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Abstract

Introduction: In vitro proliferation and expansion of endothelial progenitor cells play important roles in the 

cell-based therapies for patient with acute myocardial infarction or ischemic heart disease.

Objective: To determine the effect of magnetic IronQ complex on the proliferation of endothelial progenitor cells 

in vitro.

Methods: Peripheral blood mononuclear cells from venous blood was isolated by Ficoll-Hypaque gradient centrifugation 

method. PBMCs (1x106 cell/4-mL) were cultured with various concentrations of IronQ at 0, 100, 200, 300, 400 and 

500 µg/mL for 17 days. Cell morphology was observed and recorded under inverted microscope. Specific marker for 

endothelial progenitor cells was characterized by immunostaining with CD34-FITC and analyzed by flow cytometer.

Results: Under inverted microscope, after 7 days of incubation, PBMCs showed stem cell-typical morphology 

surrounded by spindle-shaped cells. Interestingly, in the presence of IronQ, those colony-forming cells were 

increased in dose and time dependent manner. It was observed that only the cell incubated with IronQ was 

promoted spindle-shaped cells to form tube-like structure similar to the process of vasculogenesis. Cell incubated with 

IronQ for 10 days was positive with CD34 in dose dependent manner. Cells in the presence of IronQ at 500 µg/mL was 

strongly positive compared to others concentrations with the value of 47.66±2.52%. This indicated the increasing of 

endothelial progenitor cell proliferation.

Conclusion: This is the first study demonstrated the using of IronQ to promote endothelial progenitor cell proliferation 

in vitro without addition of any growth factors or specific growth activator leading to the cost reduction and also able 

to increase efficiency for cell-based therapy.
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บทคดัย่อ

บทน�า: การเพิม่จ�านวนเซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอรใ์นหลอดทดลองเป็นกระบวนการทีส่�าคญัอย่างยิง่ในการรกัษาดว้ย

วธิเีซลลบ์�าบดัใหเ้กดิประสทิธผิลในกลุ่มผูป้่วยทีม่ภีาวะหวัใจขาดเลอืดหรอืเสน้เลอืดหวัใจตบี
 

วตัถปุระสงค์: เพื่อศึกษาผลของสารประกอบแม่เหล็ก IronQ ต่อการเพิม่จ�านวนเซลล์เอ็นโดธีเลียลโปรเจนิเตอร์ใน

หลอดทดลอง

วสัดแุละวิธีการ: เตรยีมเซลลเ์มด็เลอืดขาวนิวเคลยีสเดีย่วดว้ยวธิ ีFicoll-Hypaque ปรบัเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1x106 cell/4 mL 

จากนัน้เพาะเลีย้งร่วมกบัสาร IronQ ทีค่วามเขม้ขน้ 0, 100, 200, 300, 400 และ 500 µg/mL ตามล�าดบั เป็นระยะเวลา 

17 วนั ตรวจสอบและบนัทกึสณัฐานวทิยาของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบหวักลบั และยนืยนัคุณลกัษณะจ�าเพาะของ

เซลลโ์ดยยอ้มดว้ย CD34-FITC วเิคราะหด์ว้ยวธิโีฟล ไซโตเมทรี

ผลการทดลอง: สงัเกตพบลกัษณะเฉพาะของเซลล์ต้นก�าเนิดคอืโคโลนีของเซลล์แวดล้อมด้วยเซลล์รูปกระสวยตัง้แต่

วนัที ่ 7 ของการเพาะเลีย้ง และมจี�านวนโคโลนีเพิม่ขึน้ตามความเขม้ขน้ของสาร IronQ และตามเวลาของการเพาะเลีย้ง 

นอกจากน้ี ยงัพบการจดัเรยีงตวัของเซลล์รูปกระสวยเป็นแนวเส้นคล้ายการสร้างท่อตรงตามคุณลกัษณะจ�าเพาะของ

การสรา้งหลอดเลอืดใหมโ่ดยพบในกลุม่ทีม่กีารเลีย้งเซลลร์ว่มกบั IronQ เทา่นัน้ เซลลท์ีเ่พาะเลีย้งเป็นระยะเวลานาน 10 วนั 

ใหผ้ลบวกต่อ CD34 เพิม่มากขีน้ตามความเขม้ขน้ของ IronQ ทีใ่ช ้โดยความเขม้ขน้ 500 µg/mL ใหผ้ลบวกต่อ CD34 เพิม่ขึน้

แตกต่างจากความเขม้ขน้อื่นอยา่งชดัเจนโดยใหค้า่สงูถงึ 47.66±2.52% ซึง่สะทอ้นถงึปรมิาณของเอน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร์

ทีเ่พิม่ขึน้ 

สรุปผลการทดลอง: การศึกษาน้ีเป็นรายงานแรกที่ค้นพบและแสดงให้เห็นว่า IronQ สามารถเพิ่มจ�านวนเซลล์

เอน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร์ในหลอดทดลองโดยไม่มกีารเตมิสารเร่งการเจรญิเตบิโตหรอืสรา้งสภาวะทีจ่�าเพาะแต่อย่างใด 

ท�าใหป้ระหยดัตน้ทุนและสามารถเพิม่ประสทิธภิาพการรกัษาดว้ยวธิเีซลลบ์�าบดัไดด้ยีิง่ขึน้

วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม ่2559; 49(1): 106-113

ค�ารหสั: IronQ, PBMCs, EPCs, cell therapy, in vitro cell expansion 

หลกัฐานการคน้พบของ Asahara และคณะ ระบุว่า 

เซลล์ตน้ก�าเนิดจากไขกระดูกซึง่สามารถเปลีย่นแปลงไปเป็น 

เซลล์ผนังหลอดเลือด (endothelial cells) ได้นัน้ เรยีกว่า  

“เซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอรห์รอื endothelial progenitor  

cells (EPCs)” เซลล์เหล่าน้ีอยู่ในกระแสเลือด มีบทบาท

ในการรกัษาสมดุลและซ่อมแซมการบาดเจบ็ของหลอดเลอืด

ในรา่งกายมนุษย์1 มรีายงานการศกึษาบง่ชีว้า่โปรเจนิเตอรข์อง 

เซลลผ์นงัหลอดเลอืดท�าใหก้ารท�างานของอวยัวะทีเ่กดิการตาย

ชัว่คราวดขีึน้โดยกระตุน้และเหน่ียวน�าใหม้กีารสรา้งหลอดเลอืดใหม ่

เรยีกกระบวนการน้ีว่า “vasculogenesis” ซึ่งแตกต่างจาก 

การเกดิ angiogenesis โดยเซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร ์

สามารถเคลื่อนที่ไปยงับริเวณที่เกิดการตายของกล้ามเน้ือ

บทน�า หวัใจและเปลีย่นแปลงตวัเองเพือ่ท�าหน้าทีเ่ป็นเซลลเ์อน็โดธเีลยีล  

และเกดิการสรา้งหลอดเลอืดใหมใ่นบรเิวณเน้ือเยือ่ทีเ่สยีหาย2,3 

การรกัษาโดยใชเ้ซลล์บ�าบดัในกลุ่มผูป้่วยโรคหวัใจขาดเลอืด 

หรอืหลอดเลอืดหวัใจตบีใช ้ “เซลลเ์อนโดธเีลยีลโปรเจนิเตอร”์ 

ที่ได้จากร่างกายของผู้ป่วยในการเสรมิสร้างการก่อตวัของ

หลอดเลอืดใหมใ่นบรเิวณเน้ือเยือ่ทีม่กีารอุดตนัของหลอดเลอืด

และบรรเทาอาการของโรคที่เกดิขึน้ ได้แก่ การเจบ็หน้าอก

อย่างรุนแรง โดยเฉพาะในรายที่ไม่ตอบสนองต่อการรกัษา 

ที่มีอยู่ ในปัจจุบัน  ขัน้ตอนการรักษาเริ่มจากน� า เซลล ์

เ อ็น โดธี เ ลียล โปร เจ นิ เตอร์ซึ่ ง แยกได้จ าก เลือดของ 

ผู้ป่วยเองมาเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง จากนัน้น�ากลบัไป 

ปลูกถ่ายโดยการฉีดเข้าสู่หัวใจของผู้ป่วยในบริเวณที่ม ี

การอุดตนัของหลอดเลอืดหวัใจ เพือ่การสรา้งหลอดเลอืดใหม ่

.  Doi: 10.14456/jams.2016.3
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และขนส่งสารอาหารและออกซิเจนไปเลี้ยงกล้ามเน้ือหัวใจ 

นอกจากน้ี เซลล์เอ็นโดธีเลียลโปรเจนิเตอร์บางส่วนยัง 

สามารถแปรสภาพไปเป็นกลา้มเน้ือเรยีบและเซลลก์ลา้มเน้ือ

หัว ใจซึ่ งช่วยส่ง เสริมการสร้างกล้ามเ น้ือและเ น้ือ เยื่ อ

หลอดเลอืดทีส่ญูเสยีไปขึน้มาใหมอ่กีครัง้4,5 อยา่งไรกต็าม จาก

การศึกษาพบว่าจ�านวนเซลล์เอ็นโดธีเลียลโปรเจนิเตอร์ใน

กระแสเลอืดมจี�านวนลดลงเมือ่อายมุากขึน้ โรคระบบหวัใจและ

หลอดเลอืด (ความดนัสงู/หวัใจลม้เหลว/ภาวะไขมนัในเลอืดสงู/

ภาวะหลอดเลอืดแขง็และสญูเสยีความยดืหยุน่) โรคเบาหวาน 

โรคระบบทางเดนิหายใจชนิด chronic obstructive pulmonary  

disease (COPD) และโรคไขขอ้รมูาตอยด์6,7,8,9 ดงันัน้ การประยกุต์

ใชเ้ซลล์เอ็นโดธเีลียลโปรเจนิเตอร์เพื่อการรกัษาผู้ป่วยด้วย

วธิเีซลลบ์�าบดัจงึจ�าเป็นตอ้งมกีารเพาะเลีย้งและขยายจ�านวน

โปรเจนิเตอรเ์ซลลผ์นังหลอดเลอืดใหม้ากเพยีงพอและเซลลม์ี

ประสทิธิภาพในระดบัหลอดทดลอง ก่อนน�าเซลล์ที่ได้จาก

การเพาะเลี้ยงไปใชใ้นการรกัษาผูป้่วย10 หรอืเพื่อการศกึษา

ทดลองในล�าดบัต่อไป11 มกีารศกึษาถงึสภาวะทีเ่หมาะสมส�าหรบั

การเลีย้งเพือ่เพิม่จ�านวนและมกีารรายงาน เชน่ การเพาะเลีย้ง

เซลลใ์นสภาวะทีม่สีารเร่งการเจรญิเตบิโต (growth factors) 

หลากหลายชนิดที่ เกี่ยวข้องกับการ เจริญเติบโตของ 

เซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร ์หรอื การเลอืกใชอ้าหารเลีย้งเซลล ์

ทีจ่�าเพาะกบัการเจรญิเตบิโตของเซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร์12,13 

อยา่งไรกต็าม กระบวนการดงักลา่วมคีา่ใชจ้า่ยสงู จงึมคีวามพยายาม 

คน้หาสารทีม่คีณุสมบตัเิหมาะสมและราคาต�า่ในการเพาะเลีย้งเซลล ์ 

ขึน้ใชแ้ทนสารเรง่การเจรญิเตบิโต เพือ่ใชป้ระโยชน์ในการเตรยีมเซลล์

ส�าหรบัใช้ในการรกัษาด้วยวธิเีซลล์บ�าบดั IronQ เป็นสารที ่

สงัเคราะหข์ึน้ภายใตศ้นูยว์จิยัเพือ่ความเป็นเลศิดา้นการสรา้งภาพ

ระดบัโมเลกุล (CEMI) ภาควชิารงัสเีทคนิค มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่

โดยมพีื้นฐานจากโมเลกุลของเคอร์ซิตินร่วมกบัไอออนของ

โลหะเหลก็ มวีตัถุประสงค์เพื่อพฒันาเป็นสารเทอราโนสตกิ 

(theranostic agents) ทีม่คีณุสมบตัใินการเป็นสารเปรยีบต่าง

ส�าหรบัเอม็อาร์ไอ (MRI-contrast agent)  IronQ มคี่า T1 

relaxivity (r1) เทา่กบั 0.25 และ 0.095 mM-1.s-1 ในตวักลาง

ทีเ่ป็นน�้าและในเจลแฟนทอมตามล�าดบั14 และมคีณุสมบตัสิ�าหรบั

การรกัษาโรคในขณะเดยีวกนั  

1. การแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด

นิวเคลียสเด่ียว (PBMCs)

 ตัวอย่างเลือดที่ เหลือใช้จากการบริจาคโลหิต 

ปรมิาตร 100 mL เกบ็ในสารกนัเลอืดแขง็ชนิด EDTA น�ามา

ใส่หลอดส�าหรบัปั่นเหวีย่งโดยบรรจุหลอดละ 15 mL ผสมกบั 

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (PBS, pH 7.4) ปรมิาตร 15 mL ผสม 

ใหเ้ขา้กนัดแีล้วเตมิสาร Ficoll-Hypaque (LymphoprepTM) 
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และขนส่งสารอาหารและออกซิเจนไปเลี้ยงกล้ามเน้ือหัวใจ 
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สามารถแปรสภาพไปเป็นกลา้มเน้ือเรยีบและเซลลก์ลา้มเน้ือ

หัว ใจซึ่ งช่วยส่ง เสริมการสร้างกล้ามเ น้ือและเ น้ือ เยื่ อ

หลอดเลอืดทีส่ญูเสยีไปขึน้มาใหมอ่กีครัง้4,5 อยา่งไรกต็าม จาก

การศึกษาพบว่าจ�านวนเซลล์เอ็นโดธีเลียลโปรเจนิเตอร์ใน

กระแสเลอืดมจี�านวนลดลงเมือ่อายมุากขึน้ โรคระบบหวัใจและ

หลอดเลอืด (ความดนัสงู/หวัใจลม้เหลว/ภาวะไขมนัในเลอืดสงู/

ภาวะหลอดเลอืดแขง็และสญูเสยีความยดืหยุน่) โรคเบาหวาน 

โรคระบบทางเดนิหายใจชนิด chronic obstructive pulmonary  

disease (COPD) และโรคไขขอ้รมูาตอยด์6,7,8,9 ดงันัน้ การประยกุต์

ใชเ้ซลล์เอ็นโดธเีลียลโปรเจนิเตอร์เพื่อการรกัษาผู้ป่วยด้วย

วธิเีซลลบ์�าบดัจงึจ�าเป็นตอ้งมกีารเพาะเลีย้งและขยายจ�านวน

โปรเจนิเตอรเ์ซลลผ์นังหลอดเลอืดใหม้ากเพยีงพอและเซลลม์ี

ประสทิธิภาพในระดบัหลอดทดลอง ก่อนน�าเซลล์ที่ได้จาก

การเพาะเลี้ยงไปใชใ้นการรกัษาผูป้่วย10 หรอืเพื่อการศกึษา

ทดลองในล�าดบัต่อไป11 มกีารศกึษาถงึสภาวะทีเ่หมาะสมส�าหรบั

การเลีย้งเพือ่เพิม่จ�านวนและมกีารรายงาน เชน่ การเพาะเลีย้ง

เซลลใ์นสภาวะทีม่สีารเร่งการเจรญิเตบิโต (growth factors) 

หลากหลายชนิดที่ เกี่ยวข้องกับการ เจริญเติบโตของ 

เซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร ์หรอื การเลอืกใชอ้าหารเลีย้งเซลล ์

ทีจ่�าเพาะกบัการเจรญิเตบิโตของเซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร์12,13 

อยา่งไรกต็าม กระบวนการดงักลา่วมคีา่ใชจ้า่ยสงู จงึมคีวามพยายาม 

คน้หาสารทีม่คีณุสมบตัเิหมาะสมและราคาต�า่ในการเพาะเลีย้งเซลล ์ 

ขึน้ใชแ้ทนสารเรง่การเจรญิเตบิโต เพือ่ใชป้ระโยชน์ในการเตรยีมเซลล์

ส�าหรบัใช้ในการรกัษาด้วยวธิเีซลล์บ�าบดั IronQ เป็นสารที ่

สงัเคราะหข์ึน้ภายใตศ้นูยว์จิยัเพือ่ความเป็นเลศิดา้นการสรา้งภาพ

ระดบัโมเลกุล (CEMI) ภาควชิารงัสเีทคนิค มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่

โดยมพีื้นฐานจากโมเลกุลของเคอร์ซิตินร่วมกบัไอออนของ

โลหะเหลก็ มวีตัถุประสงค์เพื่อพฒันาเป็นสารเทอราโนสตกิ 

(theranostic agents) ทีม่คีณุสมบตัใินการเป็นสารเปรยีบต่าง

ส�าหรบัเอม็อาร์ไอ (MRI-contrast agent)  IronQ มคี่า T1 

relaxivity (r1) เทา่กบั 0.25 และ 0.095 mM-1.s-1 ในตวักลาง

ทีเ่ป็นน�้าและในเจลแฟนทอมตามล�าดบั14 และมคีณุสมบตัสิ�าหรบั
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แตกเซลลเ์มด็เลอืดแดงทีป่นเป้ือนดว้ย RBC lysing solution  

และปัน่ลา้งดว้ย PBS อกีครัง้ เกบ็ตะกอนเซลลแ์ละน�าไปเลีย้ง 
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หอ้งในทีม่ดืเป็นเวลา 15 นาท ี ครบเวลาเตมิ PBS (pH 7.4)  

ปรมิาตร 400 µL ผสมใหเ้ขา้กนัอยา่งเบามอืและวเิคราะหเ์ซลล์

ทีท่�าปฏกิริยิากบั FITC conjugated anti-CD34 ดว้ยเครือ่งโฟล 

ไซโตมเิตอร ์(Coulter Epics MCL-XL®)

1. คณุลกัษณะจ�าเพาะของเซลล ์EPCs 

PBMCs ที่แยกจากกระแสเลือดและเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ชนิด 10%FCS RPMI 1640 เป็นเวลา 7 วัน

ผลการศึกษา

โดยไมม่กีารแยกเซลลท์ีล่อยออกจากภาชนะเลีย้งเซลล ์ พบวา่  

เกดิกลุม่โคโลนี (colony) ของเซลลแ์สดงดงัในรปูที ่ 1 โดยมี

เซลลร์ปูกระสวย (spindle shaped) อยูล่อ้มรอบโคโลนี ซึง่

จดัเป็นลกัษณะเฉพาะของเซลล์เอ็นโดธีเลียลโปรเจนิเตอร์

(EPCs) ตามทีเ่คยมรีายงานมาก่อน1 การศกึษาโปรตนี CD34 

บนผวิเซลล ์ พบวา่ PBMCs ทีแ่ยกไดม้เีซลล ์ EPCs ทีใ่หผ้ลบวก 

ต่อการย้อมด้วย anti-CD34 คดิเป็น 1.4% ของ PBMCs 

ทัง้หมด 

Figure 1:  Characterization of human endothelial progenitor cells (EPCs). Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were plated 

on culture flask after isolating from human peripheral blood (original magnification ×40) (a). After cultivation for 7 days, cells 

exhibited colony of spindle-shaped, endothelial cell-like morphology (original magnification ×40) (b). Flow cytometry analysis of 

CD34 on peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) after 10-day cultivation (c).  

2. ผลของ IronQ ต่อลกัษณะสณัฐานและการเพ่ิมจ�านวน

ของ EPCs

จากการสงัเกตการเจรญิของเซลล์ PBMCs ภายใต ้

กล้องจุลทรรศน์ พบว่าจ�านวนโคโลนีที่แสดงถึงคุณสมบตัิ

ของเซลลต์น้ก�าเนิด (PBSCs) และเซลล ์ EPCs ทีอ่ยูล่อ้มรอบ 

โคโลนีมีจ� านวนเพิ่มขึ้น เมื่ อมีการเลี้ยง เซลล์  PBMCs 

ร่วมกับ I ronQ เมื่อ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มี

การเตมิ IronQ ดงัแสดงในรปูที ่2 โดยสงัเกตพบความแตกต่าง 

ของจ�านวนโคโลนีได้ตัง้แต่วนัที่ 7 ของการเพาะเลี้ยงเซลล ์

ทัง้น้ีจ�านวนโคโลนีและเซลล์รูปกระสวยมจี�านวนเพิม่ขึน้ตาม

ระยะเวลาของการเลีย้งเซลล ์ PBMCs ในหลอดทดลอง และ 

เมือ่นบัจ�านวนเซลลพ์บวา่ เซลลม์จี�านวนเพิม่ขึน้ตามความเขม้ขน้ 

ของ IronQ ในอาหารเลีย้งเซลล ์ แสดงใหเ้หน็วา่ประสทิธภิาพ

ในการกระตุน้การเจรญิเตบิโตของเซลลข์ึน้อยูก่บัความเขม้ขน้

ของ IronQ (dose dependent) และยงัพบวา่เซลล ์ PBMCs 

เมือ่ไดร้บั IronQ มกีารเจรญิเตบิโตรวดเรว็กวา่เซลลท์ีไ่มไ่ดร้บั

การกระตุน้ดว้ย IronQ และอตัราการเจรญิเตบิโตเพิม่ขึน้ตาม

ระดบัความเขม้ขน้ของ IronQ 

Figure 2  Effect of IronQ on proliferation. Increasing of cell colonies of PBMCs cell cultured (at day 17) in the presence of IronQ: (a) 0;  

(b) 100; (c) 200; (d) 300; (e) 400; and (f) 500 µg/ml. (magnification x50)
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3. ผลของ IronQ ต่อจ�านวนเซลลท่ี์ให้ผลบวกกบั anti-CD34

หลงัจากการกระตุน้เซลล ์ PBMCs ดว้ย IronQ เป็นเวลา 

10 วัน  เพื่อ ให้มัน่ ใจว่าจ�านวนเซลล์ที่ เพิ่มขึ้นคือกลุ่ม

เซลล์เอ็นโดธีเลียลโปรเจนิเตอร์ คณะผู้วจิยัศึกษาลกัษณะ

ทางฟีโนไทป์ (phenotype) ของเซลล์ทีม่กีารแสดงออกของ

โปรตนี CD34 ดว้ยเทคนิค flow cytometry ทัง้น้ี CD34 ถกูน�ามาใช้

เพือ่ยนืยนัลกัษณะจ�าเพาะของเซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร์

การศกึษาก่อนหน้าพบวา่กลุม่ประชากรของเซลลท์ีม่กีารแสดงออก

ของโปรตนี CD34 ทีแ่ยกไดจ้ากเลอืดและไขกระดกูมคีวามสามารถ

ในการพฒันาตวัเองไปเป็นเซลลเ์อน็โดธเีลยีล1,2,5 การศกึษาผล

ของ IronQ ต่อการเพิม่จ�านวนเซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร์

โดยวเิคราะหเ์ซลลท์ีใ่หผ้ลบวกต่อ anti-CD34 พบวา่จ�านวนเซลลท์ี่

ใหผ้ลบวกมจี�านวนเพิม่ขึน้แปรผนัตามระดบัความเขม้ขน้ของ 

IronQ เพิม่ขึน้ ดงัแสดงในรปูที ่ 3 ทีค่วามเขม้ขน้ของ IronQ 

ต�่ากวา่ 500 µg/mL จ�านวนเซลลท์ีใ่หผ้ลบวกต่อ CD34 คอ่ยๆ 

เพิม่ขึน้ตามความเขม้ขน้ของ IronQ ทีส่งูขึน้  (13.23±2.04%) 

เปรยีบเทยีบกบักลุม่ควบคมุ แต่เมือ่ถงึความเขม้ขน้สงูสดุของ  

IronQ ที่ใช้ในการศึกษาครัง้น้ี คอื 500 µg/mL พบเซลล ์

ใหผ้ลบวกกบั anti-CD34 เพิม่ขึน้แตกต่างจากความเขม้ขน้

ก่อนหน้าอยา่งชดัเจนโดยใหค้า่ผลบวกกบั anti-CD34 สงูทีส่ดุ

ถงึ 47.66±2.52% 

Figure 3  Effect of IronQ on the expression of surface CD34. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were cultured and treated with 

IronQ for 10 days. Flow cytometry analysis of surface CD34 was performed. IronQ increased number of CD34+ cells. Data are 

expressed as the mean±SEM (n=3).

4. การสร้างท่อของเซลลเ์อน็โดธีเลียลโปรเจนิเตอร ์

ความสามารถในการสรา้งทอ่ (tube formation) ซึง่เป็น

ระยะตน้ของกระบวนการสรา้งหลอดเลอืดใหมถ่อืเป็นลกัษณะ

เฉพาะของเซลลเ์อนโดธเีลยีลโปรเจนิเตอรอ์กีอย่างหน่ึงทีพ่บ

ไดใ้นระดบัหอ้งทดลอง จากการสงัเกตสณัฐานวทิยาของเซลล์

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เมื่อเลี้ยงเซลล์เป็นระยะเวลา 17 วนั 

พบวา่ เซลลท์ีไ่ดร้บัการกระตุน้ดว้ย IronQ สามารถตรวจพบ

ลกัษณะการสรา้งทอ่ใหเ้หน็ในทกุความเขม้ขน้ของ IronQ แต่ 

ไมพ่บในชดุควบคมุ ลกัษณะทอ่ทีพ่บเกดิจากการเรยีงตวัต่อกนั 

ของเซลล์เป็นแนวเส้นดังแสดงในรูปที่ 4 สอดคล้องกับ

งานวจิยัของ Risau และคณะ ทีพ่บการสรา้งทอ่ในระยะเริม่ตน้

ของกระบวนการสรา้งหลอดเลอืดใหมข่องเซลลม์ะเรง็15
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Figure 4  Tube-like structures. Peripheral blood mononuclear cell culture with IronQ for 17 days showed line formation that similar to 

vasculogenesis. (unstained; original magnification x100).

 การรกัษาผูป้่วยทีม่ภีาวะหวัใจขาดเลอืดหรอืเสน้เลอืด

หวัใจตบีโดยการใช้เซลล์บ�าบดัคอืการใช้เซลล์เอ็นโดธเีลยีล 

โปรเจนิเตอรจ์ากเลอืดของผูป้ว่ยเอง การรกัษาจงึมคีวามปลอดภยั 

มากขึ้น เ น่ืองจากไม่ เกิดการต่อต้านเซลล์ต้นก�า เ นิดที ่

ได้ร ับและไม่ผิดหลักจริยธรรม อย่างไรก็ตาม การรักษา 

ด้วยวิธีน้ียงัมีข้อจ�ากัดเน่ืองจากจ�านวนเซลล์เอ็นโดธีเลียล 

โปรเจนิ เตอร์ที่แยกได้จากกระแสเลือดมีจ�านวนน้อย 

โดยพบอยู่ระหว่าง 0.0001% ถึง 0.01% ของจ�านวน

เซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิดนิวเคลยีสเดีย่วทีแ่ยกจากกระแสเลอืด

ของคนปกติ16 นอกจากน้ี ยงัพบวา่เซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร์

ในกระแสเลอืดยงัลดลงแปรผกผนัอายุทีม่ากขึน้ รวมถงึพยาธิ

สภาพบางอยา่ง เชน่ โรคระบบหวัใจและหลอดเลอืด (ความดนัสงู/ 

หวัใจลม้เหลว) และเบาหวาน การเพาะเลีย้งเซลลใ์นหลอดทดลอง

เพื่อเพิม่จ�านวนเซลล์ก่อนน�าไปใช้ในการรกัษาผูป้่วยจงึเป็น 

กลยุทธ์ที่ส�าคญัอย่างยิ่ง การศึกษาน้ีนับเป็นรายงานแรก 

ที่พบว่าสารประกอบแม่เหล็ก IronQ (สารสงัเคราะห์จาก  

ณ ศนูยว์จิยั เพือ่ความเป็นเลศิดา้นการสรา้งภาพระดบัโมเลกุล

วิจารณ์และสรปุผลการศึกษา มหาวทิยาลยัเชยีงใหม)่ ซึง่ไมเ่ป็นพษิต่อเซลล ์PBMCs (data 

not publ ished) แต่มีประสิทธิภาพในการเพิ่มจ�านวน

เซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร ์ โดยส่งเสรมิการเจรญิเตบิโต

ของเซลลต์ามความเขม้ขน้ทีใ่ช ้(dose dependent) คณะผูว้จิยั

ยงัวเิคราะหป์รมิาณเซลลท์ีใ่หผ้ลบวกเมือ่ยอ้มดว้ย FITC-conjugated 

anti-CD34 เมื่อเลี้ยงเซลล์ไปแลว้เป็นเวลา 10 วนั เน่ืองจาก

การศกึษาก่อนหน้าพบวา่ ณ วนัที ่10 จ�านวนเซลลท์ีเ่ป็นเซลล์

ต้นก�าเนิดหรอืเซลล์โปรเจนิเตอร์เพิม่จ�านวนมากขึน้ในขณะ

ทีเ่ซลลแ์ก่มจี�านวนลดลง นอกจากน้ียงัพบวา่ IronQ สามารถ

กระตุ้นใหม้กีารสรา้งท่อของเซลล์เอน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร์

และไมพ่บกระบวนการนี้ในกลุม่ควบคมุ 

 กลไกของ IronQ ในการเพิม่จ�านวนเซลลเ์อน็โดธเีลยีล 

โปรเจนิเตอรย์งัไมเ่ป็นทีท่ราบแน่ชดั จากการศกึษาพบวา่ ในสภาวะ 

ทีม่นี�้าตาลสงู (high glucose) เซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร์

มจี�านวนลดลง แต่เมื่อมกีารให้ Quercetin พบว่าจ�านวน

เซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอรก์ลบัเพิม่จ�านวนและเขา้สูภ่าวะปกต ิ

Quercetin มปีระสทิธภิาพในการปกป้องเซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร์

ทีส่มัพันธ์กับการแสดงออกของโปรตีน Sirt1 ซึ่งกระตุ้น
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การท�างานของเอน็ไซม ์eNOS สง่ผลใหร้ะดบัของไนตรกิออกไซด ์ 

(NO) เพิม่ขึน้ ไนตรกิออกไซด์มคีวามส�าคญัต่อการกระตุ้น 

การเจรญิเตบิโตของเซลลเ์อน็ธเีลยีลโปรเจนิเตอร์17 นอกจากน้ี  

ยงัมรีายงานการวา่ CD34+ cells มคีวามไวต่อการเหน่ียวน�า

การตายแบบอะพอพโทสสิ (apoptosis)18 Quercetin ซึง่เป็น

สารโพลฟีีนอลชนิดหน่ึงทีอ่าจชว่ยป้องกนัการเกดิอะพอพโทสสิ 

ในเซลล์โปรเจนิเตอร์19 นอกจาก Quercetin ส่วนประกอบ

หลกัอีกชนิดหน่ึงของ IronQ คอืเหล็กไอออนซึ่งมรีายงาน

การบ่งชี้ว่าช่วยกระตุ้นใหเ้ซลล์มกีารเจรญิเตบิโต20 นอกจาก

มปีระสทิธภิาพในการเพิม่จ�านวนเซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอร์

แล้ว IronQ ยังมีคุณสมบัติเชิงแม่เหล็กซึ่งท�าให้สามารถ

ตดิตามไดด้ว้ยเทคนิคการสรา้งภาพเอม็อารไ์อ14 สาร IronQ 

จงึมคีณุสมบตัทิีพ่เิศษสองอยา่งในเวลาเดยีวกนั (dual function)  

ซึ่งจะเป็นประโยชน์อย่างยิง่ต่อการตดิตามการเคลื่อนที่และ

การกระจายตัวของเซลล์ที่ฉีดเข้าไปในตัวผู้ป่วยว่าอยู่ใน

ต�าแหน่งทีต่อ้งการหรอืไม ่ตลอดจนมกีารเจรญิเตบิโตอยา่งไร

 กลา่วไดว้า่ IronQ มปีระสทิธภิาพในการเพิม่จ�านวน

เซลลเ์อน็โดธเีลยีลโปรเจนิเตอรไ์ดส้งูเกอืบ 50% เมือ่เพาะเลีย้ง

เซลล ์ PBMCs ในหลอดทดลองเป็น 10 วนั โดยไมม่กีารเตมิ

สารเรง่การเจรญิเตบิโตหรอืปรบัสภาวะอาหารเลีย้งเซลลอ์ยา่ง

จ�าเพาะอืน่เพิม่เตมิ IronQ มตีน้ทนุการผลติทีต่�่าและสามารถ

เพิม่จ�านวนเซลล ์EPCs ไดส้งู อกีทัง้ยงัสามารถตดิตามไดด้ว้ย
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