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Abstract 

Introduction: A Three-antibiotic combination (3Mix) has been widely used in 

regenerative endodontics. Recent studies recommend that the safety concentration of 

3Mix is in a range of 0.39 µg/mL-1 mg/mL for pulp tissue regeneration. However, the 

direct effect of 3Mix on human dental pulp cells and apical papilla cells has not been 

investigated. Therefore, the aim of this study was to determine the regenerative 

capacity of isolated human dental pulp cells and apical papilla cells (DPCs/APCs) 

after 7-day treatment with selected dose of 3Mix.  

Methods: Primary isolated human DPCs/APCs from the 3rd passage were 

divided into control and experimental groups. In the control group, cells were cultured 

in regular complete media. In the experimental group, cells were cultured in complete 

media containing 0.39 µg/mL of 3Mix for seven days. After the treatment period, the 

media were changed and the cells were further tested for proliferation and 
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differentiation potential. For cell proliferation, the colorimetric quantification of 3-[4, 

5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) was used at days 1, 

3, 5 and 7. For differentiation analysis, a dentinogenic differentiation medium was 

added into treated cells and then cultured for 7, 14 and 21 days. Results were analyzed 

using cell morphology, quantitative Alizarin-red S staining, and real time RT-PCR. 

Results: We found that the proliferative capacity of 0.39 µg/ml 3Mix-treated 

DPCs and APCs was significantly lower than that of untreated cells at all time points 

(P<0.05).  Mineralized nodule formation was found in both 3Mix-treated and control 

groups, but it was significantly less in the 3Mix-treated groups, compared with the 

control groups at 7, 14 and 21 days (P<0.01). Quantitative RT-PCR showed no 

statistically significant difference (95% CI) in BSP, ALP, and DMP-1 gene 

expression in either 3Mix-treated DPCs or APCs compared to control groups. 

Conclusions: Although low dose (0.39 µg/ml) of 3Mix does not have any 

effect on DPCs and APCs, it reduced those cellular proliferation and mineralization 

potential. In addition, it has no effect on dentinogenic gene expressions. These 

findings suggested that 3Mix, even at a very low concentration, there were negative 

effects on the proliferative capacity and mineralized matrix formation of DPCs and 

APCs in vitro. 
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บทคัดย่อ 

บทน า  ยาปฏิชีวนะผสมสามชนิด (ทรีมิกซ์) เป็นยาท่ีใช้อย่างแพร่หลายในงานวิทยาเอ็นโดดอนต ์
จากการศึกษาในปัจจุบนัแนะน าว่าการใช้ทรีมิกซ์ในความเขม้ขน้ท่ีปลอดภยัส าหรับงานการเจริญ
ทดแทนของเน้ือเยื่อนั้ นจะอยู่ในช่วง 0.39 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ถึง 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
อยา่งไรก็ตาม ผลกระทบโดยตรงของทรีมิกซ์ท่ีมีต่อเซลลเ์น้ือเยือ่ในและเซลลเ์น้ือเยือ่รอบปลายราก
ฟันมนุษยย์งัไม่มีผูท้  าการศึกษาจวบจนปัจจุบนั ดงันั้นจุดประสงค์ของการศึกษาน้ีเพื่อ ประเมิน
ความสามารถในการเจริญทดแทนของเซลลเ์น้ือในและเซลลเ์น้ือเยื่อปุ่มปลายรากฟันมนุษยภ์ายหลงั
จากการไดรั้บยาทรีมิกซ์เป็นระยะเวลา 7 วนั ณ ความเขม้ขน้ท่ีก าหนดไว ้

วธีิการทดลอง ใชเ้ซลล์เน้ือเยื่อในและเซลล์เน้ือเยื่อปุ่มปลายรากฟันมนุษยท่ี์แยกเด่ียวและเพาะเล้ียง
แบบปฐมภูมิ ณ พาสเสจท่ีสาม แบ่งกลุ่มออกเป็นกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง ส าหรับกลุ่มควบคุม 
เซลล์ทั้งสองชนิดจะถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์แบบปกติ ส่วนกลุ่มทดลอง เซลล์จะถูกเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเซลล์ท่ีผสมทรีมิกซ์ให้มีความเข้มข้น 0.39 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 7 วนั 
หลงัจากครบก าหนดเซลล์ทั้งสองชนิดจะถูกเปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลล์แบบปกติและน าไปศึกษา
ต่อในเร่ืองการเพิ่มจ านวนและการเปล่ียนสภาพของเซลล์ ในส่วนของการศึกษาเร่ืองการเพิ่มจ านวน
เซลล์จะใชก้ารวิเคราะห์โดยวิธีเอม็ทีทีของกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองท่ี 1, 3, 5 และ 7 วนั ส าหรับ
การศึกษาเร่ืองการเปล่ียนสภาพเซลล์จะท าการเล้ียงเซลล์ทั้ งสองชนิดทั้ งกลุ่มควบคุมและกลุ่ม
ทดลองต่อในอาหารเปล่ียนสภาพเซลล์เป็นเวลา 7, 14 และ 21 วนั จากนั้นท าการวิเคราะห์ผล
การศึกษาส่วนน้ีโดยใช้การวิเคราะห์รูปร่างเซลล์ การวดัเชิงปริมาณจากการยอ้มอลิเซอรินเรดเอส 
และการแสดงออกระดบัยนีส์ดว้ยรีลทาม อาร์ที-พีซีอาร์ เชิงปริมาณ 
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ผลการศึกษา หลงัจากเซลลท์ั้งสองชนิดไดรั้บทรีมิกซ์เป็นเวลา 7 วนั พบวา่เซลลท์ั้งสองชนิดในกลุ่ม
ทดลองท่ีมีทรีมิกซ์ 0.39 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมีความสามารถในการเพิ่มจ านวนของเซลล์ใน
อตัราการเพิ่มท่ีนอ้ยกวา่กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติในทุกจุดเวลาท่ีทดสอบ (P<0.05) การ
ผลิตปุ่มย่อยแร่ธาตุพอกพูนพบไดใ้นทั้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองของเซลล์ทั้งสองชนิดแต่ใน
กลุ่มทดลองจะพบได้น้อยกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.01) ในวนัท่ี 7, 14 และ 21 วนั จาก
การศึกษาในระดบัยนีส์ดว้ยการท ารีลทาม อาร์ที-พีซีอาร์เชิงปริมาณต่อการแสดงออกของยนีส์บีเอส
พี เอแอลพี และดีเอม็พีหน่ึง พบวา่การแสดงออกของยีนส์ทั้งสามชนิดไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (95% CI) ระหวา่งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองของเซลลท์ั้งสองชนิด  

สรุปผลการศึกษา แมว้า่ยาทรีมิกซ์ท่ีความเขม้ขน้ต ่า (0.39 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จะไม่มีความเป็น
พิษต่อเซลล์แต่ยาทรีมิกซ์มีผลให้ความสามารถในการเพิ่มจ านวนของเซลล์และการเปล่ียนสภาพ
เซลลเ์พื่อพอกพนูแร่ธาตุลดลง นอกจากน้ียาทรีมิกซ์ไม่ส่งผลกระทบต่อการแสดงออกระดบัยีนส์ใน
การสร้างเน้ือฟัน การศึกษาน้ีช้ีให้เห็นวา่แมว้า่ยาทรีมิกซ์ท่ีความเขม้ขน้ต ่ามากยงัคงส่งผลกระทบใน
แง่ลบต่อความสามารถในการเพิ่มจ านวนและการพอกพูนแร่ธาตุของเซลล์เน้ือเยื่อในและเซลล์
เน้ือเยือ่ปุ่มปลายรากฟันในสภาพแวดลอ้มเทียม 

 


