธิภาพสูง ในการเขาสูเซลล ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาอ่ืนๆ ที่แสดงใหเห็นวา
Lentiviral vector มีความสามารถในการเขาสูเซลลทั้งชนิดที่เปน dividing and non-dividing cells

ในระยะ เวลาประมาณ 14 เดือนของโครงการจะปนการทดสอบเพื่อดูประสิทธิภาพของ
การแสดงออกของยีน erythropoietin และผลการกระตุนการสรางเม็ดเลือดแดง จาก human
hematopoietic stem cells ผลการศึกษาที่ไดจะเปนแนวทางในการพัฒนาตอยอดเพื่อการนําไปรักษา
ในมนุษย ตอไป

7.2 งานตามโครงการท่ีจะทําตอไป
เดือนท่ี 7-12

- สราง DNA of Thymidine kinase gene โดยเทคนิค PCR
-      Clone complete Thymidine kinase coding sequence เขาสู pLenti 7.3/V5-
DEST
       Gateway vector  โดยใช LR recombinase technology
-     Transfect pLenti 7.3/V5-DEST Gateway vector เขาสู packaging cells
(293T/17
       cells) รวมกับ packaging vectors ที่ประกอบดวย pLP1, pLP2, pLP/VSV
vectors
- นํา viral vector transducer เขาสู เซลล human fibroblast

- คัดเลือกเซลล (clone) ที่มี lentiviral vector ที่ตองการโดยใช วิธี flow
cytometry
- เลี้ยงเพิ่มจํานวนเซลล human fibroblast

เดือนท่ี 13-18
- ตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีน erythropoietin ระดับ RNA และโปรตีน
โดย

                                      real-time PCR and ELISA

เดือนท่ี 19-24
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- ทดสอบประสิทธิ ภาพของ erythropoietin ตอการกระตุนการสรางสรางเม็ด
เลือด
        แดงใน In vitro
- ตรวจสอบระบบ suicide gene
- สรุปผลการทดลองเตรียม manuscript เพื่อตีพิมพ
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combinations in vitro. Anticancer Res. 1998 May-Jun;18(3A):1521-5.
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สวนประกอบตอนทาย

สรุปภาพรวมของแผนงาน
       ภาวะซีดถือเปนภาวะที่สําคัญที่พบในผูปวยไตวายเร้ือรัง ซึ่งสงผลกระทบใหคุณภาพชีวิตของ
ผูปวยลดลงเปนอยางมากและเปนสาเหตุของการเกิดอาการขางเคียงอ่ืนตามมาเพิ่มขึ้น การรักษา
ภาวะโลหิตจางในผูปวยไตวายจึงนับเปนสวนสําคัญในการดูแลผูปวย ใหมีคุณภาพชีวิตที่ดีขึ้น และ
ลดอัตราการตายลง อยางไรก็ตามการรักษาโดยการฉีดอีรีโทรพอยอีติน พบวามีขอดอยบางประการ
ไดแก ราคาที่สูง ระดับที่ไมสม่ําเสมอในเลือด และการกระตุนภูมิคุมกันตอโปรตีน การวิจัยนี้จึงได
มุงพัฒนาการรักษาโดยวิธียีนบําบัดในการเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง โปรตีน erythropoietin ใน
เซลลผูปวยเอง โดยการใช Lentiviral vector ในการนําพาเขาสูเซลล ไฟโบรบลาสท ผลการทดลอง
สามารถสราง Lentiviral vector ที่สามารถกระตุนการแสดงออกของ ยีน erythropoietin ไดสําเร็จ
และไดทดสอบประสิทธิภาพในการนําเขาสูเซลล พบวา Lentiviral vector สามารถเขาสูเซลล
เปาหมายได ในระดับที่สูงพอในการนําไปพํฒนาตอเพื่อใชในการคลินิก ซึ่งจะชวยลดภาระ
คาใชจายในการักษาแบบวิธีเดิมลงไดเปนอยางมาก และยังมีประสิทธิภาพในการรักษาที่สูงกวาเดิม
ในที่สุดจะทําใหผูปวยไตวายจํานวนมากมีคุณภาพชีวิตที่ดีขึ้น และมีชีวิตที่ยืนยาวมากขึ้น
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ประวัติคณะผูวิจัย
CURRICULUM VITAE

Name: Chavaboon Dechsukhum.
อาจารย นพ. ดร. ชวบูลย เดชสุขุม

Address: Pathologist

                            School of Pathology

              Institute of Medicine

                           Suranaree University of Technology

                           Office 044-223947  Mobile 081-6095528

EDUCATION BACKGROUND

Institution and location Degree       Year      Field

Prince of Songkla University

Hatyai, Songkhla, Thailand

   M.D. 1984-1990 Medicine

Mahidol University

Bangkok, Thailand

Diploma Thai Board 1990-1993 Anatomical
Pathology

Medical College of

Virginia/VCU

Richmond, VA, USA

Ph.D. 1995-2000 Pathology

Medical College of

Virginia/VCU

Richmond, VA, USA

Post-doctoral fellow 2000-2001 Molecular
Pathology
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WORK EXPERIENCE

- Pathologist and lecturer, Department of Pathology, Faculty of Medicine, Prince of
Songkla University, Thailand (1993-1995)

- Post-Doctoral Fellow in Molecular Pathology of Cancer at the Department of Pathology,
Faculty of Medicine, Medical College of Virginia campus of Virginia Commonwealth
University, Richmond, VA, USA (August 2000-April 2001)

- Lecturer and Pathologist, Department of Pathology, Faculty of Medicine, Prince of
Songkla University (May 2001-2008)

- Graduate program committee in Biomedical science, Prince of Songkla University
(August 2001-2007)

- Chair, Research committee, Pathology Department, Prince of Songkla University

               (October 2001-2003)

-     Lecturer and Pathologist, Institute of Medicine, Suranaree University of Technology
(2008 present)

- Teaching Courses (last 5 years)
Undergraduate Courses in Medicine : 13 courses including 311-211, 311-221, 311-231,
311-232, 311-   251, 311-261, 311-311, 311-312, 311-321, 364-351, 388-421, 364-790
and 364-791

Graduate level of Biomedical Science and Board Certificate for Physician
364-950 Molecular Pathology
364-951 373-521  Mammalian Cell Biology
364-952 950-561 Applied Molecular Techniques

ACADEMIC AWARD

- Royal Thai Government Scholarship Award for Ph.D. Study in USA

- King Scholarship award
- Royal Ananthamahidol award
- Stem Cell Travelling award, International Society for Stem Cell Research 2008
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LICENSE

-   Medical License:  Thailand

-    Board Certificate of Anatomical Pathology:  Thailand
MEMBERSHIP

- Thai Medical Association
- Association of Pathologist (Thai)
- Asian-Pacific Society for Molecular Immunohistology
- International Society for Stem Cell Research

PUBLICATIONS

1. Dechaphunkul A, Kanngurn S, Dechsukhum C, Tanutit P, Khow-Ean U,

Sunpaweravong PThe significance of galectin-3 immunohistochemistry, clinical

       characteristics and liver imaging in differentiating intrahepatic cholangiocarcinoma

from adenocarcinoma liver metastasis Journal of Medical Association of
Thailand. 2010.  May;93(5):523-8

2. Phoophitphong T, Hanprasertpong J, Dechsukhum C, Geater A. Correlation of

angiogenesis and recurrence-free survival of early stage cervical cancer patients

undergoing radical hysterectomy with pelvic lymph node dissection. J Obstet

Gynaecol Res. 2007. 33(6):840-8.

     3. Ruxapon Navakanit, Potchanapond Graidist, Wilairat Leeanansaksiri, Chavaboon

           Dechsukhum. 2007. Growth Inhibition of Breast Cancer Cell Line MCF-7 by
 siRNA Silencing of Wilm Tumor 1 Gene. Journal of Medical Association of

           Thailand. 2007.  Nov;90(11):2416-21.
     4. Wilairat Leeanansaksiri, Chavaboon Dechsukhum. Regulation

of Stem Cell Fate in Hematopoietic Development. J. Med.Asso.Thailand. , 2006
89 (10) : 1788-1797.

            5. Netinatsunthorn W, Hanprasertpong J, Dechsukhum C, Leetanaporn R, Geater A.

                   2006. WT1 gene expression as a prognostic marker in advanced serous epithelial
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ovarian carcinoma: an immunohistochemical study. BMC Cancer. 2006 Apr

11;6(1):90

6. Hirunpat S, Riabroi K, Dechsukhum C, Atchariyasathian V, Tanomkiat W:
Nasopharyngeal extension of globus tympanicum: An unusual clinical and imaging
manifestation. AJNR Am J Neuroradiol. 2006. 27(9):1820-2.

7. Wandee Khaimook, Siriporn Hirunpat, Chawaboon Dejsukum: Meningioma of the
Internal Auditory Canal: A Case Report. J Med Assoc Thai, 2005, 88:1707-1711

8. Atima Saetung, Arunporn Itharat, Chawaboon Dechsukum, Chatchai
Wattanapiromsakul, Niwat Keawpradub, Pranee Ratanasuwan: Cytotoxic Activity of
Thai Medicinal Plants for Cancer Treatment. Songkla J Sci Tech, 2005, 27:469-478.

9. Thitinan Tansathit, Saibua Chichareon, Sathana Tocharoenvanich, Chavaboon
Dechsukhum: Diagnostic evaluation of Karman endometrial aspiration in patients
with abnormal uterine  bleeding. J Obstet Gynaecol Res Gyn Res, 2005, 31:480-485.

10. Krittaya  Kritpracha, Jitti Hanprasertpong ,  Verapol Chandeying,  Chavaboon
Dechsukhum, Alan  Geater: Survival  analysis  in  advanced  epithelium  ovarian
carcinoma  in  relation  to proliferative  index  of  MIB – 1 immunostaining. J Obstet
Gynaecol Res Gyn Res, 2005, 31:268-276

11. Dumur CI, Dechsukhum C, Ware JL, Cofield SS, Best AM, Wilkinson DS, Garrett
CT,    Ferreira-  Gonzalez A. Genome-wide Detection of LOH in Prostate Cancer
Using Human  SNP  Microarray Technology. Genomics 2003,81(3):260-9

12. Dumur CI, Dechsukhum C, Wilkinson DS, Garrett CT, Ware JL, Gonzalez AF:
Analytical validation of a real-time reverse transcription-polymerase chain reaction
quantitation of different transcripts of the Wilms' tumor suppressor gene (WT1).
Anal Biochem 2002, 309(1):127-36

13.  Damon SE, Plymate SR, Carroll JM, Sprenger CC, Dechsukhum C, Ware JL,
Roberts CT:  Transcriptional regulation of IGF-I receptor gene expression in prostate
cancer cells. Endocrinology 2001,142: 21-7.

14. Dechsukhum C, Ware JL, Gonzalez AF, Wilkinson DS, Garrett CT: Detection of
novel truncated WT1 transcript in human neoplasia. Mol Diag 2000,5:117-28.
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15. Antisook C, Dechsukhum C, Sthapanachai C, Wongwisitsak N. Hepatocellular
carcinoma: Correlation of histological grading with immunohistochemical
identification of proliferative hepatocyte with PC10. Siriraj Hospital Gazette 1999;
51:71-6

PATENT PENDING (จดสิทธิบัตร)
“A nucleic acid marker of cancer” Serial No.09/434,620, filed Nov.5, 1999
Joy L Ware, Chavaboon Dechsukhum, Carleton T Garrett
(Detection of novel WT1 transcript in human malignancy, including prostate, breast
cancer and acute leukemia)

ABSTRACTS

1. Dechsukhum C, Ware JL, Gonzalez AF, Wilkinson DS, Garrett CT: Possible role
of WT1 in human neoplasia. Presented at FASEB meeting New Orlenes, April
1997.

2. Dechsukhum C, Ware JL, Gonzalez AF, Wilkinson DS, Garrett CT: Wilms’ tumor
(WT1) gene expression as a possible marker of tumor aggressiveness. Presented at
AMP annual meeting, Baltimore MD, November 1997.

3. Dechsukhum C, Ware JL, Gonzalez AF, Wilkinson DS, Garrett CT: Possible role
of Wilms’tumor suppressor gene expression in prostate cancer cell behavior.
Presented at AACR annual meeting, New Orlenes LA, March 1998.

4. Dechsukhum C, Ware JL, Gonzalez AF, Wilkinson DS, Garrett CT: Detection of
novel WT1 transcripts with an intronic start site in human prostate cancer cell lines.
Presented at AACR annual meeting, Philadelphia PA, April 1999.

5. WT1 silencing by siRNA inhibited growth of breast cancer cell. Annual national
meeting of graduate students. Chulalongkorn University, 2006

6. Cord blood stem cell fate regulation by Id1. ISSRC annual meeting, Philadelphia
PA, USA 2008

7. Differentiation of human embryonic stem cell into insulin producing cells. ISSCR
annual meeting, Barcelona, Spain 2009
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8. Expansion of human placental mesenchymal stem cells. Third international
congress on stem cells and tissue formation, Dresden, Germany, 2010
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2. ผูรวมวิจัย

Name: Ms. Wilairat Leeanansaksiri

Current Appointment :  Faculty Member at School of Microbiology,
Chair: Research Center for Transplantation and Gene
Therapy Technology

Contact Address:    School of Microbiology

111 University Avenue
Suranaree University of Technology

 Maunag District, Nakhon Ratchasima

Thailand, 30000

Tel: 66-44-224628   Fax:  66-44-224633
E-mail: wilairat@sut.ac.th

Other Appointments: Chair:  Research Center for Transplantation and Gene Therapy
Technology

Representative: CRN Microbiology- SUT
Vice Chair: School of Biology

Education

1988 - 1992 Khon Kaen University, Thailand
B.Sc. (Medical Technology)

1992 - 1995 Khon Kaen University, Thailand
M.Sc. (Medical Biochemistry)

1996 - 2001 Medical College of Virginia,
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Virginia Commonwealth University, USA
Ph.D. (Microbiology and Immunology)

2002-2004  National Institute of Health, USA
 Postdoctoral Fellow
(Stem Cell Regulation, Gene Therapy and Transplantation)

2005 Oregon National Primate Center
Visiting Scientist at Dr. Don P. Wolf Laboratory
 (Stem Cell Regulation and Fertilization)

Publications and Abstracts:
1. Wilairat Leeanansaksiri PhD, Chavaboon Dechsukhum MD, PhD2006. Regulation
     of Stem Cell Fate in Hematopoietic Development. J. Med.Asso.Thailand  .
     October 89 (10) : 1788-1797.
2. Leeanansaksiri W, Wang H, Gooya JM, Renn K, Abshari M, Tsai S, Keller JR.
     2005.   IL-3 induces inhibitor of DNA-binding protein-1 in hemopoietic progenitor

             cells and promotes myeloid cell development. J Immunol. Jun 1;174(11):7014.
3. Leeanansaksiri,W., Dechsukhum C. Embryonic and Somatic Stem Cell Fate

  Regulation. 2005.  Proceeding of the 2nd Asian Reproductive Biotechnology
             Conference.1:13.

4. Wilairat Leeanansaksiri, Hui Wang, John Gooya, Katie Renn, Chavaboon
    Dechsukhum, Jonathan Keller. 2005. Hematopoietic stem cell fate regulation and
    cancer.  Proceedings of the first annual meeting of Asia-pacific society for

molecular immunohistology. 1:12.
5. Wilairat Leeanansaksiri, Shirley K. DeSimone, Thomas Huff, Ewald Hanappel,
    and Thomas F. Huff. 2004. Thymosin 4 and its N-terminal tetrapeptide, AcSDKP,
    inhibit  proliferation, and  induce dysplastic, non-apoptotic nuclei and
    degranulation of mast cells. Chemistry & Biodiversity. 1:1091.

        6. W. Leeanansaksiri, H. Wang, J. Gooya, K. Renn, J. R. Keller. 2004. Role of Id1 in
            Hematopoietic stem cell fates, Proliferation and Immortalization.  Hematopoiesis:
            56.
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        7.  Wilairat Leeanansaksiri, Hui Wang, John Gooya, Katie Renn, Jonathan R. Keller.
           2003.  Role of Id1 in Proliferation and Immortalization of Stem Cells and Role of
           Id1 in Myeloid versus Lymphoid and Erythroid Cell Fates.  Blood. J. American
           Society  of Hematology 1:133.
      8.  Suh H-C, Heath V, Holman M, Ortiz M, Gooya J, Renn K, Leeanansaksiri W,

  Friedman A, Johnson P, and Keller J. 2003.  C/EBPalpha is required for common
  myeloid progenitor (CMP) differentiation and inhibits erythroid development.
   Molecular Aspects of Myeloid Stem Cell Development and Leukemia. 5: 49.

      9.  Leeanansaksiri W, Wang H, Gooya JM, and Keller JR. 2003.  IL-3 Induction of
  HLH protein Id1 in purified hematopoietic stem cells: A role for Id1 in myeloid
  versus lymphoid and erythroid cell fates. Molecular Aspects of Myeloid Stem Cell

           Development and Leukemia. 5: 13.
     10.  W. Leeanansaksiri, T. Paisley, A. Gonzalez, T. F. Huff. 2001.  Role of a new

Dominant negative GATA-2 isoform in mast cell development. FASEB J.
            15 (4): 653.
    11.   Leeanansaksiri, W.,  Paisley, T.E., and Huff, T.F. 1999. Expression of GATA-2
            Isoforms in Mast Cells And Mast Cell Lines.   FASEB J. 13 (4): 35.
     12.  S.K. DeSimone, G. Klisch, W. Leeanansaksiri, and T. F. Huff. 1999. Does High

   Cell DensityCulture of Yolk Sac Cells Increase Proliferation or Change Their
            Differentiation to Mast Cells?   FASEB J. 13 (4): 335.
     13.  W. Leeanansaksiri, S. DeSimone, G. Klisch, T. Paisley, and T.F. Huff. 1998.

   Effect of thymosin 4 and its N-terminal tetrapeptide AcSDKP on mast cell
   proliferation and degranulation.  FASEB J. 12(5): 897.

     14.   S. DeSimone, T. Paisley, G. Klisch, W. Leeanansaksiri,  and T.F. Huff. 1998
             Differentiation of murine stem cells to mast cells: Comparison of embryonic
             stem, yolk sac, fetal liver, and bone marrow cells. FASEB J. 12(5): 895.
     15.    Leeanansaksiri,W., C. Wongkham, W. Maleewong, P. Intapan. Characterization

     of a specific DNA fragment of Paragonimus heterotremus. 1994.  Proceeding of
     the Federation of Asian and Oceanian Biochemistry and Molecular Biology.
     November: 108.

      16. Wilairat Leeanansaksiri and  Sopit Wongkham. 1994.  Ribozyme.  J. Med. Tech.
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     Ass.of Thailand. 22(1): 65.

Papers in preparation
1.  Wilairat Leeanansaksiri, Thomas E. Paisley, Thomas F. Huff.  A naturally

          occurring alternatively spliced isoform of murine GATA-2 inhibits embryonic
          stem cell derived mast cell phenotype.

2. Leeanansaksiri W,  Gooya J, Renn K, Keller JR. Role of Id1 in  hematotpoetic
             progenitor immortalization.

3.   Wilairat  Leeanansaksiri.  Regulation of hematopoietic stem cell fate.
4.   Wilairat Leeanansaksiri, John Gooya, Katie Renn, Jonathan R. Keller.  Id1 as target

for gene therapy of  leukemia.
5.   Wilairat Leeanansaksiri, Thomas E. Paisley, Thomas F. Huff.  Quantitative real

             time RT-PCR of protease genes in embryonic stem cell derived mast cell.
6.   Wilairat Leeanansaksiri, Chavaboon Dechsukhum, Srila Sumpao.  Potential of

             EGFR as a marker in metastasis of human breast cancer.

Teaching courses
Undergraduate Level

Microbiology for Public Health
Microbiology for Institute of Agriculture
 Microbiology and Parasitology
 Man and Environment

Principles of Biology II
 Principles of Biology Laboratory II
Biochemistry Laboratory
 Medical Microbiology and Parasitology
Medical Immunology
Medical Immunology Laboratory
Medical Microbiology
Medical Microbiology Laboratory
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Graduate level
Stem Cell Biology
Stem Cell in Medicine
Stem Cell Therapy I
Stem Cell Therapy II
Stem Cell Therapy III
Stem Cell Technology
Principles in Molecular Biology Techniques
Immunology
Cell Biology
Advance Food Microbiology
Advance Medical Biochemistry, Stem Cell (Medical School, KKU)
Special Topic in Dentistry, Stem Cell (Dental School, KKU)
Special Topic in Immunology

                           Special Topic in Immunology (Advance)
Special Topic in virology

Special Topic in Bacteriology

 Teaching experiences for undergraduation and graduation schools
1. Dental school, Medical College of Virginia-Virginia

                       Commonwealth University, USA
                2.   Medical school, Khon Kaen University, Thailand

3.   Dental school. Kohn Kaen University, Thailand
4.   Suranaree University of Technology, Thailand

Professional Membership
1. American Association for the Advancement of Science
2. Association of Medical Technologist of Thailand
3. Science Association of Thailand
4. National Cancer Registrars Association, USA
5. International Society for Stem Cell Research
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6. Asian-Pacific Society for Molecular Immunohistology
7. Asian Reproductive Society

License
Medical  Technologist  since 1992 :  Thailand

 Academic awards
1993-1994 The National Science and Technology Development Agency

Award
1995 Graduate Research Award, Khon Kaen University
1996-2001 The Royal Thai Scholarship Award for Ph.D. in USA/Canada

 2001 Young Faculty Research Grant, SUT
 2002-2004 Postdoctoral Fellowship, NIH, USA
 2003 American Society of Hematology Traveling Award, USA
2004 Excellent Research Award (Stem cell), USA

                 2005 National Research Institute of Thailand
 2006 Thailand Research Fund
 2006 National Research Council of Thailand

Invited Speaker
 For International Meeting and University

1. Experimental Biology Meeting, USA.  2001
2. Fifth International Meeting on Myeloid Stem Cell Development and Leukemia,

USA, 2003
3. American Society of Hematology Meeting, USA, 2003.
4. National Institute of Health, USA, 2004
5. The First  Asia-Pacific Society For Molecular Immunology Meeting, China, 2005.
6. The 2nd Asian Reproductive Biotechnology Conference, Thailand. 2005.

For Thailand
1. Annual Meeting, Medical School, Khon Kaen University, 2001.
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2. School of Biochemistry, Institute of Science, Suranaree University of Technology,
2001.

3. Special Seminar, Biology Olympian Camp II, Suranaree University of Technology,
2002.

4. Special Seminar Section, Teacher Academic Training Conference, Nakorn
Ratchasima, Thailand, 2002.

5. Department of Biochemistry, School of  Medicine, Khon Kaen University, 2002.
6. Department of Biochemistry, School of Medicine, Khon Kaen University, 2004.
7. School of Dentistry, Khon Kaen University, 2004.
8. School of Biotechnology, Institute of Agricultural Technology, Suranaree University

of Technology, 2005.
9. School of Biology, Institute of Science, Suranaree University of Technology, 2005.
10. School of Biochemistry, Institute of Science, Suranaree University of Technology,

2005.
11. The First Annual Meeting on Gene Therapy, Cancer and Holistic Medicine,

School of Microbiology, Suranaree University of Technology, 2005.
12. Research Center, SUT, 19 October, 2006.
13. Medical Technology Associated  of Thailand and Gibthai, October 28, 2006


