
สุจิตรา  ค าผาง : การสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุลิงวอกเพศผูใ้นหลอดทดลองจากเซลลต์น้ก าเนิด 
พลูลิโพเทน (IN VITRO SPERMATOGENESIS OF RHESUS MONKEY PLURIPOTENT 
STEM CELLS) อาจารยท่ี์ปรึกษา : รองศาสตราจารย ์ดร.รังสรรค ์ พาลพา่ย, 128 หนา้. 
 
เซลล์ตน้ก าเนิดชนิดพลูริโพเทนของลิงวอก เป็นแหล่งวตัถุดิบท่ีส าคญัส าหรับการศึกษาวิจยั

ทางชีววิทยาการแพทยใ์นมนุษย ์เน่ืองจากเซลลพ์ลูริโพเทนของลิงวอก มีคุณสมบติัท่ีคลา้ยคลึงกนักบั
เซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์และมีความสามารถเหน่ียวน าไปเป็นเซลลช์นิดอ่ืนไดอ้ยา่งไม่จ ากดั อีก
ทั้งยงัมีขอ้จ ากดัดา้นจริยธรรมนอ้ยกว่าการศึกษาวิจยัในมนุษย ์ดงันั้น เซลลท่ี์ไดจ้ากการเหน่ียวน าเซลล์
พลูริโพเทน ของลิงวอก จึงเป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัในการศึกษา กลไก กระบวนการเปล่ียนแปลงและ
ชีววิทยาของโรคท่ีมีข้อจ ากัดในการศึกษาวิจัยในมนุษย์ การศึกษาในคร้ังน้ีแสดงให้เห็นถึง
ความสามารถในการเหน่ียวน า เซลล์พลูริโพเทนของลิงวอก ไปเป็นเซลล์ของระบบสืบพนัธ์ุเพศชาย 
(Spermatogenic cells; SSCs) โดยวิธี Direct differentiation โดยท่ีไม่มีการดดัแปลงพนัธุกรรมของเซลล ์
เซลล์SSCs ท่ีไดจ้ากการเหน่ียวน าภายนอกร่างกายสามารถจ าลองถึงกระบวนการสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุ
เพศชายเช่นเดียวกันกับท่ีเกิดในร่างกาย โดยการแสดงออกของตวับ่งช้ีทางชีวภาพท่ีจ าเพาะของ       
เซลล์สืบพนัธ์ุเพศชาย ไดแ้ก่ การแสดงออกของยีน VASA ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีท่ีส าคญัของเซลล์สืบพนัธ์ุ     
ในสัตวช์ั้นสูง, SALL4 และ PLZF     ตวับ่งช้ีของเซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์สืบพนัธ์ุชนิด Spermatogonia, 
cKit   ตวับ่งช้ีของ Spermatogonia ท่ีมีการแบ่งตวั และ Piwil1 เซลลท่ี์เจริญพฒันาข้ึนของ Spermatocyte 
ไปจนถึงเซลล์ Spermatid ท่ีมีสารพนัธุกรรมลดลงคร่ึงหน่ึงเหมือนในสเปิร์ม ในขณะเดียวกันการ
ตรวจสอบดว้ยวิธี Fluorescence activated cells sorting โดยใชอ้งคป์ระกอบของสารพนัธุกรรม DNA 
เป็นตวัแยกเซลล์ ช่วยยืนยนัว่าการเหน่ียวน าเซลล์พลูริโพเทนของลิงวอกในหลอดทดลอง สามารถ
สร้างเซลลสื์บพนัธ์ุท่ีมีสารพนัธุกรรมลดลงคร่ึงหน่ึง (Haploid spermatid cells) ซ่ึงเป็นระยะก่อนสร้าง
สเปิร์มท่ีสมบูรณ์ได ้ดงันั้น เราจึงใช้กระบวนการเหน่ียวน าแบบเดียวกนัเพ่ือใช้เป็นแบบจ าลองใน
อนาคต ในการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุเพศชายข้ึนใหม่จากเซลล์ผูป่้วยเอง (Patient specific SSCs) โดยใช้
เซลล์ต้นก าเนิดของลิงวอกท่ีเป็นโรคฮันติงทัน (Transgenic rhesus monkey HD ESCs; rHD ESCs) 
เหน่ียวน าใหเ้ป็น rHD SSCs แลว้น าไปตรวจสอบพยาธิสถาพของโรค ผลจากการศึกษาเป็นท่ีน่าสนใจ
ว่า เราสามารถตรวจสอบกระบวนการ mutation ในล าดบัเบสของยีนฮนัติงทนัท่ีมีผลต่อกระบวนการ
เซลลสื์บพนัธ์ุเพศชายในหลอดทดลองได ้และแสดงใหเ้ห็นถึงการถ่ายทอดของยีนผดิปกติน้ี ผา่นเซลล์
สืบพนัธ์ุจากรุ่นสู่รุ่น ความไม่สเถียรของล าดบัเบสใน rHD SSCs แสดงออกโดยการเพ่ิมข้ึนของล าดบั
เบส CAG ท่ีซ ้ ากนัในอลัลีนท่ีก่อโรค (Disease allele) โดยพบการเพ่ิมขนาดเบสซ ้ าของ CAG ขนาดเล็ก 
กลาง และขนาดใหญ่ใน rHD SSCsเปรียบเทียบกับเซลล์ก่อนการเหน่ียวน า  ยิ่งไปกว่านั้นพบว่า           
ยีน PLZF และ Piwil1 มีการแสดงออกท่ีตรงกนัขา้มจากกลุ่มควบคุม (Wild type control) โดย PLZF    
มีการแสดงออกท่ีคงท่ีจากวนัท่ีหา้ไปจนกระทัง่ส้ินสุดการเหน่ียวน าในวนัท่ีสิบเซลลสื์บพนัธ์ุลดลงใน 
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Rhesus monkey pluripotent stem cells (rPSCs) are the great promising source for basic 

and advanced regenerative biomedical research in human.  Since rPSCs share the same 

number of properties similar to human pluripotent stem cells ( hPSCs)  and an unlimited 

differentiation capacity with less ethical uses in advance stem cell research, thus, the desired 

cells derived from rPSCs differentiation are valuable materials for developmental and 

biological study of human disease.  In this study, we demonstrated differentiation ability of 

rPSCs into advance male germ cells lineages by in vitro direct differentiation and without 

genetic manipulation.  Derived rhesus monkey spermatogenic cells ( rSSCs)  form rPSCs 

recapitulated in vivo spermatogenesis by expressing the molecular phenotype of specific male 

germ cells including VASA, a predominant germ cells marker of primate SSCs, SALL4, 

PLZF positive of spermatogonia ( Spg)  population, cKit and Piwil1 expression showed the 

marker of differentiating Spg, and more mature spermatocytes to haploid spermatid cells 

respectively.  Taken together, fluorescence activated cells sorting based on DNA content of 

the cells revealing haploid population are derived from rPSCs induction in vitro.  Moreover, 

using this platform we created a model for study of patient specific SSCs production. 

Transgenic rhesus monkey Huntington disease PSCs (rHD PSCs) were induced to rHD SSCs, 

and subsequently were used for pathogenic cellular phenotype investigation.  We captured 

CAG repeats mutation during in vitro spermatogenesis recapitulating paternal germ line 

transmission of HTT transgene in vivo. Instability of trinucleotide repeats (TNR) in rHD SSCs 

was observed during in vitro spermatogenesis by increased small, intermediate and 
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