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การพฒันากระบวนการเตรียม DMSc Stem Pro: 
Autologous Bone Marrow Mesenchymal 

Stem Cells สำหรับการศึกษาวจัิยทางคลนิกิ

บทคดัยอ  mesenchymal stem cells (MSC) เปนเซลลตนกาํเนดิทีม่ศีกัยภาพในการเจรญิเตบิโตเปนเซลลและเนือ้เยือ่ตางๆ 

ไดเกอืบทกุชนิดในรางกายเมือ่อยูในสภาวะทีเ่หมาะสม การศกึษานีม้วีตัถุประสงคในการวจัิยและพฒันากระบวนการเตรยีม DMSc 

Stem Pro ซึง่เปน MSC จากไขกระดกูสาํหรบัพัฒนาวธิรัีกษาผูปวย retinitis pigmentosa (RP) โดยศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมใน

การเพาะเลีย้ง MSC รวมถงึการตรวจสอบความถกูตองของกระบวนการผลติ (process validation) กอนเขาสูการวจิยัทางคลนิิก 

การเพาะเลี้ยง DMSc Stem Pro ทําในหองสะอาด (clean room) ระดับ class 100 โดยใช DMEM รวมกับ 10% FBS เปน

อาหารเล้ียงเซลล บมที ่37ºC, 5% CO2 นาน 36±4.69 วนั (คาพสิยัเทากบั 31–42) เซลลทีไ่ดมรีปูรางปลายเรยีวแหลม เจรญิเติบโต

ยดึเกาะพืน้ผวิพลาสตกิ มจํีานวน 8.67±2.23 ลานเซลล (คาพสิยัเทากบั 6.00–10.62) อตัราการมชีวีติมากกวารอยละ 90 ผวิเซลล

มกีารแสดงออกของ CD90, CD105 และ CD73 แตไมมกีารแสดงออกของ CD34, CD45 และ HLA-DR สามารถเจรญิเตบิโต

เปนเซลลไขมัน เซลลกระดูก และเซลลกระดูกออนได ปราศจากการปนเปอน endotoxin และจุลชีพ ทั้งแบคทีเรีย เชื้อรา และ

ไมโคพลาสมา กระบวนการทั้งหมดดําเนินการตามหลักเกณฑและวิธีการในการผลิตยาแผนปจจุบัน (GMP) และขอกําหนด

สากลสําหรับการพัฒนายาใหม (INDs) อยางเครงครัด DMSc Stem Pro ที่เตรียมจากหองปฏิบัติการเซลลตนกําเนิดของ
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กรมวทิยาศาสตรการแพทย นบัวามีคณุภาพ มคีณุสมบตัสิอดคลองตามขอกาํหนดสากล International Society for Cellular 

Therapy (ISCT) และปราศจากการปนเปอนจุลชีพ สามารถนําไปใชในการพัฒนาวิธีรักษาผูปวยโรคจอตามีสารสีที่ถายทอด

ทางพันธุกรรมไดอยางมั่นใจ

คําสําคัญ: ไขกระดูก, Mesenchymal stem cells, การตรวจสอบความถูกตองของกระบวนการผลิต

บทนํา

เซลลตนกำเนิดมีคุณสมบัติในการสรางเซลล

ทดแทนตนเอง โดยคงสภาพความเปนเซลลตนกำเนิด 

และสามารถเจริญเติบโตเปนเซลลจำเพาะชนิดตางๆ ได

ในสภาวะที่เหมาะสม นำไปสูความหวังที่จะนำเซลล       

ตนกำเนิดมาใชประโยชนในการรักษาหรือซอมแซม

เนื้อเยื่อและอวัยวะที่ผิดปกติจากการเปนโรค ความเสื่อม 

ความสูงอายุ และจากสาเหตุอื่นๆ ได(1)

mesenchymal stem cells (MSC) เปนเซลล

ตนกำเนิดสำหรับเน้ือเยื่อชั้นกลาง ท่ีมีศักยภาพในการ

เจริญเติบโตเปนเซลลและเนื้อเยื่อตางๆ ไดเกือบทุกชนิด

ในรางกายมนุษยเมื่ออยูในสภาวะที่เหมาะสม รวมถึง

เนื้อเยื่อชั้นกลางและเนื้อเยื่อชั้นนอก MSC สามารถ

เพาะเลีย้งไดจากไขกระดกู และมีคณุสมบัตติามขอกำหนด 

International Society for Cellular Therapy 

(ISCT)(2) ไดแก 1) สามารถยึดเกาะพื้นผิวพลาสติก

ภาชนะเพาะเลี้ยง 2) ผิวเซลลมีการแสดงออกของ  

CD105, CD90 และ CD73 แตไมมีการแสดงออกของ 

CD34, CD45, CD11b, CD14, CD19 และ HLA-DR

3) สามารถเจริญเติบโตเปนเซลลไขมัน เซลลกระดูก

และเซลลกระดูกออน (tri l ineage in vitro

differentiation) MSC มขีอดทีัง้ทางดานภมูคิุมกนัวทิยา

สามารถกดภูมิตานทานและลดการอักเสบ รวมถึงการมี

คุณสมบัติทาง paracrine effect ที่สามารถหลั่งกลุม

ของสารเคมีที่เปนประโยชนในการสื่อสารและสงเสริม

การทำงานของเซลลตางๆ หลายชนิด จากขอดีหลาย

ประการของ MSC ทำใหนักวิจัยจำนวนมากใหความ

สนใจนำ MSC ไปพัฒนาวิธีรักษาแนวใหมโดยใชเซลล

ตนกำเนิด (stem cell therapy) ในหลายกลุมโรค นับ

ตั้งแตโรคกระดูกและขอ กลุมโรคหัวใจและหลอดเลือด 

กลุมโรคทางระบบภมิูคุมกนั ท้ัง autoimmune disease 

และ graft versus host disease (GVHD) เบาหวาน

โรคตับ โรคเอดส โรคทางระบบประสาท โรคทางจักษุ

บาดแผลเรื้อรัง และแผลจากการถูกไฟไหม เซลล

ตนกำเนิดชนิด MSC จึงเปนหนึ่งในกลุมเซลลตนกำเนิด

ทีค่าดวาจะสามารถพฒันาสูทางเลอืกใหมในการรกัษาโรค 

และฟนฟูสภาวะเสื่อมของมนุษยชาติได(1,2)

retinitis pigmentosa (RP) หรือโรคจอตามี

สารสีที่ถายทอดทางพันธุกรรม เปนโรคทางพันธุกรรม

ที่มีอุบัติการณการเกิดโรคของประชากรทั่วโลก ประมาณ

1 ตอ 3,000 ถงึ 4,000(3) โดยเกดิจากความผดิปกตขิองยนี

ทีส่งผลใหเซลลรบัแสงในจอตา (photoreceptor cells) 

ไดแก เซลล rod และ cone เส่ือมสภาพ ทำใหผูปวย

มีอาการมองเห็นไมชัดในเวลากลางคืนและในที่สลัว

รวมกับลานสายตาแคบลงเรื่อยๆ จนเหลือเพียงลาน

สายตาเฉพาะตรงกลาง (tunnel vision) และนำไปสูภาวะ

ตาบอดได ความผิดปกตินี้อาจเริ่มแสดงอาการตั้งแตวัย

เดก็เลก็หรอืวยัอืน่ๆ ไดทกุระยะ ปจจบุนัยงัไมมวีธิกีารใด

ที่ประสบความสำเร็จในการรักษาโรคนี้ ทำใหผูปวยและ

ครอบครัวไดรับผลกระทบตอคุณภาพชีวิตอยางมากจาก

ความบกพรองหรือการสูญเสียการมองเห็น

จากการศกึษาในสตัวทดลองทีเ่ปนโรค RP โดยใช

เซลลตนกำเนิดจากไขกระดูกของสัตวเองฉีดเขาในวุนตา

พบวาเซลลตนกำเนิดจากไขกระดูกมีแนวโนมชวย

คงสภาพการทำงานของเซลลรับแสงในที่สวางหรือ cone 

cell ได(3) จึงเปนที่มาของการศึกษานี้ ซึ่งคณะผูวิจัยได

วิจัยและพัฒนากระบวนการเตรียมเซลลตนกำเนิดชนิด 

DMSc Stem Pro ซึง่เปน MSC จากไขกระดกูของผูปวย

เอง สำหรบันำไปใชในการศกึษาความเปนไปไดและความ

ปลอดภัยของเซลลตนกำเนิดจากไขกระดูก เมื่อฉีดเขา

วุนตาแกผูปวยโรคจอตามสีารสทีีถ่ายทอดทางพนัธุกรรม(4)

โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง MSC 
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DMSc Stem Pro สำหรับการศึกษาวิจัยทางคลินิก อัจฉราพร ดำบัว และคณะ

รวมถึงการตรวจสอบความถูกตองของกระบวนการผลิต 

(process validation) กอนเขาสูการวิจัยทางคลินิก 

กระบวนการทัง้หมดดำเนินการตามหลกัเกณฑและวธิกีาร

ในการผลิตยาแผนปจจุบัน (Good Manufacturing

Practice: GMP)(5) และขอกำหนดสากลสำหรับ

การพัฒนายาใหม (Investigational New Drug 

Applications: INDs)(6)

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางที่ใชในการศึกษา

ตัวอยางที่ใชในการเพาะเลี้ยงและตรวจสอบความ

ถูกตองของกระบวนการผลิต เปนตัวอยางไขกระดูก

ที่ไดรับความอนุเคราะหจากคณะแพทยศาสตร ศิริราช

พยาบาล โดยไมสามารถสืบคนกลับไปยังตัวบุคคลผูให      

ไขกระดูกได จำนวน 4 ราย ซึ่งผานการพิจารณาจากคณะ

กรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร    

ศิริราชพยาบาล เลขที่ Si126/2010 วันที่ 12 กันยายน 

2561

ตัวอยางที่ใชในกระบวนการตรวจสอบคุณสมบัติ

ของเซลลตนกำเนิด MSC เปนตัวอยางเซลลมาตรฐาน 

human mesenchymal stem cells: HMSC (cell 

applications, Canada)

การแยกและการเพาะเลี้ยงเซลลตนกำเนิด

นำตัวอยางไขกระดูกมาเจือจางดวย sterile 

PBS pH 7.4 (Invitrogen, USA) แลวนำไปปน

แยกดวยเครื่องปนเหวี่ยง (Hitachi, Japan) เพื่อ

เก็บสวนของ buffy coat นำมาเพาะเลี้ยงในภาชนะ

เพาะเล้ียงชนิด T75cm2 (Corning, USA) ดวย

อาหารเลี้ยงเซลล ประกอบดวย Dulbecco's Modified

Eagle Medium (DMEM) (Invitrogen, USA) 

fetal bovine serum (Lonza, USA) antibiotic/

antimycotic (Sigma, USA) นำไปบมดวย CO2

incubator รุน NU-5100E (NuAire, Inc, USA)

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 3–4 วัน จนกวาเซลลจะมี

ความหนาแนนประมาณ 90% ของพืน้ทีเ่พาะเลีย้ง จากนัน้

ทำการยอยเซลลออกจากพื้นผิวภาชนะเพาะเลี้ยงดวย 

0.25% trypsin/EDTA (Invitrogen, USA) และนำ

เซลลที่ไดเพาะเลี้ยงตอใน passage ตอไป ซึ่งดำเนินการ

ภายใต laminar air flow biological safety cabinets 

รุน NU-430 (NuAire, Inc., USA)

สถานที่เพาะเลี้ยงเซลลตนกำเนิด เปนหองสะอาด

ระดับ class 100 ณ อาคารปฏิบัติการเซลลตนกำเนิด 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย มีการตรวจติดตามสภาวะ

แวดลอมทัง้ดานกายภาพและดานชวีภาพ โดยการติดตาม

ระดบัความสะอาดของสภาวะแวดลอมในสถานะไมมกีาร

ปฏิบัติงานและสถานะกำลังปฏิบัติงาน ครอบคลุมการ

ติดตามการปนเปอนของจุลินทรีย การติดตามจำนวน

อนุภาคในอากาศ ความดัน อุณหภูมิ และการตรวจสอบ

พารามเิตอรเหลานีโ้ดยชางเทคนคิเฉพาะดาน เปนประจำ

สม่ำเสมอ ตามมาตรฐานสากล ISO 14644(7)

การตรวจสอบคุณภาพ

การตรวจสอบคุณภาพและคุณสมบัติของเซลล

ตนกำเนิด ตามขอกำหนดสากล ISCT ประกอบดวย

การพิสูจนเอกลักษณเซลลตนกำเนิด (identity) การ

ทดสอบความสามารถของเซลลตนกำเนิด (potency)      

การทดสอบความบริสุทธิ์ของเซลลตนกำเนิด (purity) 

การตรวจการปนเปอนจุลชีพ (sterility) และการตรวจ

สอบการมีชีวิตของเซลล (viability) ดังนี้

การพิสูจนเอกลักษณเซลลตนกำเนิด โดยเทคนิค 

flow cytometry(8) อาศยัการตรวจตดิตามชนดิแอนตเิจน

ที่จำเพาะบนผิวเซลล MSC และตรวจวัดจำนวนเซลล

โดยใชแสงเลเซอรกระตุน fluorescent ที่ติดฉลากไว

ที่ antibody ใหเกิดการเรืองแสง โดยใช anti-CD90

APC (BD Bioscience, USA) anti-CD105

PE (Miltenyi Biotec, USA) anti-CD73

APC (Biolegend®, Canada) anti-CD34 PE

(Biolegend®,  Canada) anti-CD45 PE 

(Bio legend®,  Canada) ant i-HLA-DR

APC (Biolegend®, Canada) 7-AAD (BD 

PharmingenTM, USA) ทำการตรวจวิเคราะหโดย

เครื่อง FACSCanto II (BD Bioscience, USA)

การทดสอบความสามารถของเซลลตนกำเนิด

ในการเจริญเติบโตเปนเซลลอ่ืนๆ ไดอยางนอย 3 ชนิด 

(trilineage in vitro differentiation) คอื เซลลไขมนั
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เซลลกระดูก และเซลลกระดูกออน โดยเพาะเลี้ยง MSC 

ในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีความจำเพาะ สามารถกระตุนให

เจรญิเตบิโตเปนเซลลชนดิตางๆ ไดในสภาวะทีเ่หมาะสม

โดยใชชุดน้ำยา mesenchymal stem cell adipo-

genesis kit (Chemicon, Canada) ประกอบดวย  

adipogenesis medium oil red o solution ชุด

น้ำยา mesenchymal stem cell osteogenesis kit 

(Chemicon, Canada) ประกอบดวย osteogenesis 

medium alizarin red solution และชุดน้ำยา NH 

chondrodiff (Miltenyi, Germany) ประกอบดวย 

chondrodiff medium

การทดสอบความบริสุทธิ์ของเซลลตนกำเนิด 

ดำเนินการตรวจหาปริมาณ endotoxin โดยวธิี limulus 

amebocyte lysate (LAL) แบบ kinetic turbidi-

metric method(9) อาศยัหลักการทำปฏกิริยิาระหวางสาร

สกดัของเลือดแมงดาทะเลกบัสาร bacterial endotoxin 

หากตัวอยางมี bacterial endotoxin ปนเปอนอยูจะ

กระตุนให proenzyme เปล่ียนแปลงเปน coagulase 

ที่สามารถ hydrolyses coagulin ซึ่งมีลักษณะคลายเจล 

การตดิตามความขุนของการเกดิเจล จึงบงบอกถงึปรมิาณ

การปนเปอน bacterial endotoxin ได โดยใชชุดน้ำยา 

Pyrogent® 5000 test kit (Lonza, USA) จากนั้น

นำไปวิเคราะหดวยเครื่อง microplate reader model 

ELX808 TM (Bio Tek® Instrument, USA)

การตรวจการปนเปอนจุลชีพ(10) ดำเนินการตรวจ

การปนเปอนของแบคทีเรียและเชื้อรา โดยวิธี micro-

organism culture ในอาหารเล้ียงเชือ้ tryptic soybean 

broth medium (soybean-casein digest medium)

(Difco, USA) สำหรับเชื้อแบคทีเรีย และ fluid

thioglycolate medium (Difco, USA) สำหรับเชื้อรา

สวนการตรวจการปนเปอนไมโคพลาสมา(11) ดวยวิธ ีPCR 

โดยใชนำ้ยา Venor Gem OneStep (Minerva Biolabs,

Germany) เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ดวยเครื่องเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรม GeneAmp 5700 (Applied 

Biosystems, USA) จากน้ันนำไปตรวจสอบ PCR 

product โดยใช 2% agarose gel electrophoresis 

ภายใตเครื่องถายภาพเจลภายใตแสงยูวีรุน Bio-Doc-ItTM

System (UVP Laboratory Products, USA)

การตรวจสอบอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลโดย

การยอมดวย trypan blue stain (Invitrogen, USA) 

สังเกตการติดสีภายใตกลองจุลทรรศน รุน TE2000S 

(Nikon, Japan) โดยเซลลที่มีชีวิตจะไมติดสีน้ำเงิน

ในขณะที่เซลลที่ไมมีชีวิตจะติดสียอม เนื่องจากเซลล

เมมเบรนเกิดการเสื่อมสภาพจึงสามารถติดสียอมของ 

trypan blue ได

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

นำขอมลูวิเคราะหคาเฉลีย่ (mean) ± สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน (Standard Deviation: SD)

ผล

จากการนำตัวอยางไขกระดูก จำนวน 4 ราย 

(20.25±1.71 มิลลิลิตร) มาปนแยก buffy coat พบวา

ไดผล mononuclear cell (MNC) เฉลีย่ 26.16±13.45

ลานเซลล ซึ่งมีคาระหวาง 7.35–39.15 ลานเซลล เมื่อ

เพาะเลี้ยง MSC ใน DMEM รวมกับ 10% FBS บมที่

37 ºC, 5% CO2 และตดิตามการเจรญิเตบิโตของเซลลใน

2 วันแรก พบเซลล MSC สามารถยึดเกาะที่พื้นผิว

ภาชนะเพาะเลี้ยง ดังแสดงในภาพที่ 1 ก และเมื่อเพาะ

เลี้ยงได 5 วัน ทำการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล พบวาเซลล

ที่ไมใช MSC จะไมสามารถเกาะพื้นผิวภาชนะเพาะเลี้ยง 

หลงัจากเปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลออกจะเหลอืเฉพาะเซลล 

MSC เทานั้น และเมื่อเพาะเล้ียง MSC เปนระยะเวลา 

36±4.69 วัน (คาพิสัยเทากับ 31–42) พบวามีอัตรา

การมีชีวิตรอดของเซลลรอยละ 96.37±2.68 (คาพิสัย

เทากบั 93.64–98.75) เซลลทีเ่พาะเล้ียงไดมรีปูรางปลาย

เรยีวแหลม เจรญิเตบิโตยดึเกาะพืน้ผวิพลาสตกิ ดงัแสดง

ในภาพที่ 1 ข (passage no. 2) เปรียบเทียบกับเซลล 

MSC ที่เพาะเลี้ยงจากตัวอยางเซลลมาตรฐาน ดังแสดง

ในภาพที่ 1 ค

การพิสูจนเอกลักษณเซลลตนกำเนิด โดยเทคนิค 

flow cytometry พบวาผิวเซลลจากไขกระดูกมีการ

แสดงออกของ CD34 และ CD45 แตไมพบการแสดงออก

ของ CD90 และ CD105 หลงัจากเพาะเลีย้งไปเปน MSC 

พบวาผิวเซลลมีการแสดงออกของ CD90 และ CD105 

แตไมพบการแสดงออกของ CD34 และ CD45 ดังแสดง

ในภาพที่ 2
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DMSc Stem Pro สำหรับการศึกษาวิจัยทางคลินิก อัจฉราพร ดำบัว และคณะ

ภาพที่ 1 MSC ที่เพาะเลี้ยงจากตัวอยางไขกระดูก มีลักษณะรูปรางปลายเรียวแหลมภายใตกลองจุลทรรศน ตั้งแต

 เริ่มเพาะเลี้ยงจากไขกระดูก (ก) passage no. 2 (ข) เปรียบเทียบกับเซลล MSC ที่เพาะเลี้ยงจากตัวอยาง

 เซลลมาตรฐาน (ค)

ภาพที่ 2 การแสดงออกของแอนติเจนที่จำเพาะบนผิวเซลลจากไขกระดูก (สีเทา) เปรียบเทียบกับของเซลล 

 MSC passage no. 2 (สีเขียว)
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การทดสอบความสามารถของเซลลตนกำเนิด

ในการเจริญเตบิโตไปเปนเซลลอืน่ 3 ชนดิ ไดแก  เซลลไขมนั 

เซลลกระดูก และเซลลกระดูกออน ผลการศึกษาพบวา

เมื่อนำตัวอยาง MSC มาเพาะเลี้ยงใน adipogenesis 

medium มีการเปลี่ยนแปลงของเซลลจาก MSC เปน

เซลลไขมัน เมื่อยอมดวย oil red o solution จะพบ 

lipid vacuole ในเซลลไขมันติดสีแดง มีลักษณะเหมือน

พวงองุน ในขณะท่ีนิวเคลียสติดสีน้ำเงินเขม ดังแสดง

ในภาพที่ 3 ก สวนการเจริญเติบโตไปเปนเซลลกระดูก 

พบวาเมือ่นำตวัอยาง MSC มาเพาะเลีย้งใน osteogenesis

medium มีการเปลี่ยนแปลงของเซลลจาก MSC ไป

เปนเซลลกระดูก เมื่อยอมดวย alizarin red solution 

พบ calcium ติดสีสม ดังแสดงในภาพที่ 3 ข สำหรับการ

เจริญเติบโตไปเปนเซลลกระดูกออน สามารถมองเห็นได

หลังนำ MSC มาเพาะเลี้ยงใน chondrodiff medium 

ดังแสดงในภาพที่ 3 ค 

ภาพที่ 3  เซลล MSC สามารถเจริญเติบโตไปเปนเซลลไขมัน (ก) เซลลกระดูก (ข) และเซลลกระดูกออน (ค) 

การเตรียมความพรอมในการพัฒนากระบวนการ

เตรียมเซลล เพื่อนำไปใชสำหรับผูปวยประกอบดวย

ดานบคุลากร โดยบคุลากรไดรบัการฝกอบรมใหมีความรู

ความสามารถ และไดรับการตรวจสุขภาพและฉีดวัคซีน 

เพื่อใหมีสุขอนามัยท่ีดีเปนประจำทุกป ดานสถานที่

เตรียมเซลล เปนหองสะอาดแรงดันบวกที่มีการควบคุม 

ติดตาม และบันทึกคุณภาพอากาศและการปนเปอน

พื้นผิวปฏิบัติงานในบริเวณสะอาดอยางตอเน่ือง โดยมี

อนุภาคขนาด 0.5 ไมครอน จำนวน 789.14±71.53

อนุภาค (คาพิสัยเทากับ 703.66-867.80) ความดัน

80.68±4.37 ปาสคาล (คาพิสัยเทากับ 77-87) อุณหภูมิ

21.53±1.12 องศาเซลเซยีส (คาพสิยัเทากบั 20.20-22.50)

ความชื้นสัมพัทธ รอยละ 59.98±2.48 (คาพิสัยเทากับ 

56.70 - 62.70) และการตรวจติดตามจุลชีพอยูในเกณฑ

ที่กำหนด รวมถึงมีการสอบเทียบสภาวะแวดลอมหอง

คลนีรมู ตามมาตรฐานสากล ISO 14644 เปนประจำทกุป

ดานการปฏิบัติงาน มีการจัดทำมาตรฐานการปฏิบัติงาน

และแบบบันทึก จำนวน 60 ฉบับ ครอบคลุมทุกขั้นตอน

ที่มีความสำคัญในการเตรียมและตรวจสอบคุณภาพ

เซลล รวมถงึการดำเนนิการจำลองกระบวนการมเีดยีฟลล 

จำนวน 4 ครั้ง เพื่อประเมินกระบวนการปราศจากเชื้อ

โดยนำอาหารเลี้ยงเซลลมาใชในกระบวนการผลิตให

ใกลเคียงกับการปฏิบัติงานประจำ และติดตามความ

ปราศจากเช้ือ ผลการศึกษาพบวาอาหารเล้ียงเซลลมี

ลกัษณะใสไมพบตะกอน มสีสีมแดง ปราศจากการปนเปอน

endotoxin และจุลชีพ



139วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2565

DMSc Stem Pro สำหรับการศึกษาวิจัยทางคลินิก อัจฉราพร ดำบัว และคณะ

การศึกษาความถูกตองของกระบวนการผลิต 

(process validation) ผูวจิยัไดออกแบบกระบวนการ

ผลิตและการควบคุมคุณภาพ ครอบคลุมตั้งแตการรับ

ตัวอยางไขกระดูก (initial control) ระหวางกระบวนการ

ผลิต (in process control) และผลิตภัณฑสุดทาย 

(final product control) ดังแสดงในภาพที่ 4 และ

กำหนดเกณฑการปลอยผานผลิตภัณฑ ดังแสดงใน

ตารางที่ 1

ภาพที่ 4  กระบวนการผลิตและการควบคุมคุณภาพ DMSc Stem Pro

 production quality control

initial 
control

bone marrow

-  identity: FCM                                  

-  cell number/viability

-  sterility: bacteria/fungus

-  purity: endotoxin

cell isolation

& expansion

- identity: monitor morphology  

- cell number/viability

- sterility: bacteria/fungus

- purity: endotoxin

- identity: morphology/FCM                                  

-  cell number/viability

-  sterility: bacteria/fungus

-  mycoplasma

-  purity: endotoxin

-  potency: trilineage in vitro differentiation

in process 
control

final product 
controlDMSc Stem Pro
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ตารางที่ 1 เกณฑการปลอยผานผลิตภัณฑเซลลตนกำเนิด DMSc Stem Pro

quality control test product release criteria reference 

cell dose 10 ลานเซลล ตามที่ตกลงกับแพทย

viability > 70% INDs, U.S. FDA 2020(6)

sterility
 - bacteria/fungus
 - mycoplasma

no growth 
negative

INDs, U.S. FDA  2020(6)

INDs, U.S. FDA  2020(6)

endotoxin < 0.2 EU/kg USP 41. Biological test. (85) (12)

flow cytometry positive: CD90, CD105, CD73
negative: CD34, CD45, HLA-DR

ISCT 2006(2)

trilineage in vitro 
differentiation

adipose, osteocyte 
และ chondrocyte

ISCT 2006(2)

จากการศึกษาความถูกตองของกระบวนการผลิต 

(process validation) จำนวน 4 รอบ เพื่อเตรียม

ความพรอมกอนเขาสูการวิจัยทางคลินิก พบวา MSC ที่

เพาะเลี้ยงไดมีปริมาณคาเฉลี่ย±SD เทากับ 8.67±2.23 

ลานเซลล (คาพิสัยเทากับ 6.00-10.62 ลานเซลล)

อัตราการมีชีวิตคาเฉลี่ย±SD คิดเปนรอยละ 96.37±2.68

(คาพิสัยเทากับ 93.64–98.75) MSC ที่ไดรูปราง

ปลายเรียวแหลม มีคุณสมบัติในการแสดงออกของ 

CD90, CD105 และ CD73 แตไมมีการแสดงออก

ของ CD34, CD45 และ HLA-DR สามารถเจริญ

เติบโตเปนเซลลไขมัน เซลลกระดูก และเซลลกระดูก

ออนได ปราศจากการปนเปอน endotoxin และจุลชีพ 

ทั้งแบคทีเรียและเชื้อรา ดังแสดงในตารางที่ 2 โดย

กระบวนการทั้งหมดดำเนินการตามหลักเกณฑและ

วธิกีารในการผลติยาแผนปจจบุนั (GMP) และขอกำหนด

สากลสำหรับการพัฒนายาใหม (INDs) อยางเครงครัด 

ผลติภณัฑทีไ่ดมคีวามสะอาด ปลอดภยั ไมพบการปนเปอน

ของจุลชีพ 

ตารางที่ 2 ผลการตรวจสอบความถูกตองของกระบวนการผลิตเซลลตนกำเนิดชนิด DMSc Stem Pro จำนวน 4 ราย

วิจารณ

โดยทั่วไปกระบวนการเตรียมเซลลเพื่อนำไปใช

สำหรับผูปวย ทั้งเพ่ือการศึกษาวิจัยทางคลินิกและเพื่อ

การรกัษามาตรฐาน จะตองผานการวิจยัตอยอด (trans-

lational research) เพื่อใหมั่นใจวาผลิตภัณฑเซลลที่

ตัวอย่าง
ล�าดับที่

ปริมาตร
ไขกระดูก

(มิลลิลิตร)

ระยะเวลา
ที่เพาะเลี้ยง

(วัน)

identity
(FCM)

sterility
(microorganism 
culture; bacteria 

and fungus)

mycoplasma
(PCR)

endotoxin
(LAL)

trilineage
in vitro 

differentiation

%viability
(%)

1 22 34 negative: CD34, CD45
positive:  CD90, CD105

no growth negative < 0.25 EU/ml  93.64

2 20 37 negative: CD34, CD45, HLA-DR
positive:  CD90, CD105,  CD73

no growth negative < 0.25 EU/ml  98.60

3 21 42 negative: CD34, CD45, HLA-DR
positive: CD90, CD105, CD73

no growth negative < 0.25 EU/ml  98.75

4 18 31 negative: CD34, CD45, HLA-DR
positive:  CD90, CD105, CD73

no growth negative < 0.25 EU/ml  94.49

เตรยีมไดมคีณุภาพและปลอดภยัสำหรบัผูปวย(13)  ในทาง

ปฏิบัตินักวิจัยควรดำเนินการใหสอดคลองตามประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข เรื่อง การกำหนดรายละเอียด

เกีย่วกบัหลกัเกณฑและวธิกีารในการผลติยาแผนปจจบุนั 

ตามกฎหมายวาดวยยา พ.ศ. 2559 รวมถึงมาตรฐานและ
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DMSc Stem Pro สำหรับการศึกษาวิจัยทางคลินิก อัจฉราพร ดำบัว และคณะ

ขอกำหนดสากลท่ีเกี่ยวของ(2,5–7) โดยหองปฏิบัติการ

ตองจัดใหมีบุคลากร อาคาร สถานท่ี สภาวะแวดลอม 

เครื่องมือ วัสดุ สารเคมี และน้ำยา ที่จำเปนในการปฏิบัติ

งานของหองปฏิบัติการอยางเหมาะสม บุคลากรตองมีสุข

อนามัยที่ดี มีคุณสมบัติ ความรู และความสามารถอยาง

เพียงพอ การออกแบบสถานท่ีและสภาวะแวดลอมใน

การผลิตตองเปนไปตามหลักการและขอกำหนดที่ระบุ

ในหลักเกณฑและวิธีการในการผลิตยาฯ ตามกฎหมาย

วาดวยยา พ.ศ. 2559(5) ภาคผนวก 1 การผลิตยา

ปราศจากเชื้อ เพ่ือเลือกระดับชั้นใหมีความลดหลั่น

ของส่ิงแวดลอมในการทำงาน และมาตรการในการควบคุม

ที่เกี่ยวของอยางเหมาะสม ตองใชบริเวณที่มีแรงดันเปน

บวกในขั้นตอนการผลิต มีการควบคุม ติดตาม และ

บันทึกคุณภาพอากาศและการปนเปอนพื้นผิวปฏิบัติงาน

ในบริเวณสะอาดเปนประจำ เครื่องมือที่ใชตองไดรับ

การบำรุงรักษาใหสะอาดและมีการสอบเทียบอยาง

ตอเนื่อง วัสดุ สารเคมี และน้ำยาในกระบวนการผลิต

และการเก็บรักษาผลิตภัณฑ ตองมีระดับการผลิต

ที่เหมาะสมสำหรับใชทางคลินิก (clinical grade) 

หรือเทียบเทา หากไมสามารถจัดหาได วัสดุ สารเคมี

และนำ้ยาทีน่ำมาใชจะตองผานการทดสอบทางหองปฏบิตัิ

การ เพื่อยืนยันวามีคุณลักษณะตามที่หองปฏิบัติการ

กำหนด กอนนำไปใชในกระบวนการผลิตและเก็บรักษา

ผลิตภัณฑ(6,7) และท่ีสำคัญการพัฒนากระบวนการใหม

หรือการเปล่ียนแปลงกระบวนการเดิม ตองมีการตรวจ

สอบความถูกตองของกระบวนการผลิต (process 

validation) กอนใหบริการตามใบสั่งของผูประกอบ

วิชาชีพเสมอ(5)

สำหรับการศึกษานี้  ผูวิจัยไดศึกษาสภาวะที่

เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง MSC โดยทำการเพาะเล้ียง

ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด DMEM รวมกับ 10% FBS 

บมที่ 37ºC, 5% CO2 เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 3–4 

วัน เปนเวลา 31–42 วัน เซลลที่ไดมีคุณสมบัติสอดคลอง

ตามขอกำหนดสากล ISCT(2) ทั้งในดานรูปรางลักษณะ 

การแสดงออกของแอนติเจน และศักยภาพในการเจริญ

เติบโตเปนเซลลอื่น 3 ชนิด ปราศจากการปนเปอน

endotoxin และจุลชีพ จากนั้นจึงเขาสูการวิจัยตอยอด 

เริ่มตั้งแตการเตรียมความพรอมดานสถานท่ี บุคลากร

เครื่องมือ สารเคมี และน้ำยาที่ใชในการเตรียมเซลล

ตนกำเนดิ รวมถึงการออกแบบกระบวนการทีม่กีารควบคมุ

คณุภาพทกุขัน้ตอนอยางครบวงจร ตัง้แตการรบัไขกระดกู

ตองมีการตรวจสอบคุณภาพวตัถุตัง้ตน (initial control)

ระหวางกระบวนการเพาะเลี้ยงในหองสะอาด ตองมีการ

ตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑระหวางผลิต (in process 

control) และในวันที่ตองเตรียมผลิตภัณฑสงใหแพทย

ตองควบคุมคุณภาพผลติภณัฑ (final product control) 

ดังแสดงในภาพที่ 4 ทุกกระบวนการที่มีความสำคัญตอง

จดัทำมาตรฐานสำหรบัใชในการปฏบัิตงิานอยางเครงครัด 

จากนั้นจึงทำการศึกษา media fill เพื่อใหมั่นใจวา

กระบวนการผลิตปราศจากการปนเปอนจุลชีพกอนเขาสู

การตรวจสอบความถูกตองของกระบวนการผลิต(14)

การตรวจสอบความถูกตองของกระบวนการผลิต 

เปนการจำลองกระบวนการปฏิบัติงานตามที่ไดออกแบบ

ไว โดยผลิตภัณฑที่ไดตองผานเกณฑการปลอยผาน

ผลิตภัณฑตามที่แพทยเห็นชอบ (release criteria) 

ดงัแสดงในตารางที ่1 ผานการขนสงและสงมอบใหแพทย

เชนเดียวกับการปฏิบัติงานจริง เพียงแตผลิตภัณฑเซลล

ที่ไดจะไมไดนำไปใชกับผูปวย จะตองนำกลับมาตรวจ

สอบคุณภาพโดยละเอียด รวมถึงการศึกษาความคงทน 

(stability) เพือ่เปนขอมลูพืน้ฐานกอนเขาสูการวจิยัทาง

คลินิกตอไป

การศึกษาความถูกตองของกระบวนการผลิตตอง

ดำเนินการใหผานตามคุณสมบัติของผลิตภัณฑอยาง

นอย 3 รอบการผลิตที่ติดตอกัน(5) การศึกษาครั้งนี้คณะ

ผูวิจัยดำเนินการรวม 4 รอบการผลิต ผลการศึกษาพบวา

ผลิตภัณฑเซลลตนกำเนิดที่เตรียมไดผานตามขอกำหนด

สากล ISCT ทัง้ในดานรปูรางลกัษณะ การแสดงออกของ

แอนติเจน และศักยภาพในการเจริญเติบโตเปนเซลลอื่น

3 ชนิด ปราศจากการปนเปอนของจุลชีพและการ

ตรวจสอบ endotoxin ผานเกณฑที่กำหนด มั่นใจวา

กระบวนการผลิตมีความคงที่ ผลิตภัณฑที่ไดมีความ

สะอาด ปลอดภัย พรอมเขาสูการศึกษาวิจัยทางคลินิก

ตอไปได

การตรวจสอบคุณภาพเซลลตนกำเนิด สามารถ

ตรวจสอบไดครอบคลุมทั้ง 4 ดาน ไดแก การพิสูจน

เอกลักษณเซลลตนกำเนิด การทดสอบความสามารถ



142 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2565

 DMSc Stem Pro for Clinical Research    Acharaporn Dambua et al.

ของเซลลตนกำเนิด การทดสอบความบริสุทธิ์ของเซลล

ตนกำเนิด และการตรวจการปนเปอนจุลชีพ รวมถึง

การตรวจสอบการมีชวิีตของเซลล อยางไรกต็ามควรมกีาร

พัฒนาการทดสอบเพิ่มเติมในดานอื่นๆ เชน การพัฒนา

วิธีการตรวจสอบความปลอดภัยของเซลล เพื่อทดสอบ

ความเส่ียงในการพฒันาเปลีย่นแปลงเซลลตนกำเนิดชนดิ 

MSC เปนเซลลมะเร็ง การทดสอบความเสื่อมสภาพของ

เซลล(15) การพัฒนาวิธีตรวจการปนเปอน โดยวิธี PCR 

ที่ไดผลเร็วขึ้น การตรวจสอบ colony forming unit 

fibroblast assay (CFU-F) ในการติดตามความ

สามารถของเซลลตนกำเนิด(11) รวมถึงการพัฒนาวิธีการ

ตรวจสอบ marker โดยการพัฒนาวิธีเพื่อใหสามารถ

แยกความแตกตางระหวาง MSC และ fibroblast ซึ่ง

เปนเซลลที่มีคุณลักษณะที่คลายกัน(16)

การพิสูจนเอกลักษณของเซลล ในการศึกษา 

process validation รายที่ 1 คณะผูวิจัยไดศึกษาการ

แสดงออกของแอนตเิจนบนผวิเซลล โดยเลอืกใช positive

marker 2 ชนดิ คอื CD90 และ CD105 สวน negative

marker 2 ชนิด คือ CD34 และ CD45 เนื่องจากมีขอ

จำกดัในเร่ืองงบประมาณและเครือ่งมือท่ีใช อยางไรกต็าม 

ในรายที่ 2, 3 และ 4 คณะผูวิจัยไดพัฒนาวิธีการทดสอบ

การแสดงออกของ CD73 และ HLA-DR บนผิวเซลล

เพิ่มเติม ผลการศึกษาพบวา DMSc Stem Pro มีการ

แสดงออกของ CD73, CD90 และ CD105 และไมพบ

การแสดงออกของ CD34, CD45 และ HLA-DR ทั้งนี้

กระบวนการจากการศึกษานี้ไดขยายผลสูการศึกษาวิจัย

ทางคลินิก เพ่ือนำ mesenchymal stem cells จาก

ไขกระดูกของผูปวยเอง นำไปฉีดเขาวุนตาของผูปวย 

retinitis pigmentosa ซึ่งรายงานโดย Tuekprakhon 

A. และคณะ(4) พบวา MSC ที่ไดมีคุณสมบัติที่เหมาะสม

ตามขอกำหนด ISCT 2006 ปราศจากการปนเปอน

จุลชีพ และ endotoxin สามารถนำไปใชในการวิจัยได

อยางปลอดภัย

การศึกษาตอยอดสำหรบั MSC ในครัง้นี ้นอกจาก

เปนกระบวนการทางหองปฏิบัติการ เพื่อใหเกิดความ

มั่นใจในคุณภาพและความปลอดภัยของผลิตภัณฑเซลล

ตนกำเนิดชนิด MSC กอนเขาสูการวิจัยทางคลินิกแลว 

ยงัจดัเปนตนแบบกระบวนการสำหรบัการผลติผลติภณัฑ

เซลลตนกำเนดิ รวมถงึผลติภณัฑเซลลบำบดัอืน่ๆ เพือ่ให

นกัวจิยัดานเซลลตนกำเนดิและผลติภณัฑการแพทยขัน้สงู

ของประเทศ สามารถดำเนนิงานสอดคลองตามขอกำหนด

สากลไดอยางเหมาะสม  

สรุป

DMSc Stem Pro ที่เตรียมโดยหองปฏิบัติการ

เซลลตนกำเนิดของกรมวิทยาศาสตรการแพทย มี

คุณสมบัติสอดคลองตามขอกำหนดสากล ISCT ทั้งใน

ดานรูปรางลักษณะ การแสดงออกของแอนติเจน และ

ศกัยภาพในการเจรญิเตบิโตเปนเซลลอืน่ 3 ชนดิ ปราศจาก

การปนเปอน endotoxin และจลุชพี กระบวนการทัง้หมด

ดำเนินงานตามขอกำหนดคุณภาพสากล ทำใหนักวิจัย

มีความมั่นใจในคุณภาพและความปลอดภัยของเซลล

ตนกำเนดิทีเ่ตรยีมได พรอมนำไปใชพฒันาวธิรีกัษาผูปวย

โรคจอตามีสารสีที่ถายทอดทางพันธุกรรมตอไป

กิตติกรรมประกาศ

คณะผูวจิยัขอขอบคณุกรมวิทยาศาสตรการแพทย

ที่ใหงบประมาณสนับสนุน ขอขอบคุณภาควิชาจักษุวิทยา 

คณะแพทยศาสตร ศิริราชพยาบาล และสถาบันชีววิทยา

ศาสตรทางการแพทยที่ใหการสนับสนุนการวิจัยตลอด

การดำเนนิโครงการ ขอขอบคณุงานเตรยีมอาหารเลีย้งเชือ้ 

ฝายสนับสนุนหองปฏิบัติการ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

สาธารณสขุ ทีใ่หความอนเุคราะหทดสอบความปราศจาก

เชื้อ โดยวิธี microorganism culture และขอขอบคุณ

งานควบคุมคุณภาพเซลลตนกำเนิด ศูนยเซลลตนกำเนิด

และเวชศาสตรฟนฟูสภาวะเสื่อม ในการตรวจยืนยัน

และตรวจสอบคุณภาพของเซลลตนกำเนิดและใหความ

รวมมือเปนอยางดีตลอดการดำเนินงาน
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Manufacturing Process Development 
of DMSc Stem Pro: Autologous Bone
Marrow Mesenchymal Stem Cells for 

Clinical Research 

ABSTRACT  Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent stem cells with the potential to differ-

entiate into various tissue lineages. This study aimed to research and develop a manufacturing process 

for DMSc Stem Pro, a clinical grade bone marrow MSC for the development of a treatment for retinitis 

pigmentosa (RP) patients. Optimal conditions for MSC and process validation were studied prior to clinical 

trials. MSC were isolated and then cultured under GMP conditions with the classical media composition

consisting of basal medium DMEM and 10% FBS, and incubated at 37ºC with 5% CO
2
. The resulting MSC

“DMSc Stem Pro” showed fibroblast-like cells which adhered to plastic culture flask. After expansion for 

36±4.69 days (range = 31-42), cell numbers were 8.67±2.23 million (range = 6.00-10.62) with more than 90% cell 

viability. Cell surface antigen test revealed positive expression of CD90, CD105 and CD73, but negative for 

CD34, CD45 and HLA-DR. Expanded cells revealed multilineage differentiation into adipocyte, osteocyte

and chondrocyte. Microbiological assays were demonstrated the absence of bacteria, fungus and 
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mycoplasma. Endotoxin level was under the critical limit. All the manufacturing processes of 

DMSc Stem Pro prepared from Stem cell facility of the Department of Medical Sciences were in compliance 

with the GMP, INDs and ISCT standards. The DMSc Stem Pro prepared by the stem cells laboratory, 

the Department of Medical Sciences, is of high quality as per the regulations of the International Society 

for Cellular Therapy (ISCT) and pathogens free. The clinical grade DMSc Stem Pro can be used for 

clinical study in retinitis pigmentosa patients.

Keywords: Bone marrow, Mesenchymal stem cells, Process validation
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