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บทคัดย่อ 

            ภาวะซีดถือเป็นภาวะท่ีส าคญัท่ีพบในผูป่้วยไตวายเร้ือรัง ซ่ึงส่งผลกระทบใหคุ้ณภาพชีวติของผูป่้วย
ลดลงเป็นอยา่งมากและเป็นสาเหตุของการเกิดอาการขา้งเคียงอ่ืนตามมาเพิ่มข้ึน เช่น โรคหวัใจ เป็นตน้ การ
รักษาภาวะโลหิตจางในผูป่้วยไตวายจึงนบัเป็นส่วนส าคญัในการดูแลผูป่้วย ใหมี้คุณภาพชีวติท่ีดีข้ึน และลด
อตัราการตายลง อยา่งไรกต็ามการรักษาโดยการฉีดอีรีโทรพอยอีติน พบวา่มีขอ้ดอ้ยบางประการ ไดแ้ก่ ราคา
ท่ีสูง ระดบัท่ีไม่สม ่าเสมอในเลือด และการกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่อโปรตีนดงักล่าวท าใหผ้ลการรักษาไม่ดีพอ 
การวจิยัน้ีจึงไดมุ้่งพฒันาการรักษาโดยวธีิยนีบ าบดัในการเหน่ียวน าใหเ้กิดการสร้าง โปรตีน erythropoietin 
ในเซลลผ์ูป่้วยเอง โดยการใช ้adeno-associated virual vector ในการน าพาส่วนของยนี Erythropoietin สู่
เซลลไ์ฟโบรบลาสทข์องมนุษย ์(human fibroblasts) ผลการทดลองพบวา่สามารถสร้าง adeno-associated 
viral vector ท่ีสามารถกระตุน้การแสดงออกของ ยีน Erythropoietin ไดส้ าเร็จ และไดท้ดสอบประสิทธิภาพ
ในการน าเขา้สู่เซลล ์พบวา่ adeno-associated viral vector ท่ีสร้างข้ึนสามารถเขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายไดดี้ 
การศึกษาใหเ้ห็นประสิทธิภาพการกระตุน้การสร้าง Erythropoietin จากเซลลด์งักล่าว พบวา่เซลลด์งักล่าวมี
การแสดงออกของยนี Erythropoietin ซ่ึงยนืยนัโดยการท่ีสามารถตรวจระดบั mRNA ของยนี Erythropoietin 
ในเซลลเ์ป้หมาย นอกจากน้ีพบวา่เซลลด์งักล่าวสามารถสร้างและหลัง่โปรตีนออกนอกเซลลไ์ดใ้นระดบัท่ี
สูง ซ่ึงยนืยนัโดยการตรวจระดบัโปรตีน Erythropoietin ในสารน ้าท่ีเล้ียงเซลลไ์ด ้โดยสรุปการวจิยัน้ีประสบ
ความส าเร็จในการสร้างเซลลม์นุษยท่ี์สามารถสร้างโปรตีน Erythropoietin ไดร้ะดบัสูงและสามารถหลัง่
โปรตีนดงักล่าวออกนอกเซลล ์โดยใช ้Adeno-associated viral vector ในการน าพาส่วนของยนี 
Erythropoietin เขา้สู่เซลล ์ผลงานท่ีไดเ้ป็นขั้นตอนส าคญัในการน าไปพฒันาต่อยอดเพื่อน าไปสู่การวจิยัใน
สัตวท์ดลอง และในมนุษยใ์นระยะต่อไปเพื่อช่วยรักษาภาวะโลหิตจางจากโรคไตวายเร้ือรัง นอกจากน้ี
เทคนิคดงักล่าวยงัสามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นการรักษาโรคทางพนัธุกรรมอ่ืนๆ ไดอี้กในอนาคต 
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Abstract 

            Anemia in chronic renal failure has a great impact on the quality of life of 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 chronic renal failure patients. In this study, the 
adeno-associated viral vector expressing human erythropoietin gene can be successfully produced. 
Furthermore, this vector can be transduced into the target cells with about 30% efficiency. These viral-
infected cells can produce Erythropoietin mRNA. Moreover, these cells can secrete erythropoietin as 
shown by the high level of protein detected by ELISA method in culture media. In conclusion, we 
successfully produce the human cells which can produce and secrete erythropoietin by using adeno-
associated viral vector as a gene-transfer method. This work will be the key step in development of gene 
therapy for the treatment of anemia in chronic renal failure patients.  Moreover, this technique can also be 
applied for treatment of other genetic diseases in the future. 
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บทที ่ 1 
                                                     บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและทีม่าของปัญหาที่ท าการวจัิย 

        โรคไตวายเร้ือรัง (chronic renal failure) นบัเป็นโรคท่ีตอ้งใชง้บประมาณในการ
รักษาสูงมากและเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีส าคญัทั้งในระดบัประเทศและระดบัโลก โดยมี
อุบติัการณ์ของโรคดงักล่าวในประเทศไทยโดยเฉล่ีย 123 คน ต่อประชากร 1,000,000 คนและ
สูงสุดท่ีประเทศไตห้วนั โดยเฉล่ีย 376 คน ต่อประชากร 1,000,000 คน ตามผลส ารวจของสมาคม
โรคไตแห่งประเทศไทยและ RDS ประเทศสหรัฐอเมริกา ในปี 2004  ซ่ึงโรคน้ีนบัเป็นโรคท่ียาก
ต่อการรักษาใหห้ายขาดและมีค่ารักษาท่ีสูงมาก (Liyanage et al., 2015) ขอ้มูลทางสถิติของโรคไต
วายในประเทศไทยนั้นพบวา่มีสาเหตุส่วนใหญ่ เกิดจาก glomerulonephritis ร้อยละ 51.61 จาก
เบาหวาน  ร้อยละ 20.72  ความดนัโลหิตสูงร้อยละ 15.22 โรคน่ิวร้อยละ 1.44 และจากสาเหตุอ่ืน ๆ 
ร้อยละ 11.01  โดยมีผูป่้วยส่วนใหญ่ ตอ้งไดรั้บการรักษาโดย การฟอกเลือด ในแบบ hemodialysis 
หรือ peritoneal dialysis รวมถึงการท า kidney transplantation ผูป่้วยเหล่าน้ี จ  าเป็นตอ้งไดรั้บการ
ดูแลท่ีดี เพื่อป้องกนัภาวะขา้งเคียงอ่ืน ๆ ดงักล่าวแลว้  เพื่อใหผู้ป่้วยมีคุณภาพชีวติท่ีดี และมีอตัรา
การตายท่ีนอ้ยลง   

ภาวะไตวายเร้ือรังเป็นความเส่ือมในการท างานของไตเป็นเวลาติดต่อกนัเกินกวา่ 6 เดือน 
และไม่สามารถรักษาใหก้ลบัคืนมาเป็นปกติได ้ ซ่ึงการบอกวา่ผูป่้วยมีภาวะไตวายเร้ือรัง หรือไม่
นั้นจ าเป็นตอ้งพิจารณาจากประสิทธิภาพในการท างานของไต คือ ค่าท่ีเรียกวา่ Creatinine 
clearance ซ่ึง ค่าปกติคือ 120 มล./วนิาที  ความรุนแรงของโรคสามารถแบ่งไดต้ามค่า serum 
creatinine โดยในภาวะ severe end stage renal disease จะมีค่า serum creatinine สูงกวา่ 10 มก./
ดล.  และมีค่า creatinine clearance < 10 มล./นาที  ผลดงักล่าวน าไปสู่การคัง่ของสารท่ีมีอนัตราย
ต่อร่างกายหลายชนิด ท่ีเรียกวา่ uremic toxin ซ่ึงสารเหล่าน้ี จะน าไปสู่อาการขา้งเคียงของโรค
หลายชนิด ท่ีเกิดข้ึนกบัระบบต่าง ๆ ของร่างกายท่ีส าคญั เช่น ระบบประสาทส่วนกลางจะเกิดภาวะ 
uremic encephalopathy ระบบหวัใจและหลอดเลือด จะพบภาวะ Ishemic cardiomyopathy , 
dilated cardiomyopathy รวมถึงภาวะ uremic pericarditis ระบบต่อมไร้ท่อจะพบภาวะความ
ผดิปกติของ hypothalamic – pituitary – target gland axis  ท าใหเ้กิด hypogonadism, delayed 
puberty, anovulation , infertility และ impotence   ระบบท่ีส าคญัท่ีไดรั้บผลกระทบอยา่งมาก  คือ 
ระบบเซลลเ์มด็เลือด  ซ่ึงจะมีผลต่อการท างานของเซลลท์ั้งหมด คือ เมด็เลือดแดงจะพบภาวะซีด
จากการขาดสาร erythropoietin (ลุวรีะ และ คณะ, 1993; Eschbach et al., 1990; Zehnder et al., 
1992) ซ่ึงสร้างจาก proximal tubular cells และ interstitial cells ซ่ึงจะพบเม่ือไตถูกท าลาย มากกวา่ 
3 ใน 4 นอกจากภาวะซีด แลว้ยงัพบมีการท างานของเกล็ดเลือด ท่ีต ่าลง ร่วมกบัความผิดปรกติของ
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เซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนั เช่น neutrophils และ lymphocytes ปัจจยัเหล่าน้ีจะน าไปสู่ภาวะเลือด
แขง็ตวัผดิปกติและการติดเช้ือสูงข้ึน 

ภาวะซีด (Anemia) ถือเป็นภาวะท่ีส าคญัท่ีพบในผูป่้วยไตวายเร้ือรัง (chronic renal 
failure) ซ่ึงส่งผลกระทบใหคุ้ณภาพชีวติของผูป่้วยลดลงเป็นอยา่งมากและเป็นสาเหตุของการเกิด
อาการขา้งเคียงอ่ืนตามมาเพิ่มข้ึน เช่น โรคหวัใจ เป็นตน้  นอกจากน้ียงัเป็นสาเหตุของการเสียชีวติ
ในผูป่้วยโรคไตวายได ้ การศึกษาอตัราการตายในผูป่้วยไตวายเร้ือรังท่ีไดรั้บการรักษาโดยการลา้ง
ไต ทั้งแบบ hemodialysis และ peritoneum dialysis จ านวนรวม 855 คน  เป็นเวลานาน 15 ปี 
(Cannella  et al., 1990) พบวา่ระดบั  hemoglobin ในเลือดเป็นตวับ่งช้ีถึงอตัราการตายของผูป่้วย
เป็นอยา่งดี  โดยพบวา่ผูป่้วยท่ีมีระดบั  hemoglobin ต ่ากวา่ 12 g/dl  มีอตัราการตายสูงกวา่ผูป่้วยท่ีมี
ระดบั hemoglobin ในเลือดนอ้ยกวา่ 12 g/dl ประมาณ 2.13 เท่า และ 1.85 เท่า ในกลุ่มผูป่้วยท่ี
ไดรั้บ hemodialysis และ peritoneal dialysis ตามล าดบั นอกจากการศึกษาแบบเทียบอตัราการตาย 
และเวลาท่ีตอ้งรักษาตวัในโรงพยาบาล  เปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มท่ีมีระดบั  hemoglobin ในเลือด
ต่างกนั พบวา่ ระดบั hemoglobin ท่ีนอ้ยกวา่ 9 g/dl  มีโอกาสเสียชีวติจากโรคมากกวา่ผูป่้วยท่ีมีค่า 
hemoglobin ระหวา่ง 11-12 g/dl  ถึง 2.11 เท่า  และถา้ผูป่้วยมีระดบั  hemoglobin ระหวา่ง 12-13 
g/dl  พบวา่มีโอกาสเสียชีวติจากโรคเป็น 0.84 เท่า ของกลุ่มท่ีมี  hemoglobin ระหวา่ง 11-12 g/dl 
(Ofsthun  et al., 1992) นอกจากน้ีการศึกษาในผูป่้วยไตวายเร้ือรังท่ีไดรั้บการรักษาโดย 
hemodialysis จ านวน 5517 ราย เพื่อหาความสัมพนัธ์ระหวา่ง อตัราการตาย ในผูป่้วยและระดบั 
hemoglobin ในเลือด ในเวลา 1, 3 และ 6 เดือน ก่อนเสียชีวิต (Avram et al., 2003) พบวา่ระดบั 
hemoglobin ในเลือด 3 เดือนก่อนเสียชีวติ  มีความสัมพนัธ์กบัอตัราการตายของผูป่้วยอยา่งชดัเจน 
โดยในผูป่้วยท่ีมีระดบั hemoglobin <9 g/dl , 9-10 g/dl , 10-11 g/dl  มีความเส่ียงต่อการเสียชีวติ
จากโรค เป็น 1.74 , 1.25 , 1.22 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกบัผูป่้วยท่ีมีระดบั hemoglobin ระหวา่ง 11-12 
g/dl ตามล าดบั นอกจากน้ีการศึกษาผลต่อภาวะซีดต่ออาการในระบบหวัใจและหลอดเลือด พบวา่
ระดบั hemoglobin ท่ีลดลง ทุก ๆ 1 g/dl  เพิ่มความเส่ียงต่อการพบความผดิปกติในระบบหวัใจ คือ 
ภาวะ left ventricular dilation ถึง 1.46 เท่า และเพิ่มภาวะการเกิดภาวะหวัใจวาย ถึง 1.46 และ 1.28 
เท่า ในแบบ de novo และ recurrent heart failure ตามล าดบั (Foley et al., 1996)  จากขอ้มูล
ดงักล่าวจะเห็นไดว้า่ ภาวะซีดในผูป่้วยไตวายมีความส าคญัต่อคุณภาพชีวิตของผูป่้วย รวมถึงอตัรา
การตายของโรคอยา่งมาก 

โดยเหตุดงักล่าวการรักษาภาวะซีดในผูป่้วยไตวายเร้ือรัง เป็นส่ิงท่ีมีความจ าเป็นเพื่อลด
ผลขา้งเคียงต่าง ๆ ในผูป่้วย  ในปัจจุบนัวธีิการรักษาภาวะซีดในผูป่้วยไตวายเร้ือรังใชว้ิธีการให้
โปรตีน erythropoietin ฉีดใหผู้ป่้วย โดยโปรตีนท่ีใชเ้ป็นโปรตีนท่ีสังเคราะห์ข้ึนในหอ้งทดลอง 
(recombinant human erythropoietin) ซ่ึงมีปัญหาและขอ้ควรระวงัหลายประการ  ซ่ึงการรักษาใน
ปัจจุบนัจะใชว้ธีิการฉีด erythropoietin (EPO) ใหผู้ป่้วย 30-70 units/kg  2 คร้ังต่อสัปดาห์ ร่วมกบั
การใหเ้หล็ก โฟลิก วติามิน บี / ซี   อยา่งไรก็ตามการรักษาโดย การฉีด EPO มีค่าใชจ่้ายท่ีสูงมาก 
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เน่ืองจากตอ้งสั่งซ้ือจากต่างประเทศ ท าใหมี้ขอ้จ ากดัในการใชโ้ดยทัว่ไปการฉีด  erythropoietin ให้
ผูป่้วยจ าเป็นตอ้งเพิ่มระดบั erythropoietin ในเลือด สูงกวา่ระดบั base - line  40 – 200 mU/ml 
ดงันั้นจ าเป็นตอ้งฉีดให้ผูป่้วยไปอยา่งต่อเน่ืองไปตลอดชีวิต  เน่ืองจากระดบัโปรตีนในเลือดมีระยะ
คร่ึงอายท่ีุต ่า (3 – 48 ชม.) การฉีดยาท าใหมี้ระดบัโปรตีนท่ีไม่สม ่าเสมอ ท าใหไ้ดผ้ลการรักษาท่ีไม่
ดี  นอกจากน้ีโปรตีนท่ีใชรั้กษาส่วนใหญ่เป็น  recombinant protein ท่ีสร้างในหอ้งทดลอง โดยใช้
เซลลท่ี์ไม่ใช่มาจากมนุษย ์(nonhuman manmalial cells)  ท  าใหโ้ปรตีนท่ีไดมี้โครงสร้างต่างไปจาก
โปรตีนปกติในมนุษย ์เช่น มีความต่างกนัใน amino acid , glycosylation and formulation (Besarab 
et al, 2000)  โดยการศึกษาพบวา่สามารถตรวจพบ antibodies ต่อโปรตีนดงักล่าว ในผูป่้วยท่ีไดรั้บ
การรักษาโดย  recombinant erythropoietin ซ่ึงท าใหเ้กิดอนัตรายในผูป่้วยอยา่งรุนแรงและอาจ
เสียชีวติได ้(Bennett et al., 2004; Lippin et al., 2005) ขอ้จ ากดัอ่ืนๆไดแ้ก่การท่ีค่าใชจ่้ายในการซ้ือ
โปรตีน erythropoietin มีสูงมาก และท าใหมี้ผลต่อการตดัสินใจในการเลือกใชย้าดงักล่าวในผูป่้วย  
และอาจท าใหก้ารเร่ิมใชย้าชา้กวา่ท่ีควรเป็น ดงันั้นจึงมีแนวคิดท่ีจะน าวธีิการรักษาแนวใหม่มาใช ้
เพื่อรักษาภาวะซีดในผูป่้วยไตวายเร้ือรัง 
 การใชว้ธีิรักษาในแบบ gene therapy นบัเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการรักษาภาวะซีดใน
ผูป่้วยไตวายเร้ือรัง โดยมีหลกัการคือ ใช ้vector ท่ีอาจเป็น viral หรือ non – viral vector  เพื่อน าพา
ส่วนของยนีท่ีสร้างโปรตีนท่ีเราตอ้งการ เขา้สู่เซลลข์องผูป่้วย เพื่อใหเ้ซลลส์ามารถสร้างโปรตีนใน
ร่างกายผูป่้วยในระดบัท่ีมากพอ เพื่อใหผ้ลในการรักษา วิธีน้ีจะมีผลดีกวา่การฉีด recombinant 
protein หลายประการ เช่น ท าใหไ้ดโ้ปรตีนท่ีมีโครงสร้างเหมือนกบัโปรตีนปกติท่ีพบในร่างกาย
มนุษย ์ มีระดบัโปรตีนท่ีคงท่ีกวา่ ท าใหมี้ผลการรักษาท่ีดี มีค่าใชจ่้ายท่ีต ่ากวา่มาก และไม่ตอ้งฉีด
โปรตีนเขา้ร่างกายบ่อย ๆ ท าใหมี้ความสะดวกในการดูแลผูป่้วย นอกจากน้ีจะไม่ท าใหเ้กิด 
antibodies ต่อโปรตีน ดงันั้น วธีิการรักษาโดยเทคนิค gene therapy ถือเป็นการรักษาท่ีควรไดรั้บ
การพฒันาใหมี้ประสิทธิภาพสูงและใชใ้นผูป่้วยไดอ้ยา่งปลอดภยั   การสร้างแหล่งการผลิตเซลล์
เมด็เลือดแดงไดเ้องอยา่งถาวรดว้ยเทคโนโลยเีซลลต์น้ก าเนิดบ าบดั โดยไม่ตอ้งฉีด erythropoietin 
ใหแ้ก่ผูป่้วยก็เป็นอีกหน่ึงวธีิท่ีน่าสนใจและสามารถท าใหผู้ป่้วยหายขาดจากภาวะโลหิตจางได ้เพิ่ม
โอกาสการรอดชีวติและคุณภาพชีวติของผูป่้วยก็จะดีข้ึนตามล าดบั 

องคค์วามรู้ใหม่ของเทคโนโลยยีนีบ าบดัและเซลลต์น้ก าเนิดบ าบดัท่ีไดจ้ากโครงการวิจยัน้ี
จะเป็นองคค์วามรู้ท่ีส าคญัในการน ามาใชรั้กษาโรคภาวะโลหิตจางซ่ึงยงัไม่มีผูใ้ดท ามาก่อนและ
เป็นวธีิท่ีมีประสิทธิภาพสูง ในการรักษาภาวะโลหิตจางสูงใหห้มดไปได ้โดยมีค่าใชจ่้ายในการ
รักษาต ่ากวา่วธีิให ้recombinant erythropoietin มาก   และมีความปลอดภยัสูง เหมาะส าหรับการ
พฒันาเพื่อน าไปสู่การรักษาโรคในทางคลินิกต่อไปในอนาคต ซ่ึงจะเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพการ
แกไ้ขภาวะ anemiaในผูป่้วยโรคไตวายและโรคอ่ืนท่ีมีภาวะดงักล่าว ซ่ึงจะช่วยเพิ่มคุณภาพชีวติ
และลดค่าใชจ่้ายในการรักษาแก่ผูป่้วย ซ่ึงทา้ยท่ีสุดจะส่งผลท่ีดีต่อประเทศไทยโดยส่วนรวม   
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 จากขอ้จ ากดัในการใช ้recombinant erythropoietin ในการแกไ้ขภาวะซีดในผูป่้วยไตวาย
ดงัท่ีไดก้ล่าวแลว้ จึงมีความพยายามในการพฒันาวิธีการแบบใหม่เพื่อแกปั้ญหาดงักล่าว การใชว้ิธี
รักษาในแบบ gene therapy นบัเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีน่าสนใจ ในการรักษาภาวะซีดในผูป่้วยไต
วายเร้ือรัง เน่ืองจากมีประสิทธิภาพในการรักษาสูงกว่า และมีค่าใช้จ่ายต ่ากว่าวิธีแบบเดิม โดยมี
หลกัการคือ ใช ้vector ท่ีอาจเป็น viral หรือ non – viral vector  เพื่อน าพาส่วนของยีนท่ีสร้าง
โปรตีนท่ีตอ้งการ เขา้สู่เซลลใ์นตวัผูป่้วยเอง เพื่อให้เซลล์สามารถสร้างโปรตีนในร่างกายผูป่้วยใน
ระดบัท่ีมากพอ เพื่อให้ผลในการรักษา วิธีน้ีจะมีผลดีกว่าการฉีด recombinant protein หลาย
ประการ เช่น ท าให้ได้โปรตีนท่ีมีโครงสร้างเหมือนกบัโปรตีนปรกติท่ีพบในร่างกาย  มีระดับ
โปรตีนท่ีคงท่ีกว่า ท าให้มีผลการรักษาท่ีดี มีค่าใช้จ่ายท่ีต ่ากว่ามาก และไม่ตอ้งฉีดโปรตีนเข้า
ร่างกายบ่อย ๆ ท าให้มีความสะดวกในการดูแลผูป่้วย นอกจากน้ีจะไม่ท าให้เกิด antibodies ต่อ
โปรตีน ดงันั้น วิธีการรักษาโดยเทคนิค gene therapy ถือเป็นการรักษาท่ีควรไดรั้บการพฒันาให้มี
ประสิทธิภาพสูงและใชใ้นผูป่้วยไดอ้ยา่งปลอดภยั 

โครงการวิจยัน้ีจะท าการศึกษาและพฒันาเทคโนโลยียีนบ าบดัโดยการพฒันา Adeno-
associated viral vector ใหส้ร้าง Erythropoietin ไดอ้ยา่งถาวรในร่างกาย  รวมทั้งมีระดบัท่ีสูงพอใน
เลือดเพื่อแกไ้ขภาวะโลหิตจาง  การน า adeno-associated viral vector มาใชเ้ป็นพาหะในการน ายีน
เขา้สู่เซลลน์บัวา่เป็นวธีิท่ีน่าสนใจเน่ืองจากมีประสิทธิภาพในการน ายีนเขา้สู่เซลล์สูง และสามารถ
น ายีนเขา้สู่เซลล์ไดโ้ดยไม่ข้ึนกบัระยะการแบ่งตวัของเซลล์ (resting cells and deviding cells) 
นอกจากน้ี viral vector ดงักล่าวจะไม่แทรกเขา้ไปในโครโมโซมของเซลล์ ท าให้มีความปลอดภยั
มากยิ่งข้ึน และใชไ้ดดี้กบัเน้ือเยื่อเก่ียวพนัใตผ้ิวหนงั (subcutaneous tissue) และ กลา้มเน้ือ ท าให้
สะดวกและง่ายต่อการฉีดใหผู้ป่้วย  นอกจากน้ียงัสามารถกระตุน้การสร้างโปรตีนไดเ้ป็นเวลานาน 
(permanent expression of transgene)   หลงัจากสร้าง adeno-associated viral vector ขั้นต่อไปจะ
ท าการน าพา vector ดงักล่าวเขา้สู่เซลล์ human fibroblast cell line (HFF-1) ตามดว้ยการคดัเลือก
โคลนท่ีได้รับยีนบ าบดัเพื่อน าไปเพิ่มจ านวนต่อไป แล้วจึงทดสอบปริมาณการแสดงออกของ 
Erythropoietin gene ทั้งระดบั mRNA และโปรตีน ท่ีสร้างจากเซลล์ดงักล่าว ทา้ยสุดจะทดสอบ
ประสิทธิภาพของ EPO ท่ีสร้างไดต่้อความสามารถในการกระตุน้การสร้างเม็ดเลือดแดงในหลอด
ทดลอง ( In vitro) โดยใช ้human hematopoietic stem cell ท่ีกระตุน้มาจาก cord blood stem cells 
เป็นตน้แบบในการศึกษา  

องคค์วามรู้ใหม่ของเทคโนโลยยีนีบ าบดัและเซลลต์น้ก าเนิดบ าบดัท่ีไดจ้ากโครงการวิจยัน้ี
จะน าไปสู่การสร้างเทคโนโลยท่ีีส าคญัในการน ามาใชรั้กษาโรคภาวะโลหิตจางจากโรคไตวาย ซ่ึง
เป็นวธีิท่ีมีประสิทธิภาพสูง โดยมีค่าใชจ่้ายในการรักษาท่ีต ่า และมีความปลอดภยั เหมาะส าหรับ
การพฒันาเพื่อน าไปสู่การรักษาในทางคลินิกต่อไปในอนาคต ซ่ึงทั้งหมดน้ีหากผูป่้วยสามารถ
สร้างเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีปกติไดเ้องจะสามารถยติุการฉีด erythropoietin ใหแ้ก่ผูป่้วย ซ่ึงจะช่วย
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เพิ่มคุณภาพชีวติและลดค่าใชจ่้ายในการรักษาแก่ผูป่้วย ซ่ึงทา้ยท่ีสุดจะส่งผลท่ีดีต่อประเทศไทย
โดยส่วนรวม  

Erythropoietin เป็น glycoprotein ท่ีสร้างจาก proximal renal tubules โดยจะถูกควบคุม
การสร้างโดย ภาวะ hypoxia ซ่ึงเกิดข้ึนในโรคหลายอย่าง เช่น chronic renal failure โดย 
erythropoietin ท่ีสร้างข้ึนจะไปจบัและกระตุน้ receptor ท่ีอยู่บน erythroid progenitor cells 
(Sawyer et al., 1989) โดยพบวา่ในภาวะท่ีเกิด erythropoietin – receptor complex จะท าให ้
erythroid progenitor cell เจริญจนเป็น mature erythrocytes แต่ในภาวะท่ีไม่มี erythropoietin เซลล ์
erythroid progenitor จะตายไป (Koury et al., 1990) ภาวะปกติ ปริมาณ EPO ในเลือดเป็น 10 – 20 
U/Lite ซ่ึงเพียงพอในการกระตุน้การสร้าง red blood cell ให้เป็นปรกติและไม่มีภาวะ hypoxia ท า
ให้ปริมาณ erythropoietin อยู่ใน base – line level อย่างไรก็ตามในภาวะ anemia ระดบั 
erythropoietin ในเลือดจะมีระดบัท่ีสูงข้ึน แบบ exponential โดยพบวา่เม่ือมี hematocrit เป็น 20% 
จะมีการเพิ่มของ ระดบั erythropoietin ในเลือดถึง 100 เท่า   

ยนี Erythropoietin ในมนุษยอ์ยูบ่น chromosome ท่ี 7 (7pter – q22) มีขนาดของยีน 5.4 kb 
(Watkins et al., 1986; Powell et al 1986; Law et al., 1986; Jacob et al., 1985; Lin et al., 1985, 
Smalling et al., 1985) ซ่ึงจะสร้างโปรตีนท่ีประกอบดว้ย 193 amino acid โดยโปรตีนจะถูกตดัเอา 
amino acid จ านวน 27 ตวั ออกจากบริเวณ N – terminus ในระหวา่งการหลัง่ออกนอกเซลล์ และ
จะท าให้ไดโ้ปรตีนขนาด 18 Kd (Lai et al, 1986)  นอกจากน้ีโปรตีนยงัมีการเปล่ียนแปลงอ่ืน ๆ 
เช่น glycosylation เพื่อให้มีการท างานไดเ้ต็มท่ี (Lai et al, 1986) Erythropoietin ในมนุษยถู์กสร้าง
จากเซลล์ไตเป็นส่วนใหญ่ โดยพบวา่เซลล์ท่ีสร้าง เป็นเซลล์ท่ีอยูใ่น interstitium ของ renal cortex 
โดยพบวา่ ในภาวะ hypoxia กระตุน้ให้เซลล์ดงักล่าวมีจ านวนมากข้ึน (Koury et al., 1989) ใน
ภาวะคนไขท่ี้เป็น end – stage renal disease และ anemia พบวา่ปริมาณ erythropoietin ลดต ่าลง
อยา่งมาก แต่จะกลบัสู่ระดบัปกติเม่ือไดรั้บการปลูกถ่ายไต (Denny et al, 1986)  Erythropoietin จะ
ท างานผา่นการกระตุน้ erythropoietin receptor ท่ีอยูบ่นผิวเซลล์ตน้ก าเนิดเม็ดเลือดแดง  ซ่ึงไดแ้ก่ 
CFU–E และ BFU–E โดย BFU–E ตอ้งการ GM–CSF หรือ IL3 นอกเหนือจาก erythropoietin ใน
การเจริญเติบโต เป็น mature erythroid cells (Emerson et al., 1988; Emerson et al., 1985)    
การศึกษาพบวา่ BFU – E มีจ านวน erythropoietin receptor ท่ีต  ่ากวา่ CFU–E และมีการตอบสนอง
ต่อ erythropoietin ต  ่ากว่า ท าให้เช่ือว่าระดับ erythropoietin receptor มีความส าคัญในการ
ตอบสนองของ progenitor cells ต่อ erythropoietin  โดยพบว่า เซลล์เม็ดเลือดแดงในระยะ 
basophilic erythroblast และเซลล์ในระยะต่อมา มีระดบั erythropoietin receptor ต ่าลง พร้อมกบั
การท่ีไม่พึ่งพา erythropoietin ในการเจริญเติบโต (Koury et al., 1990; Sawyer et al., 1987) 
การศึกษากลไกการท างานของ erythropoietin พบวา่ผา่นทาง JAK–2 kinase ซ่ึงถูกกระตุน้เม่ือมี
การจบัของ erythropoietin บน receptor จากนั้นจะมีการเกิด tyrosine phosphorylation ของโปรตีน
หลายตวั โดยเฉพาะ STAT–5 ซ่ึงน าไปสู่การเจริญเติบโตของเซลล ์(Lacombe et al., 1999) 
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 มีการศึกษาไม่มากนกั เพื่อใชเ้ทคนิค gene therapy  เพื่อสร้าง erythropoietin ในเซลล์ เพื่อ
หวงัผลในการประยุกต์ใช้ในผูป่้วย ตวัอย่างเช่น การศึกษาโดยใช้ adenoviral vector เพื่อสร้าง 
erythropoietin (EPO) ในเซลล์ใตผ้ิวหนงัของผูป่้วยไตวายเร้ือรัง จ  านวน 10 คน (Verhelst et al., 
2004) พบว่าสามารถกระตุน้การสร้างโปรตีนในเซลล์ และเม่ือฉีดเซลล์เขา้ผูป่้วย (Intradermal 
implantation) สามารถตรวจระดบั โปรตีน EPO ไดต้ั้งแต่วนัท่ี 1 หลงั tissue implantation และ 
สามารถตรวจพบไดน้าน 14 วนั หลงัการฉีดเน้ือเยื่อดงักล่าว  การศึกษาดงักล่าวไม่พบผลขา้งเคียง
ในผูป่้วยท่ีร้ายแรง  อย่างไรก็ตาม การตรวจเน้ือเยื่อท่ีไดรั้บ viral vector ในผูป่้วย พบว่ามีการ
กระตุน้เซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนัอยา่งมาก  
 ผลการศึกษาดงักล่าวน้ีใช ้adenoviral vector ซ่ึงเช่ือว่าอาจกระตุน้ immune system ได ้
และการแสดงออกของยีนเป็นแบบชั่วคราว เหตุผลดงักล่าวการใช้วิธีอ่ืน ๆ เช่น ใช้ retroviral 
vector หรือ lentivirus vector จึงไดรั้บความสนใจในการน ามาใชใ้นการสร้าง EPO เพื่อน าไปรักษา
ในผูป่้วยภาวะซีดจากไตวาย  การศึกษาส่วนใหญ่ เป็นการศึกษาในสัตวท์ดลอง เช่น มีการใช ้
retrovirus vector เพื่อสร้าง EPO ในเน้ือเยือ่ของหนูในลกัษณะ  ex vivo หลงัจากฉีดเน้ือเยื่อท่ีไดรั้บ
ยีนบ าบดัดงักล่าว เขา้ไปยงัตวัหนู (intraperitoneal transplantation) พบวา่สามารถตรวจวดั EPO 
ไดใ้นเลือด (Einbinder et al., 2003, 27) นอกจากการศึกษาโดยใช ้ DBA/2FG-pcy mouse model of 
polycystic kidney disease พบวา่ สามารถกระตุน้การสร้าง EPO ในหนู หลงัจากฉีด adenoviral 
vector ท่ีสร้าง EPO เขา้สู่ช่องทอ้งของหนู (Osada et al., 1999) โดยท าให้หนูมีระดบั  hematocrit 
และ reticulocyte count ท่ีสูงข้ึนได ้แต่อยา่งไรก็ตามผลท่ีเกิดข้ึนมีลกัษณะแบบ transient ซ่ึงอยา่ง
นอ้ยอธิบายไดจ้าก ชนิดของ virus vector ท่ีใช ้ การศึกษาอ่ืนใช ้transgenic mouse strain 134.3 Lc, 
Epo – Tag H  ซ่ึงไม่สามารถสร้าง EPO ได ้พบวา่เม่ือใชเ้ซลลก์ลา้มเน้ือท่ีไดรั้บยีนบ าบดั(transgene) 
ท่ีสร้าง EPO สามารถตรวจพบระดบั EPO ในเลือด แบบชัว่คราวได ้(Bohn et al 2000)  
 การศึกษาในสัตวท่ี์ใกลเ้คียงกบัมนุษย ์คือ non – human primate โดยใช ้adenoassociated 
virus (AAV) ท่ีสร้าง EPO พบวา่เม่ือฉีด vector สู่เซลล์กลา้มเน้ือ และเซลล์ปอด ของสัตวด์งักล่าว 
(Chenuaud et al., 2004; Gao et al., 2004) สามารถตรวจพบระดบั EPO สูงข้ึนในเลือด  อยา่งไรก็
ตามในสัตวท์ดลอง บางส่วน เกิดภาวะ autoimmune anemia ท่ีพบร่วมกบั anti – EPO antibody ใน
เลือด  นอกจากการรักษาภาวะ anemia ใน โรคไตวายแลว้ ยงัมีการศึกษาอ่ืน เพื่อวิเคราะห์ผลของ 
EPO – expression vector ต่อภาวะซีดท่ีเกิดในโรค thalassemia โดยกลุ่มจาก Pasteur Institute ได้
ศึกษาผลใน mouse model of  - thalassemia (Bohn et al, 2000) พบวา่เม่ือน า adenovirus – 
associated virus (AAV) เขา้สู่เซลล์กลา้มเน้ือของหนู ส่งผลให้มีการสร้าง EPO ในเลือด ร่วมกบั
การกระตุน้ - minor globin (the mouse equivalent to human - globin)  ตามดว้ยภาวะการสร้าง
เม็ดเลือดแดงท่ีดีข้ึน (Bohn et al.o, 2000)  ผลงานวิจยัจากกลุ่มอ่ืน (Dalle et al., 1999) ก็ให้ผลท่ี
คลา้ยกนั  ดงันั้นจะเห็นวา่ วธีิการ gene therapy เพื่อกระตุน้การสร้าง EPO ในผูป่้วยเอง  เป็นวิธีท่ีมี
ผลดีกวา่การรักษาแบบเดิม และสามารถพฒันาน าไปสู่การใชใ้นทางคลินิกได ้ในอนาคต  อยา่งไร
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ก็ตามจ าเป็นตอ้งมีการพฒันาวิธีการให้มีประสิทธิภาพสูงข้ึน  โดยเฉพาะให้มีการสร้างไดอ้ย่าง
ถาวร  และมีระดบัท่ีสูงพอในเลือดเพื่อแกไ้ขภาวะโลหิตจางในผูป่้วย   รวมทั้งมีความปลอดภยัมาก
ข้ึน  การน า lentivirus vector  เป็นวิธีการท่ีน่าสนใจ เน่ืองจากมีประสิทธิภาพในการเขา้สู่เซลล์ท่ี
ดีกวา่ และสามารถกระตุน้การสร้างโปรตีนไดเ้ป็นเวลานานกวา่ ดงันั้น ในงานวิจยัท่ีเสนอน้ีจะมุ่ง
เพื่อพฒันา  lentivirus vector มาใชใ้นงานดงักล่าว เพื่อสร้าง Erythropoietin ท่ีสามารถพฒันาไปใช้
ในผูป่้วยไดใ้นอนาคต  โดยการทดลองน้ีจะใช ้Lentivirus vector ในการน าพา erythropoietin gene 
เขา้สู่เซลลเ์น้ือเยือ่เก่ียวพนั (human fibroblast cell line, HFF-1) ท่ีเล้ียงในห้องปฏิบติัการ จากนั้นจึง
วิเคราะห์การสร้างโปรตีน Erythropoietin จากเซลล์ดงักล่าว รวมทั้งผลต่อการกระตุน้การสร้าง
เซลล์เม็ดเลือดแดงจาก human hemetopoietic stem cell ในหลอดทดลอง นอกจากน้ี lentivirus 
vector ท่ีจะใช้ในการทดลองน้ีจะถูกปรับปรุงให้มีความปลอดภยัข้ึน โดยตดัต่อเอาส่วนของ 
suicidal gene (Thymidine kinase) เขา้สู่ vector ดงักล่าว ซ่ึงควมคุมการแสดงออกโดย inducible 
promoter เพื่อป้องกนัอนัตรายจาก insertional mutagenesis ท่ีอาจเกิดข้ึนไดแ้มมี้โอกาสนอ้ยก็ตาม 

องค์ความรู้ใหม่ของเทคโนโลยียีนบ าบัดและเซลล์ต้นก า เนิดบ าบัดท่ีได้จาก
โครงการวจิยัน้ีจะเป็นองคค์วามรู้ท่ีส าคญัในการน ามาใชรั้กษาโรคภาวะโลหิตจางซ่ึงยงัไม่มีผูใ้ดท า
มาก่อนและเป็นวธีิท่ีมีประสิทธิภาพสูง ในการรักษาภาวะโลหิตจางเร้ือรังไดโ้ดยมีค่าใชจ่้ายในการ
รักษาต ่า และมีความปลอดภยัสูงมากกวา่วิธีการอ่ืน   เหมาะส าหรับการพฒันาเพื่อน าไปสู่การ
รักษาโรคในทางคลินิกต่อไปในอนาคต ซ่ึงจะเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพการรักษาภาวะโลหิตจาง
จากโรคไตวายและโรคอ่ืนท่ีมีภาวะดงักล่าว ช่วยเพิ่มคุณภาพชีวิตและลดค่าใชจ่้ายในการรักษาแก่
ผูป่้วย นอกจากน้ีเทคนิคดงักล่าวยงัสามารถน าไปประยุกต์ ใช้ในการรักษาโรคอ่ืนๆ โดยเฉพาะ
โรคทางพนัธุกรรมเช่น Thalassemia ซ่ึงทา้ยท่ีสุดจะส่งผลท่ีดีต่อกระบวนการดูแลรักษาผูป่้วยของ
ประเทศโดยส่วนรวม   
 
1.2 วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

1. ผลิต Adeno-associated viral vector ท่ีสามารถสร้าง Erytropoietin เพื่อน าไปพฒันาต่อ
ยอดใชใ้นการรักษาภาวะโลหิตจางในผูป่้วยโรคไตวายเร้ิอรัง 

2. สร้าง human fibroblast cells ท่ีสามารถสร้าง Erythropoietin (EPO) ท่ีมีปริมาณเพียง
พอท่ีจะกระตุน้การสร้างเม็ดเลือดแดง และสามารถน าไปใชใ้นการท าวจิยัต่อยอดในระยะ
ต่อไป 

 

1.3 ขอบเขตของโครงการวจัิย 
งานวจิยัน้ีจะศึกษาการรักษาภาวะโลหิตจางในโรคไตวาย ดว้ยการผลิต erythropoietinโดย

ใชรู้ปแบบการศึกษาแบบ In vitro (experimental study) โดยเลือกใช ้Adeno-associated viral 
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vector ในการน าพาส่วนของยนี Erythropoietin เขา้สู่ human fibroblast cell ซ่ึงจะมีผลใหเ้ซลล์
ดงักล่าวสามารถสร้าง Erythropoietin (EPO) อยา่งถาวร  จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพการสร้าง 
EPO ทั้งระดบั mRNA และโปรตีน เพื่อยนืยนัประสิทธิภาพในการผลิตโปรตีน Erythropoietin วา่
สามารถพฒันาต่อยอดเพื่อการรักษาในผูป่้วยไดห้รือไม่ การน า Adeno-associated viral vector มา
ใชเ้ป็นพาหะในการน ายนีเขา้สู่เซลลน์บัวา่เป็นวธีิท่ีดีเน่ืองจากมีประสิทธิภาพในการน ายีนเขา้สู่
เซลลสู์ง และสามารถน ายนีเขา้สู่เซลลไ์ดโ้ดยไม่ข้ึนกบัระยะการแบ่งตวัของเซลล ์(resting cells 
and deviding cells) นอกจากน้ี viral vector ดงักล่าวจะไมแ่ทรกเขา้ไปในโครโมโซมของเซลล ์ท า
ใหมี้ความปลอดภยัมากยิง่ข้ึน และใชไ้ดดี้กบัเน้ือเยื่อเก่ียวพนัใตผ้วิหนงั (subcutaneous tissue) และ 
กลา้มเน้ือ ท าใหส้ะดวกและง่ายต่อการฉีดใหผู้ป่้วย   
 
1.4 วธีิการด าเนินการวจัิยโดยย่อ 

โครงการวิจยัน้ีจะท าการศึกษาและพฒันาเทคโนโลยียีนบ าบดัโดยการพฒันา Adeno-
associated viral vector ใหส้ร้าง Erythropoietin ไดอ้ยา่งถาวรในร่างกาย  รวมทั้งมีระดบัท่ีสูงพอใน
เลือดเพื่อแก้ไขภาวะโลหิตจาง  นอกจากน้ียงัสามารถกระตุน้การสร้างโปรตีนไดเ้ป็นเวลานาน 
(permanent expression of transgene)   โดยการท าวิจยัประกอบดว้ยขั้นตอนหลกัๆ ไดแ้ก่ ขั้นตอน
การสร้าง Adeno-associated viral vector ท่ีมีส่วนประกอบของยีน erythropoietin ขั้นตอนการ
น าพา vector ดงักล่าวเขา้สู่เซลล์ human fibroblast cell line ขั้นตอน การคดัเลือกโคลนท่ีไดรั้บยีน
บ าบัดเพื่อน าไปเพิ่มจ านวนต่อไป และขั้ นตอนการทดสอบปริมาณการแสดงออกของ 
Erythropoietin gene ทั้งระดบั mRNA และโปรตีน ท่ีสร้างจากเซลล์  
 
1.5 ประโยชน์ทีไ่ด้รับ 
              1.     ไดก้ระบวนการยนีบ าบดัท่ีมีประสิทธิภาพในการรักษาภาวะโลหิตจางและมี
ผลขา้งเคียงนอ้ยท่ีสุด 

2.      ไดเ้ซลลบ์  าบดัท่ีสามารถใชใ้นการศึกษาต่อยอดในสัตวท์ดลอง ในการรักษาภาวะ
โลหิตจาง 

หน่วยงานท่ีน าผลการวจิยัไปใชป้ระโยชน์ 
ผูป่้วยและ  ครอบครัว มหาวิทยาลยั โรงพยาบาล วงการแพทย ์บริษทัเอกชน นกัวชิาการ ผูท่ี้   
เก่ียวขอ้งและผูส้นใจทัว่ไป  
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    บทที ่2 
   เน้ือเร่ือง 

2.1 ระเบียบวธีิด าเนินการวจัิย 
1 การเตรียม Erythropoietin-expressing  Lentiviral vector  
ได้ด าเนินการวจัิยตามขั้นตอนเพ่ือให้ได้ Lentiviral vector ทีส่ามารถกระตุ้นการสร้าง
โปรตีน Erythropoietin ใน human fibroblast cells ดังนี้ 

- เพิม่ปริมาณ Lentivirual vector และ packaging vector เพ่ือใช้ในการ 
transfect เข้าสู่  packaging cells  

การวจิยัน้ีใช ้ lentivirus vector ชนิด pLenti 7.3/V5-DEST Gateway vector  และ  
packaging vectors ท่ีประกอบดว้ย pLP1, pLP2, pLP/VSV vectors โดยการ 
transform vector ดงักล่าว เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย (supercompetent cells, One Shot 
Stbl™ Competent E.coli) ปล่อยใหแ้บคทีเรียเจริญใน LB agar ทีมี ampicillin ผสม
อยู ่ เลือก clone แลว้จึงเล้ียง clone ใหมี้ปริมาณมากใน LB broth เพื่อน าไปสกดั 
plasmid โดยวธีิ Column purification method (PureLinkTM HiPure Plasmid 
Mediprep Kit, Invitrogen, CA, USA) 

- สร้างส่วนของ cDNA ซ่ึงประกอบด้วย complete coding sequence ของ 
Human erythropoietin gene และ clone เข้าสู่ pCR®8/GW/TOPO® 
vector (Invitrogen). 

ใชว้ธีิ RT-PCR ในการสร้างส่วนของ complete coding DNA  ของ Human 
erythropoietin gene เพื่อน าไปสอดแทรกเขา้สู่ pCR® 8/GW/TOPO®  vector 
(Invitrogen, CA, USA)  
- ท าการย้ายส่วน cDNA of EPO gene เข้าสู่ pLenti 7.3/V5-DEST Gateway 

vector  โดยใชเ้ทคนิค LR recombination 
ไดท้  าการยา้ย cDNA of EPO gene เขา้สู่ pLenti 7.3/V5-DEST Gateway vector โดยใช้
เทคนิค recombination  
ทั้งน้ีไดแ้สดงต าแหน่ง และ sequence ของ primers ดงัภาพที ่1 และ ขนาดของ PCR 
product ท่ี amplifyไดด้งั Table 1 
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Figure 1 แผนภูมิแสดง ต าแหน่งของ primers ทีใ่ช้ในการ screen Lentiviral vector ทีม่ี 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
363-384

CMV-F
-205bp

V5-R
120bp20bp 19bp
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Table 1 แสดง primer sequences และขนาดของ PCR product ที ่amplifyได้ ซ่ึงใช้ในการคัด
กรองหา Lentiviral vector ทีม่ี EPO cDNA 
 

2. การสร้าง Lentivirual vector และ การน า Lentivirual vector ทีม่ียีน erythropoietin 
อยู่เข้าสู่เซลล์  
ไดท้  าการสร้าง Lentiviral vector โดยใช ้packaging cells (293T packaging cell lines) โดย

การ Transfect plasmids ทั้ง 4 ชนิดเขา้สู่เซลล ์ดงักล่าว ไดแ้ก่ packaging plasmids 3 ชนิด คือ pLP1 
(gag/pol), pLP2 (rev),  pLPv (env) และ Lentiviral plasmid เขา้สู่เซลล ์จากนั้นปล่อยใหเ้ซลล ์
สร้างไวรัส และปล่อยออกมาสู่ อาหารเล้ียงเซลล ์ซ่ึงสามารถน าไปใชใ้นการ transduction เขา้สู่
เซลลเ์ป้าหมายต่อไป  

จากนั้นไดท้  าการทดลองในการ น า Lentiviral vector ท่ีเป็น empty vector ซ่ึงไม่มีส่วน
ของ ยนี erythropoietin แต่สามารถกระตุน้การแสดงออกของ GFP (green fluorescent protein) ใน
เซลลเ์ป้าหมายได ้โดยวธีิ transduction ทั้งน้ีเพื่อใชใ้นการบอกประสิทธิภาพของการน าพา 
Lentiviral vector เขา้เซลลเ์ป้าหมาย 
 
 
 

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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3. การเตรียม Erythropoietin-expressing adeno-associated viral vector  
ไดด้ าเนินการวิจยัเพื่อใหไ้ด ้adeno-associated viral vector (hrGFP-AAV) ท่ีสามารถสร้าง
โปรตีน Erythropoietin ใน human fibroblast cells ดงัน้ี 

- เพิ่มปริมาณ adenoassociated viral vector (hrGFP-AAV) และ pHelper and 
pAAV-RC vectors เพื่อใชใ้นการ transfect เขา้สู่  packaging cells โดยการ 
transform vector ดงักล่าว เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย (supercompetent cells) ปล่อยให้
แบคทีเรียเจริญใน LB agar ทีมี ampicillin ผสมอยู ่เลือก clone แลว้จึงเล้ียง clone 
ใหมี้ปริมาณมากใน LB broth เพื่อน าไปสกดั plasmid โดยวธีิ Column 
purification method (PureLinkTM HiPure Plasmid Mediprep Kit) 

   - สร้าง cDNA ของ erythropoietin gene ซ่ึงประกอบดว้ย complete coding 
sequence ของ human erythropoietin gene และ clone เขา้สู่ hrGFP-AAV 

   - การสร้าง EPO-pAAV viral vector โดยการน าพา vectors 3 ชนิด คือ 
adenoassociated viral vector (hrGFP-AAV) และ pHelper and pAAV-RC vectors เขา้สู่ 
packaging cell (AAV-293) จากนั้นท าการแยก AAV virus ท่ีไดเ้พื่อน าไปใชใ้นการ
กระตุน้การแสดงออกของยนี erythropoietin ในเซลลเ์ป้าหมาย 

   - การน า AAV ไปกระตุน้การแสดงออกของยนี ในเซลลเ์ป้าหมาย (human 
fibroblast) 

4.  การเลีย้งเซลล์ลายในห้องปฏิบัติการ 
เล้ียง fibroblast cell line HFF-1 ท่ีซ้ือจาก ATCC (American Type Cell Culture, VA, 

USA)ในน ้าเล้ียงเซลลช์นิด DMEM medium ท่ีถูกเสริมดว้ย 10% Fetal bovine serum เซลลถู์ก
ปล่อยใหเ้จริญเติบโตในตูอ้บ 37°C ท่ีมี 5% CO2  เซลลจ์ะถูกปล่อยใหเ้จริญจนไดค้วามหนาแน่น
ประมาณ 80% แลว้จึงถูก trypsinized และ subculture ในอตัราท่ีเหมาะสม 

 
5. การวดัการแสดงออกของ erythropoietin ในระดับ RNA และ โปรตีน 

น า fibroblast cell line ท่ีไดรั้บยนีบ าบดั มาตรวจสอบวา่มีการแสดงออกของ 
erythropoietin ในระดบั RNA และ โปรตีนหรือไม่โดย วิธี PCR และ ELISA ตามล าดบั  

5.1 วธีิ RT-PCR ในการวดัการแสดงออกของ erythropoietin ในระดบั RNA ท่ีถือ
เป็นวธีิท่ีมีความไว และความจ าเพาะสูงในการตรวจปริมาณ mRNA ของยนีท่ีสนใจ โดย
มีวธีิการโดยสังเขปดงัน้ี 

- สกดั Total RNA หรือ mRNA จากเซลลโ์ดยใช ้Trizol  reagent โดยจะเก็บ 
RNA ท่ีไดใ้น   

   DEPC water ท่ีมี RNAse inhibitor ผสมอยู ่
-  วดัปริมาณ RNA ท่ีไดโ้ดย spectrophotometer 
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- น า RNA ท่ีไดไ้ปใชใ้นปฏิกริยา Reverse transcription ท่ีประกอบดว้ย 75 mM 
KCl, 50  

   mM Tris (pH 8.3), 3 mM MgCl2, 500 mM dNTPs และ 2 µM Primers โดย
ปล่อยใหเ้กิด   

   ปฏิกริยา ท่ี 42°C เป็นเวลา 1 ชม. จากนั้นจึงท าลาย MMLV โดยอบท่ีอุณหภูมิ 
95°C 5 

   นาที 
- น า cDNA ท่ีไดไ้ปใชใ้นปฏ าริยา PCR ซ่ึงประกอบดว้ย 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 
-  ท าปฏิกริยา PCR โดยใชเ้คร่ือง Thermocycler โดยใชภ้าวะดงัน้ี, Denaturation 

95°C 1   
    นาที, Annealing  ท่ี 60 °C 30 วนิาที และ Extension ท่ี 72°C เป็นเวลา 1 นาที 

และท าปฏิกิริยารวม 40 รอบ 
     

5.2 ตรวจวดัระดบั โปรตีน Erythropoietin โดยเทคนิค ElISA             
      ท าการตรวจวิเคราะห์ผลการแสดงออกของโปรตีน erythropoietin ท่ีหลัง่ออกจาก
เซลล ์ดว้ยวธีิ ELISA โดยใช ้ELISA Kit (R&D system, MN, USA) จากนั้นตรวจสอบหา
ปริมาณ erythropoietin โดยเคร่ือง ELISA Reader วธีิการทดลองมีขั้นตอนดงัน้ี 

1 ขั้นตอนการสกดัโปรตีนจากเซลล ์ท าดงัน้ี 
       1.1 น าเซลลท่ี์เตรียมไดอ้อกจาก -20 องศาเซลเซียส 
       1.2 ละลายตะกอนเซลลด์ว้ย CelLytic M reagent (Cat no C2978: Sigma, MO,   

USA) ปริมาตร 250  
ไมโครลิตร/ตวัอยา่ง 

       1.3 ใชปิ้เปตเพื่อ re-suspend เซลลใ์หท้ัว่ถึง 
       1.4 incubate เป็นเวลา 15 นาที โดยเขยา่บน shaker 
       1.5 ป่ัน lysed cells ดว้ยความเร็วรอบ 15000 x g เป็นเวลา 15 นาที เพื่อตกตะกอน 
            เศษเซลล ์
       1.6 ใชปิ้เปตดูดเอา Protein supernatant และใส่ลงใน 1.5 microcentrifuge tube  

 sterile 
 1.7 เก็บโปรตีนท่ีไดใ้นถงัน ้าแขง็ เพื่อใชง้านต่อไป 
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2. ขั้นตอนการท า EPO ELISA ท าดงัน้ี 
  2.1 ใชปิ้เปตดูดสาร Erythropoietin Assay Diluent ลงในแต่ละ well ของ 96 well    

           plate โดยใช ้well ละ 100 ไมโครลิตร 
      2.2 ดูด EPO standard (0, 2.5, 5, 20, 50, 100, 200 mlU/ml) และ ตวัอยา่งโปรตีน 
           ท่ีสกดัได ้อยา่งละ 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละ well  
      2.3 incubate เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิห้อง 
      2.4 ใชปิ้เปตดูดสารในแต่ละ well ออก โดยไม่ตอ้งลา้ง well อีก 
      2.5 เติม Erythropoietin Conjugate ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ลงในแต่ละ well ปิด  
           well plate ดว้ยพลาสติกใส (adhesive strip) 
      2.6 incubate เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิห้อง 
      2.7 ดูดสารในแต่ละ well ออก และลา้งดว้ย 400 ไมโครลิตร Wash buffer  
      2.8 เตรียม substrate solution (color reagent A:color reagent B ในอตัราส่วน 1:1)  
             ใหเ้พียง  
             พอท่ีจะใช ้
      2.9 เติม substrate solution ปริมาณ 200 ไมโครลิตรลงในแต่ละ well และ   
             incubate เป็น    
             เวลา 25 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
     2.10 เติม 100 ไมโครลิตร stop solution ลงในแต่ละ well  
     2.11 น าไปวดัค่า O.D. ท่ี 450 nm ภายใน 15 นาทีหลงัหยดุปฎิกริยา (อาจอ่านค่าท่ี  
            450/600 nm ก็ได)้ 
     2.12 น าค่าท่ีวดัไดไ้ปค านวณหาความเขม้ขน้ของ EPO ดว้ยโปรแกรม four  
             parameter logistic (4PL) curve-fit 
 

2.2 ผลการวจัิย 
ผลการด าเนินงานทีไ่ด้ด าเนินการไปแล้วทั้งหมด 

1 การเตรียม Erythropoietin-expressing  Lentiviral vector  
ได้ด าเนินการวจัิยตามขั้นตอนเพ่ือให้ได้ Lentiviral vector ทีส่ามารถสร้างโปรตีน 
Erythropoietin ใน human fibroblast cells ดังนี ้

1.1 เพิม่ปริมาณ Lentivirual vector และ packaging vector เพ่ือใช้ในการ 
transfect เข้าสู่  packaging cells โดยงานส่วนนีไ้ด้เสร็จส้ินแล้ว 

การวจิยัน้ีใช ้lentivirus vector ชนิด pLenti 7.3/V5-DEST Gateway vector  และ  
packaging vectors ท่ีประกอบดว้ย pLP1, pLP2, pLP/VSV vectors โดยการ 
transform vector ดงักล่าว เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย (supercompetent cells) ปล่อยให้
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แบคทีเรียเจริญใน LB agar ทีมี ampicillin ผสมอยู ่เลือก clone แลว้จึงเล้ียง clone 
ใหมี้ปริมาณมากใน LB broth เพื่อน าไปสกดั plasmid โดยวธีิ Column 
purification method (PureLinkTM HiPure Plasmid Mediprep Kit) 

1.2 สร้างส่วนของ cDNA ซ่ึงประกอบด้วย complete coding sequence ของ 
Human erythropoietin gene และ clone เข้าสู่ pCR®8/GW/TOPO® 
vector (Invitrogen). 

การทดลองท่ีผา่นมาสามารถสร้างส่วนของ complete coding DNA  ของ 
Human erythropoietin gene เขา้สู่ pCR® 8/GW/TOPO®  vector (Invitrogen) ได้
แลว้ และสามารถแสดงผลการทดลองให้เห็นดงัภาพ ท่ี 2 ซ่ึงเป็นการท าการ
ทดลองโดยวธีิ PCR โดยใช ้pCR® 8/GW/TOPO®  vector ท่ีมีส่วนของ complete 
cDNA ของ erythropoietin gene อยู ่เป็นแม่แบบ (template) เพื่อ ยนืยนัวา่มีส่วน 
complete cDNA ของ erythropoietin gene อยู ่  โดยจากรูปแสดงใหเ้ห็นวา่ ได ้
PCR product ในขนาดท่ีถูกตอ้งคือ 582 bp  เม่ือตรวจวเิคราะห์โดย agarose gel 
electrophoresis with UV detection โดยผลการทดลองสามารถแสดงได ้ดงัภาพท่ี 
2 
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         Lane    1       2         

           

 

- PCR product showed expected sized 582 bp of EPO gene 

 

Figure 2 เป็นการท า PCR โดยใช ้pCR® 8/GW/TOPO®  vector ท่ีมีส่วนของ complete cDNA ของ 
erythropoietin gene อยู ่เป็นแม่แบบ (template) เพื่อ ยนืยนัวา่มีส่วน complete cDNA ของ 
erythropoietin gene อยู ่  โดยจากรูปแสดงใหเ้ห็นวา่ ได ้PCR product ในขนาดท่ีถูกตอ้งคือ 582 bp 

 
 
 
 

Lane 1: 100 bp ladder  
Lane 2: PCR product of pENTR221-EPO clone2 
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1.3 ท าการย้ายส่วน cDNA of EPO gene เข้าสู่ pLenti 7.3/V5-DEST 
Gateway vector  โดยใช้เทคนิค LR recombination 

ไดท้  าการยา้ย cDNA of EPO gene เขา้สู่ pLenti 7.3/V5-DEST Gateway vector ได้
ส าเร็จ และมี orientation ท่ีถูกตอ้ง ซ่ึงยนืยนัโดยใช ้primers รวม 3 คู่ ท่ี
ประกอบดว้ย ส่วนของ plasmid และ ส่วนของ EPO gene ในการท า PCR ไดแ้ก่  F-
EPO + R-EPO C3, CMV-F + InR-EPO C3 และ InF-EPO + V5-R C3โดยใหผ้ลดงั
ภาพท่ี 3 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 เป็นการท า PCR โดยใช ้pLenti 7.3/V5-DEST Gateway vector ท่ีมีส่วนของ complete 
cDNA ของ erythropoietin gene อยู ่เป็นแม่แบบ (template) เพื่อ ยนืยนัวา่มีส่วน complete cDNA 
ของ erythropoietin gene อยู ่และที orientation ท่ีถูกตอ้ง  โดยจากรูปแสดงใหเ้ห็นวา่ ได ้PCR 
product ในขนาดท่ีถูกตอ้งคือ 582 bp, 592 bp , 563 bp เม่ือใช ้primers 3 คู่ คือ F-EPO + R-EPO 
C3, CMV-F + InR-EPO C3 และ InF-EPO + V5-R C3 

 

 

      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 

  400 bp 
  500 bp 

   600 bp 
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2. การสร้าง Lentiviral vector และ การน า Lentiviral vector ทีม่ียีน erythropoietin อยู่
เข้าสู่เซลล์  

ไดท้  าการสร้าง Lentiviral vector โดยใช ้packaging cells (293T packaging cell lines) โดย
การ Transfect plasmids ทั้ง 4 ชนิดเขา้สู่เซลล ์ดงักล่าว ไดแ้ก่ packaging plasmids 3 ชนิด คือ pLP1 
(gag/pol), pLP2 (rev),  pLPv (env) และ Lentiviral plasmid เขา้สู่เซลล ์จากนั้นปล่อยใหเ้ซลล ์
สร้างไวรัส และปล่อยออกมาสู่ อาหารเล้ียงเซลล ์ซ่ึงสามารถน าไปใชใ้นการ transduction เขา้สู่
เซลลเ์ป้าหมายต่อไป  

จากนั้นไดท้  าการทดลองในการ น า Lentiviral vector ท่ีเป็น empty vector ซ่ึงไม่มีส่วน
ของ ยนี erythropoietin แต่สามารถกระตุน้การแสดงออกของ GFP (green fluorescent protein) ใน
เซลลเ์ป้าหมายได ้โดยวธีิ transduction ทั้งน้ีเพื่อใชใ้นการบอกประสิทธิภาพของการน าพา 
Lentiviral vector เขา้เซลลเ์ป้าหมาย 
    ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ ดว้ยการใชเ้ทคนิคดงักล่าว สามารถน าพาส่วนของ 
Lentiviral vector เขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายได ้ส าเร็จ โดยการตรวจปริมาณเซลล ์ท่ีมีไวรัสไดโ้ดยการ
สังเกตุโดยใช ้Fluorescent microscope ร่วมกบัการใช ้Flow cytomerty ทั้งน้ีเซลลท่ี์มีไวรัส จะติดสี 
Green fluorescence ใหเ้ห็นได ้โดยผลการทดลองโดยการท า flow cytometry แสดงดงัภาพท่ี 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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3. ผลการทดลองในการใช้ adeno-associtaed viral vector ในการกระตุ้นการสร้าง 
Erythropoietin ในเซลล์ human fibroblasts  

ดว้ยเหตุผลในดา้นความปลอดภยัต่อผูป่้วย ทางคณะผูว้จิยัไดท้  าการศึกษาประสิทธิภาพของการ
กระตุน้การแสดงออกของยนี Erythropoietin ในเซลลเ์ป้าหมาย (human fibroblasts) โดยการใช ้
adeno-associated viral (AAV vector)  แทนการใช ้Lentivirus ทั้งน้ีการใช ้AAV virus เป็นพาหะ
ในการกระตุน้การแสดงออกของยนี มีขอ้ดีในแง่ท่ี viral vector ชนิดน้ีไม่มีการสอดแทรกของ 
viral DNA เขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายท าใหล้ดปัญหาความเส่ียงในการเกิดมะเร็งลงได ้ท าให้การน าไป
ไปใหก้ารทดลองระยะต่อไปในสัตว ์และ มนุษย ์มีความปลอดภยัมากข้ึน  
 ทั้งน้ีผลการท าวจิยัสามารถสรุปไดด้งัน้ี 

3.1 การเตรียม Erythropoietin-expressing adeno-associated viral vector  
ไดด้ าเนินการวิจยัเพื่อใหไ้ด ้adeno-associated viral vector (hrGFP-AAV) ท่ีสามารถสร้าง
โปรตีน Erythropoietin ใน human fibroblast cells ดงัน้ี 

 
   - ผลการสร้าง cDNA ของ erythropoietin gene ซ่ึงประกอบดว้ย complete coding 

sequence ของ Human erythropoietin gene และ clone เขา้สู่ hrGFP-AAV 
การทดลองท่ีผา่นมาสามารถสร้างส่วนของ complete coding DNA  ของ 

Human erythropoietin gene และน า เขา้สู่ hrGFP-AAV ไดแ้ลว้ และสามารถ
แสดงผลการทดลองใหเ้ห็นดงัภาพ ท่ี 4 ซ่ึงเป็นการท าการทดลองโดยวธีิ PCR 
โดยใช ้vector ท่ีคาดวา่มีส่วนของ complete cDNA ของ erythropoietin gene อยู ่
เป็นแม่แบบ (template) เพื่อ ยนืยนัวา่มีส่วน complete cDNA ของ erythropoietin 
gene อยู ่  โดยจากภาพแสดงใหเ้ห็นวา่ ได ้PCR product ในขนาดท่ีถูกตอ้งคือ 
582 bp  เม่ือตรวจวเิคราะห์โดย agarose gel electrophoresis with UV detection 
โดยผลการทดลองสามารถแสดงได ้ดงัภาพท่ี 5  
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Lane    1       2         

                                                                                                                                                                                                                              

 
        

 
- PCR product showed expected sized 582 bp of EPO gene 

Figure 5 เป็นการท า PCR เพื่อยนืยนัวา่มีส่วนของ complete cDNA ของ erythropoietin gene อยู่
ใน vector โดยจากรูปแสดงใหเ้ห็นวา่ ได ้PCR product ในขนาดท่ีถูกตอ้งคือ 582 bp 
 

- การสร้าง EPO-pAAV viral vector โดยการน าพา vectors 3 ชนิด คือ 
adenoassociated viral vector (hrGFP-AAV) และ pHelper and pAAV-RC vectors 
เขา้สู่ packaging cell (AAV-293) จากนั้นท าการแยก AAV virus ท่ีไดเ้พื่อน าไปใช้
ในการกระตุน้การแสดงออกของยนี erythropoietin ในเซลลเ์ป้าหมาย โดยผลการ
ทดลองพบวา่สามารถท าใหเ้กิดการแสดงออกของ ยนี GFP ใน packaging cell ได้
แลว้โดยแสดงให้เห็นดงัภาพ ท่ี 6 ซ่ึงเป็นการยนืยนัวา่มีการสร้าง adenoassociated 
viral vector ท่ีมีส่วนของ erythropoietin gene เป็นองคป์ระกอบไดส้ าเร็จ ในเซลล์
ดงักล่าว 

 

Lane 1: 100 bp ladder  
Lane 2: PCR product for detection of erythropoietin 
gene   400 bp 

   600 bp 
   500 bp 
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   A 
 

    B 
Figure 6 เป็นผลการตรวจการแสดงออกของยนี GFP (green fluorescent protein) ในเซลลท่ี์ใช้
สร้าง AAV viral vector โดยการใช ้fluorescent microscope ผลการทดลองพบวา่มีการแสดงออก
ของยนีใน packaging cells ดงักล่าว (A= pAAV ท่ีมีส่วนของ EPO gene, B= pAAV ท่ีไม่มีส่วน
ของ EPO gene) 

 

   นอกจากน้ียงัไดศึ้กษาใหเ้ห็นวา่มีการสร้าง erythropoietin protein ข้ึน ในเซลลด์งักล่าว โดยการ
สกดั RNA จาก packaging cells แลว้น า RNA ท่ีไดไ้ปผา่นกระบวนการ RT-PCR ซ่ึงผลการ
ทดลองพบวา่มีการแสดงออกของยนี erythropoietin จริงในเซลลด์งักล่าว ทั้งน้ีผลการทดลองได้
แสดงใหเ้ห็นในภาพ ท่ี 7 
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Figure 7 ผลการศึกษาเพื่อยืนยนัวา่มีการแสดงออกของยนี human erythropoietin ในเซลลท่ี์ใชใ้น
การสร้าง viral vector (packaging cells) โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR ท่ีมี RNA ท่ีสกดัจากเซลลด์งักล่าว
เป็นแม่แบบ ผลการศึกษาพบวา่มี RT-PCR product ท่ีมีขนาดตรงกบัขนาดของ gene 
erythropoietin คือ ประมาณ 582 bp  
หมายเหตุ 
 - lens ท่ี 1 เป็นภาพการตรวจหา RT-PCR product ของ erythropoietin gene จากเซลลท่ี์ใช้
ผลิต adenoasociated viral vector ท่ีมีส่วนของ erythropoietin gene เป็นส่วนประกอบ  
 - lens ท่ี 2 เป็นภาพการตรวจหา RT-PCR product ของ erythropoietin gene จากเซลลท่ี์ใช้
ผลิต adenoasociated viral vector ท่ีมีส่วนของ Green fluorescent protein เป็นส่วนประกอบ 
 - lens 3 เป็น negative control ซ่ึงไม่มี RNA ในปฏิกิริยา RT-PCR 
 
 
 

AAV-293 cells post transfection for 48 hours  

   RNA Extraction 

  RT-PCR 

1% agarose gel 

M 1 2 3 

      M    =  100 bp DNA ladder 

1 =  AAV-EPO 

2 =  AAV-GFP 

3 = Blank 
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 3.2 ผลการทดลองกระตุน้การแสดงออกของ erythropoietin gene ในเซลลเ์ป้าหมาย 
 ผลการน า AAV ไปกระตุน้การแสดงออกของยนี ในเซลลเ์ป้าหมาย (human fibroblast) โดย
ผลการทดลองพบวา่หลงัจากการติดเช้ือในเซลลเ์ป้าหมายคือ human foreskin fibroblsats (HFF-1) 
แลว้ เซลลด์งักล่าวสามารถสร้าง GFP protein ข้ึนได ้ซ่ึงเป็นการสนบัสนุนวา่ยอ่มจะมีการสร้าง 
โปรตีน  erythropoietin ในเซลลด์งักล่าวเช่นกนั โดยผลการทดลองแสดงดงัภาพ ท่ี 8 

 

 
Figure 8 ผลการกระตุน้การแสดงออกของ EPO (erythropoietin gene) ในเซลลเ์ป้าหมาย (human 
fibroblast) ในภาพแสดงใหเ้ห็นการแสดงออกของโปรตีน GFP (green fluorescent protein) ใน
เซลล ์fibroblasts หลงัมีการติดเช้ือโดย AAV viral vector (วนัท่ี 19 หลงัการติดเช้ือ) โดยเป็นการ
สังเกตเซลลภ์ายใต ้Fluorescent microscope (ก าลงัขยาย 400 เท่า) 
 
 นอกจากน้ีไดท้  าการทดลองโดยใชเ้ซลลอ่ื์น ไดแ้ก่ HT1080 ซ่ึงเป็น human fibrosarcoma cell 
line ในการกระตุน้ใหมี้การสร้าง erythropoietin ดว้ยนอกเหนือจากเซลล ์HFF-1 ทั้งน้ีเพื่อหาเซลล์
ท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุดในการสร้าง erythropoietin ผลการทดลองพบวา่ประสิทธิภาพในการรับ
การติดเช้ือ AAV ในเซลล ์HT1080 มีสูงกวา่เซลล ์HFF-1 ซ่ึงแสดงโดยการท่ีมีปริมาณเซลลท่ี์ติดสี 
GFP (green fluorescence protein) สูงกวา่ โดยแสดงผลใหเ้ห็นดงัภาพท่ี 9 
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A 

 

B 

 

C 

 

D 

Figure 9 ภาพแสดงปริมาณเซลล ์HT1080 ท่ีไดรั้บการติดเช้ือ AAV ท่ีมีส่วนของยนี 
erythropoietin โดยเซลลท่ี์มีการติดเช้ือจะติดสีเขียวของ green fluorescence protein (GFP) จาก
ภาพเป็นการสังเกตุเซลลใ์นวนัท่ี 11 หลงัการติดเช้ือ ทั้งน้ีสัดส่วนของเซลลท่ี์ติดสีมีประมาณ
มากกวา่ 20% (ก าลงัขยาย 200 เท่า)  
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หมายเหตุ A= เซลลท่ี์ใช ้AVV ท่ีมีส่วนของ erythropoietin และ GFP ซ่ึงสังเกตภายใต ้ 
                      Fruorescence microscope 
                B= เซลลท่ี์ใช ้AVV ท่ีมีส่วนของ erythropoietin และ GFP ซ่ึงสังเกตภายใต ้inverted   
                      microscope 
               C= เซลลท่ี์ใช ้AVV ท่ีมีส่วนของ GFP ซ่ึงสังเกตภายใต ้Fruorescence microscope 
               D= เซลลท่ี์ใช ้AVV ท่ีมีส่วนของ GFP ซ่ึงสังเกตภายใต ้inverted microscope 

 

3.2 ผลการตรวจการแสดงออกของยนี erythropoietin ในเซลลเ์ป้าหมาย ในระดบั RNA 
และ โปรตีน  
 ผลการตรวจการแสดงออกของยนี erythropoietin ในเซลล ์human fibroblast หลงัการติด
เช้ือ AAV  โดยวธีิ RT-PCR แสดงใหเ้ห็นดงัภาพท่ี 10 
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Figure 10 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน erythropoietin ในเซลล ์human fibroblasts โดย
เทคนิค RT-PCR พบวา่เซลลท่ี์ติดเช้ือ AAV ท่ีมีส่วนของ EPO gene มีการแสดงออกในระดบั 
RNA ในขณะท่ี control smaple ไม่พบมีการแสดงออกของยนี (M= 100 bp ladder, Lens 1= RNA 
from cells infected with AAV-EPO, Lens 2= RNA from cells transfected with AAV-GFP, Lens 
3= negative (no RNA) control)  

- ผลการตรวจวดัการแสดงออกของยนี EPO ในระดบัโปรตีน 
ผลการตรวจปริมาณ EPO โดยวธีิ ELISA assay พบวา่หลงัการติดเช้ือดว้ย AAV เซลล ์human 
fibroblasts มีการสร้าง erythropoietin และสามารถหลัง่สู่น ้าเล้ียงเซลลไ์ด ้ซ่ึงระดบัโปรตีนท่ีวดัได้
มีระดบัสูงถึง 904.8 mU/ml ซ่ึงเป็นระดบัท่ีสูงกวา่ท่ีพบในเลือดของคนปกติ นอกจากน้ีการวดั
ระดบัโปรตีนท่ีอยูภ่ายในเซลล ์(intracellular protein) ในเซลลด์งักล่าวพบวา่มีระดบั 900.9 mU/ml  
ทั้งน้ี ระดบัปกติของ EPO ในเลือด = 5-36 mU/ml 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

M 1 2 3 
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บทที ่3 
ข้อวจิารณ์ 

 
3.1 การรายงานผลการวจัิย และการวเิคราะห์ผล 
การวจิยัน้ีสามารถไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 

1. การสร้างส่วนของ cDNA ของยนี human erythropoietin โดยวธีิ RT-PCT พบวา่สามารถ
สร้างส่วนของ cDNA ไดถู้กตอ้งและสมบูรณ์ 

2. การตดัต่อส่วนของ cDNA ของ human erythropoietin gene เขา้สู่ adeno-associated viral 
vectorไดใ้ชว้ธีิ directional cloning โดยใช ้restriction enzyme and ligase และได ้adeno-
associated viral vector DNA ท่ีมีส่วนของยนีดงักล่าวตามตอ้งการ 

3. การน า  adeno-associated viral vector DNA ร่วมกบั pHelper and pAAV-RC vectors เขา้
สู่ packaging cells ไดท้  าส าเร็จซ่ึงแสดงใหเ้ห็นจากการท่ีมีการตรวจพบโปรตีน GFP ใน
เซลลด์งักล่าว ในปริมาณท่ีสูง 

4. การน า adeno-associated viral vector ท่ีมีส่วนของยนี human erythropoietin เขา้สู่เซลล์
เป้าหมาย ไดแ้ก่ human fibroblast cells พบวา่สามารถกระตุน้ใหเ้ซลลเ์ป้าหมายมีการ
แสดงออกของยนี human erythropoietin ไดส้ าเร็จ โดยมีสัดส่วนของเซลลท่ี์สามารถสร้าง
โปรตีนไดป้ระมาณ 20 %  

5. การตรวจวดัปริมาณ human erythropoietin RNA และ โปรตีน ท่ีสร้างจากเซลล ์human 
fibroblasts ท่ีไดรั้บการติดเช้ือโดย adeno-associated viral vector ท่ีมีส่วนของยนี  human 
erythropoietin พบวา่เซลลมี์การแสดงออกของยนีดงักล่าวในปริมาณสูง โดยมีปริมาณ
ความเขม้ขน้ของโปรตีนในน ้ าเล้ียงเซลล ์และ ใน cytoplasm ของเซลล ์เป็น 904.8 mU/ml 
และ 900.9 mU/ml ตามล าดบั ซ่ึงสูงกวา่ปริมาณ erythropoietin ท่ีสามารถตรวจพบใน
เลือดมนุษยป์ระมาณ 25 เท่า 

 
 
3.2 อภิปรายผลการวจัิย 

ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ เทคนิค การกระตุน้การท างานของยนี ในเซลลม์นุษย ์โดย
การใช ้adeno-associated viral vector เป็นพาหะน้ี เป็นเทคนิค ท่ีมีประสิทธิภาพสูง ใน
คุณลกัษณะต่างๆ โดยเฉพาะในดา้นประสิทธิภาพการน าพาเขา้สู่เซลล ์เป้าหมาย โดยเฉพาะ
เซลลม์นุษย ์ ซ่ึงสูงกวา่ Non-viral vector นอกจากน้ียงัสามารถ กระตุน้การแสดงออกของยนี
ในเวลานาน เน่ืองจาก AAV virus ไม่สามารถแทรกตวัเขา้สู่ genome ของ เซลลเ์ป้าหมาย 
ดงันั้นจึงมีความปลอดภยัมากกวา่การใช ้lentiviral vector  
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 ดงันั้นการใช ้Adeno-associated viral vector น้ี จึงมีความเหมาะสมอยา่งยิง่ในการน านา
ประยกุต ์ใชใ้นการรักษาโรค ท่ีตอ้งการใหมี้การแสดงออกของยนีเป็นเวลา นาน เช่น genetic 
disease และ การรักษาภาวะเส่ือมหรือ ถูกท าลายของเซลล ์อยา่งถาวร เช่น ภาวะไตวาย ท่ีสนใจใน
การศึกษาน้ีเป็นตน้ และมีขอ้ดีท่ีส าคญัไดแ้ก่ การมีความปลอดภยัสูงเน่ืองจากส่วนของ viral 
genome จะไม่มีการแทรกเขา้สู่ chromosome ของเซลลเ์ป้าหมาย จึงนบัเป็นวธีิการรักษาท่ีอาจ
น าไปประยกุตใ์ชใ้นทางคลินิกไดม้ากข้ึนในอนาคต ทั้งน้ีจากการคน้ควา้เพิ่มเติมพบวา่มีการท าวจิยั
ทางคลินิกมากข้ึนในช่วงเวลาท่ีผา่นมาในการใช ้adeno-associated viral vector ในการรักษาโรค
ต่างๆในมนุษย ์และมีการน าไปใชใ้นผูป่้วยไดแ้ลว้ดว้ย (Kotterman et al, 2014) 

ผลการทดลองท่ีพบวา่วธีิการทดลองท่ีใชใ้นการกระตุน้การสร้าง erythropoietin จาก
เซลล ์สามารถไดป้ริมาณสูงกวา่ในเลือดหลายเท่านั้น ท าใหเ้ห็นวา่วธีิการดงักล่าวน้ีมีศกัยภาพ
ในการน าไปใชเ้พื่อการรักษาภาวะโลหิตจางในมนุษยไ์ด ้ซ่ึงตอ้งพิสูจน์โดยท าการทดลองใน
สัตวใ์นระยะต่อไป ทั้งน้ีในสภาพท่ีใชจ้ริงในสัตว ์นั้น จะตอ้งท าการฉีดเซลลท่ี์ถูกกระตุน้ให้
สามารถสร้าง erythropoietin เขา้สู่ร่างกายสัตว ์จากนั้นตอ้งท าการวดัปริมาณโปรตีน 
erythropoietin ท่ีถูกหลัง่เขา้สู่กระแสเลือด ซ่ึงผลการทดลองอาจพบวา่ระดบัท่ีวดัไดใ้น
ร่างกายสัตว ์อาจจะต ่าลงกวา่ท่ีวดัไดใ้นการทดลองท่ีใชก้ารวดัในน ้าเล้ียงเซลล ์ เน่ืองจาก
โปรตีนตอ้งกระจายตวัไปในสารน ้าของร่างกายสัตวท่ี์มีประมาณมากข้ึน ดงันั้น การสามารถ
กระตุน้ใหส้ามารถสร้างโปรตีนในปริมาณสูงมากเท่าไหร่ น่าจะท าใหมี้โอกาสท าส าเร็จใน
สัตวท์ดลองมากข้ึน ส่วนขอ้กงัวลท่ีวา่จะท าใหมี้ปริมาณโปรตีนในร่างกายมากเกินไปนั้น 
สามารถแกไ้ขโดยการปรับปริมาณเซลลท่ี์ฉีดเขา้ในร่างกายได ้
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บทที ่4 
สรุปผลการวจิัย และข้อเสนอแนะ 

 

สรุปผลการท าวจัิยและข้อเสนอแนะ 
สามารถสรุปผลการท าวจิยัไดด้งัน้ี 

1. สามารถสร้างส่วน coding sequence ของ ยนี human erythropoietin ไดส้ าเร็จ 
2. สามารถตดัต่อส่วนของยนีดงักล่าวเขา้สู่  Adeno-associated viral vector (AAV) 
3. สามารถสร้าง adeno-associated viral vector (AAV) ท่ีมีส่วนของยนี erythropoietinจาก 

packing cells ไดส้ าเร็จ 
4. สามารถน า AAV vector เขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายไดแ้ก่  human fibroblast cells ไดส้ าเร็จ 
5. สามารถกระตุน้การแสดงออกของยนี EPO ในเซลลเ์ป้าหมายไดส้ าเร็จ โดยพบวา่เซลล์

เป้าหมายมีการสร้างโปรตีนดงักล่าว และสามารถหลัง่ออกนอกเซลลไ์ดใ้นปริมาณสูง  
โดยระดบัโปรตีนท่ีวดัไดน้ี้มีระดบัท่ีสูงกวา่ท่ีสามารถตรวจพบไดใ้นคนปกติ  

 
การวจิยัน้ีเป็นการพฒันาวธีิการรักษาภาวะโลหิตจางเร้ือรัง ในผูป่้วยไตวาย โดยใชเ้ทคนิค 

gene therapy ในการกระตุน้การท างานของ ยนี Erythropoietin ในเซลลผ์ูป่้วย adenoassociated 
viral vector เน่ืองจากคุณสมบติัท่ีดีหลายประการดงักล่าวแลว้ ผลการทดลองจาการท าวจิยัพบวา่
ไดมี้การด าเนินการเป็นไปตามแผนท่ีตั้งไว ้และมีผลการทดลองท่ีเป็นไปตามท่ีคาดไว ้สอดคลอ้ง
กบัวตัถุประสงค ์ซ่ึงไดแ้ก่การสามารถสร้าง adeno-associated viral vector ท่ีมีส่วนของยนี human 
erythropoietin ไดส้ าเร็จ และหลงัการน า adeno-associated viral vector ดงักล่าวเขา้สู่เซลล ์พบวา่มี
ประสิทธิภาพสูงในการเขา้สู่เซลล ์นอกจากน้ีพบวา่ระดบัของ Erythropoietin ท่ีสร้างข้ึนในเซลล์
สามารถหลัง่ออกนอกเซลลไ์ด ้และระดบัท่ีวดัไดมี้ปริมาณท่ีสูงกวา่ท่ีพบในเลือดของคนปกติ ซ่ึง
เป็นหลกัฐานท่ีสนบัสนุนวา่ สามารถน าเซลลด์งักล่าวไปใชใ้นการท าวจิยัต่อยอดในสัตวท์ดลอง 
และ ในมนุษยไ์ดใ้นท่ีสุด โดยในปัจจุบนัมีการใชว้ธีิยนีบ าบดัโดยใช ้adeno-associated viral vector 
มากข้ึนในการท าวจิยั และในบางโครงการไดน้ ามาใชใ้น clinical trial แลว้ ในต่างประเทศ เช่น
การใช ้AAV ในการท าลาย T lymphocyte ในผูป่้วยท่ีไดรั้บ bone marrow transplant และมีภาวะ 
graft versus host เป็นตน้ (Lupo-Stanghellini  et al, 2010) ส่วนการใชใ้นการรักษาภาวะ anemia 
จาก chronic renal failure นั้น ยงัอยูใ่นการศึกษาในสัตวเ์ป็นส่วนใหญ่ และเป็นการใช ้lentivirus 
and adenoviral vector เป็นส่วนมาก (Oh et al, 2006) ดงันั้นทางคณะผูว้จิยัไดห้วงัอยา่งยิง่วา่
ผลงานวจิยัท่ีไดจ้ากโครงการน้ีจะเป็นกา้วส าคญั ในการน าไปพฒันาต่อยอดเพื่อน าไปใชใ้นการ
รักษาภาวะซีดจากโรคไตวายเร้ือรัง รวมถึงโรคทางพนัธุกรรมอ่ืนๆ เช่น hemophilia, thalassemia  
โดยเทคนิคยนีบ าบดั โดยการประยกุตจ์ากแนวทางท่ีใชใ้นโครงการน้ี  
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ประวตัผู้ิวจิยั 
ผศ. นพ. ดร. ชวบูลย ์เดชสุขมุ เกิดเม่ือวนัท่ี 17 กุมภาพนัธ์ 2509 ส าเร็จการศึกษา ระดบัปริญญาตรี 
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Commonwealth University ประเทศสหรัฐอเมริกา (พ.ศ. 2543) ปัจจุบนั ผศ. นพ. ดร. ชวบูลย ์เดช
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ส านกัวชิาแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จ. นครราชสีมา ประเทศไทย ผศ. นพ. ดร. 
ชวบูลย ์เดชสุขมุไดรั้บรางวลัทางดา้นวชิาการหลายรางวลั อาทิเช่น รางวลั King Scholarship 
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