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 เซลลผ์ิวหนงัมนุษยท์  าหนา้ท่ีส าคญัในการสร้างคอลลาเจน และอิลาสติน เพื่อใชส้ าหรับการ
ซ่อมแซมและรักษาบาดแผลในเน้ือเยือ่เก่ียวพนั  โดยเซลล์ผวิหนงัมนุษยถู์กน ามาใชเ้ป็นแบบจ าลอง
ในการศึกษาสรีรวิทยาของเซลล์   อีกทั้ งยงัถูกน ามาใช้ประโยชน์ทั้ งในทางการแพทย์ และ
อุตสาหกรรมความงาม  อย่างไรก็ตามเซลล์ผิวหนังมนุษยมี์ขอ้จ ากดัในเร่ืองของการเพิ่มจ านวน 
และการเขา้สู่ภาวะชราของเซลล์น าไปสู่การตายของเซลล์อยา่งรวดเร็ว  การเพิ่มปริมาณของเซลล์
ผิวหนังมนุษย์ได้อย่างไม่จ  ากัดจึงมีความส าคัญต่อภาวะอมตะของเซลล์ หรือการหลีกหนี            
ความชราของเซลล ์ เทโลเมียร์ และเอนไซมเ์ทโลเมอเรส ซ่ึงเป็นหน่ึงในแนวทางการเป็นอมตะของ
เซลล์  เน่ืองจากเทโลเมียร์เป็นดีเอ็นเอท่ีอยู่บริเวณปลายสุดของโครโมโซม มีกลไกส าคญัในการ
ควบคุมความชราของเซลล์ เปรียบเสมือนนาฬิกาชีวติของเซลล ์ นอกจากน้ี Simian virus 40 (SV40) 
large T antigen ในเซลล ์สามารถช่วยเพิ่มอตัราการรอดชีวติของเซลลไ์ดโ้ดยการไปยบัย ั้ง pRB และ 
p53 ดงันั้น การศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาภาวะอมตะของเซลล์ผิวหนงัมนุษยโ์ดยการส่ง
ถ่ายพลาสมิด hTERT, SV40 large T antigen  และการท างานร่วมกนัของทั้งสองพลาสมิดเข้าสู่
เซลล์เพื่อชกัน าให้เกิดภาวะอมตะของเซลล์ และเพิ่มปริมาณการเพิ่มจ านวนเซลล์  จากการศึกษา
แสดงให้เห็นวา่ เซลล์ผิวหนงัมนุษยท่ี์ถูกชกัน าให้เกิดภาวะอมตะ สามารถเพิ่มจ านวนเซลล์ต่อการ
เล้ียงไดม้ากกวา่ 60 คร้ังของการเล้ียง และมีการท างานของเทโลเมียร์เพิ่มข้ึน  นอกจากน้ียงัไม่มีการ
แสดงออกของลกัษณะการกลายเป็นเซลล์มะเร็งโดยการทดสอบโคโลนีฟอร์เมชั่น  การศึกษา
คุณสมบติัของเซลล์ผวิหนงัมนุษยใ์นเซลล์ผวิหนงัมนุษยท่ี์ถูกชกัน าใหเ้กิดภาวะอมตะถูกตรวจสอบ
ดว้ยการแสดงออกของยีน ไดแ้ก่ คอลลาเจน1ชนิด1 คอลลาเจน3ชนิด1 อีลาสติน ไวเมนติน และ 
p53 พบวา่ มีการแสดงออกของยีนเพิ่มข้ึนจากเซลล์ปกติ สอดคลอ้งกบัการแสดงออกของเซอทูอีน
ท่ีเพิ่มข้ึนเม่ือเทียบกบัเซลล์ปกติ  ผลท่ีได้จากการแสดงออกของยีนถูกน ามาศึกษาต่อในระดับ
โปรตีนด้วยวิธีการยอ้มสีโปรตีนด้วยแอนติบอด้ีหรือท่ีเรียกว่าเทคนิคอิมมูโนฟลูออเรสเซนต์        
การเพิ่มข้ึนของโปรตีนเซอทูอีนถูกตรวจสอบกลไกการท างานด้วยการส่งถ่าย shRNA เพื่อลด       
การแสดงออกของเซอทูอีน เรสเวราทอลถูกใชเ้พื่อกระตุน้การแสดงออกของเซอทูอีน และเซอที
นอลซ่ึงเป็นตวัยบัย ั้งการแสดงของเซอทูอีน  จากผลการทดสอบพบวา่ เซลลท่ี์ถูกลดการแสดงออก
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ของเซอทูอีน มีการแสดงออกของภาวะชรา โดยไซโทพลาซึมมีลกัษณะแบนนิวเคลียสมีขนาดใหญ่
ข้ึน และการแบ่งตวัของเซลลล์ดลงอยา่งเห็นไดช้ดั  ดงันั้นกลไกการท างานของเซอทูอินจึงถูกน ามา
ศึกษาต่อ  มีรายงานการน าไมโครอาร์เอ็นเอมาศึกษาความเก่ียวขอ้งในการยบัย ั้งการถอดรหัสของ
โปรตีน และการควบคุมกลไกต่างๆ ซ่ึงอาจเก่ียวขอ้งกบัความชรา และภาวะอมตะของเซลล ์ ดงันั้น
เซลล์ผวิหนงัมนุษยท่ี์ถูกกระตุน้ใหเ้กิดภาวะอมตะจึงถูกทดสอบความเก่ียวขอ้งกบัไมโครอาร์เอน็เอ 
และเซอทูอีนดว้ยเทคนิคเรียลไทมพ์ีซีอาร์  พบวา่ มีไมโครอาร์เอ็นเอท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัเซอทูอีน 
และภาวะอมตะของเซลล์ ไดแ้ก่ ไมโครอาร์เอ็นเอ 22 34เอ 93 217 และ449 นอกจากน้ียงัไม่มีการ
แสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 217 ในเซลล์ แตกต่างจากไมโครอาร์เอ 22 และ 449 ท่ีมีการ
แสดงออกสูงในเซลล์ท่ีถูกส่งถ่ายด้วย SV40 large T antigen และไมโครอาร์เอ็นเอ 93 มีการ
แสดงออกสูงในเซลล์ท่ีถูกถ่ายโอนโดยเทริตพลาสมิด  เป็นท่ีน่าสนใจว่ามีการแสดงออกของ        
ไมโครอาร์เอ็นเอ 34เอ ลดลงในเซลล์ผิวหนงัมนุษยท่ี์กระตุน้ให้เกิดภาวะอมตะ ซ่ึงการลดลงของ   
ไมโครอาร์เอ็นเอ 34เอ อาจจะส่งผลต่อการควบคุมการแบ่งตวัของเซลล์ท่ีเพิ่มมากข้ึน ถึงแมว้่า
ผลลพัธ์จะสอดคลอ้งกนัแต่กลไกท่ีแน่ชดัระหวา่งไมโครอาร์เอน็ และเซลลผ์ิวหนงัมนุษยท่ี์กระตุน้
ให้เกิดภาวะอมตะท่ีถูกส่งถ่ายดว้ยพลาสมิดทั้งสองชนิดยงัคงตอ้งไดรั้บการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อการ
พฒันาสู่แบบจ าลองเซลลผ์วิหนงัสามมิติท่ีสมบูรณ์แบบ  
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Human dermal fibroblasts are some of the skin cells that act as a collagen and 

elastin production source in connective tissue for wound healing. Fibroblasts can be 

used as a model in the study of skin physiology. The advantages of fibroblasts have 

been exploited continuously in cosmetic and medical therapeutics. However, 

fibroblasts have limitations of cell proliferation and entering cellular senescence and 

leads to cell death. Immortalization or escape senescence can help to increase unlimited 

cell proliferation. The telomere length and telomerase enzyme are the components 

maintaining the integrative structure at the end of chromosome. Telomere is an 

important mechanism that controls the aging of cells or also known as a biological 

clock, in which telomere and telomerase can increase cell proliferation. In addition, the 

Simian virus 40 large T antigen can improve cell viability by suppressing pRB and p53. 

Therefore, the primary aim of these studies was to discover the mechanism of 

immortalized fibroblasts. Plasmids were transfected into fibroblasts to induce 

immortalization and increase cell proliferation by overexpression of plasmid hTERT, 

SV40 large T antigen and co-transfection. The results showed that immortalized cells 

can be sub-cultured over 60 passages  and increase  telomere  activity  and  behave  as  

non-tumor  cells  by  colony  formation. Further,  immortalized  cells  investigated the
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efficiency of cells by the fibroblasts markers such as COL1A1, COL3A1, ELASTIN and 

VIMENTIN. In addition, the p53 expression was increased in the immortalized cells in 

accordance with SIRT1. The relationship of these genes was demonstrated in the 

protein levels by immunofluorescence technique. The role of increasing the SIRT1 

level was investigated via shRNA-knockdown transfection then treated the activator 

SIRT1 or resveratrol and the sirtinol inhibitor SIRT1. These results suggested that 

knockdown SIRT cells showed the characteristics of cellular senescence such as the 

flattened of cytoplasm, large nucleus and distinct decreased passage. Therefore, the 

SIRT1 mechanism should be further studied. In the present, several roles of miRNA 

have been reported in protein translated inhibition which are relevant in the control of 

ageing and immortalization. Immortalized cells were found to involve in               

miRNA-SIRT1 by the prediction and analysis with qPCR including miR-22, miR-34a, 

miR-93, miR-217 and miR-449a. The results showed that miR-217 was not involved 

in the immortalized cells. Nevertheless, miR-22 and miR-449a were highly up- 

regulated in SV40 large T antigen-transfected cells. MiR-93 was extremely expressed 

in hTERT-transfected cells. Interestingly, miR-34a was down-regulated in the 

immortalized cells, in which the suppression of miR-34a could increase cell 

proliferation. This connection between SIRT1 and miRNAs will need further 

exploration. The successful immortalized fibroblasts could be further developed for 

cosmeceutical screening, such as the development of 3D-skin models.  
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