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ABSTRACT 
Pluripotent stem cells are important sources for cell-based therapy, including 

treatment for neurological deficits. Understanding the process of neural differentiation is 
important for the development of methods needed to differentiate specific neural cells for 
treatment. It can also be a platform for studying pathogenesis of neurodevelopmental disorder. 
In the present study, human pluripotent embryonal carcinoma stem cells, NTERA2, were used 
as a model to study the neural differentiation process via induction by retinoic acid. The 
regulation by Paired-box 6 (PAX6), a transcription factor which has been shown as a neural 
fate determinant of human embryonic stem cells, was tested. An RNA-protein complex 
comprised of RNA signaling molecules; including CTCF, DDX5 and PUS1, with a long non-
coding RNA, namely steroid receptor RNA co-activator (SRA), has been shown to regulate 
transcriptional activity at different targets. However, CTCF is the only component in the 
complex shown to regulate PAX6, the information of other components is still missing. 
Chromatin immunoprecipitation experiment was employed to identify the association of those 
proteins to the regulatory elements of PAX6 gene. Furthermore, the involvement of the RNA-
protein complex in differentiation of NTERA2 was evaluated by loss of function and gain of 
function experiments, coupled with differentiation induced with retinoic acid treatment. The 
results revealed that both PAX6A and PAX6B isoforms are able to specify neural 
differentiation in NTERA2 cells. The association of PUS1 to P1 promoter provides an 
indication of the role of PUS1 on initiation of PAX6 transcription, while CTCF and DDX5 
associations suggest a stabilizing mechanism for the transcription. Loss of SRA induced neural 
differentiation, while loss of DDX5 and PUS1 favored differentiation into other lineages and 
suppressed PAX6 expression. Over-expression of DDX5 and DDX17 in NTERA2 cells 
increased neural differentiation for which DDX17 was important for maturation of neuronal 
cells. Over-expression of PUS1 resulted in faster advancing the process of neural 
differentiation and expression of PAX6, whereas results from over-expression of catalytic 
inactive mutant form of PUS1 were not different compared to that of control. These results 
suggest a relationship between RNA pseudo-uridylation and transcription of PAX6 gene, 
which further suggests an engagement of RNA structure to the transcriptional machinery. In 
conclusion, this study demonstrates the collaboration between RNA and protein structure on 
regulation of gene expression as well as the process of neural differentiation from pluripotent 
stem cells. 
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บทคดัยอ่ 
เซลลต์น้กาํเนิดแบบ pluripotent เป็นแหล่งสาํคญัสาํหรับการทาํเซลลบ์าํบดั ซ่ึงสามารถใชใ้นการ

รักษาโรคทางระบบประสาทได ้ การทาํความเขา้ใจกระบวนการเปล่ียนแปลงเป็นเซลลใ์นระบบประสาทจากเซลล์
ตน้กาํเนิดจึงมีความสาํคญัต่อการผลิตเซลลเ์พ่ือนาํไปใชใ้นการรักษา และความเขา้ใจดงักล่าวยงัสามารถต่อยอด
การศึกษากระบวนการก่อโรคของโรคพฒันาการทางระบบประสาทไดอี้กดว้ย ในงานวิจยัน้ีผูว้จิยัไดท้าํการศึกษา
กระบวนการเปล่ียนแปลงเป็นเซลลใ์นระบบประสาทโดยใชเ้ซลลม์ะเร็งตน้กาํเนิด NTERA2 ผา่นการเหน่ียวนาํ
ดว้ยสาร retinoic acid โดยศึกษาผลของ Paired-box 6 (PAX6) ซ่ึงมีบทบาทสาํคญัต่อการเปล่ียนแปลงของเซลลต์น้
กาํเนิดตวัอ่อนของมนุษยใ์หเ้ป็นเซลลใ์นระบบประสาท และศึกษาการควบคุมการแสดงออกของยนี PAX6 ภายใต้
การควบคุมของ RNA-protein complex จากการรวมตวักนัของ CTCF, DDX5 และ PUS1 ท่ีสร้างพนัธะร่วมกบั 
RNA ช่ือ steroid receptor RNA co-activator (SRA) ซ่ึงมีเพียง CTCF ท่ีมีการยนืยนัความสัมพนัธ์กบัการควบคุม
การแสดงออกของยนี PAX6 ผูว้จิยัยงัไดศึ้กษาความเช่ือมโยงระหวา่ง RNA-protein complex ดงักล่าวกบัการ
เปล่ียนแปลงสภาพของเซลล ์ NTERA2 ผลการศึกษาแสดงวา่ ทั้งไอโซฟอร์มPAX6A และ PAX6B สามารถ
กาํหนดใหเ้ซลล ์NTERA2 เปล่ียนสภาพเป็นเซลลใ์นระบบประสาท PUS1 มีความเก่ียวขอ้งกบัการเร่ิมตน้ถอดรหสั
ยนี PAX6 ผา่น P1 promoter ในขณะท่ีบทบาทของ CTCF และ DDX5 คือการควบคุมความเสถียร เม่ือลดปริมาณ 
SRA พบวา่เซลล ์NTERA2 เปล่ียนสภาพเป็นเซลลข์องระบบประสาท ในขณะท่ีเม่ือลด DDX5 และ PUS1 ใหผ้ล
ตรงกนัขา้ม เม่ือเพ่ิมปริมาณ DDX5 และ DDX17 สามารถเหน่ียวนาํการเปล่ียนแปลงเป็นเซลลร์ะบบประสาท
เพ่ิมข้ึน โดย DDX17 สาํคญัต่อการเปล่ียนแปลงใหเ้ป็นเซลลป์ระสาทท่ีสมบูรณ์ เม่ือเพ่ิมปริมาณของ PUS1 ส่งผล
ใหก้ระบวนการเปล่ียนแปลงเป็นเซลลใ์นระบบประสาท และการแสดงออกของ PAX6 เกิดเร็วข้ึน ในขณะท่ีผล
ดงักล่าวไม่เกิดกบัการเพ่ิมปริมาณของ PUS1 ในรูปแบบท่ีทาํปฏิกิริยากบั RNA ไม่ได ้ผลการวิจยัน้ีสรุปไดว้า่ ใน
กระบวนการเปล่ียนแปลงเป็นเซลลใ์นระบบประสาทจากเซลลม์ะเร็งตน้กาํเนิดนั้น การทาํงานร่วมกนัระหวา่ง
โครงสร้างอาร์เอน็เอและโปรตีนมีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบประสาท และมี
ความสาํคญัในกระบวนการเปล่ียนแปลงเป็นเซลลใ์นระบบประสาทอีกดว้ย 
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