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อภิปรายผลการทดลอง

ในปัจจุบันการคืกษาถึงผลของฟลูออไรด์ที่มีต่อเซลล์โพรงฟันยังคงไม่มีความชัดเจน 

เนื่องจากมีรายงานจำนวนไม่มากนักที่คืกษาถึงการตอบสนองของเซลล์โพรงฟันต่อฟลูออไรด์ และ 

แสดงให้เห็นว่าผลของฟลูออไรด์ที่มีต่อเซลล์โพรงฟันจะแปรผันตามความเข้มข้นของฟลูออไรด์ที่ใซ้ 

กระตุ้นเซลล์ (Veron et al.,1993; Nakade et al.,1999; Chang and Chou, 2001) งานวิจัยครังนี 

มุ่งคืกษาผลของฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้นตํ่าที่มีต่อเซลล์โพรงฟันของมนุษย์ ผลการทดลองพบว่า 

ฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้นตํ่า (1 และ 10 ppm) สามารถเพิ่มอัตราการเจริญไดในเซลล์โพรงฟันอย่าง 

มีนัยสำคัญทางสถิติ ซึ่งคล้ายคลึงกับผลการทดลองของ Nakade et al.,1999 ที่พบว่าฟลูออไรด์ที่ 

ความเข้ม'ข้นต่ําก'ว่า 2 พีพีเอ็มมีผลในการกระตุ้นการเจริญและเพิ่มระดับเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟา 

เตสของเซลล์โพรงฟัน ความสามารถของฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้นตํ่าดังกล่าวนี้สะท้อนให้เห็นว่าฟลู 

ออไรด์น่าจะมีล์วนล์งเสริมในกระบวนการหายของแผล

สำหรับการคืกษาในครั้งนี้นอกจากจะคืกษาระดับของฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้นตํ่าว่ามีผล 

ต่ออัตราการเจริญของเซลล์โพรงฟันแล้ว ยังได้ทดสอบหาระดับของฟลูออไรด์ที่เริ่มมีพิษต่อเชลล์ 

ด้วย โดยกัดปริมาณเซลล์ด้วยเทคนิกการย้อมสีเมทิลึนบลูที่เสนอโดย Oliver et al.,1989 ซ่ึงมีวัตถุ 

ประสงค์ครั้งแรกสำหรับการกัดอัตราการเจริญของเชลล์ สำหรับวิธีกัดอัตราการเจริญของเซลล์ที่ 

ค่อนข้างเป็นที่ยอมรับกัน คือการกัดอัตราการสร้างสารพันธุกรรม (DNA) (Freshney,1994) ซ่ึงเป็น 

วิธีที่ค่อนข้างยุ่งยากและมีค่าใช้จ่ายสูง เนื่องจากต้องใช้สารรังสีต่อเข้ากับกรดนิวคลีอิก (nucleic 

acid) และกัดอัตราการใช้กรดนิวคลีอิกของเซลล์ในการสร้างสารพันรุกรรม ดังน้ันการใชวิธีการ 

ย้อมสีที่ย้อมติดเยื่อหุ้มเชลล์และกัดความเข้มของสีที่ย้อมติด ก็สามารถสะท้อนถึงปริมาณของเซลล์ 

ที่เพ่ิมข้ึนหริอลดลงไต้เช่นกัน (Oliver et al.,1989) จากเหตุผลดังกล่าว ผูวิจัยจึงได้ทดลองนำวิธีนี้ 

มาทดสอบใช้โนการกัดระดับความเป็นพิษและอัตราการเจริญของเซลล์

การย้อมสีด้วยลีเมทิลีนบลู จะเป็นการย้อมโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตบนผิวเซลล์ เน่ือง 

จากคุณสมบัติของสีเมทิสีนบลูที่มีประจุบวก ทำให้สามารถย้อมติดสีด่าง (basic dye) และ 

สามารถ1จับกับองค์'ประกอบที่มีประจุลบ ซึ่งก็คือโปรตีนและคารเบไฮเดรตบนผิวเซลล์บนผิวเซลล์ 

ไต้ (Oliver et al.,1989) และเมื่อละลายสีด้วยสารละลายกรด ก็จะสามารถนำสารละลายสีที่ไต้ไป
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อ่านค่าการดูดกลืนแลงเพื่อคำนวณหาปริมาณเซลล์ได้ การย้อมเซลล์ด้วยลีเมทิลืนบลูนี้มีข้อดี 

หลายประการ เนื่องจากเป็นวิธีที่ทำได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว ค่าใช้จ่ายน้อย และยังสามารถนำมาใช้ 

ในการเปรียบเทียบอิทธิพลของสารหรือยาแต่ละชนิดที่มีต่อการเจริญของเซลล์ได้ อย่างไรก็ตาม 

อาจมีข้อจำกัดบางประการในแง'ของปริมาณเซลล์ที่ใช้ในการวัด โดยพบว่าการย้อมสีด้วยสีเมที 

ลีนบลูจะให้ผลแสดงปริมาณเซลล์ที่มีอยู่ในปริมาณน้อยได้ไม่ชัดเจน นอกจากนี้ช้อเสียอีกประการ 

หนึ่งของสีเมทิสีนบลูคือการย้อมติดโมเลกุลที่มีประจุลบ ด้งนั้นสีอาจย้อมติดเซลล์ที่ได้รับอันตราย 

จากสารที่ทดสอบ แต่ยังไม่สูญเสียคุณสมบัติในการยึดเกาะกับจานเพาะเลี้ยงเซลล์ หรืออาจย้อม 

ติดโปรตีนบางชนิดที่เซลล์สร้างขึ้นทำให้การแปลผลคลาดเคลื่อนได้

ลำหรับการทดลองเพื่อหาระด้บความเป็นพิษของฟลูออไรด์ที่มีต่อเซลล์โพรงฟัน ภาย 

หลังการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้นต่างๆกันตั้งแต่ 10 ถึง 100 พีพีแมใน 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากชีรั่มเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบว่าฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 25 พีพี 

เอ็มขึ้นไปจะมีพิษต่อเซลล์โพรงฟัน ซึ่งผลการทดสอบความเป็นพิษของฟลูออไรด์ที่ได้นี้อยู่ในระดับ 

ที่ใกล้เคียงกับการคืกษาฃอง Veron et al.,1993 ซึ่งพบว่าฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น 25 พิพีเอ็มมีผล 

ในการยับยั้งการสร้างเลันใยคอลลาเจน, ลดระดับเอนไชม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสและลดอัตราการ 

เจริญของเซลล์ลง และในการทดลองของ Chang and Chou, 2001 ก็พบว่าฟลูออไรด์ที่ความเข้ม 

ข้น 38 พิพีแมขึ้นไปมีพิษต่อเซลล์โพรงฟันโดยจะสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์, การแบ่งตัว 

ของเซลล์, การทำงานของไมโตคอนเดรียรวมถึงการสร้างโปรตีนด้วย

การคืกษาในแง,ของอัตราการเจริญของเซลล์ โดยวัดปริมาณของเซลล์ภายหลังการ 

กระตุ้นโดยวิธีย้อมสีเชลล์ด้วยสีเมทิลีนบลู โดยจะแสดงผลในเซิงปริมาณของเชลล์ที่ย้อมติดสีเมทิ 

ลีนบลู พบว่าผลของฟลูออไรด์ที่เริ่มกระตุ้นให้มีการเจริญของเซลล์แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่าง 

มีนัยสำคัญทางสถิติอยู่ที่ระดับ 1 และ 10 พ ีพ ีแม โดยทำการวัดผลหลังจากที่กระตุ้นไปได้ 48 ช่ัว 

โมง ซึ่งเป็นระยะเวลาที่เหมาะสมเนื่องจากเซลล์จะผ่านพ้นระยะการแบ่งตัวแบบไมโตซิส (mitosis) 

ได้พอดี แต่อย่างไรก็ตามอัตราการเจริญของเซลล์ในการกระตุ้นด้วยฟลูออไรด์ทั้ง 2 ความเข้มข้นก็ 

ยังน้อยกว่าการเลี้ยงเซลล์โพรงฟันในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีปริมาณของซีรั่มที่ร้อยละ 10 เน่ืองจาก 

ในซีรั่มมีสารอาหารจำพวกโปรตีนที่สำคัญชนิดต่างๆที่ช่วยล่งเสริมให้เซลล์มีการเจริญเพิ่มมากขึ้น 

อยู่เป็นจำนวนมาก เช่น โกร๊ทแฟคเตอร์ และฮอร์โมน (hormone) ชนิดต่างๆ

สำหรับกลไกการกระตุ้นของฟลูออไรด์ที่มีต่ออัตราการเจริญของเซลล์นั้นยังไม่ทราบ แต่ 

จากการคืกษาในเชลล์กระดูกพบว,าฟลูออโรอลูมิเนตสามารถกระตุ้นผ่านจี-โปรตีน (G-protein) ซ่ึง 

มีโครงสร้างประกอบด้วยโปรตีน 3 หน่วยย่อยที่ต่างกัน (heterotrimeric subunit) โดยฟลูออโรอลูมิ 

เนตจะผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เข้าไปอับกับ inactive G alpha protein subunit โดยอับอยู่ในตำแหน่งกัด 

จาก GDP เกิดเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า G alpha-GDP-AIF4 complex และสามารถล่งผ่าน

T <20445ว่ <60
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สัญญาณเข้าส่เซลล์ได้ ในเซลล์สร้างกระดูก (osteoblasts) ฟลูออโรอลูมิเนตจะกระตุ้น G alpha i 

proteins นำไปส่การลดระคับของ CAMP และการกระตุ้นโปรตีนไคเนส 3 ชนิด คือ MAP kinase 

(mitogen activated protein kinase), Erks (extracellular signal-regulated kinases) และ p70 

S6 kinase ซึ่งการกระตุ้นผ่าน MAP kinase ทำให้เซลล์มีการเพิ่มอัตราการแบ่งตัวสูงขึ้น 

(Susa,1998; Lau and Baylink, 1998) แต่ในกรณีของเซลล์โพรงฟัน คงต้องมีการคืกษาเพิ่มเติม 

ต่อไปในอนาคต

งานวิสัยนี้ยังแสดงเป็นครั้งแรกถึงผลของฟลูออไรด์ที่มีต่อการสร้างโปรตีนไฟโบรเนกติน 

ไฟโบรเนกตินเป็นไกลโคโปรตีนตัวหนึ่งที่มีความสำคัญต่อเชลล์ตั้งแต่ในระยะที่มีการพัฒนาการ 

โดยจะทำหน้าที่ช่วยในการยึดเกาะระหว่างเซลล์กับสารที่อยู่ระหว่างเซลล์ชนิดอื่นๆ รวมถึง 

การควมคุมการเคลื่อนที่และการเจริญของเซลล์ นอกจากนี้ยังช่วยกระตุ้นให้เซลล์มีพัฒนาการใน 

กระบวนการก่อรูปร่าง (morphogenesis), กระบวนการดิฟเฟอเรนชิเอชั่น รวมถึงการทำหน้าที่ใน 

การสังเคราะห์สาร และยังมีรายงานว่าไฟโบรเนกตินมีบทบาทสำคัญในกระบวนการหายของแผล 

และการซ่อมแซมเนื้อเยื่อได้อีกด้วย (Greiling and Clark,1997) เนื่องจากโมเลกุลของไฟโบรเนก 

ตีนนั้นประกอบด้วยส่วนที่สามารถสับกับโมเลกุลอื่นได้หลายชนิด ทำไหไฟโบรเนกตินมีคุณสมบัติ 

ในการย ึดเกาะก ับโมเลก ุลอ ื่นๆได ้ เช่น ไฟบริโนเจน (fibrinogen), โปรทีโอไกลแคน 

(proteoglycan) รวมถึงโปรตีนอินทิกริน (integrin) ทีผิวเซลล์ด้วย (Yamada,1983; Milam et 

al.,1991; Uitto and Larjava,1991) สำหรับผลต่อการสร้างโปรตีนไฟโบรเนกตินก็ได้ทำการเก็บ 

ผลท่ี 48 ชั่วโมงเช่นเดียวกัน โดยพบว่าฟลูออไรด์ทั้ง 3 ความเข้มข้นคือ 0.1, 1 และ 10 พีพีเอ็ม 

สามารถกระตุ้นให้เชลล์มีการสร้างไฟโบรเนกตินได้เพิ่มขึ้นแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีน้ย 

สำคัญทางสถิติ และพบว่าฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็มลามารถกระตุ้นการสร้าง’ไฟโบรเ'นก 

ตีนได้สูงกว่าฟลูออไรด์ในความเข้มข้นอื่น สำหรับกลไกการกระตุ้นการสร้างไฟโบรเนกตินของฟลู 

ออไรด์น้ันยังไม่ทราบว่าผ่านทางขบวนการใด

ในขบวนการซ่อมแซมเนื้อเยื่อ นอกจากจะต้องมีการแบ่งตัวเพื่อเพิ่มจำนวนเซลล์ให้มาก 

ขึ้นแล้วยังต้องการปัจจัยอื่นที่จำเป็นอีก เช่น ไฟโบรเนกตีน, คอลลาเจน, โกร๊ทแฟคเตอร์, ไซโตไคน์ 

(cytokines) รวมไปถึงเมทริกซ์นอกเซลล์อื่นๆอีกหลายชนิด ทำให้เกิดการติดต่อกันระหว่างเซลล์ 

และเมท'ริกช์,นอกเซลล์ (cell-matrix interactions) ซึ่งมีบทบาทต่อการกระตุ้นให้มีการแบ่งคัวของ 

เซลล์, การเคลื่อนคัวของเซลล์ (cell migration) และการติฟเฟอเรนชิเอชั่นของเซลล์ด้วย จึงเห็น 

ได้ว่าทั้งการแบ่งคัวของเซลล์และไฟโบรเนกตินต่างก็มีบทบาทที่สำคัญต่อการซ่อมแซมเนื้อเยื่อทั้ง 

คู่ ตังนั้นจึงเชื่อว่าการวัดผลการทดลองโดยดูผลต่ออัตราการเจริญของเซลล์และการสร้างไฟโบร 

เนกตีนน่าจะนำมาใช้อ้างอิงกับขบวนการซ่อมแซมเนื้อเยื่อที่เถิดขึ้นในเนื้อเยื่อโพรงฟันได้
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จากบทบาทของฟลูออไรด์ที่มีผลในการกระตุ้นอัตราการแบ่งตัวของเซลล์และการสร้าง 

ไฟโบรเนกติน ซึ่งบทบาทเซ่นนี้คล้ายกับผลของเซลล์เมื่อถูกกระตุ้นด้วยโกร๊ทแฟคเตอร์ ทำให้ต้ัง 

สมมติฐานได้ว่าในสภาวะที่มีฟลูออไรด์และโกร๊ทแฟคเตอร์ร่วมกันน่าจะมีบทบาทในการกระตุ้น 

อัตราการแบ่งตัวของเซลล์และการสร้างไฟโบรเนกตินแตกต่างจากการกระตุ้นด้วยฟลูออไรด์เพียง 

อย่างเดียว จากการทดลองพบว่าผลของฟลูออไรด์ที่มีต่ออัตราการเจริญของเซลล์ลามารถเพิ่มสูง 

ขึ้นได้เมื่อกระตุ้นร่วมกับโกร๊ทแฟคเตอร์อีก 2 ชนิดท่ีนำมาใซ่ในการดีกษาครั้งนี้ คือ เบสิค-เอฟจี 

เอฟ และพีดีจีเอฟ ซึ่งพบว่าจำนวนเชลล์ภายหลังการกระตุ้นด้วยฟลูออไรด์ร่วมกับโกร๊ทแฟคเตอร์ 

จะมากกว่าการกระตุ้นด้วยฟลูออไรด์หริอโกร๊ทแฟคเตอร์ตัวใดตัวหนึ่งเพียงอย่างเดียว โดยฟลูออ 

ไรด์จะเลือกใช้ที่ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็มซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ตํ่าที่สุดที่สามารถกระตุ้นให้เชลล์ 

โพรงฟันเพิ่มอัตราการแบ่งตัวของเชลล์ได้ ผลการทดลองแสดงให้เห็นถึงผลร่วมกันระหว่างฟลูออ 

ไรด์และโกร๊ทแฟคเตอร์ทั้ง 2 ชนิดในการกระตุ้นให้เกิดการแบ่งตัวของเชลล์ในลักษณะที่เสริมกัน 

จึงมีความเป็นไปได้ที่ฟลูออไรด์และโกร๊ทแฟคเตอร์น่าจะมีกลไกในการกระตุ้นในเล้นทางที่แตก 

ต่างกัน จากการดีกษาพบว่าฟลูออไรด์จะสามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์และมีกลไกการกระตุ้นผ่าน 

ทางจี-โปรตีน (G-protein) ก่อให้เกิดการล,งผ่านลัญญาณเข้าสู'เซลล์ดังที่กล่าวมาในตอนด้น 

(Caverzasio et al.,1997; Susa,1998; Jeschke et al.,1998; Lau and Baylink, 1998) ในขณะ 

ท่ีโกร๊ทแฟคเตอร์จะกระตุ้นผ่านทางริเซพเตอร์ไทโรซีนไคเนส (receptor tyrosine kinase) ที่มีคุณ 

สมบัติเป็นเอนไซม์หรือมีความเกี่ยวเนื่องกับเอนไซม์ (enzyme-linked receptor) โดยปกติแล้วริ 

เซพเตอร์ชนิดนี้จะอยู่ในรูปที่ไม่ทำงาน (inactive form) จนกระทั่งเมื่อเกิดการจับกันระหว่างโกร๊ท 

แฟคเตอร์กันรีเซพเตอร์จะทำให้เกิดขบวนการไดเมอไรเซซ่ัน (dimerization) ซึ่งจะมีการจับคู่กัน 

ของริเซพเตอร์เกิดเป็นไดเมอร์ (dimer) ทำให้เกิดการเติมฟอสเฟต (phosphate) ข้ึนท่ีไทโรซีนและ 

ไปกระตุ้นแรสโปรตีน (Ras protein) จากนั้นจะเกิดขบวนการเติมฟอสเฟตอีกหลายขั้นตอนจนถึง 

เอนไซม์แมพไคเนส (MAP kinase) และไปกระตุ้น c-fos ทำให้เกิดการแบ่งตัวของเซลล์ตามมา 

(Hurley et al.,1996; Bornfeldt et al.,1995)

นอกจากนี้ผลต่อการสร้างไฟโบรเนกตินเมื่อเซลล์โพรงฟันถูกกระตุ้นด้วยฟลูออไรด์ 

สามารถเปลี่ยนแปลงได้เมื่อให้ฟลูออไรด์ร่วมกับโกร๊ทแฟคเตอร์ทั้ง 2 ชนิด โดยพบว่าเมื่อให้เบสค- 

เอฟจึเอฟที่ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตรร่วมกับฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็มจะไปลด 

การสร้างไฟโบรเนกตินลงจากการกระตุ้นด้วยฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็มเพียงอย่างเดียว 

ในขณะที่การกระตุ้นด้วยให้เบสิค-เอฟจึเอฟที่ความเข้มข้น 0.1 และ 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตรร่วมกับ 

ฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็มไม่ได้ให้ผลที่แตกต่างจากการกระตุ้นด้วยฟลูออไรด์ที่ความเข้ม 

ข้น 1 พีพีเอ็มเพียงอย่างเดียว และเมื่อทดลองให้มีการกระตุ้นเฉพาะเบลิค-เอฟจึเอฟที่ความเข้มข้น

0.1, 1 และ 10นาโนกรัม/มิลลิลิตรเพียงอย่างเดียวก็พบว่าฒลิค-เอฟจึเอฟที่ความเข้มข้น 10 นาโน
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กรัม/มิลลิลิตรเท่านั้นที่ไปลดการสร้างไฟโบรเนกตินลง จึงมีความเป็นไปได้ที่การลดระดับการสร้าง 

ไฟโบรเนกตินของเซลล์โพรงฟันจำเป็นจะต้องมีความเข้มข้นของเบลิค-เอฟจึเอฟที่สูงพอที่จะไป 

กระตุ้นให้เซลล์ลดการสร้างไฟโบรเนกตินลง จากการดีกษาถึงผลของเบสิค-เอฟจีเอฟที่มีต่อการ 

สร้างไฟโบรเนกตินในเซลล์ชนิดอื่นพบว่าเบลิค-เอฟจึเอฟสามารถเพิ่มการสร้างไฟโบรเนกตินใน 

เชลล์แอสโตรไซท์ (astrocyte) ได้ (Mahler et al.,1997) แต่รายงานดังกล่าวก็ไม่ได้ระบุไว้ว่ากลไก 

การกระตุ้นนั้นผ่านทางขบวนการใด แต่จากการดีกษาในโกร๊ทแฟคเตอร์ชนิดอื่น เซ่น ในทีจึเอฟ-เบ 

ต้า พบว่าสามารถยับยั้งการสร้างไฟโบรเนกตินในเซลล์เมสแซนเจึยล (mesangial cells) โดยทีจึ 

เอฟ-เบต้าจะไปลดการสร้างสายเอ ็ม-อาร์เอนเอของไฟโบรเนกตินลง (Pawluczyk and 

Harris,2001) จึงเป็นไปได้ว่ากลไกการยับยั้งการสร้างไฟโบรเนกตินน่าจะเกิดขึ้นก็ต่อเมื่อมีปริมาณ 

ของริเซพเตอร์ที่จ ับอยู่ย ับฒสิค-เอฟจึเอฟที่มากพอที่จะให้สัญญาณผ่านเข้าสู,เซลล์ไปมีผลต่อ 

โปรตีนที่ทำหน้าที่ควบคุมการสร้างสายเอ็ม-อาร์เอนเอของการสังเคราะห์ไฟโบรเนกตินได้ โดยอาจ 

ไปกระตุ้นให้มีการสร้างสายเอ็ม-อาร์เอนเอของไฟโบรเนกตินลดลง และทำให้ปริมาณไฟโบรเนกติน 

ที่เชลล์สร้างได้นั้นน้อยลง และยังมีผลลดการสร้างสายเอ็ม-อาร์เอนเอของไฟโบรเนกตินที่ถูก

กระตุ้นด้วยฟลูออไรด์ลงอีกด้วย จากผลการทดลองนี้ยังแสดงให้เห็นว่าการกระตุ้นการสร้างไฟโบร 

เนกตินของฟลูออไรด์และเบลิค-เอฟจึเอฟที่มีต่อเซลล์โพรงฟันมาจากการล่งผ่านสัญญาณภายใน 

เซลล์ที่แตกต่างยันเนื่องจากฟลูออไรด์กระตุ้นให้เชลล์สร้างไฟโบรเนกตินเพิ่มสูงขึ้นในขณะที่เบลิค- 

เอฟจีเอฟลดการสร้างไฟโบรเนกติน นอกจากนี้ระยะเวลาที่ใข้ในการล่งผ่านสัญญาณเข้าล่เซลล์ 

ของฟลูออไรด์ยับเบสิค-เอฟจึเอฟก็น ่าจะแตกต่างยันด้วยเช่นยันแต่ยังไม่สามารถบอกได้ว ่า 

สัญญาณจากริเซพเตอร์ตัวใดที่เกิดขึ้นก่อน

ในขณะที่พีดีจึเอฟกสับกระตุ้นให้เซลล์มีการสร้างไฟโบรเนกตินเพิ่มสูงขึ้น โดยพบว่าเมื่อให้ 

พีดีจีเอฟที่ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตรร่วมยับฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็มก็ให้ผล 

ในการกระตุ้นการสร้างไฟโบรเนกตินสูงกว่ากลุ่มที่กระตุ้นด้วยฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็ม 

เพียงอย่างเดียว เช่นเดียวยับฒลิค-เอฟจึเอฟ การกระตุ้นด้วยให้พีดีจึเอฟที่ความเข้มข้น 0.1 และ 1 

นาโนกรัม/มิลลิลิตรร่วมยับฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็มไม่ได้ให้ผลที่แตกต่างจากการกระตุ้น 

ด้วยฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็มเพียงอย่างเดียว และเมื่อทดลองให้มีการกระตุ้นเฉพาะพีดีจี 

เอฟที่ความเข้มข้น 0.1, 1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตรเพียงอย่างเดียวก็พบว่าพีดีจึเอฟที่ความเข้ม 

ข้น 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตรเท่านั้นที่ไปกระตุ้นการสร้างไฟโบรเนกตินให้เพิ่มขึ้น จากการดีกษาถึง 

ผลของพีดีจึเอฟที่มีต่อการสร้างไฟโบรเนกตินในเซลล์ชนิดอื่นพบว่าพีดีจึเอฟลามารถเพิ่มการสร้าง 

สายเอ็ม-อาร์เอนเอของไฟโบรณกตินในเซลล์โกลเมอรูล่าเมสแซนเจึยล (glomerular mesangial 

cells) (Hansch et al.,1995) รวมถึงในเซลล์สร้างเสันใยด้วย (Sarkissian and Lafyatis,1998) 

กลไกในการกระตุ้นให้เซลล์มีการสร้างไฟโบรเนกตินเพิ่มสูงขึ้นน่าจะอธิบายได้เช่นเดียวยับที่กล่าว
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มาแล้วก่อนหน้านี้ และจากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ามีการกระตุ้นการสร้างไฟโบรเนกตินใน 

ลักษณะที่เสริมฤทธิ้กันเมื่อให้ฟลูออไรด์ร่วมกับพีดีจีเอฟ จึงเป็นไปได้ที่กลไกการกระตุ้นนั้นมาจาก 

2 ทิศทาง เนื่องจากทั้งพีดีจึเอฟและฟลูออไรด์ต่างก็กระตุ้นให้เซลล์มีการสร้างไฟโบรเนกตินเพิ่มสูง 

ข้ึนท้ังคู่ และเมื่อให้ร่วมกันจึงอาจทำให้เซลล์ถูกกระตุ้นจากลัญญาณทั้ง 2 ทิศทางจึงไปมีผลทำให้ 

โปรตีนที่ทำหน้าที่ควมคุมการสร้างสายเอ็ม-อาร์เอนเอของการลังเคราะห็ไฟโบรเนกตินเพิ่มสูงขึ้น 

เกิดการสร้างสายเอ็ม-อาร์เอนเอของไฟโบรเนกตินเพิ่มขึ้นทำให้มีการสร้างไฟโบรเนกตินเพิ่มขึ้น

งานวิจัยในครั้งนี้ได้เลือกใซ้ปฏิบ้ติการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบปฐมภูมิ เซลล์ดังกล่าว 

นำมาเพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อโพรงฟันโดยตรงและน่าจะมีความเป็น heterogenous สูงกว่าเซลล์ 

ไลน์ (cell lines) เนื่องจากในเนื้อเยื่อโพรงฟันประกอบไปด้วยเซลล์หลายๆชนิด เซ่น เชลล์สร้างเล้น 

ใย (fibroblasts), เซลล์บุผนังหลอดเลือด (endothelial cells), เซลล์ที่เกี่ยวข้องกับภูมิคุ้มกัน 

(immune cells) เป็นต้น จึงน่าที่จะยังคงมีการตอบสนองคล้ายกันกับที่เมื่ออยู่ในโพรงฟัน นอกจาก 

นี้ความแตกต่างของแหล่งที่มาของเนื้อเยื่อโพรงฟันของผู้ป่วยแต่ละคนรวมถึงเซลลํในแต่ละรุ่นที่นำ 

มาไซในการสืกษาครั้งนี้ก็มีผลต่อการกระตุ้นด้วยฟลูออไรด์ด้วยเซ่นกัน เนื่องจากเชลล์ที่นำมาใช้จะ 

มีระดับของการดิฟเฟอเรนซิเอชั่น (level of differentiation) ที่แตกต่างกัน ทำให้ค่าท่ีได้จากการ 

ทดลองแตกต่างกันไปด้วย แต่อย่างไรก็ดีผลการทดลองที่ได้จากเซลล์ที่ต่างกันก็ให้ผลในทิศทางที่ 

สอดคลองกัน

สรุปผลการทดลอง

งานวิจัยในครั้งนี้สืกษาผลร่วมของฟลูออไรด์กับเบลิค-เอฟจึเอฟและพีดีจึเอฟที่มี 
ต่อเซลล์โพรงฟันของมนุษย์ในปฎิบ้ติการเพาะเลี้ยงเซลล์ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง พบว่าฟลูออไรด์ท่ี 
ความเข้มข้น 1 และ 10 พีพีแมเพิ่มอัตราการเจริญของเชลล์ และเม่ือ1ไห้ร่วมกับโกร๊ทแ,ฟคเตอร'ท้ัง 
2 ชนิดที่ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตรจะเพิ่มอัตราการแบ่งตัวของเซลล์มากกว่าการกระตุ้น 
ด้วยฟลูออไรด์เพียงอย่างเดียว นอกจากนี้ฟลูออไรด์ยังกระตุ้นให้เซลล์มีการสร้างไฟโบรเนกตินเพิ่ม 
ขึ้นด้วยซึ่งจะสูงเพิ่มขึ้นอีกเมื่อให้ร่วมกับพีดีจีเอฟที่ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร แต่เบสิค- 
เอฟจึเอฟท่ีความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตรกลับไปลดการสร้างไฟโบรเนกตินของเซลล์ลง สรุป 
ได้ว่าฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้นตํ่าสามารถทำงานร่วมกับโกร๊ทแฟคเตอร์ทั้ง 2 ชนิดได้ และอาจนำไป 
ใช้ประโยชน์ในการรักษาโดยการกระตุ้นให้เกิดการแบ่งตัวของเซลล์และกระตุ้นให้เกิดการสร้างเม 
ทริกซ์นอกเซลล์ในเซลล์โพรงฟันได้มากยิ่งขึ้น
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ข้อเสนอแนะ

การดีกษาในครั้งนี้เป็นการทดลองในระดับห้องปฏิบัติการ {in vitro) โดยจะเลี้ยงเซลลํใน 

สภาวะที่เซลล์แผ่เป็นชั้นเดียว (monolayer) ในจานเลี้ยงเซลล์ เซลล็ได้รับการควบคุมให้อยู่ใน 

สภาวะแวดล้อมที่จัดไว้ให้ซึ่งมีประโยชน์ในการเปรียบเทียบกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองให้อยู่ใน 

สภาวะเดียวกันได้ แต่การทดลองในลักษณะนี้ก็มีข้อจำกัดเนื่องจากผลการทดลองยังไม่สามารถ 

นำไปอธิบายกับสิ่งที่เกิดขึ้นจรีงใน in vivo ได้โดยตรง อีกทั้งในสภาวะ in vivo เองก็ยังมีปัจจัยอื่นๆ 

อีกมากที่มีอิทธิพลต่อพฤติกรรมการแสดงออกของเชลล์ แต่อย่างไรก็ตามการดีกษาในระดับ in 

vitro ก็เป็นที่ยอมรับว่ามีความสำคัญ ทำได้สะดวกกว่า ลามารถที่จะเลี้ยงเซลลํใด้เป็นจำนวนมาก 

สามารถทำการทดลองซํ้าได้หลายครั้ง มีค่าใช้จ่ายไม่สูง และเพียงพอต่อการดีกษาถึงการเปลี่ยน 

แปลงของเซลล์ไนด้านพฤติกรรมและการแสดงออกของเซลสํใด้

โกร๊ทแฟคเตอร์ที่ใช้ในการดีกษาครั้งน้ีมี 2 ชนิดด้วยกัน คือ เบสิค-เอฟจีเอฟและพีดีจีเอฟ 

สำหรับการดีกษาในครั้งนี้ได้เลือกใช้โกร๊ทแฟคเตอร์ 2 ชนิดนี้เนื่องจากมีรายงานเป็นจำนวนมากที่ 

กล่าวถึงบทบาทในขบวนการซ่อมแซมเนื้อเยื่อและการหายของแผลมากกว่าโกร๊ทแฟคเตอร์ชนิด 

อื่น แต่อย่างไรก็ดีโกร๊ทแฟคเตอร์อีกหลายชนิดที่ไม่ได้นำมาทดสอบในการดีกษาครั้งนี้ต่างก็มีความ 

สำคัญและอาจนำมาใช้ในการดีกษาเพิ่มเติมต่อไปได้ สำหรับโกร๊ทแฟคเตอร์ที่นำมาดีกษาในครั้งนี้ 

ได้ทำการทดสอบร่วมกับฟลูออไรด์เพื่อดีกษาถึงอิทธิพลของโกร๊ทแฟคเตอร์ที่มีต่อการทำหน้าที่ 

ของฟลูออไรด์เท่านั้น ไม่ได้ดีกษาถึงผลของการให้โกร๊ทแฟคเตอร์ทั้ง 2 ชนิดร่วมกัน การดีกษาใน 

อนาคตอาจจะดีกษาถึงบทบาทร่วมกันของโกร๊ทแฟคเตอร์หลายๆชนิดที่มีผลต่อพฤติกรรมต่างๆ 

ของเชลล์เพรงฟันต่อไปได้

จากการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงผลของฟลูออไรด์และโกร๊ทแฟคเตอร์ทั้ง 2 ชนิดท่ีมี 
ต่อเซลสํโพรงฟัน โดยในแง'ของการวัดผลอัตราการเจริญของเซลล์ได้เลือกใช้วิธีวัดอัตราการเจริญ 
ของเชลล์ด้วยเทคนิกการย้อมสีด้วยสีเมทิลืนบลู ซึ่งเทคนิกนี้ก็ยังมีช้อจำกัดบางอย่างอยู่ เน่ืองการ 
เทคนิกนี้เป็นการย้อมติดสีโปรตีนที่ผิวเซลล์จึงมีความเป็นไปได้ที่จะมีโอกาสย้อมติดโปรตีนเมทริกช์ 
ที่เซลล์สร้างและหลั่งออกมานอกเซลล์ได้ ทำให้ผลที่เราต้องการเฉพาะจำนวนเซลล์ที่ย้อมติดสีมี 
ความคลาดเคลื่อนได้ แต่อย่างไรก็ดีเทคนิกนี้ก็สามารถนำมาใช้ทดสอบอัตราการเจริญของเซลล์ได้ 
ในระดับหนึ่ง นอกจากเทคนิกนี้แล้วยังมีอีกหลายวิธีที่สามารถนำมาใช้ในการวัดอัตราการเจริญ 
ของเซลล์ได้ เซ่น การใช้สารละลายเอ็มทีที (MTT) ย้อมหาจำนวนเซลล์ หรีอใช้เทคนิกการเช้าจับ 
กับสารกัมมันตภาพรังสีเพื่อหาปริมาณของรังสีที่เชลล์ใช้ในขบวนการแบ่งเชลล์
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อีกประเด็นหนึ่งที่น่าสนใจในการคืกษาครั้งนี้คือระยะเวลาที่เซลล์ใซในการส่งผ่าน 
สัญญาณจนกระทั่งเกิดการแบ่งตัวหรือเกิดการสร้างไฟโบรเนกตินขึ้น ซึ่งหากต้องการให้ผลการ 
ทดลองชัดเจนยิ่งขึ้นว่าช่วงเวลาของการกระตุ้นด้วยฟลูออไรด์กับเบสิค-เอฟจีเอฟและพีดีจีเอฟแตก 
ต่างกันหรือไม่ อาจจะต้องทดสอบแล้วเก็บผลในช่วงระยะเวลาที่ต่างๆกันเพื่อหาเวลาที่เหมาะลม 
กับการกระตุ้นด้วยสารแต่ละชนิด ซึ่งจะทำให้สามารถบอกได้ว่าเชลล์จะถูกกระตุ้นด้วยสัญญาณ 
จากตัวกระตุ้นชนิดใดที่เวลาเท่าไรได้
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