
0.00E+00

5.00E+07

1.00E+08

1.50E+08

2.00E+08

2.50E+08

1 2 3

L
iv

e
 C

e
lls

 H
a
rv

e
s
te

d

Harvested Live Cells per steps

0

2

4

6

8

10

12

14

MSC
NutriStem XF

Medium

FBS
supplemented

Media

hPL
supplemented

Media

E
x
p

a
n

s
io

n
 f

o
ld

Fold Increase

50

60

70

80

90

100

MSC
NutriStem XF

Medium

FBS
supplemented

Media

hPL
supplemented

Media

A
tt

a
c
h
e

d
 c

e
lls

 (
%

)

Attachment Efficiency 

0.00E+00

1.00E+05

2.00E+05

3.00E+05

4.00E+05

5.00E+05

0 2 4 6 8

C
e
ll 

C
o
u

n
t/

c
a

rr
ie

r

Days

Growth Curve

บทน ำ

การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต Mesenchymal stem cells ในถังปฏกิรณ์
ชีวภาพแบบ 3D Tide Motion

กำรเพิม่ปรมิำณเซลล ์MSCs ในอำหำรชนิดตำ่งๆกำรเจรญิเตบิโตของ MSCs จำกเน่ือเยือ้ตน้ก ำเนิดทีต่ำ่งก  น

2D inoculation

on T-flasks

3D expansion on 

BioNOCTM II carriers in 

CelCradleTM bioreactor

Large-scale production in 

TideXcellTM (2L – 300L) 

bioreactor

Closed, automated 

TideXcellTM Cell 

Harvesting System

Moving into allogeneic productionFor autologous production 
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Before Harvest After incubation in Enzyme 1 for 15 min (left) 

and 30 min (right) 

After incubation in 

Enzyme 2

After wash 1 After wash 2 After wash 3 After wash 4

ในอนาคต การบ าบดัรกัษาเซลลม์คีวามตอ้งการการใช ้ Mesenchymal stem cells (MSCs) ใน

ปรมิาณทีเ่พิม่สงูขึน้ ตัง้แต่ 10 ลา้น ถงึมากกวา่ 200 ลา้นเซลลต์อ่คร ัง้ ตามวธิกีารแบบดัง้เดมิเมือ่

ตอ้งการเพิม่ปรมิาณเซลล ์ MSCs บนภาชนะพลาสตกิเพือ่ใหไ้ดม้ากกวา่ 50 ลา้นเซลลจ์ะไม่สามารถท า

ได ้ ทางออกหลกัส าหรบัปัญหานี้ ท าไดโ้ดยการใชถ้งัปฏกิรณช์วีภาพซึง่ผสมผสานความสามารถในการ

เพิม่ปรมิาณการผลติ, กระบวนการควบคมุ และการใชร้ะบบอตัโนมตัเิขา้ดว้ยกนั ถงัปฏกิรณช์วีภาพ

สว่นมากมกัจะประสบปัญหาในเร ือ่งการเพาะเลีย้งเซลล ์ MSC เน่ืองจากความซบัซอ้นในการหาคา่ความ

เหมาะสมทีจ่ าเป็นระหวา่งการผสมอาหารเลีย้งเซลลแ์ละอตัราการกวนของใบพดัในถงัเพือ่ท าใหเ้กดิแรง

เฉือนทีน่อ้ยทีส่ดุทีจ่ะสามารถแยกเซลลอ์อกจากวสัดตุรงึเซลลท์ัง้ขนาดเล็กและใหญเ่พือ่ใหไ้ดจ้ านวนเซลล ์

ทีย่งัมชีวีติมากทีส่ดุ

Esco Aster ไดใ้ชป้ระโยชนจ์ากถงัปฏกิรณช์วีภาพทีม่กีารกวนในทศิทางแบบขึน้-ลง เพือ่สรา้งความ

สมบรูณแ์ละความสามารถในการเพิม่ปรมิาณโดยการใชว้สัดตุรงึเซลลแ์บบมาโครเพือ่ตอบสนองความ

ตอ้งการส าหรบัการบ าบดัรกัษาเซลลใ์นอนาคต เซลล ์ MSCs จะถกูแยกไดจ้ากแหลง่ตา่ง ๆ ของเนือ้เยือ่

และถกูน ามาเพาะเลีย้งและเพิม่ปรมิาณดว้ยการใชว้สัดตุรงึเซลลแ์บบมาโคร PET ในการเพาะเลีย้งเซลล ์

จะตอ้งมกีารตรวจสอบปัจจยัทางชวีภาพตา่ง ๆ เชน่ การใชก้ลโูคส คา่ pH เพือ่ใหอ้ยู่ในภาวะทีเ่หมาะสม

ส าหรบัการเพิม่ปรมิาณ ในการศกึษาของเรา ไดม้กีารศกึษาประเด็นทีส่ าคญั เชน่ ความหนาแน่นของ

ปรมิาณเซลลท์ีเ่พาะเลีย้ง, สภาวะของอาหารเลีย้งเซลล ์ และตวัแปรในกระบวนการทางชวีภาพทีไ่ดม้กีาร

ปรบัปรงุใหเ้หมาะสมส าหรบัสเต็มเซลล ์ โดยสรปุ เราขอน าเสนอกระบวนทีม่ปีระสทิธภิาพ ซึง่มกีารควบคมุ

อย่างประสทิธภิาพ และไรข้อ้จ ากดัคณุสมบตัิ ฟังชนั และฟีโนไทป์ ในการสง่ตอ่ R&D ทัง้ในการ

ทดลองวจิยั/ อตุสาหกรรม สูก่ารขายส าหรบัการทดลองทางคลนิิกและการคา้ในอนาคต

CelcradleTM and 

TideXcellTM bioreactors 

can be integrated with cell 

processing isolators

Factor/Attribute Performance of MSCs

Cell Types
Suitable for various tissue origins of MSCs 

(UC, WJ, BM and AD)*

Cell Attachment

High seeding efficiency >90%

Fibronectin coating for serum free media 

(suitable for cGMP production)

Cell Growth & 

Monitoring

Ease of visualizing cells on matrix via dye stain

Confluence achieved at day 6-8 with ~10X expansion

Cell Harvest and 

Media Collection

>90% cells harvested with suitable enzymes

Permits collection of media for processing of exosomes or conditioned media

Quality of cells
Stemness and trilineage differentiation of MSCs preserved 

Viability of harvest >90%, healthy cells obtained after harvest

ปัจจบุนัใชเ้ซลล ์2e7 เซลลต์อ่ CelCradleTM เพือ่ใหไ้ดเ้ซลลจ์ านวน 2e8 เซลล ์

ปรมิาณเซลลท์ีจ่ะไดร้บัคอื 4e9 เซลลใ์นการเพาะเลีย่งในถงัขนาด 2L TideXcellTM และ 6e11 เซลลใ์นถงัขนาด 300L 

TideXcellTM**

* พารามเิตอรข์องการเจรญิเตบิโตของตน้ก าเนิดเนือ้เยือ่ตน้ก าเนิดชนิดอืน่ ๆ ของ MSCs ทีก่ าหนดไวใ้ชส้ าหรบัการพฒันาตอ่ไป

**ทา้ยทีสุ่ด ปรมิาณความหนาแน่นของเซลลจ์ะขึน้อยู่กบัอายุ,แหล่งทีม่าของสเต็มเซลลแ์ละชนิดอาหารทีใ่ช ้

Quality Checks

Mass Harvesting from CelCradleTM
Testing of Different Enzymes
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Medium
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((A) พบวา่ ประสทิธภิาพการตรงึเซลลบ์นวสัดตุรงึเซลลม์คี่าต ่า เมือ่เซลลต์ ัง้ตน้ UC-MSCs ถกูเพาะเลีย้งในอาหารทีเ่สรมิ

ดว้ย hPL (B) แมจ้ะสงัเกตเห็น ประสทิธภิาพการตรงึเซลลบ์นวสัดตุรงึเซลลม์คีา่ต ่าในอาหารทีเ่สรมิดว้ย hPL แตก็่พบวา่มี

การเพิม่ปรมิาณเซลล ์MSCs สงูสดุจากเนือ้เยือ่ต ัง้ตน้ชนิดตา่ง ๆ

(C) UC-MSCs ไดร้บัการปรบัในอาหารชนิดตา่งๆ มากกวา่ 2 คร ัง้กอ่นทีเ่ซลลต์ ัง้ตน้ถกูตรงึบนวสัดุ BioNOC™ II เพือ่

ตรวจสอบอตัราการแพรก่ระจาย (D) ภาพฟลอูอเรสเซนตแ์สดงการเพิม่ปรมิาณเซลลบ์นวสัดตุรงึเซลล ์ในชว่งเวลา

เพาะเลีย้ง สเีขยีว: fluorescein diacetate (ไซโตพลาสซมึของเซลลม์ชีวีติ), สนี า้เงนิ: Hoechst 33342 (นิวเคลยีส), สี

แดง: propidium iodide (เซลลท์ีต่ายแลว้)

บทสรุป

Tissue Origin Cells Seeded Cells Harvested Fold Increase Culture Days

UC-MSC 1.96E+07 2.41E+08 12.33 7

WJ-MSC 2.55E+07 2.59E+08 10.14 6

CL-MSC 2.85E+07 1.89E+08 6.64 6

BM-MSC 1.70E+07 1.66E+08 9.79 7

AD-MSC 2.50E+07 2.30E+08 9.15 9
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UC-MSC WJ-MSC CL-MSC BM-MSC AD-MSC

Mini Tide Motion System

Accumax Collagenase TryPLE Express Trypsin

Harvesting (%) 87 68.3 78.3 56.3

Viability (%) 95.6 73.2 95.8 88.9

TrypsinTrypLE ExpressAccumax Collagenase

200 μm

TrypsinTrypLE ExpressAccumax Collagenase

❖ ถงัปฏกิรณช์วีภาพแบบ Tide 

Motion ประกอบดว้ยชดุแบบใชเ้ป็น

คร ัง้คราว, ถงัปฏกิรณช์วีภาพแบบ

แพค-เบดทีส่ามารถปรบัขนาดได ้

❖ ใชร้ปูแบบส าหรบัการผลติ MSCs ใน

ปรมิาณสงู ในการเพาะเลีย้งแบบไม่

เปลีย่นอาหารเพาะเลีย้ง (single 

batch)

❖ ใชร้ะบบการทดลองขนาดเล็กในระยะ

เรมิแรกเพือ่พฒันากระบวนการ

เปลีย่นแปลงทางชวีภาพ ชว่ยท าให ้

เพิม่ประสทิธภิาพของคา่พารามเิตอร ์

ตา่ง ๆ โดยใชต้น้ทนุทีน่อ้ยทีส่ดุ

Autologous (to self)

Patient-derived cells expanded in 

CelCradleTM & infused back into patient

CelCradleTM

Allogenic (one to many)

Donor cells expanded in TideXCellTM

& administered to several patients

TideXcellTM

A.

B.

(A) การทดลองในระบบนี ้ประสบผลส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณเซลล ์MSCs จากเนือ้เยือ่ต ัง้ตน้ชนิดตา่ง ๆ เนือ้เยือ่ต ัง้ตน้ของเซลล ์MSC โดยทัว่ไป อาท ิMSC ทีม่าจากสาย

สะดอื (UC-MSC), Wharton Jelly-MSC (WJ-MSC), ไขกระดกู (BM-MSC) และ เนือ้เยือ่ไขมนั (AD-MSC) จะมกีารเพิม่ปรมิาณเซลล ์10 เท่าภายในระยะเวลา 7 วนั

ของการเพาะเลีย้ง ตารางดา้นบนแสดงขอ้แนะน าถงึปรมิาณความหนาแน่นของเซลลต์น้ก าเนิดจากเนือ้เยือ่ตา่งๆ ทีไ่ดม้กีารปรบัใหเ้หมาะสมส าหรบัการใชใ้นเชงิพาณิชย ์

(B) MSCs จากแหล่งตา่งๆ ทีไ่ดจ้ากเนือ้เยือ่ตน้ก าเนิดเดยีวกนัไดร้บัการทดสอบความสามารถในการเพิม่ปรมิาณเซลลด์ว้ยการใชค้วามหนาแน่นของเซลลใ์นปรมิาณต ่า ภาพ

ถา่ยฟลอูอเรสเซนของเซลลบ์นวสัดตุรงึเซลลเ์มือ่สิน้สดุระยะเวลาการเพาะเลีย้ง แสดงใหเ้ห็นถงึความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณเซลลใ์นทศิทางเดยีวกนัโดยเซลล ์BM-MSCs ที่

ไดร้บัจากแหล่งที ่2 ซึง่แตกตา่งจากเซลล ์MSCs จากแหล่งที ่1 จากการสงัเกตเห็นถงึความแตกต่างของพารามเิตอรท์ีม่ผีลตอ่การเจรญิเตบิโตของเซลลจ์ากแหล่งก าเนิดที่

ตา่งกนัน้ัน จะตอ้งมกีารปรบัเปลีย่นพารามเิตอรเ์พือ่เพมิประสทิธภิาพ เชน่ ความหนาแน่นของเซลลแ์ละการเปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลใ์นแต่ละแหล่งก าเนินของเซลล ์โดยจะตอ้ง

ด าเนินการปรบัเปลีย่นใหเ้หมาะสมกอ่นทีจ่ะท าการขยายการเพาะเลีย้งในถงัปฏกิรณช์วีภาพในระดบัทีม่ขีนาดใหญ่ขึน้

A. B.

C. D.

A.

B.

MSC NutriStem XF Media

FBS supplemented Media

hPL supplemented Media

Source 1 Source 2

(C) ความพยายามมากมายในการหาค่าพารามเิตอรก์ารเก็บเกีย่วทีเ่หมาะสม ซึง่กระบวนการถกูพฒันาเพือ่การเก็บเกีย่วมวล

เซลล ์UC-MSCs อย่างมปีระสทิธภิาพบนวสัดตุรงึ BioNOC™ II ซึง่ Fluorescein diacetate (FDA) ถกูใชเ้พือ่เป็นสี

ยอ้มเซลลท์ีม่ชีวีติทีเ่หลอือยู่บนวสัดตุรงึ BioNOC™ II ทีไ่ดถ้กูสุ่มตวัอย่างตลอดระยะเวลาการเก็บเกีย่ว

200 μm

C.

200µm

200µm

Classification Parameters Procedure Reference value

Quantity Cell Count Automated cell counter Depending on dose per vial

(Range from 10 million to 1 billion)

Viability Cell viability Automated cell counter >90%

Identity Karotype Cytogeneticists study Normal Karyotype

Identity Morphology Visual microscopy observations Fibroblastic spindle shape

Identity Trilineage differentiation Differentiation assay (Adipogenic, 

Chondrogenic, Osteogenic)

Pos

Identity/ Purity Stemness Immune phenotyping by FACS ≥ 95% CD105, CD73, CD90

≤ 2% CD34, 45, HLA DR, CD11b, CD19

Safety Sterility <USP71> Automated microbial detection system Neg

Safety Mycoplasma <USP63> PCR Neg

Safety Endotoxin <USP85> Limulus Amebocyte Lysate <0.25EU/kg

Safety Viral (HIV, HBV, HCV, HPV) Viral protein antigen (ELISA) Neg

Safety Tumorigenicity tests Telomerase enzyme activity RTA<1.2

Potency Cytokine protein expression assay eg IL-6 protein secretion (ELISA)

Potency Cytokine gene expression assay eg TNF-α gene expression (q-PCR)

Potency MSC migration/adhesion Scratch test/ Transwell assay

Potency Immunomodulatory assay IDO expression and activity assay

กำรเพิม่ประสทิธภิำพของกระบวนกำรเกบ็เกีย่ว

Tide Motion Principle

Cummulative Harvested Live Cells

Harvest Live Cells Harvested Viability
Total Live Cells 

Harvested

Enzyme 1 14,625,000 94.35%

233,375,000Enzyme 2 + 

Wash 1
181,500,000 96.80%

Wash 2 – 5 37,250,000 95.82%

> 90% 

Harvesting 

Efficiency
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