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เซลลท์ีถ่กูชกันําใหเ้ป็นเซลลต์น้กาํเนิด หรอื iPS cells (induced pluripotent stem cells) กาํลงัเป็นที่

คาดหวงัอยา่งสงูในการวจิยัดา้นการแพทย ์โดยเฉพาะอยา่งยิง่การใชเ้พือ่เป็นแบบจาํลองของโรคในมนุษย,์การ

ตรวจคดักรองยา,และการปลกูถ่ายยนีและเซลลเ์พือ่การรกัษา  โรคบตีาธาลสัซเีมยีซึง่เป็นหน่ึงในโรคตดิต่อทาง

พนัธกุรรมซึง่พบไดท้ัว่ไปในประชากรทีอ่าศยัอยูใ่นภมูภิาคเอเชยีอาคเนย ์ สาเหตุเกดิจากการกลายพนัธุข์อง

ยนีและสง่ผลกระทบต่อกระบวนการตดัต่อลาํดบัเบสบนสายเอม็อารเ์อน็เอ สง่ผลใหไ้มม่กีารผลติสายโกลบนิ

ชนิดเบตาหรอืผลติไดน้้อยลงทาํใหผู้ป้ว่ยมฮีโีมโกลบนิอยูใ่นระดบัตํ่า  เน่ืองจากปจัจบุนัยงัไมพ่บรายงาน

เกีย่วกบัการสรา้ง iPS cells จากคนไขh้emoglobin (Hb) E-β(IVS2-654)-thalassemia. ดงันัน้จุดประสงค์

หลกัของการศกึษาครัง้น้ีคอืการสรา้งiPS cells จากผูป้ว่ยเบตาธาลสัซเีมยีชนิดน้ี ซึง่สามารถพบไดใ้นประชากร

ไทย ธาลสัซเีมยีทีใ่ชใ้นการศกึษาครัง้น้ี มกีารกลายพนัธุข์องลาํดบัเบสเฉพาะที(่point mutation)  2 จุด  คอื ที่

ตําแหน่ง IVS2-654 ในยนีของสายโกลบนิชนิด เบตาซึง่ก่อใหเ้กดิความผดิปกตใินจดุตดัของเบสทางดา้น  5ˊ
และทาํใหเ้กดิความคลุมเครอืของจดุตดัของเบสดา้น 3ˊทาํใหย้งัคงมลีาํดบัเบสของสว่นอนิทรอนคา้งอยูใ่นเอม็

อารเ์อน็เอของโกลบนิสายเบตา อกีจดุคอืมกีารกลายพนัธุ์จากเบสG เป็น A ในโคดอนลาํดบัที ่26 ของยนีHBB 

(ยนีโกลบนิชนิดเบตา) สง่ผลใหเ้กดิการความคลุมเครอืของจดุตดัของเบส ในโคดอนลาํดบัที ่25 ทาํให้

ฮโีมโกลบนิ อ ีทีป่กตลิดลง ในการศกึษาครัง้น้ีประสบความสาํเรจ็ในการสรา้งiPS cells จากผูป้ว่ยเบตาธาลสัซี

เมยีซึง่มกีารกลายพนัธแ์บบ IVS-2 654/βEและไดผ้า่นการทดสอบคุณลกัษณะจาํเพาะของ iPS cells โดยการ

ยอ้มเอนไซมอ์ลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส, ยอ้มโปรตนีบง่ชี้ ของความเป็นเซลลต์น้กาํเนิด ไดแ้ก่ Nanog, Sox 2, 

SSEA4, Oct4, TRA-1-60, TRA-1-81, และทดสอบการแสดงออกของยนีบง่ชี้ ของความเป็นเซลลต์น้กาํเนิด 

ไดแ้ก่ OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC, NANOG, REX1,GDF3, DNM3TB, UTF1  ผลวเิคราะหร์ะดบัการเ ตมิ

หมู ่Methyl ทีล่าํดบัเบส CpG ทีโ่ปรโมเตอรข์องยนี OCT4 ดว้ยวธิ ี bisulfite sequencing พบว่าใน iPS cells 

มรีะดบัการเกดิเตมิ Methyl ทีต่ํ่ากวา่ในเซลลท์ีเ่ป็นตน้แบบก่อนการชกันําใหเ้ป็นเซลลต์น้กาํเนิด ซึง่แสดงว่า

โปรโมเตอรข์องยนี OCT4 ถกูกระตุน้ภายหลงัจากการ reprogramming นอกจากน้ี iPS cells ทีส่รา้งขึน้

สามารถพฒันาไปเป็นเซลลป์ระสาท, เซลลต์บั, และเซลลก์ลา้มเน้ือเรยีบเมือ่ทาํการทาํสอบในระดบั จาน

เพาะเลีย้ง  เมื่อนําไปฉีดใหห้นู ทีม่ภีมูคิุม้กนัตํ่า(NUDE mice) พบวา่เซลลส์ามารถก่อรปูเป็นกอ้นเน้ือที่

ประกอบดว้ยเซลลข์องเน้ือเยือ่ของตวัอ่อนทัง้ 3 ชนิด ดงันัน้จงึสามารถใช้iPS cells ทีส่รา้งขึน้จากผูป้ว่ยธาลสั
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Induced pluripotent stem cells(iPSCs) are promising tools in medical research 

exclusively with human disease modeling, drug screening, gene and cell replacement 

therapy. One such genetic disorder is β thalassemia, one of the most common genetic 

diseases among the people living in Southeast Asia. A large number of mutations 

affecting splicing consequently cause the decrease or absence in production of β-

globin chain, resulting in low level of hemoglobin.  At the present, there are no report 

about generating iPS cells from hemoglobin (Hb) E-β (IVS2-654)-thalassemia. In this 

study, we focus on establishment of iPS cells from a HbE-β-thalassemia patient 

carrying two specific point mutations observed in Thai population. The first one is the 

point mutation at position IVS2-654 in β-globin gene which creates the aberrant 5́ 

splice site and  in turn activates a cryptic 3ˊ splice site, generating the inclusion of 

intronic sequences  in spliced β-globin mRNA. Another one is G to A mutation in 

codon 26 of HBB (β-globin gene), resulting in activation of a cryptic 5́  splice site in 

codon 25 and decreasing of correctly spliced βE-globin. Here, we report successful 

generation of iPSCs derived from a β-thalassemic patient carrying IVS-2 654/βE 

mutations. The patient specific iPS cells were fully characterized by Alkaline 

Phosphatase staining, immunofluorescent staining of pluripotent markers; Nanog, Sox 

2, SSEA4, Oct4, TRA-1-60, TRA-1-81, gene expressions of pluripotent markers; 

OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC, NANOG, REX1,GDF3, DNM3TB, UTF1. Methylation 

status of OCT4 promoter in the iPS cells was lower than parental cells analyzed by 



 

 

 

bisulfite sequencing which indicated that re-activation of OCT4 promoter was 

occurred after reprogramming. Moreover, the established iPSCs were capable of in 

vitro differentiation into neuron, hepatocyte and smooth muscle cells. The iPSCs were 

formed teratoma comprising of three-germ layer cell type after injection into 

immunosuppressive NUDE mice. Therefore, we can use the patient specific 

thalassemic iPSCs to study mechanisms, pathologies, drug screening, gene and cell 

therapy  for β-thalassemic patient carrying IVS-2 654/βE mutations. 
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