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บลาสโตซีส (Establishment of embryonic stem cell lines from transgenic rhesus monkey 
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 การยายฝากนวิเคลียสโดยใชเซลลรางกายในสัตวตระกลูลิง เปนเทคนิคที่เปนประโยชนอยางมาก
ในการทําโคลนนิ่งเพื่อการรักษาโรค การศึกษานี้มวีัตถปุระสงคเพื่อผลิตเซลลตนกําเนิดตวัออนลิงโดยการ
แยกเซลล ICM โดยวิธีกลจากตัวออนปกติ ดัดแปลงพันธุกรรม และโคลนนิ่ง การศึกษาอายุของลิงตอผล
ของการเก็บไขพบวา ลิงอายุ 5 ถึง 8 ปจะใหไขระยะ GV และ MII ปริมาณมากกวาลิงอายุ 9 ถึง  
15 ป ไขระยะ MII จะถูกนํามากระตุนดวย 5 μM Ionomycin และเลี้ยงในน้ํายาที่มี 6-DMAP นาน  
4 ช่ัวโมง (PA-4) หรือ 5 ช่ัวโมง (PA-5) เพื่อตรวจสอบวิธีการกระตุนที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ 
ตัวออน ผลการทดลองพบวา PA-5 ชวยสนับสนุนกระบวนการยอนกลับของเซลลรางกายและการ
เจริญเติบโตของตัวออนโคลนนิ่งไดดกีวา PA-4 ดังนั้นการทดลองตอมาจึงกระตุนตวัออนโคลนนิง่ดวยวิธี 
PA-5 การศึกษาประสิทธิภาพของการแยกเซลล ICM ดวยวิธีการตดัเซลลตัวออนบางสวนออกหรือการ
เล้ียงตัวออนทัง้ใบนั้นไดทําการศึกษาจากตัวออนดดัแปลงพันธุกรรมที่มีโรค Huntington (ICSI-HD) 
Alzheimer (ICSI-AD) ตัวออนไมดัดแปลงพันธุกรรม (ICSI-WT) ตัวออนโคลนนิ่ง และตัวออนจาก PA-5 
เซลลตนกําเนดิจํานวน 12 เซลลไลน (57.1%) ผลิตจากการตัดเซลลตัวออนบางสวนออก แบงเปน 7  
เซลลไลนจาก 14 outgrowth (50%) ที่ผลิตจากเปนตัวออนที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม (ADrES1, ADrES2, 
ADrES3, YMES15, HDrES1, HDrES2, HDrES3) 2 เซลลไลนจาก 3 outgrowths (66.7%) ที่ผลิตจากตวั
ออนไมดัดแปลงพันธุกรรม (YRES5, YRES6) 2 เซลลไลนจาก 2 outgrowths (100%) ที่ผลิตจากตัวออน 
PA (PAES1, PAES2) และ 1 เซลลไลนจาก 2 outgrowths (50%) ที่ผลิตจากตัวออนโคลนนิ่ง (NrES1) 
ขณะที่มีเพียง 1 เซลลไลนจาก 12 (8.3%) outgrowths ผลิตจากการเลี้ยงตัวออนทั้งใบ (TrES1) ผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวา แหลงที่มาของการผลิตตัวออนไมมีผลกระทบตอการผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออน
ลิง การแยกเซลล ICM โดยการตัดเซลลตัวออนบางสวนออกมีประสิทธิภาพดีในการผลิตเซลลตนกําเนดิ
ตัวออนลิงมากกวาการผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนโดยวิธีการเลี้ยงตัวออนทั้งใบ รายงานนี้เปนรายงานแรก
ที่ผลิตเซลลตนกําเนดิตัวออนลูกผสมลิง (TrES1) ที่มีโรค HD ของคน และ GFP ในเซลลตนกําเนิด และ
พบการแสดงออกของ ES cell marker การปลูกถายเซลลตนกําเนิด TrES1 ลงในสมองหนู SCID พบวามี
การเกิดเนื้องอกหลังจากปลกูถาย จากการศึกษาการแสดงออกของโรค HD ในเซลลตนกําเนิดตัวออน 
TrES1 ตลอดชวงการเหนี่ยวนําใหเปนเซลลประสาทในจานเลี้ยงเซลลพบวาการแสดงออกของโรค HD มี
การพัฒนาตลอดชวงการเหนี่ยวนํา มกีารสะสมของ oligomeric mutant htt และ intranuclear inclusions 
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(NIs) เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ จากผลการทดลองแสดงวา TrES1 สามารถใชเปนเซลลตัวอยางสําหรับศึกษา
กระบวนการเกิดโรค HD และสามารถใชสําหรับการทดสอบยาใหมๆ  ได 
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Somatic cell nuclear transfer (SCNT) in non-human primates (NHPs) is a powerful 

technique for therapeutic cloning. Objective of this study was to establish non human 

primate embryonic stem cells using mechanical isolation of ICM cells from wild type, 

transgenic and SCNT embryos. Results of this study indicated that age of oocyte donor 

affects the number of collected oocytes. Monkeys age of 5 to 8 years provide more number 

of GV and MII stage oocytes than monkey age of 9 to 15 years. The MII oocytes were 

activated with 5 µM Ionomycin and subsequently incubated in 6-DMAP for either 4h  

(PA-4) or 5h (PA-5) to access the activation protocol. The result indicated that PA-5 

supports the somatic cell reprogramming and embryo development better than PA-4. 

Therefore, in subsequences experiments, the cloned embryos were activated by PA-5 

protocol. To determine the efficiency of ICM isolation by partial dissected embryo or whole 

embryo culture of NHPs embryos derived from transgenic Huntington (ICSI-HD), 

Alzheimer (ICSI-AD), non-transgenic (ICSI-WT), SCNT and PA were used as source of 

embryo. Twelve nhpESC lines were established from 21 partial dissected embryos (57.1%). 

Among these, 7 nhpESC lines were established from 14 (50%) outgrowths derived 

transgenic embryos (ADrES1, ADrES2, ADrES3, YMES15, HDrES1, HDrES2, HDrES3), 

2 nhpESC lines from 3 (66.7%) outgrowths derived from ICSI embryos (YRES5, YRES6), 

2 nhpESC lines from 2 (100%) outgrowths derived from PA embryos (PAES1, PAES2) 

and1 nhpESC line from 2 (50%) outgrowths derived from SCNT embryos (NrES1). Only 
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one nhpESC line out of 12 (8.3%) was established from whole embryo cultured (TrES1). 

These results demonstrated that the source of embryo had no effect on nhpESC 

establishment. Mechanical isolation of the ICM by partial dissected embryo proved to be an 

effective way to derive new nhpESC lines rather than whole embryo cultured. TrES1 is the 

first reported of hybrid cell line of NHPs carrying human genetic disease, HD, and green 

fluorescent protein (GFP). The expression of ES cell markers was observed and teratoma 

formation developed after TrES1 implantation into SCID mice’s brain. The progression of 

HD along in vitro neuronal differentiation was examined in the TrES1 cell line. HD cellular 

pathology developed along the differentiation steps. The accumulation of oligomeric mutant 

htt and intranuclear inclusions (NIs) dramatically increased along the in vitro differentiation 

to neuron. These results indicated that TrES1 could be use as a model to study the 

mechanism of HD and drug screening. 
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