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บทคัดย่อ 

 

กระดูกเป็นอวัยวะสำคัญในการพยุงร่างกายและมีระบบเมตะบอลิสซ่ึมของแร่ธาตุท่ีจำเป็นต่อ

ส่ิงมีชีวิต กระดูกเป็นอวัยวะท่ีมีสภาวะแบบพลวัต จึงมีเซลล์กระดูกท่ีมีหน้าท่ีสร้างและสลายกระดูกเพื่อ

คงรักษารูปร่างและสะสมสารอินทรีย์ท่ีจำเป็นต่อร่างกาย เซลล์กระดูกมีการพัฒนาหรือแปรสภาพมา

จากการสื่อสารจากเซลล์อื่นท่ีอยู่ในนิเวศน์เดียวกันหรือจากสารสื่อสารจากแหล่งกำเนิดห่างไกล การ

เปล่ียนแปลงท่ีเกิดจากพยาธิสภาพอาจส่งผลกระทบต่อเซลล์กระดูก เช่นเดียวกับสภาวะท่ีมีการติดเชื้อ

ท่ีชักนำให้เกิดการตอบสนองโดยกระบวนการอักเสบทำให้เซลล์กระดูกต้องปรับหน้าท่ีเพื่อตอบสนอง

ต่อการอักเสบ เพ็พไทด์ต้านจุลชีพถูกสร้างและปล่อยจากเซลล์ท่ีอาศัยอยู่บริเวณท่ีเกิดการติดเชื้อแล้ว

สามารถไปออกฤทธิ์ต่อเซลล์กระดูกได้ Cathelicidin หรือเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 นอกจากสามารถ

ออกฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพแล้วยังสามารถต้านการแปรสภาพของเซลล์สลายกระดูกโดยผ่านการออกฤทธิ์

ท่ีตัวรับสัญญาณภายในโมโนไซท์ Toll-like receptor 9 และทำให้มีการสังเคราะห์ IL-12 มากขึ้น 

นอกจากนี้ในทางตรงกันข้ามเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ Human beta-defensin-1 กลับมีผลเสริมฤทธิ์ของ 

RANKL ในการกระตุ้นกระบวนการแปรสภาพเซลล์สลายกระดูกและเร่งการสลายกระดูกได้เร็วขึ้น จาก

การศึกษานี้ทำให้ทราบว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพมีหลายโมเลกุลซ่ึงสามารถออกฤทธิ์ต่อเซลล์สลายกระดูก

ได้แตกต่างกันไป การประยุกต์ใช้เพ็พไทด์ต้านจุลชีพแต่ชนิดต้องถูกกำหนดตามฤทธิ์ท่ีจำเพาะต่อเซลล์

เป้าหมาย ท้ังนี้เพ็พไทด์ต้่านจุลชีพ LL-37 น่าจะเกิดประโยชน์ในการรักษาพยาธิสภาพท่ีมีการทำลาย

กระดูก ในขณะท่ีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ Human beta-defensin-1 น่าจะถูกเลือกไปใช้ส่งเสริมการรักษาท่ี

ต้องการเร่งกระบวนการสลายกระดูก เป็นต้น 
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Abstract 

Bone is an essential organ in vertebrates to be a framework of whole body as well as 

maintainance of mineral metabolism. As a dynamic organ, bone contains matrix-associate cells 

and nonosseous occupants which serve different function. Generally, activities of bone cells mostly 

depend on the communication of either local or remote organ.  In Infection-induced inflammation, 

a pathologic condition, leads the regional cells perform crosstalks to the adjacent bone cells to 

react and ready to be involved in defense state. Antimicrobial peptides are products of many 

primary cells in the infection zone. These peptides can activate bone cells and their progenitors in 

different manners. Beside antimicrobial effect, previously, we found that cathelicidin or LL-37 can 

inhibit RANKL-induced osteoclastogenesis in human monocyte. Intracellular induction of LL-37 

mechanism is remaining unclear, however, the inactivation of Toll-like receptor by LL-37 

associated with expression of IL-12 could regulate the osteoclastogensis of human monocyte. 

Furthermore, our study demonstrates that not only LL-37 can affect bone metabolism, but human 

beta-defensin 1 can stimulate osteoclast differention and accelerate mineral resorption in vitro. As 

downstream of infection response, antimicrobial peptides have multiple effects to bone metabolism 

that can be selectively used in clinical applications. LL-37 would probably be used in treatment of 

degenerative disease of bone wherase human beta-defensin 1 may be applied to treat attenuated 

osteoclast.  

  



 4 

บทสรุปผู้บริหาร (Executive Summary) 

 

ท่ีมาและความสำคัญของปัญหา-ทบทวนวรรณกรรม 

กระดูกเป็นอวัยวะหน่ึงของสัตว์มีกระดูกสันหลังซ่ึงรวมถึงมนุษย์ ท่ีมีทำหน้าท่ีหลากหลาย ใน

สภาวะปกติกระดูกจะมีการเปล่ียนแปลงแบบพลวัต (dynamic) ของมวลและโครงสร้างอยู่ตลอดเวลา 

ตามการเปล่ียนแปลงสภาวะต่าง ๆ ของร่างกาย แต่ในบางสภาวะ ความสมดุลของการสร้างและการ

ทำลายกระดูกสูญเสียไป ซ่ึงจะทำให้เกิดพยาธิสภาพตามมา เช่น ในสภาวะท่ีมีการสร้างกระดูกน้อย

เกินหรือทำลายมากเกินไปทำให้เกิดโรคหรือภาวะทางระบบ เช่น โรคกระดูกและข้อต่ออักเสบ 

(osteoarthritis) โรคกระดูกอ่อน (rickets) ภาวะกระดูกพรุน (osteoporosis) เป็นต้น เซลล์สลายกระดูก

เป็นเซลล์ชนิดหน่ึงในกระดูก ซ่ึงทำหน้าท่ีในการสลายแร่ธาตุและสารอินทรีย์ของกระดูก ในสภาวะปกติ 

(physiologic condition) เซลล์สลายกระดูกพัฒนามาจากโมโนไซท์ท่ีมาจากเซลล์ไขกระดูก โดยถูก

ควบคุมจากเซลล์สร้างกระดูก (osteoblast) ซ่ึงในการทำงานร่วมกันกับเซลล์สร้างกระดูกจะทำให้เกิด

การปรับแต่ง (remodeling) ของกระดูก เพื่อใช้ในการพัฒนารูปร่างและโครงสร้างของกระดูกในระยะท่ี

ร่างกายมีการเจริญเติบโต แต่ในสภาวะท่ีมีการกระตุ้นจากการอักเสบ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อมีการติด

เชื้อร่วมด้วย จะทำให้กระดูกมีการสลายตัวมากกว่าปกติ เช่น ท่ีเกิดในโรคปริทันต์อักเสบ (periodontitis) 

ท่ีเกิดการติดเชื้อบริเวณปลายรากฟัน หรือท่ีเกิดการอักเสบในกระดูก (osteomyelitis) เป็นต้น ณ 

ปัจจุบันเป็นท่ีทราบแล้วว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ส่งผลยับย้ังการพัฒนาเป็นเซลล์สลายกระดูกจาก

โมโนไซท์และทำให้อัตราการสลายเนื้อเยื่อสะสมแร่ธาตุลดลง ซ่ึงสอดคล้องกับระดับแอลแอล-37 ท่ี

ลดลงในโรคปริทันต์ชนิดท่ีมีการสลายกระดูกหุ้มรากฟันอย่างรวดเร็ว  

ณ ปัจจุบันยังไม่มีงานวิจัยท่ีอธิบายกลไกของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37  ต่อกระบวนการยับย้ัง

การสร้างเซลล์สลายกระดูกในระดับโมเลกุล อย่างไรก็ตามจากการศึกษาของคณะผู้วิจัยพบว่าการ

กระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ทำให้เกิดการขัดขวาง NFAT2 กลับเข้าสู่นิวเคลียสจนเป็นเหตุไม่

ก่อให้เกิดการแปรสภาพเซลล์สลายกระดูก NFAT2 เองถูกควบคุมโดย Calcineurin และเพ็พไทด์ต้านจุล

ชีพ LL-37 ไปกด Calcineurin จึงสันนิษฐานได้ว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 น่าจะมีบทบาทในการ

ควบคุมการเคลื่อนท่ีเข้าออกภายในเซลล์ (Ca++ flux) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาท่ีพบว่า P2X7 เป็น

สมาชิกของตระกูล P2X โดยทำงานกับท่ีตัวรับ P2X7R อันปรากฏท่ีเยื่อหุ้มเซลล์และมีความสำคัญต่อ

การเชื่อมเซลล์และทำให้เซลล์สลายกระดูกมีหลายนิวเคลียส ซ่ึงลักษณะหลายนิวเคลียสนี้เป็นลักษณะ

จำเพาะของเซลล์สลายกระดูก เนื่องจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37  มีผลยับย้ังการแปรสภาพเซลล์
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สลายกระดูกโดยไม่เกิดกระบวนการเชื่อมเซลล์ขึ้น อีกท้ังเคยมีการศึกษาของ Elssner และคณะในปี 

2004 ท่ีพบว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 จำเพาะต่อการทำงานของ P2X7 จึงสันนิษฐานได้ว่าเพ็พไทด์

ต้านจุลชีพ LL-37  น่าจะรบกวนสัญญาณของ P2X7 ขณะท่ีเซลล์กำลังแปรสภาพเป็นเซลล์สลาย

กระดูกเต็มวัย ท้ังนี้ ATP และ Adenosine ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์เป็นโมเลกุลจำเป็นต่อการเชื่อมเซลล์ซ่ึงเป็น

ส่วนหน่ึงของกระบวนการแปรสภาพของเซลล์สลายกระดูกท่ีกำกับโดย P2X7 ดังน้ันจึงอาจสันนิษฐาน

ได้ว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 น่าจะไปออกฤทธิ์ท่ีตัวรับ P2X7 โดยสัมพันธ์กับสัญญาณ ATP และ 

Adenosine อีกทางหน่ึงด้วย ดังน้ันหากทราบกลไกดังกล่าวพร้อมกับผลกระทบในเชิงการยับย้ังการ

สลายกระดูกและนำไปสู่การป้องกันการลดลงของมวลกระดูกหรือการกระตุ้นมวลกระดูกให้เพ่ิมขึ้น 

(anabolic effect) แล้ว เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 น่าจะเข้ามามีบทบาทร่วมกับการรักษาโรคท่ีเกิดจาก

การสลายกระดูกได้ 

 

วัตถุประสงค์  

1. เพื่อหากลไกลการรับสัญญาณ P2X7 จากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 บนเยื่อหุ้มเซลล์ต้น

กำเนิดเซลล์สลายกระดูก  

2. เพื่อหากลไกลการรับสัญญาณท่ีเก่ียวข้องอื่นจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 บนเยื่อหุ้มเซลล์

ต้นกำเนิดเซลล์สลายกระดูก  

 

วิธีทดลอง  

 เพื่อศึกษากลไกภายในเซลล์จากฤทธิ์ของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ระหว่างท่ีมีการกระตุ้นให้

โมโนไซท์แปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก การทดลองถูกกำหนดให้โดยการสกัดโมโนไซท์จากเลือด

ของอาสาสมัครซ่ึงได้รับการรับรองจากคณะกรรมการพิทักษ์สิทธิ์สวัสดิภาพและป้องกันภยันตรายของ

ผู้ถูกวิจัย คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ตัวอย่างเลือดจะถูกนำไปป่ันแยกโดยวิธี 

density gradient centrifugation กับสารละลาย Ficoll-Paque™ จำนวน 10 มิลลิลิตร โมโนไซท์ถูกนำไป

เลี้ยงในสารละลายเพาะเลี้ยงเซลล์ในห้องปฏิบัติการบนหลุมเลี้ยงเซลล์ในสัดส่วน 500,000 เซลล์ต่อ

พื้นท่ีผิวของพื้นหลุม 1 ตารางเซนติเมตรและได้รับการกระตุ้นด้วย M-CSF และ RANKL ในปริมาณท่ี

เหมาะสม  

 ในระหว่างท่ีกระตุ้นการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 หรือสาร

ทดสอบต้านฤทธิ์ของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 หรือตำแหน่งตัวรับสัญญาณท่ีสนใจเช่น P2X7 หรือ 
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TLR-9 จะถูกเติมไปพร้อมกัน จากน้ันจะทำการสังเกตจำนวนเซลล์สลายกระดูกท่ีเปล่ียนแปลงไปโดย

การย้อมสังเกตการแสดงออกของเอนไซม์ TRAcP และจำนวนนิวเคลียสด้วยการย้อมสังเกต PCNA ซ่ึง

เป็นลักษณะจำเพาะของเซลล์สลายกระดูก หากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 มีฤทธิ์ท่ีตัวรับสัญญาณน้ัน 

เมื่อมีการเติมสารต้านฤทธิ์ท่ีตำแหน่งตัวรับน้ันจะทำให้เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ไม่สามารถต้าน

กระบวนการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายได้ เมื่อทราบตำแหน่งท่ีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ออกฤทธิ์ จึง

ทำการศึกษาหากลไกต่อเนื่องโดยการสังเกตการเปล่ียนแปลงโมเลกุลท่ีเก่ียวข้องและศึกษาเพื่อสังเกต

ตำแหน่งซ้อนทับกันระหว่างเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 และโมเลกุลท่ีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ไป

ออกฤทธิ์โดยการทำ Immunofluorescence ท่ีย้อมสังเกตการแสดงออกของโมเลกุลท้ังสองชนิดภายใต้

กล้องจุลทรรศน์แบบ confocal laser microscope 

 นอกเหนือจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ยังมีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพHBD-1 ท่ีถูกนำมาศึกษาเพื่อ

สังเกตฤทธิ์ต่อกระบวนการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกโดยเติม HBD-1 ปริมาณท่ีทดสอบแล้วว่า

ไม่เป็นพิษต่อโมโนไซท์ไประหว่างการกระตุ้นแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกเป็นระยะเวลา 7 วัน แล้ว

เซลล์จะถูกตรึงสภาพด้วย 4% พาราฟอร์มาลดีไฮด์ เซลล์ท่ีตรึงสภาพไว้จะถูกนำไปย้อมพิเศษเพื่อ

ยืนยันการแปรสภาพของเซลล์กับสารเรืองแสงและ 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) เพื่อดูการ

แสดงออกของ F-actin และนิวเคลียส ตามลำดับ รวมท้ังย้อมทางเคมีเพื่อดูการแสดงออกของ TRAcP 

หลังจากย้อมสีเซลล์แล้ว ตัวอย่างเซลล์ถูกนำไปถ่ายรูปโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ธรรมดาท่ีแหล่งกำเนิด

แสงฟลูออเรสเซนต์พร้อมแผ่นกรองแสงซ่ึงติดกล้องถ่ายรูปท่ีบักทึกภาพเป็นระบบดิจิตอล เพื่อสังเกต

ปริมาณการย่อยสลายแร่ธาตุ เซลล์ท่ีได้รับการกระตุ้นด้วยสารต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 14 วันบนเนื้อฟัน

จะถูกกำจัดออก แล้วนำแผ่นเนื้อฟันไปย้อมด้วยหมึกสีดำและเช็ดด้วยผ้าชุบน้ำหมาดๆ สีดำท่ีติดอยู่

หลังจากเช็ดจะคงเคลือบบนผิวของหลุมท่ีเกิดจากการสลายเนื้อฟันของเซลล์สลายกระดูก นำแผ่นเนื้อ

ฟันไปสำรวจและบันทึกภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์ธรรมดาซ่ึงติดกล้องถ่ายรูปท่ีบักทึกภาพเป็นระบบ

ดิจิตอล นำภาพท่ีได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณพื้นท่ีเนื้อฟันถูกสลายไปโดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ภาพ 

ImageJ เวอร์ช่ัน 1.45g จากน้ันคำนวนสัดส่วนพื้นท่ีการสลายเนื้อฟันต่อพื้นท่ีท้ังหมด แล้วนำไปเทียบ

เป็นอัตราส่วนกับค่าท่ีคำนวนได้ในกลุ่มควบคุม 
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แผนการดำเนินงาน 

เป้าหมาย ขั้นตอน 
ระยะเวลาปฏิบัติงาน 

ผลที่คาดว่าจะด้รับ 1st year 2nd year 
1 2 3 4 1 2 3 4 

1. เตรียมการวิจัย - จัดหาเครื่องมือและอุปกรณ์         - 
- ยื่นคำร้องขอทำวิจัยโดยใช้
เนื้อเยื่อจากมนุษย์ 

        
ได้รับอนุมัติให้ใช้เนื้อเยื่อ
จากมนุษย์ได้ 

2. ศึกษาดู
ตำแหน่งของแอล
แอล 37 

- คัดเซลล์ปฐมภูมิ 
- เพาะเลี้ยงเซลล์ 
- ย้อมเซลล์และดูแอลแอล 37 
จากกล้อง Confocal  

        

เห็นตำแหน่งแอลแอล 
37 ที่จำเพาะ 

3. ศึกษากลไกการ
ยับยั้งการแปร
สภาพเป็นเซลล์
สลายกระดูกโดย
แอลแอล 37 

- คัดเซลล์ปฐมภูมิ 
- เพาะเลี้ยงเซลล์ 
 

        
ได้ปริมาณเซลล์ปฐมภูมิ
เพียงพอต่อการทดลอง 

- Ca++ flux assay 
        

แอลแอล 37 ขัดขวาง
สัญญาณแคลเซียมใน
เซลล์  

- นับปริมาณเซลล์สลายกระดูก 
(Cytochemistry; TRAcP assay) 

        

กระบวนการแปรสภาพ
เซลล์ถูกยับยั้งโดยแอล
แอล 37 สัมพันธ์กับ
สัญญาณแคลเซียม 

4. ศึกษาการออก
ฤทธิ์ของแอลแอล 
37 ที่เยื่อหุ้มเซลล์ 

- คัดเซลล์ปฐมภูมิ 
- เพาะเลี้ยงเซลล์ 
- ขัดขวางการรับสัญญาณที่ตัวรับ
โดยใช้ antagonists or antibodies 

        

Receptor antagonist ไป
ขัดขวางการส่ง
สัญญาณของแอลแอล 
37 ทำให้เซลล์มีการแปร
สภาพได้ปกติ 

- นับปริมาณเซลล์สลายกระดูก 
(Cytochemistry; TRAcP assay) 

        
 

- วัดปริมาณ RNAs and proteins 
ที่แสดงออกของเซล์สลายกระดูก 

        
 

5. วิเคราะห์ข้อมูล - Descriptive analysis         - 
- Statistic analysis 

        
ผลของข้อมูลสอดคล้อง
กัน 

6. เผยแพร่ข้อมุ
ลและการตีพิมพ์ 

- จัดทำต้นฉบับ 
        

ผลงานได้รับกายอมรับ
ให้ตีพิมพ์ 

- รายงานการวิจัยกับผู้ให้ทุน         - 
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ผลการทดลอง 

 

เพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 ยับย้ังการแปรสภาพไปเป็นเซลล์สลายกระดูกในระยะแรกของ

กระบวนการแปรสภาพ 

 พบว่าเซลล์กลุ่มท่ีเริ่มได้รับการกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 ในวันท่ี 6 มีจำนวน

เซลล์สลายกระดูกไม่ต่างจากกลุ่มควบคุมท่ีไม่ถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 อย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติ (รูปท่ี 1) ในขณะท่ีเซลล์กลุ่มท่ีถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 มา

ก่อนในวันท่ีเริ่มต้นกระตุ้นการแปรสภาพ วันท่ี 2 และวันท่ี 4 มีจำนวนเซลล์สลายกระดูกน้อยกว่ากลุ่ม

ควบคุมท่ีไม่ถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีค่าความน่าจะ

เป็น 0.005 

 เซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 หลังจากกระตุ้นการแปรสภาพเป็น

เซลล์สลายกระดูกไป 2 วัน (D2) ถึงแม้ว่ามีค่าเฉล่ียของจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก

มากกว่ากระตุ้นไปพร้อมกัน (D0) แต่ไม่แตกต่างกันจากการคำนวนทางสถิติ และเซลล์กลุ่มท่ีเริ่ม

กระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 ในวันท่ี 4 (D4) จะมีค่าเฉล่ียจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพเป็น

เซลล์สลายกระดูกมากกว่ากลุ่มท่ีถูกกระตุ้นไปพร้อมกับเริ่มกระตุ้นการแปรสภาพหรือกลุ่มท่ีถูกกระตุ้น

หลังจากเริ่มแปรสภาพไปแล้ว 2 วัน แต่ไม่แตกต่างกันจากการคำนวณทางสถิติ 

 

สารกระตุ้นตัวรับ A2A ไม่สามารถชดเชยการยับย้ังแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกในสภาวะท่ี

มีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ได้ 

 เพื่อศึกษาการตำแหน่งของกลไกการทำงานของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 บนตัวรับ P2X7 

ภายในโมโนไซท์ระหว่างการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก Adenosine ความเข้นข้น 10 นาโนโมลาร์

หรือ 100 นาโนโมลาร์ หรือสาร CGS21680 ความเข้นข้น 50 นาโนโมลาร์หรือ 100 นาโนโมลาร์ถูกเติม

ลงในสารละลายเลี้ยงโมโนไซท์ระหว่างกระตุ้นให้เกิดการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก โดยใช้

สภาวะท่ีปราศจาก RANKL เป็นสภาวะควบคุมลบ และมี RANKL เป็นกลุ่มควบคุมบวก เมื่อกระตุ้นการ

แปรสภาพเซลล์ครบ 7 วัน เซลล์ทุกกลุ่มถูกนำไปตรึงสภาพและย้อมเพื่อสังเกตจำนวนเซลล์ท่ีแปร

สภาพเป็นเซลล์ขนาดใหญ่หลายนิวเคลียสและมีการติดสีท่ีมีการแสดงออกของเอนไซม์ TRAcP ถูก

พบว่าในทุกกลุ่มท่ีปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 แต่มีสาร Adenosine หรือ CGS21680 มีจำนวน

เซลล์ท่ีแปรสภาพมากกว่ากลุ่มควบคุมลบหรือบวก แต่ไม่พบว่าในสภาวะท่ีมีการเติม adenopsine หรือ 



 9 

CGS21680 ในสภาวะท่ีมีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 กลับมามีจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพเท่ากับกลุ่ม

ควบคุมบวก และมีจำนวนน้อยกว่ากลุ่มควบคุมบวกอย่างมีนัยสำคัญ P<0.05 แต่ไม่ได้มีจำนวนต่าง

จากกลุ่มควบคุมลบ ท่ีทำจากการทดลองซ้ำท้ังหมด 3 ครั้ง (n=3) (รูปท่ี 2) 

 

รูปท่ี 1 การศึกษาผลของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 ความเข้มข้น 6 ไมโครโมลาร์ต่อการแปร
สภาพของเซลล์ต้นกำเนิดของเซลล์สลายกระดูก เซลล์ถูกเลี้ยงบนวัสดุพลาสติกเป็นระยะเวลา 7 วัน A) 
ภาพของการแปรสภาพเซลล์ท่ีถูกเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเมื่อเริ่มถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอล
แอล-37 ในวันท่ีเริ่มกระตุ้นการแปรสภาพ (D0) วันท่ี 2 (D2) วันท่ี 4 (D4) วันท่ี 6 (D6) และไม่ถูก
กระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 (Ctl)  หลังจากจากน้ันได้รับการตรึงสภาพและย้อมสีทาง
เคมีพิเศษสำหรับดูการแสดงออกของเอนไซม์ TRAcP (สีม่วงแดง) ท่ีจำเพาะต่อเซลล์สลายกระดูก และ
ถูกย้อมเพื่อสังเกตการแสดงออกของ PCNA ท่ีแสดงตำแหน่งของนิวเคลียส แท่งสีดำแนวนอนแสดง
สัดส่วนระยะ 100 ไมครอน B) กราฟแท่งปริมาณสัดส่วนจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพไปเป็นเซลล์สลาย
กระดูกในแต่ละกลุ่มท่ีเริ่มถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 ในวันต่าง ๆ หลังจากกระตุ้น
ให้เซลล์แปรสภาพ โดยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้ถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-
37 (relative ratio) แท่งบอกความคลาดเคลื่อน (error bar) แสดงค่าเบ่ียงเบนมาตราฐาน (SD) 
สัญลักษณ์ *** แทนการเปรียบเทียบความน่าจะเป็นของความแตกต่างกันระหว่างกลุ่ม (p-value) น้อย
กว่า 0.005 โดยทำการศึกษาจากเซลล์จำนวน 5 ชุด 
 
 

 
 

43 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.5 The time-course study for the inhibitory effect of LL-37 on 

osteoclastogenesis. PBMCs were induced in osteoclast medium, containing 6 μM of LL-37 

that was added on either day 0, 2, 4, or 6. PBMCs, induced in osteoclast medium without LL-

37 (Ctl), served as a positive control. On day 7, cells were fixed and stained with TRAP. (A) 

Representative cultures from days 0 (D0), 2 (D2), 4 (D4), 6 (D6), and the positive control 

(Ctl) from five separate experiments are shown. Bar = 100 μm. (B) The bar graph shows the 

relative ratios of osteoclast number in LL-37-treated samples to the osteoclast number in the 

positive control (Ctl), whose ratio was set to 1. Error bars = SD, ***p < 0.005, n = 5.   
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รูปท่ี 2 การศึกษาทำหน้าท่ีของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 บนตำแหน่งตัวรับ A2A ของ P2X7 โดยการ
ชดเชย adenosine และการใช้สารกระตุ้นตัวรับ A2A ท่ีคาดว่าส่งผลกู้การแปรสภาพเป็นเซลล์สลาย
กระดูกจากการยับย้ังด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ท้ัง adenosine และ CGS21680 ถูกเติมในสภาวะ
ท่ีทำการกระตุ้นการแปรสภาพโมโนไซท์เป็นเซลล์สลายกระดูกด้วย M-CSF และ RANKL ในสภาวะท่ีมี
หรือปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ปริมาณ 6 ไมโครโมลาร์ เซลล์ถูกเลี้ยงบนวัสดุพลาสติกเป็น
ระยะเวลา 7 วัน แล้วนำไปสังเกตจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก ภาพของการแปร
สภาพเซลล์ท่ีถูกเลี้ยงในห้องปฏิบัติการท่ีมีหรือปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 เมื่อถูกตรึงสภาพ
และถูกนำไปย้อมสีทางเคมีพิเศษสำหรับดูการแสดงออกของเอนไซม์ TRAcP (สีม่วงแดง) ท่ีจำเพาะต่อ
เซลล์สลายกระดูก และถูกย้อมเพื่อสังเกตการแสดงออกของ PCNA ท่ีแสดงตำแหน่งของนิวเคลียส 
แท่งสีดำแนวนอนแสดงสัดส่วนระยะ 100 ไมครอน ท่ีด้านขวาเป็นภาพการลงจุดแบบกล่อง (Box plot) 
แสดงสัดส่วนจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพไปเป็นเซลล์สลายกระดูกในแต่ละกลุ่มท่ีมีหรือปราศจากเพ็พไทด์
ต้านจุลชีพ LL-37 และท่ีมี adenosine หรือสารกระตุ้น A2A (CGS21680) โดยเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมท่ีไม่ได้ถูกกระตุ้นด้วย เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 (relative ratio) เครื่องหมาย + คือสภาวะท่ีมี
สารกระตุ้น เครื่องหมาย - คือสภาวะท่ีไม่มีสารกระตุ้น แท่งบอกความคลาดเคลื่อน (error bar) แสดง
ค่าเบ่ียงเบนมาตราฐาน (SD) สัญลักษณ์ * แทนการเปรียบเทียบความน่าจะเป็นของความแตกต่างกัน
ระหว่างกลุ่ม (p-value) น้อยกว่า 0.05 โดยทำการศึกษาจากเซลล์จำนวน 3 ชุด 
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Figure 3.24 A2A receptor agonists failed to reverse the inhibitory effect of LL-37 on 

osteoclastogenesis. PBMCs were pretreated with indicated concentrations of the A2A 

receptor, P2X7-related adenosine-induced osteoclast fusion, including adenosine and 

CGS21680, for 30 min. After that, medium supplemented with 25 ng/ml of M-CSF (M) and 

30 ng/ml of RANKL (R) in the presence or absence of 6 PM LL-37 (L), was added. The 

pretreatment as well as medium replacement was performed every other day. On day 7, cells 

were fixed and stained with TRAP. Bar = 100 Pm. The box plot graphs illustrate the ratio of 

osteoclast number (TRAP-positive multinuclear cells) from three independent experiments 

using blood of three different donors (n = 3). * = significant differences at p < 0.05 compared 

to the sample treated with M-CSF and RANKL. 
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Toll-Like Receptor 9 เป็นเป้าหมายของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ในการยับย้ังกระบวนการ

แปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก 

 เพื่อศึกษากลไกของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ต่อกระบวนการแปรสภาพเป็นเซลล์สลาย

กระดูกผ่านการทำงานของ Toll-Like Receptor 9 จึงใช้เติมสาร Oligonucleotides (ODN) ท่ีปฏิปักษ์ต่อ

ตัวกระตุ้น Toll-Like Receptor 9 ในขณะกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ระหว่างท่ีชักนำการ

แปรสภาพโมโนไซท์เป็นเซลล์สลายกระดูกด้วย M-CSF และ RANKL เมื่อครบระยะเวลากระตุ้นในวันท่ี 

7 เซลล์จะถูกตรึงสภาพและนำไปย้อมเพื่อสังเกตการแสดงออกของเอนไซม์ TRAcP และสังเกตจำนวน

นิวเคลียส พบว่ากลุ่มเซลล์ท่ีได้รับการเติม ODN 1 ไมโครโมลาร์ลงไปในสภาวะท่ีมีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ 

LL-37 6 ไมโครโมลาร์มีจำนวนเซลล์ขนาดใหญ่หลายนิวเคลียสท่ีมีการแสดงของเอนไซม์ TRAcP สูง

กว่าในกลุ่มท่ีไม่ได้เติม ODN หรือเติมด้วย ODN หลอก (รูปท่ี 3) 

 
เพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 กระตุ้นการปล่อย IL-12p40 จากโมโนไซท์ท่ีถูกชักนำให้แปร

สภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก 

 ระดับปริมาณ IL-12p40 ถูกวัดในสารละลายเพาะเลี้ยงเซลล์ในขณะท่ีโมโนไซท์ถูกชักนำให้แปร

สภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกจากการกระตุ้นด้วย M-CSF และ RANKL ในสภาวะท่ีปราศจากเพ็พไทด์

ต้านจุลชีพแอลแอล-37 หรือมีปริมาณเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 2 ไมโครโมลาร์ 4 ไมโครโมลาร์ 

และ 8 ไมโครโมลาร์ ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมงหลังการกระตุ้น จากการวัดปริมาณโดยอาศัยวิธี ELISA พบว่า

ระดับของ IL-12p40 ในสารละลายเพาะเลี้ยงเซลล์ท่ีมีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 สูงกว่ากลุ่ม

ควบคุมท่ีปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ และยังมีปริมาณสูงขึ้น

ตามปริมาณเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 ท่ีเพ่ิมขึ้น (รูปท่ี 4) 

 เพื่อเป็นการยืนยันผลของ IL-12 ต่อกระบวนกระบวนการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกท่ี

เป็นผลพวงจากการกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 จึงเติม IL-12p40 neutralizing antibody ซ่ึง

เป็นสารต้านการทำหน้าท่ีของ IL-12p40 ในระหว่างการกระตุ้นการแปรสภาพจากโมโนไซท์เป็นเซลล์

สลายกระดูกด้วย M-CSF และ RANKL ในสภาวะท่ีมีหรือปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ปริมาณ 

8 ไมโครโมลาร์ พบว่าในสภาวะท่ีมีการเติม IL-12p40 neutralizing antibody ท่ีความเข้มข้น 0.1 และ 1 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรระหว่างกระตุ้นการแปรสภาพท่ีมีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 เป็นระยะเวลา 7 

วัน แล้วนำเซลล์ไปตรึงสภาพและย้อมดูการแสดงออกของเอนไซม์ TRAcP มีจำนวนเซลล์ท่ีเป็นลักษณะ

ขนาดใหญ่หลายนิวเคลียสและมีการแสดงออกของ TRAcP มากกว่ากลุ่มท่ีไม่ได้เติม IL-12p40 
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neutralizing antibody อย่างมีนัยสำคัญ แต่อย่างไรก็ตามจำนวนเซลล์สลายกระดูกไม่ได้สูงเท่ากับใน

สภาวะท่ีปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 (รูปท่ี 5) 

 

การแสดงออกของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 น่าจะอยู่ในตำแหน่งเดียวกับ TLR9 

 เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ถูกทำให้เข้าไปภายในเซลล์โดยกระบวนการ internalization โดย

อาศัยการกระตุ้น A2A คาดว่าจะไปออกฤทธิ์บน TLR9 จึงทำการทดลองโดยสังเกตตำแหน่งการ

แสดงออกของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 และ TLR9 บนโมโนไซท์ท่ีถูกกระตุ้นให้แปรสภาพเป็นเซลล์

สลายกระดูก เมื่อกระตุ้นครบ 5 วัน เซลล์จะถูกนำไปตรึงสภาพและถูกบ่มด้วยแอนติบอดี้ท่ีเก่ียวข้อง

และถูกตรวจการแสดงออกด้วยวิธี Immunofluoresnce โดยการใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิด confocal ท่ี

สามารถตรวจหาสัญญาณช่วงคลื่นการเรืองแสง พบว่ามีสัญญาณการเรืองแสงท่ีเกิดจากการติดสีสาร

เรืองแสง NorthernLights 493-conjugated anti-rabbit IgG บน rabbit anti-TLR9 polyclonal antibody 

(รูปท่ี 6 แสงสีเขียว) ท้ังในเซลล์ท่ีอยู่ในสภาวะท่ีมีและปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ปริมาณ 6 

ไมโครโมลาร์ในระหว่างการกระตุ้นโมโนไซท์ให้แปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกด้วย M-CSF และ 

RANKL ไปแล้ว 5 วัน ในขณะท่ีมีสัญญาณการเรืองแสงท่ีเกิดจากการติดสีสารเรืองแสง NorthernLights 

557-conjugated anti-mouse IgG บน mouse anti-LL-37 monoclonal antibody เพียงในกลุ่มเซลล์ท่ี

ได้รับการเติมเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 (รูปท่ี 6 แสงสีแดง) เท่าน้ัน และเมื่อนำภาพท่ีมีสัญญาณของ

การเรืองแสงท้ังสองช่วงคลื่นมาซ้อนทับกัน พบว่ามีสัญญาณซ้อนทับกัน (รูปท่ี 6 แสงสีเหลือง) 
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รูปท่ี 3 การศึกษาการต้านฤทธิ์ของ ODN TTAGGG ชนิดท่ีเป็นสารปฏิปักษ์ต่อตัวกระตุ้น TLR 9 เมื่อทำ
การกระตุ้นการแปรสภาพโมโนไซท์เป็นเซลล์สลายกระดูกด้วย M-CSF และ RANKL ในสภาวะท่ีมีหรือ
ปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ปริมาณ 6 ไมโครโมลาร์ โดยใช้ ODN TTAGGG หลอกเป็นสาร
ควบคุม เซลล์ถูกเลี้ยงบนวัสดุพลาสติกเป็นระยะเวลา 7 วัน แล้วนำไปสังเกตจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพ
เป็นเซลล์สลายกระดูก ภาพของการแปรสภาพเซลล์ท่ีถูกเลี้ยงในห้องปฏิบัติการท่ีมีหรือปราศจากเพ็พ
ไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 เมื่อถูกตรึงสภาพและถูกนำไปย้อมสีทางเคมีพิเศษสำหรับดูการแสดงออกของ
เอนไซม์ TRAcP (สีม่วงแดง) ท่ีจำเพาะต่อเซลล์สลายกระดูก และถูกย้อมเพื่อสังเกตการแสดงออกของ 
PCNA ท่ีแสดงตำแหน่งของนิวเคลียส แท่งสีดำแนวนอนแสดงสัดส่วนระยะ 100 ไมครอน ท่ีมุมขวาบน
เป็นภาพการลงจุดแบบกล่อง (Box plot) สัดส่วนจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพไปเป็นเซลล์สลายกระดูกใน
แต่ละกลุ่มท่ีมีหรือปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 และท่ีมี ODN ชนิดต้านและชนิดหลอก โดย
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้ถูกกระตุ้นด้วย เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 (relative ratio) 
เครื่องหมาย + คือสภาวะท่ีมีสารกระตุ้น เครื่องหมาย - คือสภาวะท่ีไม่มีสารกระตุ้น แท่งบอกความ
คลาดเคลื่อน (error bar) แสดงค่าเบ่ียงเบนมาตราฐาน (SD) สัญลักษณ์ * แทนการเปรียบเทียบความ
น่าจะเป็นของความแตกต่างกันระหว่างกลุ่ม (p-value) น้อยกว่า 0.05 โดยทำการศึกษาจากเซลล์
จำนวน 3 ชุด 
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Figure 3.25 The TLR9 antagonist (ODN) reverses the inhibitory effect of LL-37 on 
osteoclastogenesis. PBMCs were cultured in medium supplemented with 25 ng/ml of M-CSF 

(M) with or without 30 ng/ml of RANKL (R). LL-37 at 6 PM was constantly added during 

osteoclastogenesis in the presence or absence of 1 PM of the TLR9 antagonist, inhibitory 

oligonucleotide (ODN TTAGGG), or 1 PM of ODN TTAGGG control (Ctl). The medium 

replacement was performed every other day. On day 7, cells were fixed and stained with 

TRAP. Bar = 100 Pm. The box plot graph shows the ratio of the osteoclast number (TRAP-

positive multinuclear osteoclast-like cells) relative to that of the M-CSF and RANKL-treated 

sample (M+R), set to 1. These images were representative of three independent experiments 

using blood of three different donors (n = 3). * = significant differences at p < 0.05 compared 

to the sample treated with M-CSF and RANKL.  a = significant differences at p < 0.05 

compared to the sample treated with M-CSF, RANKL, and 6 PM of LL-37. 
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รูปท่ี 4 ภาพการลงจุดแบบกล่อง (Box plot) แสดงผลการศึกษาฤทธิ์ของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 
ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการหล่ัง IL-12p40 ของโมโนไซท์ระหว่างท่ีถูกชักนำให้แปรสภาพเป็นเซลล์
สลายกระดูกด้วย M-CSF และ RANKL ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมงหลังจากกระตุ้น IL-12p40 ในสารละลาย
เพาะเลี้ยงเซลล์ถูกวัดเป็นปริมาณหน่วยพิโคกรัมต่อมิลลิลิตร (pg/ml) โดยวิธี ELISA ท่ีคำนวนได้จาก
เส้นมาตรฐานท่ีทราบค่าความเข้มข้นของ IL-12p40 แท่งบอกความคลาดเคลื่อน (error bar) แสดงค่า
เบ่ียงเบนมาตราฐาน (SD) เส้นแนวนอนภายในกล่องแทนค่ากลาง (median) เส้นแนวนอนขอบบนและ
ล่างของกล่องแทนช่วงระหว่างควอไทด์ สัญลักษณ์ * แทนการเปรียบเทียบความน่าจะเป็นของความ
แตกต่างกันระหว่างกลุ่มทดลองกับกลุ่มควบคุม (p-value) น้อยกว่า 0.05  a แทนการเปรียบเทียบ
ความน่าจะเป็นของความแตกต่างกันระหว่างกลุ่มท่ีมีความเข้มข้นของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ต่าง ๆ 
(p-value) น้อยกว่า 0.05 โดยทำการศึกษาจากเซลล์จำนวน 4 ชุด 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.9 LL-37 enhances IL-12p40 production in osteoclast precursors. Enriched 

monocytes were treated with M-CSF and RANKL in the presence or absence of indicated 

concentrations of LL-37 for 24 h. The IL-12p40 levels (pg/ml) in cell-free culture 

supernatants were measured by ELISA and calculated from a standard curve of known 

concentrations of recombinant human IL-12p40. * = significant differences at p < 0.05 

compared to the sample treated with only M-CSF and RANKL; a = significant differences at 

p < 0.05 compared to the sample treated with M-CSF, RANKL, and 2 PM of LL-37. The 

horizontal lines within each box indicate median and interquartile range. These data were 

derived from four separate experiments using blood of four different donors (n = 4).  
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รูปท่ี 5 การศึกษาฤทธิ์ของ IL-12p40 neutralizing antibody ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการแปรสภาพของ
โมโนไซท์เป็นเซลล์สลายกระดูกด้วย M-CSF และ RANKL ในสภาวะท่ีมีหรือปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุล
ชีพ LL-37 ปริมาณ 8 ไมโครโมลาร์ โดยใช้ IgG1 isotype เป็นสารควบคุม เซลล์ถูกเลี้ยงบนวัสดุ
พลาสติกเป็นระยะเวลา 7 วัน แล้วนำไปสังเกตจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก A) ภาพ
ของการแปรสภาพเซลล์ท่ีถูกเลี้ยงในห้องปฏิบัติการท่ีมีหรือปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 และท่ี
มีระดับความเข้นข้นของ IL-12p40 neutralizing antibody ต่าง ๆ เมื่อเซลล์ถูกเลี้ยงครบ 7 วันเซลล์จะ
ถูกตรึงสภาพและถูกนำไปย้อมสีทางเคมีพิเศษสำหรับดูการแสดงออกของเอนไซม์ TRAcP (สีม่วงแดง) 
ท่ีจำเพาะต่อเซลล์สลายกระดูก และถูกย้อมเพื่อสังเกตการแสดงออกของ PCNA ท่ีแสดงตำแหน่งของ
นิวเคลียส แท่งสีดำแนวนอนแสดงสัดส่วนระยะ 100 ไมครอน B) ภาพการลงจุดแบบกล่อง (Box plot) 
สัดส่วนจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพไปเป็นเซลล์สลายกระดูกในแต่ละกลุ่มท่ีมีหรือปราศจากเพ็พไทด์ต้าน
จุลชีพ LL-37 และท่ีมีระดับความเข้นข้นของ IL-12p40 neutralizing antibody ต่าง ๆ โดยเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้ถูกกระตุ้นด้วย IL-12p40 neutralizing antibody (relative ratio) เครื่องหมาย + 
คือสภาวะท่ีมีสารกระตุ้น เครื่องหมาย - คือสภาวะท่ีไม่มีสารกระตุ้น แท่งบอกความคลาดเคลื่อน 
(error bar) แสดงค่าเบ่ียงเบนมาตราฐาน (SD) สัญลักษณ์ * แทนการเปรียบเทียบความน่าจะเป็นของ
ความแตกต่างกันระหว่างกลุ่ม (p-value) น้อยกว่า 0.05 โดยทำการศึกษาจากเซลล์จำนวน 4 ชุด 
 

  
50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.10 Minimally rescuing effect of the IL-12p40 neutralizing antibody on the 
inhibitory effect of LL-37 on osteoclastogenesis. (A) Representative TRAP images from 

enriched monocytes that were treated with M-CSF and RANKL in the presence or absence of 

LL-37 at 8 PM and varying concentrations of the IL-12p40 neutralizing antibody from 0.01 

to 1 Pg/ml or 1 Pg/ml of IgG1 as the isotype matched control antibody for 7 days. Bar = 200 

μm. (B) A box plot shows the relative ratios of the number of TRAP-positive multinuclear (≥ 

3 nuclei) cells compared to that of the M-CSF and RANKL-treated sample, set to 1. * = 

significant differences at p < 0.05 compared to the sample treated with M-CSF and RANKL; 
a = significant differences at p < 0.05 compared to the sample treated with M-CSF, RANKL 

and 8 PM of LL-37. The horizontal lines within each box indicate median and interquartile 

range. These data were derived from four independent experiments using blood of four 

different donors (n = 4).   



 16 

 

รูปท่ี 6 ภาพถ่ายตัวแทนภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด confocal เพื่อสังเกตสัญญาณของคลื่นแสงท่ีเกิด
จากการทำ Immunofluorescence บนโมโนไซท์ท่ีถูกกระตุ้นให้แปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกใน
สภาวะท่ีมีหรือปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ปริมาณ 6 ไมโครโมลาร์ เซลล์ถูกเลี้ยงบนวัสดุแก้ว
เป็นระยะเวลา 5 วัน แล้วถูกตรึงสภาพและนำไปย้อม ตำแหน่งของนิวเคลียสถูกย้อมให้เกิดสัญญาณ
การเรืองแสดงด้วย DAPI (สัญญาณสีน้ำเงิน) ในขณะท่ี TLR9 ถูกสังเกตสัญญาณโดยการบ่มด้วยการ
ติดสีสารเรืองแสง NorthernLights 493-conjugated anti-rabbit IgG (1:1000) บน rabbit anti-TLR9 
polyclonal antibody (1:500) (สัญญาณสีเขียว) และเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ถูกสังเกตสัญญาณโดย
การบ่มด้วยการติดสีสารเรืองแสง NorthernLights 557-conjugated anti-mouse IgG (1:1000) บน 
mouse anti-LL-37 monoclonal antibody (1:500) (สัญญาณสีแดง) ภาพแนวต้ังขวาสุดเป็นภาพท่ีเกิด
จากการซ้อนทับกันเพื่อสังเกตตำแหน่งของท้ังสองสัญญาณ โดยตำแหน่งท่ีมีสัญญาณซ้อนทับกันถูก
แสดงโดยสีเหลือง เครื่องหมายลูกศรชี้ไปยังเซลล์ท่ีมีการแสดงสัญญาณการซ้อนทับในตำแหน่ง
เดียวกัน โดยทำการศึกษาจากเซลล์จำนวน 3 ชุด 
 

 

เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ออกฤทธ์ิส่งเสริมการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก 

 เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ปริมาณ 0.2 ไมโครโมลาร์  1 ไมโครโมลาร์ และ 5 ไมโครโมลาร์ 

ถูกนำมาใช้กระตุ้นร่วมกับการกระตุ้นให้เกิดการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก สังเกตได้ว่าเมื่อใส่ 

M-CSF เพียงอย่่างเดียวไม่สามารถชักนำให้เกิดการแปรสภาพให้เป็นเซลล์สลายกระดูกท่ีสมบูรณ์ได้

เลยเมื่อเทียบกับการกระตุ้นด้วย M-CSF และ RANKL ดังน้ันจึงสามารถใช้วิธีนี้ในการศึกษาฤทธิ์ของ

เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ได้ พบว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ปริมาณต้ังแต่ 1-5 ไมโครโมลาร์

สามารถออกฤทธิ์ส่งเสริมให้มีจำนวนเซลล์สลายกระดูกมากขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ ในขณะท่ีเพ็พไทด์ต้าน

จุลชีพ HBD-1 ปริมาณ 0.2 ไมโครโมลาร์ ไม่มีฤทธิ์ต่อจำนวนของเซลล์สลายกระดูกเมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมท่ีไม่ได้ถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 (รูปท่ี 7) 

72 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.26 Co-localization between LL-37 and TLR9 in osteoclast precursors by a 

double immunofluorescence staining technique. PBMCs seeded in glass chamber slides 

were cultured in medium, supplemented with 25 ng/ml of M-CSF and 30 ng/ml of RANKL 

in the presence or absence of 6 PM LL-37 for 5 days. Cells were fixed and co-stained with 

the mouse anti-LL-37 monoclonal antibody (1:500) and the rabbit anti-TLR9 polyclonal 

antibody (1:500), which was followed by reacting with NorthernLights™ 557-conjugated 

anti-mouse IgG (1:1000; red) and NorthernLights™ 493-conjugated anti-rabbit IgG (1:1000; 

green). After that, cells were stained with DAPI (blue) for the location of nuclei, and 

mounted with fluorescence mounting medium. The immunofluorescence signals were 

observed under a confocal microscope. These representative images were from three 

independent experiments using blood of three different donors (n = 3). 
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 ปัจจัยสำคัญของการทำหน้าท่ีสลายกระดูกของเซลล์สลายกระดูกคือความสามารถในการยึด

เกาะกับเนื้อเยื่อเก่ียวพันท่ีต้องอาศัยโครงสร้างเส้นใยแอคติน (Filamentous actin, F-actin) เพ็พไทด์

ต้านจุลชีพ HBD-1 ปริมาณความเข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ถูกนำไปกระตุ้นระหว่างเซลล์โมโนไซท์ถูกชัก

นำให้แปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกและสังเกตการแสดงออกของเส้นใยแอคติน เมื่อเซลล์กลุ่ม

ควบคุมท่ีถูกกระตุ้นเพียง M-CSF และ RANKL จนพัฒนาเป็นเซลล์สลายกระดูกในวันท่ี 7 ถูกนำไปตรึง

สภาพและย้อมการติดสีเรืองแสงท่ีนิวเคลียสด้วย DAPI และแอคตินด้วย Phalloidine พบว่าเซลล์มีการ

แสดงออกของเส้นใยแอคตินท่ีชัดเจนมากกว่าเซลล์กลุ่มท่ีไม่ได้ถูกกระตุ้นด้วย RANKL ในขณะท่ีเซลล์

กลุ่มท่ีถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ยังคงมีสัญญาณการแสดงออกของเส้นใยแอคติน 

คล้ายคลึงกับเซลล์ในกลุ่มควบคุม (รูปท่ี 8) 

 การทำหน้าท่ีย่อยสลายกระดูกของเซลล์สลายกระดูกท่ีถูกกระตุ้นแปรสภาพมาจากโมโนไซท์

โดย M-CSF และ RANKL ในสภาวะท่ีมีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ถูกทดสอบด้วยการเลี้ยงเซลล์โมโน

ไซท์ให้ถูกกระตุ้นด้วย M-CSF และ RANKL บนเนื้อฟันเป็นระยะเวลา 14 วันแล้วสังเกตปริมาณพื้นท่ี

ของหลุมท่ีเกิดจากการย่อยโดยเซลล์ท่ีถูกพัฒนาเป็นเซลล์สลายกระดูก ในกลุ่มท่ีถูกกระตุ้นเพียง M-

CSF ไม่พบหลุมท่ีเกิดขึ้นจากการย่อยสลายของเซลล์ ในขณะท่ีในสภาวะท่ีมีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 

ปริมาณ 5 ไมโครโมลาร์จะมีปริมาณของหลุมถูกย่อยมากกว่าในสภาวะท่ีไม่มีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-

1 แต่ได้ถูกกระตุ้นด้วย M-CSF และ RANKL (รูปท่ี 9) 
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รูปท่ี 7 การศึกษาผลของเเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ความเข้มข้น 0.2 ความเข้มข้น 1 และความ
เข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ต่อการแปรสภาพของเซลล์ต้นกำเนิดของเซลล์สลายกระดูก เซลล์ถูกเลี้ยงบน
วัสดุพลาสติกเป็นระยะเวลา 7 วัน แล้วนำไปสังเกตจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก A) 
ภาพของการแปรสภาพเซลล์ท่ีถูกเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเมื่อถูกกระตุ้นหรือไม่ถูกด้วยเพ็พไทด์ต้านจุล
ชีพ HBD-1 ในสภาวะท่ีมี M-CSF และ RANKL  เมื่อเซลล์ถูกเลี้ยงครบ 7 วันเซลล์จะถูกตรึงสภาพและ
ถูกนำไปย้อมสีทางเคมีพิเศษสำหรับดูการแสดงออกของเอนไซม์ TRAcP (สีม่วงแดง) ท่ีจำเพาะต่อเซลล์
สลายกระดูก และถูกย้อมเพื่อสังเกตการแสดงออกของ PCNA ท่ีแสดงตำแหน่งของนิวเคลียส แท่งสีดำ
แนวนอนแสดงสัดส่วนระยะ 100 ไมครอน B) ภาพการลงจุดแบบกล่อง (Box plot) แสดงปริมาณ
สัดส่วนจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพไปเป็นเซลล์สลายกระดูกในแต่ละกลุ่มท่ีถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุล
ชีพ HBD-1 ปริมาณต่าง ๆ โดยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้ถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ 
HBD-1 (relative ratio) เครื่องหมาย + คือสภาวะท่ีมีสารกระตุ้น เครื่องหมาย - คือสภาวะท่ีไม่มีสาร
กระตุ้น แท่งบอกความคลาดเคลื่อน (error bar) แสดงค่าเบ่ียงเบนมาตราฐาน (SD) สัญลักษณ์ * แทน
การเปรียบเทียบความน่าจะเป็นของความแตกต่างกันระหว่างกลุ่ม (p-value) น้อยกว่า 0.05 โดย
ทำการศึกษาจากเซลล์จำนวน 3 ชุด 
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Figure 3.4 HBD-1 treatment potentiates osteoclast formation. (A) In vitro generation of 

human osteoclast-like TRAP-positive multinuclear cells from viable PBMCs induced by M-

CSF and RANKL with (+) or without (−) indicated doses of hBD-1 for 7 days. Bar = 100 μm. 

(B) A box plot demonstrates the number of TRAP-positive multinuclear cells in the samples 

treated with M-CSF alone, M-CSF and RANKL, or M-CSF and RANKL in the presence of 

indicated doses of hBD-1 from blood of four different donors (n = 4). * = significant 

differences at p < 0.05 compared to the M-CSF- and RANKL-treated sample.   
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รูปท่ี 8 การศึกษาผลของเเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ความเข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ต่อการแสดงออก
ของเส้นใยแอคตินของเซลล์โมโนไซต์ท่ีถูกชักนำให้แปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก เซลล์ถูกเลี้ยงบน
แผ่นวัสดุแก้วเป็นระยะเวลา 7 วัน แล้วนำไปสังเกตจำนวนเซลล์ท่ีแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก 
ภาพของการแปรสภาพเซลล์ท่ีถูกเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเมื่อถูกกระตุ้นหรือไม่ถูกด้วยเพ็พไทด์ต้านจุล
ชีพ HBD-1 ในสภาวะท่ีมี M-CSF หรือ RANKL  เมื่อเซลล์ถูกเลี้ยงครบ 7 วันเซลล์จะถูกตรึงสภาพและ
ถูกนำไปย้อมสารเรืองแสงสำหรับดูการแสดงออกของเกลียวคู่ของสายกรดนิวคลิอิคในนิวเคลียสด้วย 
DAPI (สีน้ำเงิน) และการแสดงออกของเส้นใยแอคตินด้วย phalloidine (สีเขียว) แท่งสีดำแนวนอนแสดง
สัดส่วนระยะ 100 ไมครอน เครื่องหมาย + คือสภาวะท่ีมีสารกระตุ้น เครื่องหมาย - คือสภาวะท่ีไม่มี
สารกระตุ้น 
 

 

รูปท่ี 9 แสดงผลการศึกษาฤทธิ์ของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ต่อการทำหน้าท่ีย่อยเนื้อฟันของเซลล์
สลายกระดูก A) ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์แบบย้อนกลับของแผ่นเนื้อฟันท่ีถูกสังเกตหลุมย่อยโดย
การย้อมด้วยหมึกดำภายหลังจากเลี้ยงเซลล์โมโนไซท์กลุ่มท่ีถูกกระตุ้นด้วย M-CSF เพียงอย่างเดียว 
กลุ่มท่ีถูกกระตุ้นด้วย M-CSF และ RANKL และกลุ่มท่ีถูกกระตุ้นด้วย M-CSF RANKL และเพ็พไทด์ต้าน
จุลชีพ HBD-1 ปริมาณ 5 ไมโครโมลาร์ B) ภาพการลงจุดแบบกล่อง (Box plot) แสดงสัดส่วนปริมาณ
พื้นท่ีหลุมท่ีเกิดจากการย่อยโดยเซลล์ท่ีได้รับสภาวะการกระตุ้นด้วย M-CSF RANKL และเพ็พไทด์ต้าน
จุลชีพ HBD-1 ปริมาณ 5 ไมโครโมลาร์ท่ีแตกต่างกัน โดยเทียบกับสภาวะท่ีมี M-CSF และ RANKL 
เครื่องหมาย + คือสภาวะท่ีมีสารกระตุ้น เครื่องหมาย - คือสภาวะท่ีไม่มีสารกระตุ้น แท่งบอกความ
คลาดเคลื่อน (error bar) แสดงค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) สัญลักษณ์ * แทนการเปรียบเทียบความ
น่าจะเป็นของความแตกต่างกันระหว่างกลุ่ม (p-value) น้อยกว่า 0.05 โดยทำการศึกษาจากเซลล์
จำนวน 3 ชุด 
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Figure 3.12 HBD-1 increases actin ring formation in osteoclast precursors. PBMCs were 

seeded in glass chamber slide and cultured with M-CSF and with (+) or without (−) RANKL 

in the presence or absence of 5 PM hBD-1 for 7 days. Representative immunofluorescence 

images from three separate experiments demonstrate staining with F-actin rings (green) and 

nuclei by DAPI (blue). Note that treatment with hBD-1 at 5 PM in the absence of RANKL 

stimulation did not cause formation of F-actin rings. Bar = 100 μm.  
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Figure 3.14 HBD-1 increases in vitro function of osteoclast-like cells. (A) Representative 

images of dentin slices show resorption pits and grooves stained with Indian ink, formed by 

in vitro generated osteoclast-like cells for 14 days with (+) or without (–) 5 μM of hBD-1. 

Bar =450 μm. (B) A box plot from four separate experiments using blood of four different 

donors (n = 4) shows resorption areas from the stained areas against the total area of dentin 

slices as the ratio compared with the condition of M-CSF and RANKL treatment, set to 1. * = 

significant differences at p < 0.05 compared to the M-CSF and RANKL-treated sample. The 

horizontal lines within each box indicate median and interquartile range. 
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เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 กระตุ้นการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกับหน้าท่ีของเซลล์สลาย

กระดูก 

 เพื่อศึกษาการกระตุ้นการแปรสภาพเซลล์โมโนไซท์เป็นเซลล์สลายกระดูกของเพ็พไทด์ต้านจุล

ชีพ HBD-1 นอกจากสังเกตลักษณะทางกายภาพของเซลล์แล้ว การเปล่ียนแปลงในระดับโมเลกุลทำให้

สามารถยืนยันการแปรสภาพได้ชัดเจนมากขึ้น ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการทำหน้าท่ีของเซลล์สลายกระดูก

ได้แก่ ยีน nuclear factor of activated T cells 1 (NFAT2 or NFATc1) ยีน Cathepsin K (CTSK)  ยีน 

Receptor activator of nuclear factor kappa-Β (RANK) ยีน H+/Cl− exchange transporter 7 (CLCN7) 

ยีน Calcitonin receptor (CALCR) ถูกศึกษาการแสดงออกในระดับ RNA ในขณะท่ีโมโนไซท์ถูกกระตุ้น

เป็นเซลล์สลายกระดูกด้วย M-CSF และ RANKL ในสภาวะท่ีปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 

(กลุ่มควบคุม) หรือมีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ปริมาณ 1 ไมโครโมลาร์ หรือปริมาณ 5 ไมโครโมลาร์ 

เมื่อเซลล์ถูกกระตุ้นถึงวันท่ี 5 พบว่า RNA ของยีนท่ีเก่ียวข้องดังกล่าวทุกยีนมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น

อย่างมีนัยสำคัญ (P<0.05) ในสภาวะท่ีมีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ปริมาณ 5 ไมโครโมลาร์ เมื่อเทียบ

กับเซลล์กลุ่มควบคุม ในขณะท่ีเซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ปริมาณ 1 ไมโครโม

ลาร์มีการแสดงออกของยีน NFAT2 CTSK และ CALCR ในระดับ RNA สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี

นัยสำคัญ (P<0.05) (รูปท่ี 10) 
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รูปท่ี 10 ภาพการลงจุดแบบกล่อง (Box plot) แสดงผลการศึกษาฤทธิ์ของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 
ต่อระดับการแสดงออกของชุดยีนในระดับ RNA ท่ีเป็นเอกลักษณ์ของเซลล์สลายกระดูกเทียบกับยีน
มาตรฐานภายในเซลล์ (ΔΔCt) ได้แก่ ยีน NFAT2 CTSK RANK CLAN7 และ CALCR ในสภาวะท่ีเซลล์
โมโนไซท์ถูกกระตุ้นเป็นเซลล์สลายกระดูกด้วย M-CSF และ RANKL ท่ีปราศจากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ 
HBD-1 (กลุ่มควบคุม) ซ่ึงถูกต้ังค่าการแสดงออกเป็น 100 เปอร์เซนต์ หรือในสภาวะท่ีมีเพ็พไทด์ต้านจุล
ชีพ HBD-1 ปริมาณ 1 ไมโครโมลาร์ (กล่องว่าง) และในสภาวะท่ีมีเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ปริมาณ 
5 ไมโครโมลาร์ (กล่องทึบ) ในวันท่ี 5 ของการกระตุ้น แท่งบอกความคลาดเคลื่อน (error bar) แสดงค่า
เบ่ียงเบนมาตราฐาน (SD) เส้นแนวนอนภายในกล่องแทนค่ากลาง (median) เส้นแนวนอนขอบบนและ
ล่างของกล่องแทนช่งระหว่างควอไทด์ สัญลักษณ์ * แทนการเปรียบเทียบความน่าจะเป็นของความ
แตกต่างกันระหว่างกลุ่ม (p-value) น้อยกว่า 0.05 โดยทำการศึกษาจากเซลล์จำนวน 4 ชุด 
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Figure 3.8 Treatment with LL-37 inhibits while that with hBD-1 induces osteoclast-
specific gene expression. PBMCs were cultured in osteoclast medium with or without LL-37 

or hBD-1 for 5 days. (A) A bar graph shows the percentages of osteoclast gene expression, 

including CSF1, NFAT2, CTSK, RANK, CLCN7 and CALCR in LL-37-treated samples 

(dark gray and light gray bars for 4 and 8 PM of LL-37, respectively) relative to those of the 

samples treated with RANKL alone (black bars), set to 100%. Error bars = SD, *p < 0.05, 

**p < 0.01, ***p < 0.005. (B) A box plot shows the percentages of osteoclast gene 

expression, including NFAT2, CTSK, RANK, CLCN7 and CALCR, in hBD-1-treated 

samples (white and gray boxes for 1 and 5 μM of hBD-1, respectively) relative to those of the 

samples treated with RANKL alone (black boxes), set to 100%. *p < 0.05. The horizontal 

lines within each box indicate median and interquartile range. Data in A and B were derived 

from four separate experiments using blood of four different donors (n = 4). 
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สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง และข้อเสนอแนะสำหรับงานวิจัยในอนาคต 

 

 เพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 หรือแคทเธลลิซิดิน (Cathelicidin) เป็นสารชีวโมเลกุลท่ีมีสาย

โพลีเพ็พไทด์ขนาดส้ัน มีน้ำหนักโมเลกุลจากการคำนวนประมาณ 4,493 ดาลตัน จากการศึกษา

คุณสมบัติทางชีววิทยาในระยะเริ่มการค้นพบเพ็พไทด์ชนิดนี้คือทำหน้าท่ีต่อต้านเชื้อจุลินทรีย์ จึงถูกจัด

กลุ่มอยู่ในสารชีวโมเลกุลท่ีต่อต้านเชื้อจุลินทรีย์ แต่ในระยะหลังมีการศึกษาท่ีแสดงคุณสมบัติต่อการ

ทำงานของเซลล์ของร่างกายมนุษย์ เช่น กระตุ้นการเพ่ิมจำนวนเซลล์ กระตุ้นการสร้างเซลล์ผิวหนังใหม่ 

กระตุ้นการสร้างหลอดเลือดใหม่(Ramos, Silva et al. 2011) เป็นต้น  

 กระดูกเป็นอวัยวะท่ีมีอยู่ท่ัวร่างกายไม่ว่าจะเป็นมนุษย์หรือส่ิงมีชีวิตชนิดอื่นในตระกูลสัตว์มี

กระดูกสันหลัง กระดูกประกอบด้วยเซลล์และเนื้อเยื่อเก่ียวพันท่ีมีการสะสมแร่ธาตุ กระดูกมี

ลักษณะเฉพาะคือสามารถถูกปรับเปล่ียนสภาพ (remodeling) ได้อยู่ตลอดเวลา (dynamic) ท่ีเกิดจาก

การทำงานประสานกันของเซลล์กระดูก ได้แก่ เซลล์สร้างกระดูก เซลล์สลายกระดูก และเซลล์กระดูก 

บทบาทของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 ต่อการขบวนการสรีรวิทยาของกระดูกได้ถูกศึกษาใน

ภายหลังจากคุณสมบัติต้านจุลชีพ นับต้ังแต่เริ่มมีการศึกษาความสัมพันธ์ของระดับเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ

แอลแอล-37 ท่ีลดลงในโรคปริทันต์อักเสบชนิดรุนแรงท่ีส่งผลให้เกิดการสลายกระดูกเบ้าฟัน จากน้ันมี

การศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 มีฤทธิ์ในการต้านการแปรสภาพเป็นเซลล์

สลายกระดูก(Supanchart, Thawanaphong et al. 2012) อย่างไรก็ตามยังไม่มีงานวิจัยใดท่ีศึกษาฤทธิ์

ของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 ในขณะท่ีเซลล์โมโนไซท์กำลังถูกกระตุ้นให้แปรสภาพเป็นเซลล์

สลายกระดูก การศึกษานี้พบว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 ปริมาณ 6 ไมโครโมลาร์สามารถออก

ฤทธิ์ขัดขวางการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกในระยะแรกของกระบวนการแปรสภาพเป็นเซลล์

สลายกระดูก และเมื่อเซลล์ได้แปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกแล้ว เพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 

ไม่สามารถออกฤทธิ์เปล่ียนแปลงเซลล์สลายกระดูกให้กลับไปมีสภาพเป็นเซลล์ท่ีมีลักษณะนิวเคลียส

เด่ียวได้ 

 กระบวนการประสานเซลล์ (Cell fusion) เป็นกระบวนการสำคัญของการแปรสภาพเป็นเซลล์

สลายกระดูกท่ีเต็มวัย เกิดขึ้นในระยะท้าย ๆ ของการแปรสภาพ ทำให้เซลล์สลายกระดูกมีลักษณะเป็น

เซลล์ขนาดใหญ่ (Giant cell) ท่ีประกอบด้วยหลายนิวเคลียส กระบวนการนี้เกิดขึ้นได้จากการกระตุ้น

ของ RANKL ผ่านไปกระบวนการภายในเซลล์ท่ีต้องอาศัยการเคลื่อนโมเลกุล NFATC1 เข้าไปใน

นิวเคลียสเพื่อถอดรหัสพันธุกรรมของยีนท่ีเก่ียวข้องกับการเซลล์สลายกระดูก ดังน้ันเมื่อมีการ
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แสดงออกและเกิดการทำหน้าท่ีของ NFATc1 แล้วจึงทำให้เซลล์โมโนไซต์แปรสภาพการทำหน้าท่ีไปเป็น

เซลล์สลายกระดูก โมเลกุล DC-STAMP เป็นโปรตีนบนเยื่อหุ้มท่ีมีบทบาทต่อการประสานเซลล์ ถูก

ควบคุมการแสดงออกด้วย NFATc1 (Song, Kim et al. 2009)    

 เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ถูกเลือกจากกลุ่มสารเพ็พไทด์ต้านจุลชีพนอกเหนือจากเพ็พไทด์

ต้านจุลชีพแอลแอล-37 เพื่อนำมาใช้ศึกษาเพื่อสังเกตการออกฤทธิ์ต่อกระบวนการแปรสภาพเป็นเซลล์

สลายกระดูก กลไกการออกฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 อาศัยหมู่เพ็พ

ไทด์ไลซีนและลิวซีนท่ีเป็นองค์ประกอบส่วนใหญ่ของโมเลกุลท่ีมีฤทธิ์ในการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ เพ็พไทด์

ต้านจุลชีพแอลแอล-37  ยังมีฤทธิ์ในการลดความสามารถในการยึดเกาะบนผิวต่าง ๆ ของแบคทีเรีย

และทำให้แบคทีเรียเหล่าน้ันเกาะเป็นกลุ่มก้อนกันเอง(Hell, Giske et al. 2010) นอกจากนี้ยังลดการ

สร้างไบโอฟิล์มจากแบคทีเรียได้โดยยับย้ังขบวนการสังเคราะห์ rhamnolipid ท่ีเป็นองค์ประกอบสำคัญ

ของไบโอฟิล์ม(Kanthawong, Bolscher et al. 2010) เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 น้ันมีการศึกษาท่ีแสดง

สมบัติการมีประจุบวกของโมเลกุลนี้ส่งผลกระทบต่อความสามารถในการต้านเชื้อจุลินทรีย์(Pazgier, 

Hoover et al. 2006) ดังน้ันจึงสันนิษฐานได้ว่าการออกฤทธิ์ยับย้ังการแปลสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก

ของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 ไม่น่าสัมพันธ์กับความเป็นประจุบวกของโมเลกุล 

 จากผลการทดลองเพื่อศึกษาการแปรสภาพของเซลล์โมโนไซต์เป็นเซลล์สลายกระดูกท่ีมี

สภาวะปรากฏของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 พบว่าเพ็พไทด์นี้ไม่สามารถยับย้ังการแปรสภาพเป็น

เซลล์สลายกระดูกได้ซ่ึงตรงกันข้ามกับผลของเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 แต่ยังทำหน้าท่ีกระตุ้นการ

สร้างเซลล์สลายกระดูกได้มากกว่ากลุ่มควบคุมโดยสังเกตจากจำนวนของเซลล์ขนาดใหญ่ท่ีมีหลาย

นิวเคลียส มีการแสดงออกของเอนไซม์ TRAcP และมีการสร้างวงแหวนเส้นใยแอคตินท่ีถูกใช้เป็นส่ิงชี้วัด

ของการทำหน้าท่ีย่อยกระดูกของเซลล์สลายกระดูก (Garbe, Roscher et al. 2012, Takito, Otsuka et 

al. 2015)  

 การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกับการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก NFATc1 หรือถูก

เรียกว่า NFAT2 (Matsuo, Galson et al. 2004, Kim, Kim et al. 2005) ซ่ึงเป็นยีนท่ีสร้างโมเลกุล NFAT2 

ท่ีทำหน้าท่ีกระตุ้นการถอดรหัสของยีนท่ีเป็นเอกลักษณ์และเก่ียวข้องกับการทำงานของเซลล์สลาย

กระดูก การกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ปริมาณ 1 และ 5 ไมโครโมลาร์ทำให้มีการ

แสดงออกของ NFATc1 มากขึ้น แสดงว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 มีบทบาทในการกระตุ้นให้เซลล์โม

โนไซท์สามารถเริ่มต้นแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกได้ โปรตีน NFATc1 ท่ีถูกสร้างจะกลับเข้าสู่

นิวเคลียสเพื่อไปกระตุ้นการแสดงออกของยีนตัวเองอีกทีเรื่อยไป (autoamplification) (Takayanagi 
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2007) รวมถึงยีนท่ีทำหน้าท่ีของเซลล์สลายกระดูก เช่น CTSK CLCN7 RANK CALCR เป็นต้น CTSK เป็น

ยีนท่ีกำหนดการสร้างโปรตีน Cathepsin K ซ่ึงเป็นโมเลกุล protease สำคัญท่ีทำหน้าท่ีช่วยย่อยโปรตีน

เมตริกซ์นอกเซลล์ (Extracellular matrix) หลายชนิดท่ีเป็นส่วนประกอบของกระดูก (Bossard, 

Tomaszek et al. 1996) CLCN7 เป็นยีนท่ีกำหนดการสร้างโปรตีน ClC-7 ท่ีเป็นโมเลกุลบนเมมเบรนข

องไลโซโซมซ่ึงเป็นออกาเนลล์ภายในเซลล์ท่ีบรรจุโมเลกุลต่าง ๆ โดยเฉพาะโปรตอน H+ ท่ีใช้ในการ

ย่อยสลายกระดูก ClC-7 ถูกเชื่อว่าทำหน้าท่ีควบคุมการเคลื่อนท่ีของประจุ Cl- ท่ีผิวเมมเบรนเพื่อรักษา

สมดุลไอออนให้มีเสถียรภาพระหว่างการเคลื่อนท่ีประจุ H+ เข้าไปยังไลโซโซม อีกท้ังยังทำหน้าท่ี

แลกเปล่ียนประจุ 2H+/Cl- บนไลโซโซมอีกด้วย (Weinert, Jabs et al. 2010) การกระตุ้นด้วย เพ็พไทด์

ต้านจุลชีพ HBD-1 ปริมาณ 5 ไมโครโมลาร์ มีส่วนในการกระตุ้นให้มีการแสดงออกของยีน CTSK และ 

CLCN7 ทำให้ทราบว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ส่งผลต่อการสังเคราะห์โปรตีน Cathepsin และ ClC-

7 ท่ีทำหน้าท่ีช่วยย่อยกระดูก เซลล์สลายกระดูกมีโปรตีนท่ีอาศัยบนเยื่อหุ้มเซลล์เพื่อทำหน้าท่ีรับ

สัญญาณจากโมเลกุลนอกเซลล์ เช่น RANK CALCR เป็นต้น RANK เป็นโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ท่ีรับ

สัญญาณจากตัวกระตุ้น Ligand ท่ีปล่อยมาจากเซลล์สร้างกระดูกคือ RANKL ท่ีทำให้เกิดสัญญาณ

ภายในเซลล์ไปกระตุ้นให้เกิดการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกได้ เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 

ปริมาณ 5 ไมโครโมลาร์สามารถกระตุ้นให้มีการแสดงออกของ RANK จึงส่งผลให้เกิดการรับสัญญาณ

จาก RANKL ได้มากขึ้น ส่งผลให้เกิดกระแสสัญญาณภายในเซลล์เพียงพอต่อกระบวนการแปรสภาพ

เป็นเซลล์สลายกระดูกหรืออาจเร่งให้เกิดการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกได้มากขึ้น CALCR เป็น

ยีนท่ีกำหนดการสังเคราะห์โปรตีน calcitonin receptor ท่ีอยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ ทำหน้าท่ีรับสัญญาณจาก

ฮอร์โมน calcitonin ส่งผลกดเซลล์สลายกระดูกไม่สามารถหล่ัง sphingosine 1-phosphate (S1P) ท่ีเป็น

โมเลกุลกดการสร้างกระดูกจากเซลล์สร้างกระดูก (Keller, Catala-Lehnen et al. 2014) ในระหว่างท่ีโม

โนไซท์กำลังแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกและถูกกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ทำให้มี

ระดับการแสดงออกของยีน CALCR สูงขึ้น จึงอาจส่งผลให้สามารถรับสัญญาณจาก calcitonin เพ่ิมขึ้น

และอาจเพ่ิมอัตราการสร้างกระดูกโดยเซลล์สร้างกระดูกเร็วขึ้นได้ 

 จากการทดลองกระตุ้นเซลล์โมโนไซท์ให้แปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกบนเนื้อฟันเพื่อสังเกต

การทำหน้าท่ีย่อยสลายแร่ธาตุ เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 สามารถกระตุ้นให้เกิดปริมาณการย่อย

สลายแร่ธาตุสูงขึ้น ท้ังนี้เป็นเพราะเซลล์สลายกระดูกท่ีแปรสภาพมามีจำนวนมากขึ้นเมือ่ได้รับการ

กระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ระหว่างกระบวนการแปรสภาพน้ัน IL-12 เป็นโมเลกุลสื่อสาร

ระหว่างเซลล์ท่ีสามารถยับย้ังการสร้างเซลล์สลายกระดูกได้ (Amcheslavsky and Bar-Shavit 2006) 
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การทดลองสังเกตระดับของ IL-12p40 เมื่อกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ระหว่างท่ีกระตุ้น

การแปรสภาพโมโนไซท์เป็นเซลล์สลายกระดูก พบว่ามีปริมาณสูงขึ้นตามความเข้มข้นของเพ็พไทด์ต้าน

จุลชีพ LL-37 และเมื่อเติมสารต้านการทำงานของ IL-12p40 ไปมีจำนวนเซลล์สลายกระดูกสูงขึ้นเมื่อ

เทียบกับกลุ่มควบคุม ดังน้ันจึงน่าจะเชื่อได้ว่ากระบวนการยับย้ังการแปรสภาพเซลล์สลายกระดูกจาก

เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 อาจใช้กลไกผ่านขั้นตอนการผลิตและปล่อย IL-12 ออกมาแล้วกลับมีผลต่อ

เซลล์ตนเอง (รูปท่ี 11) การศึกษาท่ีผ่านมามีการแสดงให้ทราบถึงการขาด transcription factor c-FOS 

เป็นผลทำให้การแสดงออกของ IL-12 เพ่ิมขึ้น (Roy, Charboneau et al. 1999) การสลายตัวของ c-

FOS ส่วนหน่ึงมีผลมาจากการกระตุ้นผ่านโมเลกุลภาย Toll-Like Receptor 9 (TLR9) ท่ีอยู่ภายในเซลล์ 

(Amcheslavsky and Bar-Shavit 2007) จากการทดลองเติม ODN ชนิดต้านต่อตัวกระตุ้น TLR9 ไป

ระหว่างท่ีกระตุ้นด้วยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ทำให้เซลล์กลับมามีขนาดใหญ่หลายนิวเคลียสและมี

การแสดงออกของเอนไซม์ TRAcP ได้ จึงทำให้อาจเชื่อได้ว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 น้ันสามารถไป

ทำหน้าท่ีกระตุ้นบน TLR9 ได้ และเมื่อทำการสังเกตตำแหน่งการแสดงออกของท้ังสองโมเลกุลโดยใช้

กล้องจุลทรรศน์ชนิด confocal พบว่ามีสัญญาณการแสดงออกในตำแหน่งท่ีซ้อนทับกัน จึงสามารถถูก

ทำให้เชื่อได้ว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ไปออกฤทธิ์ได้ท่ี TLR9 ได้ แต่อย่างไรก็ตามทางผู้วิจัยไม่ได้

ศึกษาระดับของโมเลกุล c-FOS จึงไม่สามารถสรุปได้ชัดเจนว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ส่งผลต่อ

กระบวนการกระตุ้น TLR9 ผ่าน c-FOS     
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รูปท่ี 11 ภาพวาดแสดงกลไกการต้านการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกจาก RANKL ท่ีมีผลกระทบ
จากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ท่ีอาจไปมีผลต่อตัวรับ TLR9 ภายในเซลล์โมโนไซท์ การกระตุ้นด้วยเพ็พ
ไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ท่ีจับบน TLR9 จะทำให้เกิดการสลายตัวของ c-FOS ท่ีจำเป็นต่อการชักนำให้ 
NFAT2 ทำหน้าท่ีแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก ในขณะเดียวกัน c-FOS ท่ีถูกสลายไปจะชักนำให้มี
การผลิต IL-12 แล้วมีผลกระทบในการยับย้ังการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก 
 

จากการศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 ส่งผลต่อการรวมเซลล์ (Fusion) กัน

ของเซลล์ต้นกำเนิดของเซลล์สลายกระดูกโดยมีการลดลงของเซลล์ขนาดใหญ่หลายนิวเคลียส 

(Supanchart, Thawanaphong et al. 2012) จึงถูกเชื่อว่าเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 น่าจะรบกวน

กระบวนการรวมเซลล์ และมีการศึกษาผลของ adenosine ภายนอกเซลล์ท่ีสูงขึ้นส่งผลสนับสนุนให้เกิด

การรวมตัวของเซลล์น้ัน (Pellegatti, Falzoni et al. 2011) ทำให้สามารถต้ังสมมติฐานได้ว่าเพ็พไทด์ต้าน

จุลชีพ LL-37 อาจลดปริมาณ adenosine ท่ีอยู่ภายนอกเซลล์ได้ อย่างไรก็ตามตัวรับ P2X7 A2A 

subunit ถูกพบว่าเป็นตำแหน่งท่ีเมื่อถูกกระตุ้นจะทำให้เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 สามารถถูกชักนำให้

เข้าสู่ภายในเซลล์แมคโครฟาจได้(Tang, Basavarajappa et al. 2015) เมื่อมีการกระตุ้นท่ีตัวรับ A2A นี้

จะส่งเสริมให้เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 สามารถเคลื่อนท่ีผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เข้าสู่เซลล์เพื่อทำหน้าท่ี

กำจัดเชื้อจุลินทรีย์ภายในเซลล์แมคโครฟาจได้ ตัวรับ A2A ส่งผลต่อเมตะบอลิสซ่ึมของกระดูกโดยใน

สภาวะท่ีมี adenosine สูงทำให้ A2A กระตุ้นการแสดงออกของ IL-10 ท่ีทำให้เกิดการยังย้ังการแปร

สภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกได้ (Csoka, Nemeth et al. 2007, Zhang, Chen et al. 2014) อีกท้ังยัง

สามารถลดการแสดงออกของ IL-1beta และ TNFalpha ซ่ึงเป็นโมเลกุลท่ีกระตุ้นการแปรสภาพเป็น

TRAF6 
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Ligand 
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เซลล์สลายกระดูก(Mediero, Kara et al. 2012) ในงานวิจัยนี้ทำการเติมสารกระตุ้นตัวรับ A2A ด้วย 

adenosine หรือ CGS21680 ในระหว่างกระตุ้นการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกสามารถทำให้เพ่ิม

ประสิทธิภาพการยับย้ังการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก เป็นผลท้ังไปในทางเดียวกันกับการศึกษา

ของ Pellegatti ในปี 2011 และสอดคล้องกับการศึกษาของ Mediero จึงน่าจะสรุปได้ว่า adenosine 

สามารถกระตุ้นการรวมเซลล์ได้ แต่ไม่สามารถชดเชยการยับย้ังการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก

จากเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37ได้ และทำให้ทราบว่าถึงแม้จะมีการเพ่ิมการเคลื่อนของเพ็พไทด์ต้านจุล

ชีพ LL-37 เข้าสู่โมโนไซท์โดยอาศัย adenosine หรือการกระตุ้น A2A ก็ไม่สามารถเร่งการแปรสภาพได้

เช่นกัน 

 การออกฤทธิยั์บย้ังกระบวนการแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกโดยเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-

37 น่าจะสามารถถูกประยุกต์นำไปศึกษาต่อในร่างกายส่ิงมีชีวิตเพื่อสังเกตการขัดขวางการแปรสภาพ

ของกระดูกโดยอาจส่งผลทำให้มีมวลกระดูกมากขึ้น ท้ังนี้เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ LL-37 เป็นโมเลกุลท่ีมี

ขนาดเล็ก สังเคราะห์ได้ง่าย และเป็นโมเลกุลท่ีสร้างจากธรรมชาติภายในส่ิงมีชีวิตอยู่แล้ว จึงน่าจะมี

คุณประโยชน์ในการใช้รักษาโรคท่ีมีภาวะการทำลายกระดูก เช่น ภาวะกระดูกพรุน ภาวะท่ีมีการ

แพร่กระจายของมะเร็งไปท่ีกระดูก เป็นต้น ในทางตรงกันข้ามเพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 ท่ีมีฤทธิ์

ส่งเสริมการสลายกระดูกจึงน่าจะถูกนำไปศึกษาต่อในร่างกายเพื่อสังเกตการสลายกระดูก ท้ังนี้หาก

เพ็พไทด์ต้านจุลชีพ HBD-1 มีฤทธิ์สลายกระดูกได้ดีกว่าภาวะปกติ จึงน่าจะถูกนำไปประยุกต์ใช้ในการ

เร่งกระบวนการสลายกระดูกในกรณีเช่น เร่งการเคลื่อนฟันช่วยให้การรักษาจัดฟันดำเนินไปเร็วขึ้น หรือ

ใช้ในการกู้ภาวการณ์หยุดย่อยสลายกระดูกในผู้ป่วยท่ีได้รับ bisphosphonate ท่ีเป็นสาเหตุทำให้เกิด

ภาวะกระดูกขากรรไกรตาย เป็นต้น 
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Output จากโครงการวิจัยท่ีได้รับทุนจาก สกว.  

1. ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการนานาชาติ  

 Makeudom, A., C. Supanchart, P. Montreekachon, S. Khongkhunthian, T. Sastraruji, J. 

Krisanaprakornkit and S. Krisanaprakornkit. "The antimicrobial peptide, human beta-defensin-1, 

potentiates in vitro osteoclastogenesis via activation of the p44/42 mitogen-activated protein 

kinases." Peptides ปี 2017 เล่มท่ี 95 หน้า 33-39 ถูกนำไปอ้างอิง 1 ครั้ง (ถึงวันท่ี 7 ตุลาคม 2562) 

 Rattanakuntee, S., Chaiyawat, P., Pruksakorn D., Kritsanaprakornkit, S., Makeudom, A., 

Supanchart C., Associations between expression levels of O-GlcNAc Transferase (OGT) and 

chemo-response in osteosarcoma. J Med Assoc Thai ปี 2020 เล่มท่ี 103 (ตอบรับการตีพิมพ์แล้ว) 

2. การนำผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

- เชิงพาณิชย์   

- เชิงสาธารณะ (มีเครือข่ายความร่วมมือ/สร้างกระแสความสนใจในวงกว้าง) 

- เชิงวิชาการ (มีการพัฒนาการเรียนการสอน/สร้างนักวิจัยใหม่) 

นำไปต่อยอดในโครงการพัฒนาแผ่นก้ันปริทันต์โดยใช้เพ็พไทด์ต้านจุลชีพแอลแอล-37 

เป็นสารกระตุ้นเพื่อส่งเสริมกระบวนการหายของแผลกระดูกในการบูรณะกระดูกเบ้าฟัน 

- อื่นๆ (เช่น ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการในประเทศ การเสนอผลงานในท่ีประชุม

วิชาการ หนังสือ การจดสิทธิบัตร) 

1. นำเสนอในรูปแบบปากเปล่าในการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ หัวข้อ 

“TLR9 Involvement in the Inhibition of Osteoclast Formation by LL-37” 

การประชุม The 2nd Meeting of the IADR – Asia Pacific Region , ระหว่าง

วันท่ี 21 ถึง 23 สิงหาคม 2556 ท่ีโรงแรม Plaza Athenee กรุงเทพมหานคร  

2. นำเสนอในรูปแบบปากเปล่าในการประชุมวิชาการระดับชาติ หัวข้อ 

“Osteoclast Biology;Its Roles in Dentistry” การประชุม Thai Society of Oral 

Biology ระหว่างวันท่ี 21 ถึง 23 พฤศจิกายน 2556 ท่ี Patong Paragon Resort 

& Spa จังหวัดภูเก็ต 

3. นำเสนอในรูปแบบปากเปล่าในการประชุมวิชาการระดับชาติ “Osteoclast 

Diseases, Lessons for Better Bone”  การประชุม The 6th Thailand 



 31 

Conference on Proteoglycans and Tissue Engineering  วันท่ี 14 มกราคม 

2557 ท่ีคณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ จังหวัดเชียงใหม่ 

4. นำเสนอในรูปแบบปากเปล่าในการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ หัวข้อ 

“Pushing Bone Up: an Application of Immunity” การประชุม The 3rd 

Thailand-Korea Mini Symposium on Integrated Materials Research วันท่ี 7 

มกราคม 2562 ท่ีโรงแรม Kantary Hills จังหวัดเชียงใหม่ 

 


	1
	2

