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การศึกษาการสลายตัวของแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมินเมตาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลและความเข้ากันทางชีวภาพต่อเซลล์

สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ 
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บทคัดย่อ

	 วัตถุประสงค์: เพื่อศึกษาการสลายตัวของแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมินเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด

ไฮโดรเจล และความเข้ากันทางชีวภาพกับเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ 

	 วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ: สังเคราะห์เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล โดยใช้ไดไธโอธริอิทอล

เป็นสารครอสลิงค์ เติมแมนนิทอลเพื่อเป็นตัวทำ�ละลายยา และตัวเพิ่มปริมาตร เติมโบวินซีรัมอัลบูมินเพื่อเป็น

ตัวแทนโปรตีน ในอัตราส่วนแมนนิทอลต่อโบวินซีรัมอัลบูมินเป็น 1:1 ทำ�การศึกษาการสลายตัวโดยใช้เอ็นไซม์

ไฮยาลูโรนิเดส ท่ีความเข้มข้น 25, 50 และ 75 ยูนิต ประเมินการสลายตัวจากกรดยูโรนิกท่ีมีการปลดปล่อยออกมา

โดยใช้การทดสอบคาร์บาโซล และทำ�การศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ โดยใช้

เพรสโตบลูเป็นสารทดสอบความมีชีวิตของเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ซึ่งเจริญเติบโตอยู่ภายในแมนนิทอล/ 

โบวินซีรัมอัลบูมินเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลในลักษณะสามมิติ เปรียบเทียบกับในเมตาคริเลตไฮยา

ลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลดั้งเดิม

	 ผลการศึกษา: ในสภาวะท่ีมีเอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิเดสท้ัง 3 ความเข้มข้น พบว่าแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมิน-

เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลมีการสลายตัวมากกว่าร้อยละ 70 ภายในเวลา 24 ช่ัวโมงแรก และสลายตัว

จนหมดภายใน 48 ชั่วโมง เซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์สามารถเจริญเติบโตได้ดีทั้งในเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิก

แอซิดไฮโดรเจลและในแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมินเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลอย่างไม่แตกต่างกัน

โดยเซลล์สามารถแผ่เป็นรูปกระสวย อีกท้ังมีการเจริญเติบโตของเซลล์สร้างใยเหงือกในท้ังสองสภาวะไม่แตกต่างกัน

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น p < 0.05 

	 สรุป: ภายใต้สภาวะท่ีได้ทำ�การศึกษา แมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมินเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

มีความเข้ากันได้กับเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ แต่การสลายตัวท่ีรวดเร็วภายใน 48 ช่ัวโมง จึงควรต้องมีการศึกษา

เพิ่มเติมเพ่ือปรับปรุงสูตรให้มีความคงทนและมีการย่อยสลายที่ช้าลงเพื่อความเหมาะสมต่อการใช้งานในทาง

คลินิกต่อไป

คำ�สำ�คัญ: เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล การสลายตัวของไฮโดรเจล เซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ 

ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ วิศวกรรมเนื้อเยื่อ
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Abstract

	 Objectives: To study the degradation of mannitol/bovine serum albumin methacrylate 

hyaluronic acid (Man/BSA MeHA) hydrogel and its biocompatibility to human gingival fibroblast.

	 Materials and Methods: MeHA hydrogel was synthesized using Dithiothreitol (DTT) as a 

crosslinking agent. Mannitol was added as a drug diluent and bulking agent whereas BSA was 

added as the representative of protein with 1:1 mannitol:BSA ratio. The degradation profile was

investigated by adding 25, 50 and 75 U of hyaluronidase. Degradation was evaluated by the release 

of uronic acid from Carbazole assay. The biocompatibility test was performed using PrestoBlue™ 

to determine viability of human gingival fibroblast encapsulated in mannitol/BSA MeHA hydrogel 

compared to conventional MeHA hydrogel. 

	 Results: In the presence of 3 doses of hyaluronidases used, the man/BSA MeHA hydrogel 

was degraded for over 70% within first 24 hours and completely degraded in 48 hours. Human 

gingival fibroblasts encapsulated in both Man/BSA MeHA hydrogel and conventional MeHA hydrogel 

showed normal spindle morphology. Also, there was no statistically significant difference in proliferation

rate of human gingival fibroblasts encapsulated in both types of gel. (p < 0.05)

	 Conclusions: Under experimental condition, the man/BSA MeHA hydrogel showed biocompatibility

to human gingival fibroblasts. However, the degradation rate was relatively fast, within 48 hours. 

Further study to improve the formula for more durable structure and slower degradation is required 

before future clinical application.

Keywords: Methacrylate hyaluronic acid hydrogel, Hydrogel degradation, Human gingival fibroblast, 

Biocompatibility, Tissue engineering
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บทนำ� (Introduction)

	 ในปัจจ ุบ ันงานวิศวกรรมเนื ้อเย ื ่อ (tissue 

engineering) ได้รับการศึกษาและพัฒนามาอย่างต่อเน่ือง

มีการพัฒนาชีววัสดุ (biomaterial) เพื ่อใช้ ในการ

เสริมสร้างกระดูกแทนการใช้วัสดุปลูกถ่ายกระดูก (1) 

โดยพบว่าคุณสมบัติในการเหน่ียวนำ�เซลล์สร้างกระดูก 

(osteoinduction) โดยใช้โกรทแฟคเตอร์ (growth factor)

มีความสำ�คัญต่อผลสำ�เร็จของงาน เน่ืองจากโกรทแฟคเตอร์

เป็นปัจจัยท่ีสามารถเหน่ียวนำ�ให้เซลล์ต้นกำ�เนิดของเซลล์

สร้างกระดูก (osteoprogenitor cell) เปล่ียนแปลงไปเป็น

เซลล์สร้างกระดูก (osteoblast) และยังช่วยกระตุ้นเซลล์

สร้างกระดูกให้เจริญเติบโต และทำ�งานได้ดียิ่งขึ้น (2) 

โกรทแฟคเตอร์ท่ีถูกนำ�มาใช้มีหลายชนิด ท้ังชนิดท่ีเก่ียวกับ

การสร้างหลอดเลือด ได้แก่ vascular endothelial growth

factor (VEGF) และ basic fibroblast growth factor

(bFGF) หรือประเภทท่ีช่วยเร่งการเจริญเติบโตท่ีเก่ียวข้อง

กับการเหนี่ยวนำ�ให้เกิดการสร้างกระดูก ได้แก่ bone 

morphogenetic protein (BMP) transforming growth

factor-b: (TGF-β) platelet-derived growth factor

(PDGF) เป็นต้น อย่างไรก็ตามเปปไทด์หรือโปรตีนเหล่าน้ี

มักมีขนาดโมเลกุลใหญ่ มีโครงสร้างที่ซับซ้อน และ

ไม่เสถียรในเซลล์ส่ิงมีชีวิต แตกต่างไปจากยาแบบด้ังเดิม

ที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก (3,4) จึงมีความพยายามในการ

พัฒนาระบบนำ�ส่งยา (drug delivery system) ให้สามารถ

นำ�ส่งโกรทแฟคเตอร์เหล่าน้ีได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

สามารถรักษาระดับการคงอยู่และปลดปล่อยสารได้อย่าง

คงที่ อีกทั้งมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเนื้อเยื่อ

ข้างเคียง สามารถละลายตัวได้หมดในระยะเวลาที่

เหมาะสม รวมถึงสามารถใช้งานได้ง่ายอีกด้วย (3,5,6)

	 ระบบนำ�ส่งยาด้วยไฮโดรเจล (hydrogel) เป็น

ระบบที่ได้รับความนิยม (7-9) และให้ผลสำ�เร็จได้เป็น

อย่างดีเนื่องจากสามารถควบคุมการปลดปล่อยสารได้

ซึ่งคุณสมบัตินี้lส่วนหนึ่งขึ้นกับลักษณะโครงสร้าง ชนิด

และปริมาณสารครอสลิงค์ (crosslinker) ท่ีใช้ ไฮโดรเจล

สามารถสังเคราะห์ได้จากสารหลายชนิด หน่ึงในรูปแบบ

ที่นิยมได้แก่ ไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล (hyaluronic

acid hydrogel) ท้ังน้ีกรดไฮยาลูโรนิกเป็นสารพ้ืน (ground

substance) ที่สามารถพบได้ตามธรรมชาติในร่างกาย

ในบริเวณเน้ือเย่ือเก่ียวพัน (connective tissue) ผิวหนัง

(skin) และส่วนอื่น ๆ (10) โดยพบอยู่ภายนอกเซลล์ 

(extracellular matrix) มีโครงสร้างพื้นฐานเป็นไกล

โคซามิโนไกลแคน (glycosaminoglycan) นอกจากนี้

วิธีการนำ�ไฮโดรเจลเข้าสู่ร่างกายด้วยการฉีดก็มีความ

สำ�คัญ เนื่องจากสามารถฉีดเข้าสู่บริเวณที่ต้องการได้

โดยตรง ก่อให้เกิดความเสียหายต่อเนื้อเยื่อต่ำ� สามารถ

ควบคุมรูปร่างให้เข้ากับช่องว่างได้ด้วยสถานะของเหลว

ในขณะที่ไฮโดรเจลยังเกิดการก่อตัวไม่สมบูรณ์ โดย

ภายหลังจากการกลายเป็นเจลโดยสมบูรณ์จะทำ�ให้

ไฮโดรเจลมีความคงตัว และคงรูปร่างอยู่ ณ ตำ�แหน่ง

ที่ทำ�การฉีดเข้าไปได้ รวมถึงสามารถให้ออกซิเจนและ

สารอาหารแพร่ผ่านได้เช่นเดียวกับคุณสมบัติของ

เมทริกซ์นอกเซลล์ทั่วไป

	 Maturavongsadit และคณะ ในปี 2016 และ

2017 (11,12) ได้พัฒนาเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด

ไฮโดรเจล (methacrylate hyaluronic acid hydrogel: 

MeHA hydrogel) เพื่อใช้ ในการนำ�ส่งเซลล์ต้นกำ�เนิด

ชนิดมีเซนไคม์กระดูก (bone mesenchymal stem cells:

BMSC) โดยศึกษาถึงสารครอสลิงค์ชนิดต่าง ๆ ที่ใช้ ใน

การเช่ือมต่อพอลีเมอร์ของเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด

ผลท่ีได้พบว่าเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

ที่ใช้สารครอสลิงค์ชนิดไดไธโอธริอิทอล (dithiothreitol

crosslinked: DTT) มีความเข้ากันได้กับเซลล์ต้นกำ�เนิด

ชนิดมีเซนไคม์กระดูกมากท่ีสุดเม่ือเทียบกับสารครอสลิงค์

กลุ่มอื่น ต่อมาได้มีการพัฒนาระบบนำ�ส่งยาดังกล่าว

โดยการเติมน้ำ�ตาลแมนนิทอล (mannitol) และโบวิน

ซีรัมอัลบูมอน (bovine serum albumin: BSA) ลงใน

มตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล เกิดเป็น

แมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมินไฮยาลูโรนิกแอซิดโดรเจล

(Man/BSA MeHA hydrogel) โดยมุ่งหวังให้แมนนิทอล

ทำ�หน้าที่เป็นตัวทำ�ละลายยาและขึ้นรูป (diluent and 

bulking agent) ส่วนโบวินซีรัมอัลบูมินทำ�หน้าที่เป็น

ตัวแทนยาหรือสารออกฤทธิ์ที ่ต้องการจะใช้ต่อไปใน

อนาคต ท้ังน้ีพบว่าแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมินไฮโดรเจล

มีคุณสมบัติทางกายภาพที่ดี (physical property) และ

มีความเข้ากันได้กับเซลล์กระดูกเบ้าฟันมนุษย์ (13,14)
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	 คุณสมบัติที่สำ�คัญประการหน่ึงของไฮโดรเจล

เพื่อให้ได้มาซึ่งประโยชน์ทางการแพทย์สูงสุด ได้แก่ 

รูปแบบการปลดปล่อยยา อันรวมถึงระยะเวลาในการ

ปลดปล่อยยา (ส้ันหรือยาว) และลักษณะการปลดปล่อย

ยา (ต่อเน่ืองหรือไม่ต่อเน่ือง ปล่อยเป็นจังหวะหรือปล่อย

ออกมาในครั้งเดียว) ที่สอดคล้องกับวัตถุประสงค์และ

รูปแบบการรักษาที่ต้องการ ปัจจัยหนึ่งที่จะส่งผลต่อ

รูปแบบการปลดปล่อยยาให้เหมาะสมได้แก่ การควบคุม

การสลายตัวของโครงข่ายไฮโดรเจล โดยขนาดของ

รูพรุนภายในโครงตาข่ายที่เพ่ิมมากขึ้นตามการสลายตัว

ของไฮโดรเจลจะส่งผลให้เกิดการปลดปล่อยยาออก

จากไฮโดรเจล นอกจากนี้หลังจากการปลดปล่อยยา

จนหมด ไฮโดรเจลควรจะมีคุณสมบัติที่เหมาะสมต่อ

วัตถุประสงค์ในการใช้งาน ได้แก่ สลายตัวเพ่ือหลีกเล่ียง

การผ่าตัดนำ�ออกจากร่างกายหรือยังคงอยู่โดยสามารถ

เติมยาเพื่อให้นำ�กลับมาใช้ได้ ใหม่ รวมถึงควรปรับปรุง

ลักษณะการสลายตัวของไฮโดรเจลให้สอดคล้องกับ

การฟื ้นฟูของเนื ้อเย ื ่อ(15,16) จากงานวิจ ัยของ 

Maturavongsadit และคณะปี 2017 (11) ที่ศึกษาการ

สลายตัวของเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

ซึ่งใช้ไดไธโอธริอิทอลเป็นสารครอสลิงค์ เมื่่่่่อถูกย่อยใน

เอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิเดส 100 ยูนิต พบว่ามีการสลายตัว

ปลดปล่อยกรดยูโรนิกมากว่าร้อยละ 65 ในวันแรก และ

มีการสลายตัวจนหมดในวันที่ 2 

	 ต่อเนื่องจากการศึกษาที่ผ่านมา แมนนิทอล/

โบวินซีรัมอัลบูมินไฮโดรเจลมีความเข้ากันได้กับเซลล์

กระดูกเบ้าฟันมนุษย์ (13) ทั้งนี้ภายในช่องปากกระดูก

เบ้าฟันจะถูกปกคลุมอยู่ภายใต้เนื้อเยื่อเหงือก (gingival

tissue) การวิจัยคร้ังน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาระยะเวลา

ในการสลายตัว และความเข้ากันได้ทางชีวภาพของ

แมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมินไฮยาลูโรนิกแอซิดโดรเจล 

กับเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ (human gingival 

fibroblast) เพื่อพัฒนาระบบนำ�ส่งยาที่มีประสิทธิภาพ 

สำ�หรับการรักษาภายในช่องปากต่อไป

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ  (Materials and Methods)

	 งานวิจัยครั้งนี้ศึกษาโดยการเพาะเลี้ยงเซลล์

สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ โดยผ่านการอนุมัติจากคณะ

กรรมการจริยธรรมสำ�หรับพิจารณาโครงการวิจัยท่ีทำ�ใน

มนุษย์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ เลขที่ SWUEC-

228/2562X 

การเตรียมเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล 

	 เตรียมเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

จากกรดไฮยาลูโรนิก ตามข้ันตอนของ Maturavongsadit

และคณะ ปี 2016 และ 2017 (11,12) โดยนำ�กรด

ไฮยาลูโรนิก น้ำ�หนักโมเลกุล 47 กิโลดาลตัน ละลายใน

โพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (potassium phosphate

buffer) สัดส่วน ร้อยละ 1 โดยน้ำ�หนัก ในสภาวะที่มี

ค่าพีเอชเท่ากับ 8 แล้วหยดเมตาคริเลตแอนไฮไดรด์ 

(methacrylic anhydride; Sigma-Aldrich, USA) 

สัดส่วนเชิงมวล 10:1 ของปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก

ลงในสารละลายที่มีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส และ

ควบคุมให้เกิดปฏิกิริยาขึ้นในช่วงอุณหภูมิ 0-4 องศา

เซลเซียส จากนั้นคอยตรวจวัดและปรับค่าพีเอชของ

สารทั้ง 2 สถานะให้มีค่าเท่ากับ 8 โดยใช้สารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 5 โมลาร์ และ

ปล่อยให้ปฏิกิริยาดำ�เนินต่อไป 24 ชั่วโมง จากนั้นนำ�

สารละลายท่ีได้ไปป่ันด้วยเคร่ืองหมุนเหว่ียง (centrifuge)

ที่ความเร็ว 10,000 รอบ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 10 นาที นำ�ส่วนทีต่กตะกอนออกแล้วนำ�ไปแช่

ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสก่อนนำ�ไปทำ�แห้งแบบ

แช่เยือกแข็ง (freeze-dried technique: Labconco

lyophilizer, Missouri) และนำ�ไปตรวจดูระดับการเกิด

ปฏิก ิร ิยา (degree of modification) ด้วยเทคนิค

โปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปคโตรสโคปี 

(1H–NMR spectroscopy) 

	 เพื่อทดสอบความสามารถในการก่อตัวเป็นเจล

ก่อนนำ�ไปเพาะเลี้ยงเซลล์ จึงเตรียมพอลิเมอร์ของ

เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดร้อยละ 3 โดยน้ำ�หนัก

ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer:
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PBS) ทำ�การปรับค่าพีเอชด้วยสารละลายโซเดียม

ไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 5 โมลาร์ ให้มีค่าพีเอชเท่ากับ

8 แล้วนำ�ไปครอสลิงค์โดยเติมไดไธโอธริอ ิทอล 

ในสัดส่วนโมเลกุล Thiol:ene เท่ากับ 1:2 แล้วทำ�การวัด

ระยะเวลาการก่อตัวเป็นเจลด้วยวิธีการพลิกหลอด 

(vial tilting) 

การเตรยีมแมนนทิอล/ โบวนิซรีมัอลับมูนิ เมตาครเิลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล   

	 แมนนิทอลและโบวินซีรัมอัลบูมิน ถูกนำ�มาเตรียม

ในอัตราส่วน 1:1 โดยเตรียมแมนนิทอล 2.5 มิลลิกรัม 

ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 50 ไมโครลิตร และเตรียม

โบวินซีรัมอัลบูมิน 2.5 มิลลิกรัม ในสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ 50 ไมโครลิตร ผสมแมนนิทอลและโบวินซี

รัมอัลบูมินที่เตรียมไว้เข้าด้วยกัน จากนั้นนำ�สารละลาย

ข้างต้นปริมาตร 46 ไมโครลิตร มาผสมกับเมตาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิด 6.9 มิลลิกรัม ในสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ 166.5 ไมโครลิตร หลังจากนั้นปรับค่าพีเอช

ของส่วนผสมให้เป็น 8.0 ด้วยสารละลายโซเดียม

ไฮดรอกไซด์ 5 โมลาร์ ก่อนจะเติมไดไธโอธริอิทอล 

17.5 ไมโครลิตรเพื่อเปลี่ยนให้เป็นเจล

การเตรียมเอ็นไซม์ ไฮยาลูโรนิเดสและคาร์บาโซล

	 จากงานวิจัยของ Maturavongsadit และคณะ

 ปี 2017 (11) ได้เตรียมเอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ความ

เข้มข้น 100 ยูนิต ซึ่งพบว่าไฮโดรเจลได้ถูกย่อยสลาย

ทั้งหมดภายใน 2 วัน ซึ่งเป็นการย่อยสลายอย่างรวดเร็ว

เกินความต้องการ ในงานวิจัยครั้งนี้จึงได้ปรับลดความ

เข้มข้นของเอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิเดสลงมา โดยเตรียมเอ็น

ไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ความเข้มข้น 3 ระดับ ได้แก่ 25, 

50 และ 75 ยูนิต โดยจะใช้เอ็นไซม์ปริมาณ 0.08, 0.16 

และ 0.24 มิลลิกรัมตามลำ�ดับ ในสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ 400 ไมโครลิตร ต่อ 1 หลุม ในส่วนของ

 0.125% คาร์บาโซลทำ�การเตรียมโดยใช้ผงคาร์บาโซล 

0.0125 กรัมละลายในเอทานอลบริสุทธิ์ 10 มิลลิลิตร

การศึกษาการสลายตัวของแมนนิทอล/โบวินซีรัม

อัลบูมิน เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

	 เตรียมแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมินเมตาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล 40 ไมโครลิตร ลงในจาน

เลี้ยงเซลล์ขนาด 24 หลุม ตัวอย่างดังกล่าวจะถูกย่อย

สลายโดยเอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ความเข้มข้น 25, 50 

และ 75 ยูนิต ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 400 

ไมโครลิตรที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยจะเก็บ

สารละลายจากการทดลองทั้งหมด และเติมเอ็นไซม์

ไฮยาลูโรนิเดสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ใหม่

ลงไปที่แทนที่ ณ เวลา 1, 2, 24 และ 48 ชั่วโมง เก็บ

สารละลายท่ีได้มาท้ังหมดท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

จนครบเวลา 48 ชั่วโมง ทำ�การทดลองแบบซ้ำ�สอง

(duplication) โดยทำ�การทดลอง 3 ครั้ง (3 separate 

experiments)

	 จากนั้นทำ�การทดสอบคาร์บาโซลเพื่อหาปริมาณ

กรดยูโรนิกที่ถูกปลดปล่อยออกมาขณะเกิดการสลายตัว

โดยการใส่สารละลายที่เก็บมาได้ 50 ไมโครลิตรลง

ในหลอดเอพเพนดอร์ฟ เติมสารละลาย 25 มิลลิโมล

โซเดียมเตตระโบเรต (sodium tetraborate) ในกรด

ซัลฟูริก ปริมาณ 200 ไมโครลิตรลงในแต่หลอด และ

ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

10 นาที และทิ้งให้เย็นตัวลงที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

15 นาที จากนั้นเติม 0.125% คาร์บาโซลในเอทานอล

บริสุทธิ์ 50 ไมโครลิตรลงในแต่ละหลอด และให้ความ

ร้อนที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และท้ิง

ให้เย็นตัวลงท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที สารละลาย

จะถูกถ่ายลงในจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม โดยสาร

ใน 1 หลอดเอพเพนดอร์ฟ จะถูกแบ่งเป็น 100 ไมโครลิตร

จำ�นวน 3 หลุม และถูกนำ�ไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร (spectraaxm2 multi-

mode microplate reader) ร้อยละของการสลายตัว 

ณ ที่เวลาแต่ละจุดจะถูกคำ�นวณโดยการนำ�จำ�นวนกรด

ยูโรนิกที่ถูกปล่อยออกมาในแต่ละช่วงเวลา หารด้วย

ปริมาณกรดยูโรนิกสุดท้ายหลังจากท่ีการสลายตัวท่ี

สมบูรณ์ 
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	 เมื่อบันทึกค่าได้นำ�มาเปรียบเทียบค่าความ

เข้มข้นที่แท้จริงกับกราฟมาตรฐานความเข้มข้นกรด

ไฮยาลูโรนิกต่อค่าดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร จาก

งานวิจัยของ Cesaretti และคณะ ในปี 2003 (17) 

การเตรียมเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ ให้เจริญ

เติบโตภายใน (encapsulation) เมตาคริเลตไฮยา

ลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล และแมนนิทอล/โบวินซีรัม

อัลบูมิน เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

	 เซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์จำ�นวน 2 ไลน์ 

ได้มาจากเนื้อเยื่อที่ติดฟันถอนของผู้ป่วยที่เข้ารับบริการ

ถอนฟันที่คลินิกศัลยศาสตร์ คณะทันตแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ โดยได้รับความยินยอม

จากผู้ป่วย (informed consent) แล้ว จากนั้นทำ�การ

ตัดเน้ือเย่ือส่วนเหงือกท่ีติดมากับฟันถอนให้เป็นช้ินเล็ก ๆ

ด้วยใบมีดปราศจากเชื้อในห้องปฏิบัติการ และทำ�การ

เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ ยงเซลล์ชนิดดี เ อ็มอี เอ็ม 

ที่ประกอบด้วย FBS ร้อยละ 10, 200 มิลลิโมลาร์ ของ

แอล-กลูตามีนร้อยละ 1 และเพนนิซิลิน 10,000 ยูนิต

ต่อมิลลิลิตร/สเตร็ปโตไมซิน 10,000 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร/แอมโฟเทอริซินบี 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

ร้อยละ 1 เลี้ยงเซลล์ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส โดยมีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ทั้งนี้

เซลล์ที่ใช้ ในการทดลองนี้อยู่ในช่วง passage ที่ 3-6

	 เตรียมเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

โดยช่ังเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดพอลิเมอร์อัตราส่วน

ร้อยละ 3 ของปริมาณไฮโดรเจลท่ีต้องการ ทำ�ให้ปราศจาก

เชื้อโดยแช่ในเอทานอลบริสุทธิ์นาน 15 นาที แล้วทำ�ให้

แห้งบนภาชนะที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อ ละลายเมตาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิดพอลิเมอร์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ โดย

การเติมแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมิน (ผ่านการฆ่าเชื้อ

โดยการกรองผ่านตัวกรอง (sterile syringe filter) 

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร) เติมในอัตราส่วนร้อยละ 1 

โดยมวลต่อปริมาตรของไฮโดรเจลทั้งหมด แล้วปรับค่า

พีเอชให้เท่ากับ 8 จึงทำ�การครอสลิงค์โดยเติม DTT ใน

สัดส่วนโมเลกุล thiol ต่อ ene 1:2 ปรับค่าพีเอชให้อยู่

ในช่วง 8 อีกครั้ง ใส่เซลล์ความหนาแน่น 1x104 เซลล์ 

ต่อไฮโดรเจล 50 ไมโครลิตร จากนั้นใช้ปิเปตดูดสาร

ขึ้นลงเบา ๆ เพื่อผสม แล้วใส่สารละลายไฮโดรเจล

ที่มีเซลล์อยู่ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม 

หลุมละ 50 ไมโครลิตร รอจนการก่อตัวเป็นเจลเกิดขึ้น

เต็มที่ที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาณ 

100 ไมโครลิตร นำ�จานเลี้ยงเซลล์เข้าตู้เลี้ยงเซลล์ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ

5 จากน้ันเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก ๆ 2-3 วัน และ

ศึกษารูปร่างเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ 

ทำ�การทดลองแบบซ้ำ�สองในแต่ละเซลล์ไลน์ 

การศึกษาความมีชีวิตของเซลล์สร้างเส้นใยเหงือก

มนุษย์ ในแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมิน เมตาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล เปรียบเทียบกับ เมตา

คริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล โดยใช้เพรสโตบลู

	 เตรียมเพรสโตบลู 230 ไมโครลิตร (PrestoBlueTM

Cell Viability Reagent, Invitrogen, ThermoFisher

Scientific) ในอาหารเล้ียงเช้ือดีเอ็มอีเอ็ม 2,070 ไมโครลิตร

อุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยห่อแผ่นฟอยล์

เพื่อป้องกันการทำ�ปฏิกิริยากับแสง ทั้งนี้เพรสโตบลู

สามารถวัดอัตราการเกิดเมตาบอลิซึมและบ่งบอกถึง

การเจริญเติบโตของเซลล์ได้ ในการศึกษาครั้งนี้ทำ�การ

ทดสอบความมีชีวิตของเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ 

ทั้ง 2 ไลน์ (เอและบี) จำ�นวน 2 ครั้ง ครั้งแรกทดสอบ

ในวันท่ี 1, 4 และ 7 คร้ังท่ีสองทดสอบในวันท่ี 1, 3 และ 7

โดยเตรียมในอัตราส่วนสารละลายเพรสโตบลูต่อ

อาหารเลี้ยงเซลล์ 1 ต่อ 10 ใส่สารละลายหลุมละ 100 

ไมโครลิตรนำ�เข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ในคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

ดูดสารละลายทดสอบออก เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่

100 ไมโครลิตร กลับลงไปบนเจลเพื่อให้เซลล์ได้มีการ

เจริญต่อไป สำ�หรับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ดูดออกมา นำ�ไป

วัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 570 และ 600

นาโนเมตร 
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การวิเคราะห์ข้อมูล

	 ข้อมูลที่ ได้จากการวิจัยน้ีจะเสนอข้อมูลด้วย 

ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ทดสอบการแจกแจง

ปกติด้วย Shapiro-Wilk test ที่ระดับความเชื่อมั่นทาง

สถิติ p < 0.05 ในกลุ่มที่มีจะการแจกแจงปกติวิเคราะห์

ผลการทดสอบโดยใช้สถิติ t-test ที่ระดับความเชื่อมั่น

ทางสถิติ p < 0.05 ส่วนในกลุ่มการแจกแจงไม่ปกติ

วิเคราะห์ผลการทดลองโดยใช้สถิติ Mann-Whitney U 

test ที่ระดับความเชื่อมั่นทางสถิติ p < 0.05

ผลการศึกษา (Results)

การศึกษาการสลายตัวของแมนนิทอล/โบวินซีรัม

อัลบูมิน เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

	 เมื่อทำ�การย่อยสลาย แมนนิทอล/โบวินซีรัม

อัลบูมิน เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล ด้วย

เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 

75 ยูนิต แล้วทำ�การตรวจวัดปริมาณกรดยูโรนิกที่ถูก

ปลดปล่อยออกมาเป็นร้อยละ ผลที่ได้ดังแสดงในตาราง

ที่ 1 และรูปที่ 1 โดยในชั่วโมงที่ 1 และ 2 เอนไซม์ทั้ง 3 

ความเข้มข้นก่อให้เกิดการปลดปล่อยกรดยูโรนิก

ออกมาได้ในปริมาณใกล้เคียงกัน กล่าวคือ คิดเป็นร้อยละ

21.86, 25.75 และ 20.02 สำ�หรับเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส

ความเข้มข้น 25, 50 และ 75 ยูนิต ตามลำ�ดับในชั่วโมง

แรก และ ร้อยละ 40.41, 47.28 และ 47.44 สำ�หรับ

เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสความเข้มข้น 25, 50 และ 75

ยูนิต ตามลำ�ดับในช่ัวโมงท่ีสอง ต่อมาในเวลา 24 ช่ัวโมง

กรดยูโรนิกที่ถูกปลดปล่อยออกมามีมากกว่าร้อยละ 70 

ในทั้ง 3 ความเข้มข้นของเอนไซม์ โดยสามารถมองเห็น

ได้ด้วยตาว่าไฮโดรเจลมีขนาดเล็กลงอย่างชัดเจน และ

ในเวลา 48 ชั่วโมงเอนไซม์ทั้ง 3 ความเข้มข้นสามารถ

ย่อยสลายแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมิน เมตาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล ได้ทั้งหมด โดยไม่เหลือ

ไฮโดรเจลอยู่ในจานเลี้ยงเซลล์เลย

ตารางที่ 1 แสดงร้อยละกรดยูโรนิกที่ถูกปล่อยออกมาในชั่วโมงที่ 1, 2, 24 และ 48 ในสภาวะที่มีเอ็นไซม์

ไฮยาลูโรนิเดส ความเข้มข้น 25, 50 และ 75 ยูนิต

Table 1. Percentage of released uronic acid at 1, 2, 24 and 48 hrs respectively in the presence 

of 25, 50 and 75 U hyaluronidase.

	 Hyaluronidase	 Time	          OD 550		 Mean uronic acid	 Mean uronic

	 (Unit)	  (hour)	 Mean	 SD	 (µg)	 acid released (%)

		  1	 0.36	 0.14	 18.56	 21.86

	 25	 2	 0.34	 0.13	 15.75	 40.41

		  24	 0.42	 0.11	 29.06	 74.64

		  48	 0.38	 0.15	 21.53	 100.00

		  1	 0.38	 0.09	 22.19	 25.75

	 50	 2	 0.36	 0.09	 18.56	 47.28

		  24	 0.40	 0.07	 24.86	 76.12

		  48	 0.37	 0.08	 20.58	 100.00

		  1	 0.35	 0.11	 16.53	 20.02

	 75	 2	 0.38	 0.09	 22.64	 47.44

		  24	 0.37	 0.10	 20.72	 72.54

		  48	 0.39	 0.08	 22.67	 100.00
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เติมแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมิน เมื่อสังเกตภายใต้

กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ (Inverted microscope) พบ

ว่าเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์สามารถเจริญเติบโต

ในไฮโดรเจลทั้ง 2 ชนิดได้ไม่แตกต่างกัน โดยในช่วง

แรกเซลล์จะยังมีรูปร่างกลม ในวันต่อ ๆ มาประมาณ

วันที่ 3 จะสามารถแผ่ออกเป็นรูปกระสวยได้ตามปกติ

และมีการเพิ่มปริมาณเซลล์หนาแน่นขึ้นเมื่อเวลาผ่าน

ไปในวันที่ 1, 5 และ 7 ดังแสดงในรูปที่ 2

รูปที่ 1 แสดงรูปแบบการย่อยสลายของแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมิน เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

ในเอ็นไซม์ ไฮยาลูโรนิเดสความเข้มข้น 25, 50 และ 75 ยูนิต ณ ชั่วโมงที่ 1, 2, 24 และ 48

Fig 1. Degradation profile of Manitol/BSA MeHA hydrogel in 25, 50 and 75 U hyaluronidase

at 1, 2, 24 and 48 hrs timepoint.

การเจริญเติบโตของเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์

ภายในแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมินเมตาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล เปรียบเทียบกับ เมตา

คริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

	 เมื่อทำ�การเพาะเล้ียงเซลล์สร้างเส้นใยเหงือก

มนุษย์ภายในไฮโดรเจล ทั้งแบบแมนนิทอล/โบวินซีรัม

อัลบูมินเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล และ

เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลดั้งเดิมที่ไม่ได้
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การศึกษาความมีชีวิตของเซลล์สร้างเส้นใยเหงือก

มนุษย์ ที่เจริญเติบโตภายในแมนนิทอล/โบวินซีรัม

อัลบูมินเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล 

เปรียบเทียบกับเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล 

	 การศึกษาคร้ังน้ีได้ทำ�การศึกษาในเซลล์สร้าง

เส้นใยเหงือกมนุษย์ 2 ไลน์ (เอและบี) โดยทำ�การเพาะ

เลี้ยงเซลล์ภายในไฮโดรเจลแล้วทำ�การประเมินความมี

ชีวิตของเซลล์ ทำ�การทดลอง 2 ครั้ง (Two separate 

experiments) จากนั้นติดตามประเมินความมีชีวิตของ

เซลล์ด้วยเพรสโตบลู โดยในครั้งแรกทำ�การประเมินใน

วันที่ 1, 4 และ 7 ส่วนครั้งที่ 2 ทำ�การประเมินในวันที่ 

1, 3 และ 7 ผลที่ได้พบว่า ไม่มีความแตกต่างอย่าง

มีนัยสำ�คัญทางสถิติระหว่างความมีชีวิตของเซลล์ไลน์

เอและบี ที่เจริญเติบโตภายในแมนนิทอล/โบวินซีรัม

อัลบูมินเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล เมื่อ

เปรียบเทียบกับเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

ในทั้ง 2 ครั้งการทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 3 

Day	   Man/BSA MeHA hydrogel	     MeHA hydrogel

1	

	

5	

	

 7	

รูปที่ 2 แสดงรูปร่างเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์เมื่อเพาะเลี้ยงภายในแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมิน

เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล เปรียบเทียบกับเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

(กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ กำ�ลังขยาย x10)

Fig 2 Morphology of human gingival fibroblast encapsulated in Man/BSA MeHA hydrogel

versus conventional MeHA hydrogel. (Inverted microscope x10 magnification)
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บทวิจารณ์ (Discussion) 

	 กรดไฮยาลูโรนิกหรือที่เรียกว่าไฮยาลูโรแนน 

(hyaluronan) จัดเป็นเมทริกซ์ที่พบภายนอกเซลล์ ที่มี

องค์ประกอบของไกลโคอะมิโนไกลแคน (GAG) ที่พบ

มากสุดในชั้นผิวหนังแท้ โดยกรดไฮยาลูโรนิกไม่ได้ถูก

สร้างจากเซลล์สร้างเส้นใยของชั้นผิวหนังแท้แต่เพียง

อย่างเดียว แต่ยังสร้างมาจากเซลล์เคราติโนไซต์ท่ีผิวหนัง

ชั ้นนอกอีกด้วย ซึ ่งผ่านการสร้างมาจากพลาสม่า

เมมเบรนบาวนด์เอ็นไซม์ ส่วนเอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิกซิน

เทสต์ -1, -2, และ -3 (HAS1-3) เป็นกลุ่มเอ็นไซม์ที่มี

บทบาทสำ�คัญในการดันกรดไฮยาลูโรนิกไปยังแมทริกซ์

นอกเซลล์ (10) กรดไฮยาลูโรนิกจะถูกย่อยสลายด้วย

เอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิเดส (hyaluronidase) ในร่างกาย 

ซึ่งวงรอบผลัดเปลี่ยนของกรดไฮยาลูโรนิกมีความ

รูปที่ 3 แสดงความมีชีวิตของเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ (เอและบี) ภายในแมนนิทอล/

โบวินซีรัมอัลบูมินเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล หรือเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

		  (1) เซลล์ ไลน์เอ การทดลองครั้งที่ 1	 (2) เซลล์ ไลน์บี การทดลองครั้งที่ 1

		  (3) เซลล์ ไลน์เอ การทดลองครั้งที่ 2	 (4) เซลล์ ไลน์บี การทดลองครั้งที่ 2

Fig 3 Viability of human gingival fibroblast (Line A and B) in mannitol/BSA MeHA hydrogel in 

comparison to conventional MeHA hydrogel.

		  (1) Line A First experiment	      (2) Line B First experiment

		  (3) Line A Second experiment	         (4) Line B Second experiment

(1)

(3)

(2)

(4)
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แตกต่างกันไปตามแต่ละตำ�แหน่งในร่างกาย ตัวอย่าง

เช่น ครึ่งชีวิตของสารนี้ที ่พบในผิวหนังจะมีระยะสั้น

เพียงแค่หนึ่งวันหรือน้อยกว่านั้น (10) ในร่างกายมนุษย์

มีเอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิเดสอยู่ประมาณ 6 ชนิดตาม

ที่ถูกค้นพบ ได้แก่ HYAL-1, -2, -3, -4, PH-20, และ 

HYALP1 

	 การศึกษาครั้ง น้ีแสดงถึงความเข้ากันทาง

ชีวภาพของของเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

ทั้งชนิดที่มีหรือไม่มีแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมิน กับ

เซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ เพิ่มเติมจากที่เคยมี

รายงานความเข้ากันได้กับเซลล์ต้นกำ�เนิดชนิดมีเซนไคม์

กระดูก และเซลล์กระดูกเบ้าฟันมนุษย์ก่อนหน้าน้ี (11,13)

โดยในการศึกษาครั้งนี้พบเซลล์สร้างเส้นใยเหงือมนุษย์

มีรูปร่างกระสวยตามปกติ สามารถเจริญเติบโตและ

เพิ่มจำ�นวนภายในไฮโดรเจลทั้ง 2 ประเภทได้ไม่แตก

ต่างกัน จากการศึกษาที่ผ่านมาถึงพื้นผิวภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์อิเลคตรอน เมื่อเปรียบเทียบกับเมตาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลดั้งเดิม พบว่า แมนนิทอล/

โบวินซีรัมอัลบูมินเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดร

เจลมีลักษณะพื้นผิวที่มีความขรุขระ ไม่เป็นเนื้อเดียวกัน

มากขึ้น ด้วยโครงสร้างของผลึกที่มีขนาดใหญ่ขึ้น (14) 

อาจกล่าวได้ว่าการที่เซลล์สามารถเข้าไปอาศัยอยู่ใน

โครงร่างสามมิติของแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมิน

เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลได้ โดยไม่พบ

ปัญหาในเรื่องการขนส่งอาหาร ออกซิเจน รวมถึงการ

ขับของเสียภายใต้สภาวะการทดลองนี้แต่อย่างใด

	 เมื่อพิจารณาในส่วนของน้ำ�ตาลแมนนิทอลท่ีได้

เติมเข้าไปน้ัน เคยมีรายงานความเป็นพิษของแมนนิทอล

ต่อเซลล์เยื่อบุผิวท่อไต (renal tubular epithelial cell)

เม่ือใช้ในความเข้มข้นสูง (18) อย่างไรก็ตามแมนนิทอล

มีประโยชน์ในทางการแพทย์หลากหลาย จากคุณสมบัติ

ที่แมนนิทอลมีค่าออสโมลาริตี้สูง (hyperosmolarity)

ได้มีการนำ�แมนนิทอลมาใช้ ในการควบคุมแรงดัน

ภายในกะโหลกศีรษะ (intracranial pressure) ท่ีเพ่ิมข้ึน

จากการบาดเจ็บที่ศีรษะ (19) นอกจากนั้นยังมีรายงาน

การใช้แมนนิทอลช่วยนำ�ส่งเซลล์ต้นกำ�เนิด (stem cell)

และโกรทแฟคเตอร์ผ่านเยื่อบุกรองกั้นระหว่างเลือด

ไปสู่สมอง (blood brain barrier) ได้ด้วย (20) ในส่วนของ

โบวินซีรัมอัลบูมิน งานวิจัยของ Liu และคณะ ปี 2014 

ได้ทำ�การทดลองการปรับเปลี่ยนพื้นท่ีผิวของไทเทเนียม

นาโนทิวบ์ด้วยการใช้โบวินซีรัมอัลบูมิน พบว่าโบวินซีรัม

อัลบูมินก่อให้เกิดความขรุขระของพื้นผิว และช่วยเพิ่ม

การยึดติดของโมเลกุลขนาดใหญ่ รวมทั้งเซลล์สร้าง

เส้นใยเหงือกมนุษย์ได้ดียิ่งขึ้น (21) สำ�หรับของสาร

ครอสลิงค์ชนิดไดไธโอธริอิทอลที่ใช้ ในการศึกษาครั้งนี้ 

ก็ไม่พบปัญหาความเป็นพิษต่อเซลล์แต่อย่างใด อาจจะ

เนื่องมาจากใช้ ในความเข้มข้นต่ำ� เมื่อเปรียบเทียบกับ

การศึกษาที่ผ่านมาซึ่งใช้ชนิดไดไธโอธริอิทอลสูงกว่าน้ี

ถึง 4 เท่าตัว ก็ไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์ต้นกำ�เนิด

กระดูกเช่นกัน (11)

	 คุณสมบัติอีกประการท่ีสำ�คัญของโครงร่าง 

(scaffold) ในระบบนำ�ส่งยาที่ดีคือ จะต้องย่อยสลาย

ในเวลาที่เหมาะสม หมายความถึงเมื่อได้ทำ�หน้าที่

ที ่ตามวัตถุประสงค์เสร็จเรียบร้อยแล้ว ก็ไม่ควรคงค้าง

อยู่เป็นสิ่งแปลกปลอมในร่างกาย โดยทั่วไปแล้วแผลใน

ช่องปากต้องการระยะเวลาเป็นสัปดาห์ ในการที่เซลล์

สร้างเส้นใยจะเข้ามาเติมในช่องว่างของแผล และใช้เวลา

ประมาณ 1 เดือนในการที่เนื้อเยื่อเกี่ยวพันจะสร้าง

ทดแทนที่ได้ (22) งานวิจัยนี้ครั้งนี้ทำ�การศึกษาระยะ

เวลาการสลายตัวของแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมินเมตา

คริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล ทั้งนี้เอนไซม์ที่เป็น

หลักในการย่อยสลายไฮยาลูโรนิกแอซิด ได้แก่ เอนไซม์

ไฮยาลูโรนิเดส ซึ่งพบได้ ในร่างกายมนุษย์และมีการนำ�

มาประยุกต์ใช้ ในทางการแพทย์อย่างหลากหลาย (23) 

ยังไม่มีรายงานท่ีชัดเจนเก่ียวกับความเข้มข้นของเอนไซม์

ไฮยาลูโรนิเดสในร่างกายมนุษย์ แต่มีการประยุกต์ใช้

เอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิเดสร่วมกับยาชาเฉพาะที่ เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพของยาชา โดยใช้ที่ความเข้มข้น 51-150 

ยูนิตต่อมิลลิลิตร (24,25) นอกจากนั้นในการศึกษา

ที่ผ่านมา (12) พบว่า เมื่อใช้เอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิเดส 

ความเข้มข้น 100 ยูนิต จะทำ�การย่อยสลายเมตาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลดังกล่าว ทั้งหมดในเวลา

เพียง 48 ชั่วโมง ระดับเอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ใช้

ในงานวิจัยครั้งนี้ ได้ทำ�การปรับลดความเข้มข้นของ

เอนไซม์ลงถึง 4 เท่าตัว แต่ยังพบว่าใช้เวลาเพียง 48

ชั ่วโมง ในการสลายแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมิน
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เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลจนหมด

เช่นเดิม จึงไม่สามารถสรุปได้ว่าแมนนิทอล/โบวินซีรัม

อัลบูมินเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

รูปแบบนี้ จะมีความคงทนเพียงไร จำ�เป็นจะต้องมี

การศึกษาเพิ ่มเติม ซึ ่งในประเด็นความคาดหวังใน

การคงอยู่ของไฮโดรเจลนี้ มีเรื ่องที่ต้องคำ�นึงสำ�คัญ 

2 ประการ คือ ไฮโดรเจลนี้จะนำ�มาใช้ประโยชน์สำ�หรับ

งานเนื้อเยื่ออ่อนหรือเนื้อเยื่อแข็ง ซึ่งพบว่าระยะเวลา

ที่คาดหวังในการคงอยู่ในเน้ือเยื่อแข็งจะยาวนานกว่า 

อีกประเด็นคือ สารเหนี่ยวนำ� หรือ growth factor ที่จะ

ใส่ร่วมกับไฮโดรเจลเพื่อหวังผลบางอย่างนั้น มีรูปแบบ

ที่ต้องการในการปลดปล่อยออกมาอย่างไร อาทิเช่น 

ให้ออกมาเป็นปริมาณมากในช่วงต้น หรือค่อย ๆ ปล่อย

ออกมาอย่างช้า ๆ โดยทีมผู้วิจัยกำ�ลังศึกษาประเด็น

ดังกล่าวอยู่และกำ�หนดทิศทางให้เหมาะสมกับการนำ�มา

ประยุกต์ใช้ทางคลินิกได้ต่อไป โดยอาจทำ�การปรับสูตร

ของแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมินเมตาคริเลตไฮยาลูโรนิก

แอซิดไฮโดรเจลให้มีความคงทนต่อการย่อยสลายได้

มากขึ้น โดยทั่วไปแล้วการหายของแผลในช่องปาก ที่มี

การสูญเสียทั้งเนื้อเยื่อเหงือกและกระดูกเบ้าฟัน เช่น

แผลถอนฟัน จะต้องใช้ระยะเวลาประมาณ 12 สัปดาห์ 

ซึ่งไฮโดรเจลก็ควรจะย่อยสลายหมดไปในช่วงเวลา

ดังกล่าว แต่ก็ไม่ควรจะเร็วเกินไปเนื่องจากเราต้องการ

ให้ยาหรือโกรทแฟคเตอร์ที่ใส่เข้าไปน้ันถูกปลดปล่อย

อย่างช้า ๆ ต่อเนื่อง (sustained release) ในประเด็น

การก่อตัวของไฮโดรเจลที่ต้องมีการปรับค่าพีเอชให้ได้

8 ในการศึกษาครั้งนี้ เป็นการกระตุ้นให้กระบวนการ

ครอสลิงค์เริ่มต้นขึ้น ซึ่งจะไม่เป็นปัญหาในร่างกายที่มี

ความเป็นกลางและมีบัฟเฟอร์ โดยสามารถเริ่มต้น

การครอสลิงค์ก่อนใส่ไฮโดรเจลเข้าไปในร่างกาย 

(preformed) ซึ่งแม้ค่าพีเอชจะลดลงมาในภายหลัง

ก็ไม่เป็นปัญหากับการก่อตัวของเจล ดังที่เคยศึกษาใน

โดยทำ�การฝังในกะโหลกศีรษะ (cranial bone) ของหนู 

(26) โดยใช้เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจล

ร่วมกับไวรัสยาสูบ (Tabacco mosaic virus) ซึ่งจาก

การติดตามเป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์ พบว่าสามารถ

กระตุ้นการสร้างกระดูก และจากการเจาะเลือดติดตามผล 

ก็ไม่พบความเป็นพิษทางระบบ (systemic toxicity)

แต่อย่างใด ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงการยึดอยู่ของเมตาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลกับเนื้อเยื่อ และความเป็น

ไปได้ ในการนำ�มาใช้งานในเนื้อเยื่อจริง

บทสรุป (Conclusion)

	 กล่าวโดยสรุปได้ว่าแมนนิทอล/โบวินซีรัมอัลบูมิน

เมตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลในรูปแบบ

ที ่ ใช้ ในการศึกษาครั ้งนี ้ ซึ ่งทำ�การครอสลิงค์ด้วย

ไดไธโอธริอิทอล มีรูภายในขนาดใหญ่ โครงสร้างไม่

แน่นหนา ทำ�ให้เกิดการแลกเปลี่่ ่ยนถ่ายเทสารภายใน

ไฮโดรเจลได้เป็นอย่างดีเหมาะกับการเจริญของเซลล์

สร้างเส้นใยเหงือกมนุษย์ แต่ขณะเดียวกัน เนื่องด้วย

คุณสมบัติ ท่ี เป็นรูพรุนและขนาดรูใหญ่นั้นก็ทำ�ให้

โครงสร้างถูกย่อยสลายได้ โดยง่ายเช่นกัน จึงควรจะ

ต้องมีการปรับสูตร พัฒนาให้มีคุณสมบัติทางด้านความ

คงทนที่เหมาะสม การย่อยสลายให้เกิดช้าลงเพื่อที่จะ

นำ�มารักษาแผลหรือเนื้อเยื่อภายในช่องปากได้ต่อไป
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