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เซลล์ต้นก าเนิดไอพีเอสกระต่าย/การรโีปรแกรม/การดัดแปลงโปรตีนฮสิโทน/อินแอคติเวชันโครโมโซม X/ 
สถานะพลรูิโพเทนต ์

 
เซลล์ต้นก าเนิดไอพีเอสกระต่าย (rbiPSC) มีลักษณะเฉพาะของไพรม์ (prime) พลูริโพเทนต์

ตามที่ก าหนดไว้ส าหรับสัตว์ฟันแทะและสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม เราทดสอบสมมติฐานที่ว่าการดัดแปลงที่
อยู่เหนือพันธุกรรมโดยการยับยั้งการท างานของ histone deacetylase (HDACi) และ histone 3 
lysine 9 methyltransferase (H3K9mei) จะปรับปรุงการรีโปรแกรมในเซลล์ต้นก าเนิดไอพีเอส 
กระต่าย ให้มีสถานะความเป็นนาอีฟ (naïve) สูงข้ึน ในการศึกษานี้ ได้ท าการรีโปรแกรมเซลล์ต้น
ก าเนิดไอพีเอส กระต่าย (B19-rbiPSCs) โดยใช้ตวัดัดแปลงที่อยู่เหนือพันธุกรรมและเพาะเลี้ยงเซลล์นี้
ในระบบที่ปราศจากเซลล์พีเ่ลีย้ง วิธีการเพาะเลี้ยงแบบใหมน่ี้ส่งผลให้เกิดการก าหนดค่าการแสดงออก
ของยีนและอีพีเจเนติกใหม่ ซึ่งพิสูจน์ได้จากการให้ผลบวกต่อมาร์คเกอร์ที่จ าเพาะต่อความเป็นนาอีฟ 
ได้แก่   Oct4, Sox2, Klf4, Stat3, Esrrb, Dppa5, Kdm4a และเกิดกระบวนการปรับเปลีย่นฮิสโตน
ที่เกี่ยวข้องกับสถานะความเป็นนาอีฟ นอกจากนี้การยับยั้งปฏิกิริยาการเติมหมู่เมทิลที่ ฮีสโตน 3 ไล
ซีน 9 ของ H3K9 methyltransferase และการยับยั้งปฏิกิริยาการดึงหมู่เอทิลออกจากฮีสโตนของ 
histone deacetylase ยังส่งเสริมการรีโปรแกรมโดยลดระดับของ H3K9 trimethylation 
(H3K9me3) และเพิ่มระดับของ H3K14 acetylation (H3K14ac) โดยเซลล์ที่ถูกรีโปรแกรมมี
เปอร์เซ็นต์ของเซลลท์ี่แสดง X inactivation ลดลง ซึ่งสารยับยั้งเหลา่น้ีสามารถกระตุ้น reactivation 
ของ X โครโมโซมให้กลับมาท างานได้ 

นอกจากนี้ได้ท าการรีโปรแกรมเซลล์ไฟโบรบลาสต์กระต่ายและเซลล์ต้นก าเนิดมีเซ็นไคม์
กระต่ายโดยใช้เซนไดไวรัส หรือการถ่าย mRNA ร่วมกับตัวดัดแปลงที่อยู่เหนือพันธุกรรม เซลล์
ไฟโบรบลาสต์กระต่ายแสดงการทรานส์ดักชันและประสิทธิภาพการทรานส์เฟคที่สูงกว่าเซลล์ต้น
ก าเนิดมีเซ็นไคม์กระต่าย กระบวนการรีโปรแกรมเซลล์ไฟโบรบลาสต์กระต่ายด้วยเซนไดไวรัส ที่
ประกอบด้วยทรานสคริปช่ันแฟกเตอร์ hKlf4, hOct3/4, hSox2 และ c-Myc  ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
เสริมด้วยสารยับยั้งการท างานของ H3K9 methyltransferase A366 และ HDAC UF010 ได้สร้าง
โคลนที่เหมือน iPSCs ซึ่งมีการแสดงออกของยีนพลูริโพเทนต์กระต่าย ได้แก่ Oct4 และ Nanog ส่วน
การแสดงออกของ Sox2 นั้นไม่แตกต่างจากการแสดงออกของเซลล์ไอพีเอสกระต่าย นอกจากนี้การ
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เพาะเลี้ยงในระบบที่ปราศจากเซลลพ์ี่เลีย้ง ยังช่วยลดความยุ่งยากในการเลือกและการเพิ่มจ านวนของ
โคลนที่ผ่านการรีโปรแกรม 
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 Rabbit induced pluripotent stem cells (rbiPSCs) exhibit the characteristic 
features of primed pluripotency as defined in rodents and primates. The 
hypothesis that epigenetic modifications by inhibition of histone deacetylase 
(HDACi) and inhibition of histone 3 lysine 9 methyltransferase (H3K9mei) would 
enhance reprogramming rbiPSCs toward the naïve state was tested. In the 
present study, the B19-rbiPSCs was reprogrammed using epigenetic modifiers 
and cultured them in a resetting medium on feedder-free system. This new 
culturing protocol resulted in transcriptional and epigenetic reconfiguration, as 
substantiated by the expression of naïve markers including Oct4, Sox2, Klf4, 
Stat3, Esrrb, Dppa5, Kdm4a and the presence of histone modifications 
associated with naïve pluripotency. Furthermore, H3K9 methyltransferase 
inhibition and HDAC inhibition promote reprogramming by downreguration of 
H3K9 trimethylation (H3K9me3) and upreguration of H3K14 acetylation 
(H3K14ac). The reprogrammed cells decreased the percentage of cells showing 
X inactivation, these inhibitors can reactivate the silent X chromosome.  

The rabbit fibroblasts (rbFs) and rabbit mesenchymal stem cells (rbMSCs) 
were also reprogrammed using Sendai virus or mRNA transfection and epigenetic 
modifiers. The rbFs showed higher transduction and transfection efficiency than 
rbMSCs. The rbFs reprogramming process with Sendai virus carrying hKlf4, 
hOct3/4, hSox2 and c-Myc using medium supplemented with H3K9 
methyltransferase inhibitor A366 and HDAC inhibitor UF010 generated iPSCs-like 
clones that expressed rabbit pluripotent transcription factors including Oct4 and 
Nanog. The expression of Sox2 was not different to that of B19-rbiPSCs. 
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Moreover, feeder-free culture medium simplifies the selection and the 
amplification of reprogrammed clones.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 




