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หทยัวรรณ โชคชูวฒันาเลิศ : การวนิิจฉยัการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีในเซลลต์น้ก าเนิดชนิด
มีเซ็นไคมท่ี์คดัแยกไดจ้ากเน้ือเยือ่วาร์ตนัเจลลีของมนุษยท่ี์เพาะเล้ียงในระบบท่ีปราศจาก
ส่วนประกอบท่ีไดจ้ากสัตวด์ว้ยวธีิ FT-IR MICROSPECTROSCOPY 
(DISCRIMINATION OF BIOCHEMICAL CHANGES IN HUMAN WHARTON’S 
JELLY DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS CULTURED UNDER XENO-
FREE SYSTEMS BY FT-IR MICROSPECTROSCOPY) อาจารยท่ี์ปรึกษา: 
รองศาสตราจารย ์ดร.รังสรรค ์พาลพา่ย, 66 หนา้ 

 
 เซลลต์น้ก าเนิดมีเซนไคม ์(mesenchymal stem cells; MSCs) คือเซลลต์น้ก าเนิดท่ีเก็บไดจ้าก
จากเน้ือเยื่อโตเต็มวยัท่ีมีความน่าสนใจเป็นอย่างยิ่งในการน าไปใช้ในการรักษาดว้ยวิธีสเต็มเซลล์
บ าบดั อยา่งไรก็ตามการใชซี้รัมท่ีไดจ้ากตวัอ่อนโค (fetal bovine serum; FBS) ในระบบเพาะเล้ียง
เซลลแ์บบดั้งเดิมนั้นก่อใหเ้กิดความกงัวลดา้นความปลอดภยัในการรักษาเม่ือน าเซลล์ดงักล่าวไปใช้
กบัผูป่้วย นอกจากนั้นพบว่าคุณลกัษณะส าคญัของเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ เช่น อตัราการเพิ่ม
จ านวน การแสดงออกของสารพนัธุกรรมและศกัยภาพในการเปล่ียนแปลงไปเป็นกลุ่มเน้ือเยื่อชั้น
กลาง (mesoderm) มีการเปล่ียนแปลงภายใตร้ะบบการเพาะเล้ียงท่ีแตกต่างกนั ดงันั้นเพื่อส่งเสริมให้
เกิดความปลอดภยัในการน าไปใช้ในการรักษาทางคลินิกการศึกษาน้ีจึงมีเป้าหมายในการสร้าง
ระบบการเพาะเล้ียงท่ีปราศจากการใชส้ารท่ีมาจากสัตวโ์ดยใชซี้รัมท่ีไดจ้ากสายสะดือมนุษย ์(hCBS) 
ในการเพาะเล้ียงเซลล์ตน้ก าเนิดมีเซนไคมท่ี์ไดจ้ากวาร์ตนัเจลลีมนุษย ์(hWJ-MSCs) ผลของระบบ
การเพาะเล้ียงท่ีแตกต่างกนัต่อคุณลักษณะของเซลล์ตน้ก าเนิดมีเซนไคม์ได้รับการศึกษาโดยใช้
กระบวนการการตรวจสอบคุณลกัษณะท่ีเป็นมาตรฐานเปรียบเทียบกบัผลท่ีไดจ้ากการศึกษาด้วย
เทคนิค Fourier transform infrared (FT-IR) microspectroscopy ในการศึกษาน้ีสายสะดือแต่ละเส้น
จะถูกแบ่งและเพาะเล้ียงในระบบการเพาะเล้ียงเซลล์แบบดั้งเดิมท่ีมีส่วนประกอบท่ีมาจากสัตวโ์ดย
ใช้ FBS และระบบการเพาะเล้ียงท่ีปราศจากส่วนประกอบท่ีมาจากสัตวโ์ดยใช้ hCBS โดย hWJ-
MSCs ท่ีเพาะเล้ียงดว้ย hCBS (hWJ-MSCs-hCBS) แสดงการแบ่งตวัสะสมท่ีสูงกวา่และใชเ้วลาใน
การแบ่งตวันอ้ยกวา่อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบั hWJ-MSCs ท่ีเพาะเล้ียงดว้ย FBS (hWJ-
MSCs-FBS) อยา่งไรก็ตามไม่พบความแตกต่างของรูปร่างของเซลล์และคุณลกัษณะของเซลล์ตน้
ก าเนิดมีเซนไคม์เม่ือทดสอบดว้ยกระบวนการการตรวจสอบคุณลกัษณะท่ีเป็นมาตรฐาน ในทาง
ตรงกนัขา้มจากการวิเคราะห์องคป์ระกอบหลกั (Principal component analysis; PCA) ของ FT-IR 
สเปกตรัมของ hWJ-MSCs ท่ีไดจ้ากระบบการเพาะเล้ียงทั้งสองแสดงให้เห็นวา่สเปกตรัมของ hWJ-
MSCs-FBS และ hWJ-MSCs-hCBS สามารถแบ่งแยกออกจากกนัดว้ยองค์ประกอบหลกัท่ี 1 โดย
สามารถอธิบายความแปรปรวนทั้งหมดในชุดขอ้มูลไดถึ้งร้อยละ 63 โดย hWJ-MSCs-FBS แสดงค่า

 

 

 

 

 

 

 

 



II 

 

  

การดูดกลืนแสงสูงกว่าในช่วงไขมนั (สเปกตรัมการยืดหดของพนัธะ C-H ในช่วง 3,000-2,800 
เซ็นติเมตร-1) ต  าแหน่งสูงสุดของการยืดหดของพนัธะลิปิดเอสเทอร์ C=O (1,743 เซ็นติเมตร-1) และ
ช่วงของกรดนิวคลีอิก (1,261-900 เซ็นติเมตร-1) แต่ทวา่ hWJ-MSCs-hCBS มีการเพิ่มข้ึนของโปรตีน
ท่ีมี β-sheet สูง (การเพิ่มการดูดกลืนแสงท่ี1,639 เซ็นติเมตร-1) 
 โดยสรุปการศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ชนิดของซีรัมท่ีใชส่้งผลกระทบโดยตรงต่อคุณลกัษณะ
ของ hWJ-MSCs ท่ีเพาะเล้ียง การค้นพบน้ีเป็นหลักฐานแสดงให้เห็นว่าระบบการเพาะเล้ียงท่ี
ปราศจากส่วนประกอบท่ีไดจ้ากสัตวมี์ความเหมาะสมส าหรับใชใ้นการเพิ่มจ านวนเซลล์ตน้ก าเนิดมี
เซนไคมเ์พื่อวตัถุประสงคใ์นการรักษาทางคลินิก นอกจากน้ีการศึกษาน้ีเป็นการศึกษาแรกท่ีแสดงให้
เห็นวา่เทคนิค FT-IR microspectroscopy ร่วมกบัการวเิคราะห์องคป์ระกอบหลกัสามารถแยกเซลล์ท่ี
ไดจ้ากกระบวนการเพาะเล้ียงท่ีแตกต่างกนัได้ในขณะท่ีกระบวนการการตรวจสอบคุณลกัษณะท่ี
เป็นมาตรฐานไม่สามารถแยก เทคนิคน้ีแสดงหมู่ฟังก์ชนัของสารอินทรียข์อง hWJ-MSCs ไดด้ว้ย
การวดัการดูดกลืนแสงอินฟราเรดเพียงคร้ังเดียวโดยปราศจากกระบวนการการติดฉลากท่ีซบัซ้อน 
ดงันั้นจากขอ้มูลขา้งตน้แสดงให้เห็นว่าเทคนิค FT-IR microspectroscopy เป็นเทคนิคทางเลือกท่ี
โดดเด่นในการตรวจสอบคุณลกัษณะของเซลลต์น้ก าเนิดมีเซนไคม ์
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 Mesenchymal stem cells (MSCs) are adult stem cells of particularly interest 

for stem cell-based therapy. However, the uses of fetal bovine serum (FBS) in 

conventional culture systems have raised concerns about the therapeutic safety for use 

with patients. Moreover, key properties of MSCs such as proliferation rate, 

transcriptional profiles, and mesodermal differentiation potential have been shown to 

be altered under different culture systems. Therefore, in order to facilitate the safety of 

clinical applications, this study aimes to establish a xeno-free culture system using 

human cord blood serum (hCBS) for human Wharton’s Jelly derived MSCs (hWJ-

MSCs) derivation. The effects of different culture systems on hWJ-MSCs properties 

were studied by standard characterization methods compared with results obtained 

using Fourier transform infrared (FT-IR) microspectroscopy. In this study, individual 

umbilical cords were divided and cultured by conventional xeno- (fetal bovine serum: 

FBS) and xeno-free (human cord blood serum: hCBS) culture systems. hWJ-MSCs 

cultured in hCBS (hWJ-MSCs-hCBS) exhibited a significantly higher cumulative 

population doubling with shorter population doubling time when compared with hWJ-
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MSCs cultured in FBS (hWJ-MSCs-FBS). However, there were no differences in cell 

morphology and MSCs properties detected by standard characterization methods. In 

contrast, Principal component analysis (PCA) of FT-IR spectra of hWJ-MSCs derived 

from both culture systems revealed that the spectra of hWJ-MSCs-FBS and hWJ-

MSCs-hCBS could be discriminated in scores plots along PC1, which can be explain 

by the 63% of the total variance in the dataset. hWJ-MSCs-FBS revealed higher 

absorption in lipid bands (C-H stretching spectral region (3,000-2,800 cm
-1

)), lipid 

ester C=O stretching peak (1,743 cm
-1

), and nucleic acids region (1,261-900 cm
-1

) 

whereas hWJ-MSCs-hCBS have higher β-sheet rich proteins (increase in absorbance 

at 1,639 cm
-1

).  

 In summary, this study demonstrated that the type of serum supplement 

directly influences the properties of the cultivated hWJ-MSCs. These findings 

provided the evidence that the xeno-free culture system is suitable for the ex vivo 

expansion of clinical grade MSCs. Moreover, this study was the first to demonstrate 

that FT-IR microspectroscopy coupled with PCA analysis, but the standard 

characterization methods could not, could discriminate the cells derived from different 

culture systems. This technique reveals the organic functional groups of hWJ-MSCs 

via a single measurement of an infrared absorption, without any requirement of 

complicated labeling process. Therefore, the data presented here shows that FT-IR 

microspectroscopy is an alternative outstanding technique for MSCs characterization. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




