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Abstract 

HMGB1 was originally identified as a nuclear protein with its major role involving 

transcriptional regulation. Recently, studies showed many interesting extracellular activity of 

HMGB1 as a pro-inflammatory cytokine as well as its role as a chemotactic agent and cell 

proliferation regulation in various cell types. These properties had made HMGB1 an 

important molecule in many inflammatory diseases. Periodontal disease is one of the most 

common inflammatory oral diseases which resulted in destruction of periodontal tissue. In 

this study, we treated HMGB1 to primary human gingival fibroblast (HGF) and periodontal 

ligament fibroblast (HPDLF) and determined their proliferation and migration responses. 

HMGB1 at 50 ng/ml induced proliferation of HGF but not HPDL after 6 days treatment as 

determined by MTT assay. Transwells experiment revealed HMGB1 to be chemotactic to 

both HGF and HPDLF. The cell numbers across the membrane was increased up to 273 and 

410% for HGF and HPDLF respectively. Since proliferation and migration are both crucial 

properties for tissue repair, HMGB1 seems to be a promising molecule for periodontal repair 

and regeneration. However, since HMGB1 also contained a pro-inflammatory activity , 

further studies are required in order to understand its molecular mechanism of regulation 

before it can be utilized successfully in a clinical situation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทคดัย่อ 

เอชเอม็จีบี1 ถูกคน้พบโดยการเป็นโปรตีนในนิวเคลียสท่ีมีบทบาทสาํคญัต่อการควบคุมการ

แสดงออกของยนี การศึกษาในระยะหลงัแสดงถึงบทบาทของเอชเอม็จีบี1 ท่ีอยูภ่ายนอกเซลล ์ทั้งในดา้นการ

เป็นสารอกัเสบ หรือผลต่อการเคล่ือนท่ีและการเพิ่มจาํนวนในเซลลห์ลายชนิด เอชเอม็จีบี1 จึงมีบทบาท

สาํคญัในโรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบต่าง ๆ โรคปริทนัตเ์ป็นโรคท่ีมีการอกัเสบภายในช่องปากท่ีพบได้

บ่อย ส่งผลต่อการทาํลายอวยัวะปริทนัต ์ในการศึกษาคร้ังน้ีไดศึ้กษาผลของเอชเอม็จีบี1 ต่อเซลลส์ร้างเสน้ใย

เหงือกและเซลลส์ร้างเสน้ใยเอน็ยดึปริทนัตม์นุษย ์ โดยติดตามการตอบสนองในดา้นการเพิ่มจาํนวนและการ

เคล่ือนท่ีของเซลล ์ เอชเอม็จีบี1 ในขนาด 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ส่งผลกระตุน้การเพิ่มจาํนวนของเซลล์

สร้างเสน้ใยเหงือก แต่ไม่ส่งผลต่อการเพิ่มจาํนวนเซลลส์ร้างเสน้ใยเอน็ยดึปริทนัต ์ เม่ือทาํการวดัผลดว้ยวิธี

เอม็ทีที การทดสอบการเคล่ือนท่ีของเซลลด์ว้ยทรานส์เวลลพ์บวา่เอชเอม็จีบี 1 ส่งผลกระตุน้การเคล่ือนท่ี

ของเซลลส์ร้างเสน้ใยทั้ง 2 ชนิด จาํนวนเซลลท่ี์เคล่ือนผา่นเมมเบรนมีจาํนวนเพ่ิมข้ึนคิดเป็นร้อยละ 273 และ 

410 สาํหรับเซลลส์ร้างเสน้ใยเหงือกและเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตม์นุษยต์ามลาํดบั เน่ืองดว้ยการเพิ่มจาํนวนและ

การเคล่ือนท่ีเป็นคุณสมบติัท่ีสาํคญัสาํหรับเซลลใ์นการซ่อมแซมเน้ือเยือ่ เอชเอม็จีบี1 จึงเป็นโมเลกลุท่ี

น่าสนใจต่อการซ่อมแซ่มและสร้างเน้ือเยือ่ปริทนัตใ์หม่ อยา่งไรกต็ามจากการท่ีเอชเอม็จีบี1 มีคุณสมบติัใน

การเป็นสารอกัเสบร่วมดว้ย การศึกษาถึงกลไกระดบัโมเลกลุในการควบคุมการแสดงออกของเอชเอม็จีบี1 

จึงมีความสาํคญัอยา่งยิง่ เพื่อการประยกุตใ์ชเ้อชเอม็จีบี1 ในทางคลินิกไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพต่อไป 
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Chapter 1 

Introduction 

 HMGB1, so called amphoterin, was discovered over 30 years ago as a nuclear protein 

(1). For a long time its major role involved maintaining nucleosome structure and regulation 

of gene transcription. HMGB1 consists of two consecutive L-shaped domains (called HMG 

boxes) and a 30 amino acid-long acidic ‘tail’ connected by short linkers. HMGB1 is amongst 

the most ubiquitous, abundant and evolutionarily conserved protein in eukaryotes (2,6). It 

shares 100% amino acid sequence between mouse and rat, and 98% between rodent and 

human (3). Later studies showed extracellular role of HMGB1 as a proinflammatory 

cytokine.  This role has opened up a new field of research of HMGB1 role in inflammatory 

diseases (2-4).   

HMGB1 can be secreted by some cell types. It can be actively released by 

macrophages/ monocytes in response to stimulation with exogenous bacterial endotoxin e.g. 

lipopolysaccharide (LPS) or endogenous proinflammatory cytokines (2-4). In addition to 

being actively released from activated innate immune cells, HMGB1 can also be passively 

released from necrotic or damaged cells. Once released, HMGB1 is able to activate several 

other cells involved in the immune response or inflammatory reaction. Therefore, HMGB1 

might be a critical molecule that allows innate immune cells both to response to injury, and to 

further induce inflammation (4,5). The cytokine activity of HMGB1 has been well-

documented in many cell types and tissues (6,7) such as macrophages/monocytes, endothelial 

cells, neutrophils, epithelial cells, dendritic cells, smooth muscle cells, brain, lung, joint and 

etc. More recently, HMGB1 has shown its ability to recruit cells and promote regeneration in 

many tissues such as heart, skeletal muscle and skin wound (7). 
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HMGB1 has an important role in several acute and chronic inflammatory diseases. 

However evidence of HMGB1 role on oral diseases is still limited. Gingivitis and 

periodontitis are common infectious oral diseases that led to inflammation of the gingiva and 

destruction of periodontal tissues. Attempts had been made to repair and regenerate these 

destroyed tissues. Proliferation and migration are important properties of the cells in order to 

repair and regenerate. In this study, we aimed to investigate the effect of HMGB1 on 

proliferation and migration of human gingival and periodontal ligament fibroblasts.  
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Chapter 2 

Reviewed literature 

In structure, HMGB1 consists of two consecutive L-shaped domains (called HMG 

boxes) and a 30 amino acid-long acidic ‘tail’ connected by short linkers (6,9). Later studies 

showed extracellular role of HMGB1 as a proinflammatory cytokine (2-4,6).  This role has 

opened up a new field of research of HMGB1 role in inflammatory disease such as sepsis, 

acute lung injury and arthritis (4,10,21).  

HMGB1 can be secreted by some cell types. It can be actively released by 

macrophages/ monocytes in response to stimulation with exogenous bacterial endotoxin e.g. 

lipopolysaccharide (LPS) or endogenous proinflammatory cytokines eg. tumour necrosis 

factor (TNF), interleukin 1β (IL-1β) and interferon gamma (IFN)-γ) (8,9). In addition to 

being actively released from activated innate immune cells, HMGB1 can also be passively 

released from necrotic or damaged cells (2,5,6). Once released, HMGB1 is able to activate 

several other cells involved in the immune response or inflammatory reaction. Therefore, 

HMGB1 might be a critical molecule that allows innate immune cells both to respond to 

injury, and to further induce inflammation (3,4,6,9). HMGB1 has been termed as a late 

mediator of endotoxin lethality, because its releasing is delayed by several hours compared 

with other proinflammatory cytokines that mediate shock and tissue injury (10). The cytokine 

activity of HMGB1 has been well-documented in many cell types and tissues such as 

macrophages/monocytes, endothelial cells, neutrophils, epithelial cells, dendritic cells, 

smooth muscle cells, brain, lung, joint and etc (6,9).  

 Apart from its cytokine activity, recent studies showed the ability of HMGB1 to affect 

cell proliferation as well as migration. This ability resulted in promoting tissue regeneration 
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in several systems. Ranzato et al. 2009 showed HMGB1 stimulate keratinocyte proliferation 

and promote cell migration in a transwell experiment. It also accelerated in vitro wound 

closure in a scratch wound assay (11). Palumbo et al. 2004 reported extracellular HMGB1 

induced both migration and proliferation of vessel-associated stem cells (mesoangioblasts) 

and played a role in muscle tissue regeneration (12). Decreased expression of T160, a 

member of HMGB1 group, by antisense RNA resulted in an impairment of mouse fibroblasts 

proliferation, providing evidence of its involvement in a basic cell function (13). For human 

mesenchymal stem cells, HMGB1 inhibited cell proliferation but promoted their migration 

and differentiation into osteoblast (14). HMGB1 was also important for skin wound repair. In 

vitro, it had chemotactic activity to skin fibroblasts and keratinocytes. Application of topical 

HMGB1 to the wounds enhanced arterile density, granulation tissue deposition and 

accelerated wound healing in diabetic mice experiment (15). Furthermore, HMGB1 was 

shown to stimulate several cells migration including human dendritic cells (8), rat smooth 

muscle cells (17), human monocyte (20), mouse neuroblastoma, mouse myoblast, mouse 

melanoma, rat glioma and human fibrosarcoma (18). 
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Chapter 3 

Material and methods 

Cell culture and reagent 

Human gingival and periodontal ligament fibroblasts (HGF and HPDL) were obtained 

from caries-free third molars extracted for orthodontic reasons at the Faculty of Dentistry, 

Srinakharinwirot University with the patients’ informed consent. The teeth were washed with 

sterile phosphate buffer saline (PBS) several times. The gingival tissues were gently removed 

from cervical area and the periodontal tissues were scraped from middle third of the roots by 

sterile surgical blades. HGF and HPDL were cultivated in Dulbecco’s modified eagle 

medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum (10%FCS-DMEM), 2mM L-

glutamine, 100IU /ml penicillin G, 100 IU/ml streptomycin. Cultures were maintained at 37 

°C in 5% CO2.  The medium and all supplements were from Gibco BRL (Carlsbad, CA, 

USA). HGF and HPDL were prepared from 3 donors and cells from passage 3 were used in 

the experiments. This study had been approved by the Research Ethic Committee, Faculty of 

Dentistry, Srinakharinwirot University. Human recombinant HMGB1 (rHMGB-1) were 

purchased from Sigma, USA, solubilized in sterile distilled water and kept at -20 °C until 

used. 

Proliferation assay by MTT method 

Cells (3,000 per well) were plated in 96-well-plates in 10% FCS-DMEM overnight to 

allow attachment. The next day, wells were washed 3 times with media and changed to 

serum-free DMEM (SF-DMEM). rHMGB-1 were treated to the cells at 1, 5, 10  and 50 ng/ml 

(3 wells per treatment). Sterile distilled water was used as a negative control. On day 6, 

media were changed to fresh DMEM (100 μl per well). Ten μL of MTT solution (5 mg/ml in 
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PBS) was added to each well and incubated for an additional 30 minutes at 37°C 5% CO2. 

The colored formazan product was then dissolved in 100 μL of DMSO and optical density 

read at 550 nm. Cells number was calculated according to a standard curve of cell numbers 

and converted to cell percentage (100% for control group) before analyzing the datas. 

Migration assay 

Cell migration assay was performed in Transwell chambers (6.5 mm in diameter, pore 

size: 8 µm, Corning Life Sciences, U.S.A). Cells were harvested using PBS-EDTA buffer 

and resuspended in DMEM containing 1% fetal calf serum (1% FCS-DMEM). The amounts 

of 120,000 cells were put into upper chamber of a 24-transwell chemotaxis chamber. 

rHMGB-1 was dissolved in 1% FCS-DMEM and put into the lower chamber (100 ng/ml in 

500 µl media). Fibroblast conditioned media were used as a positive control and steile 

distilled water in 1% FCS-DMEM was used as a negative control. The cultures were 

maintained at 37°C 5% CO2 for 16 hours. Cells on the upper surface of the membrane were 

removed with a cotton swab and cells migrated to the lower side were fixed with 4% 

formaldehyde and stained with 0.1% crystal violet. The membrane was visualized under 40X 

magnification of inverted microscope. Cell count was performed using Motic image analysis 

program. Four representative fields of vision were selected for each membrane. The 

experiment was performed 3 times separately. 

Statistically analysis 

Data were presented as mean± SD of triplicate assay. The statistical differences were 

analyzed by one-way ANOVA. Student’s t-test was used for paired comparisons.  A p-value 

of less than 0.05 was considered to be significant.  

 



7 

 

Chapter 4 

Results 

HMGB1 induced HGF proliferation but not HPDLF 

As shown in figure 1, HMGB1 at 50 ng/ml significantly induced proliferation of HGF 

as determined by MTT assay at day 6. HGF was increased to 171% percent in cell numbers 

as compared to the control (1A). HPDLF, however, did not show any changes in cell number 

as compared to the control group (1B). 

 

HMGB1 induced migration of HGF and HPDLF 

 As shown in figure 2, HMGB1 at 100 ng/ml clearly showed migratory stimulation of 

all the 2 cell types. HGF and HPDLF were strongly induced as seen by cell number across the 

membrane of up to 273 and 410 percent for HGF and HPDLF respectively.  

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

 

 

 

 

Figure 1 Proliferation assay by MTT analysis in HGF (1A.) and  HPDLF (1B.)  

Cells (3,000 per well) were plated overnight in a 96-well-plate. The next day, conditioned 
media were changed to SF-DMEM (100 ul/well). HMGB1 was treated to the cells at 
concentrations of 5, 10 and 50 ng/ml. Sterile distilled water was used as a control. After 6 
days, cultured media were discarded and MTT assay was performed. (* means statistically 
significant at p-value < 0.05) 
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Figure 2 Migration assay by transwell method for HGF (2B.) and HPDLF (2D.)  

Cells (120,000) were plated into the upper chamber of 6.5 mm transwell (8 um in pore size). 
Five hundred ul of chemoattractant (100 ng/ml of HMGB1) dissolved in 1%FCS-DMEM was 
put in the lower chamber. Sterile distilled water in 1%FCS-DMEM was used as a negative 
control and fibroblast conditioned medium was used as a positive control (data not shown). 
After 16 hours, cells on the upper side were wiped off and cells on the lower chamber fixed 
by methanol and stained with 0.1% crystal violet. 2A and 2D were example of the stained 
membrane under 40x magnification power of inverted microscope for HGF and HPDLF 
respectively. 

 

2A 

2D 

2C 

2B 

Negative control  

Negative control   HMGB1 100 ng/ml 
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Chapter 5 

Conclusion 

 HMGB1, originally defined as a nuclear protein, is now widely accepted as an 

important molecule extracellularly (2-4,6,9). Its major roles included proinflammatory 

cytokine as well as its effect on cells behaviors eg. proliferation and migration in various 

cells. In the study, we used 2 cell types, namely HGF and HPDLF, in order to represent 

periodontal tissues response to HMGB1. Periodontal disease is one of the most common oral 

diseases. It involved destruction of periodontium originating from inflammation of gingival 

tissue to loss of the tooth from its socket in the end. Attempts had been made to repair and 

regenerate these tissues including utilizing of specific bioactive substance or surgical bone 

graft etc. (22) 

 Many studies revealed HMGB1 is secreted from many types of cells under stressed 

condition (2,5,7,9). Once released extracellularly, HMGB1 in turn affected cells behaviors in 

several ways including cell proliferation and migration. It induced proliferation of 

keratinocyte, mesoangioblast (11,12). On the contrary, proliferation inhibition was also seen 

in human mesenchymal stem cell (14). For migration, however, reports had mostly been 

shown on a stimulatory effect in skin fibroblast, mesoangioblast, human mesenchymal stem 

cell, human dendritic cell etc (12,14,15,16). 

 In our present study, the 2 cell types showed different responses to HMGB1 in terms 

of proliferation. Only HGF showed proliferation stimulation by HMGB1.The difference 

between the 2 fibroblast lines was not surprising. Although both being fibroblast in nature, 

evidences supported some characteristic differences between the 2 lines. Somerman et al. 

1988 compared in vitro character of the human gingival and periodontal ligament fibroblast. 
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Although both harboring the ability to stimulate periodontal regeneration, some differences in 

terms of protein pattern, collagen production and alkaline phosphatase activity (23). 

However, the 2 cells showed migratory stimulation by HMGB1. 

 Since proliferation and migration are both essential properties for cells to repair and 

regenerate. HMGB1 seems a promising molecule for periodontal regeneration in the future. 

Overall, what we have learned so far from our own study as well as others about HMGB1 is 

that it is released from damaged cells or cells under stress. Once extracellularly, HMGB1, in 

turn, affect cells behaviors including proliferation and migration. These abilities might be 

beneficial for tissue repair and regeneration. However, since extracellular HMGB1 also acted 

as a proinflammatory cytokine (3,6), over expression might led to inflammatory reaction and 

destruction of the tissue itself. Thorough understanding of HMGB1 molecular mechanism is 

an essential key before this molecule could be successfully utilized in clinical situation in the 

future. 
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Glossary 

 HMGB1     เอชเอม็จีบี1 

Periodontium     อวยัวะปริทนัต ์

Periodontal disease     โรคปริทนัต ์

Proliferation      การเพ่ิมจาํนวน  

Migration     การเคล่ือนท่ี 

Human gingival fibroblast   เซลลส์ร้างเส้นใยเหงือกมนุษย ์

Human periodontal ligament fibroblast เซลลส์ร้างเส้นใยเอน็ยดึปริทนัตม์นุษย ์

Stimulation     การกระตุน้ 

Inhibition     การยบัย ั้ง 

Control group     กลุ่มควบคุม 
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บทสรปุผูบ้ริหาร 
ช่ือโครงการ 

ผลของเอชเอม็จีบี1 ต่อการเพิ่มจาํนวนและเคล่ือนท่ีของเซลลส์ร้างเส้นใยเหงือกและ 

เอน็ยดึปริทนัต ์

HMGB1 effect on proliferation and migration of gingival and periodontal ligament fibroblasts 
 
วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 

เพื่อศึกษาถึงผลของโปรตีนเอชเอม็จีบี1 ต่อการเพิ่มจาํนวนและการเคล่ือนท่ีของเซลลส์ร้างเส้นใย
เหงือและเซลลส์ร้างเสน้ใยเอน็ยดึปริทนัต ์
 

ท่ีมาของการวิจยั  

เอชเอม็จีบี1 (High molecular group box protein1 : HMGB1) เป็นโปรตีนซ่ึงไดรั้บการคน้พบคร้ัง
แรกเม่ือประมาณ 30 ปีท่ีแลว้ โดยพบเป็นโปรตีนท่ีอยูใ่นนิวเคลียส  และมีบทบาทต่อการแสดงออกของดี
เอน็เอ (1)  ในการศึกษาระยะต่อมาพบวา่เอชเอม็จีบี1 ไม่ไดจ้าํกดัหรือมีบทบาทเฉพาะภายในเซลล ์  แต่
สามารถพบไดใ้นเน้ือเยือ่ต่าง ๆ และถูกหลัง่ออกจากเซลลไ์ดโ้ดยเซลลห์ลายชนิด  เอชเอม็จีบี1 ถูกหลัง่
ออกมาอยา่งชา้ ๆ  ( passively secreted) จากเซลลท่ี์ถูกทาํลายหรือเกิดการตายแบบนีโครซิส (necrosis) และ
หลัง่ออกมาอยา่งรวดเร็วจากแมคโครฟาจ (macrophage) และโมโนไซท ์(monocyte) ซ่ึงการหลัง่ของเอชเอม็
จีบี 1 น้ีส่งผลกระตุน้ปฏิกิริยาการอกัเสบใหเ้กิดตามมา (2) ไดมี้การศึกษาหลายงานท่ีแสดงถึงบทบาทของ
เอชเอม็จีบี1 ในโรคและสภาวะท่ีเก่ียวพนักบัการอกัเสบ รวมถึงโรคไขขอ้อกัเสบ (arthritis), ปอดอกัเสบ 
(pneumonia) และภาวะสารพิษในเลือด (endotoxemia) (2,3)  อยา่งไรกต็ามนอกไปจากบทบาทในดา้นการ
กระตุน้การอกัเสบแลว้ ยงัพบบทบาทดา้นอ่ืน ๆ ของเอชเอม็จีบี1 กล่าวคือ เอชเอม็จีบี1 สามารถกระตุน้การ
เคล่ือนท่ี (migration) ของเซลลห์ลายชนิด รวมถึงเซลลก์ลา้มเน้ือเรียบของหนู, เดนดริติกเซลล ์ (dendritic 
cell), โมโนไซท,์ เซลลส์ร้างเสน้ใย (5-9)  และกระตุน้การเจริญของเซลล ์ mesoangioblast (10) ซ่ึงผล
การศึกษาเหล่าน้ีแสดงถึงบทบาทในดา้นบวกของเอชเอม็จีบี1 ต่อการช่วยในการหายของแผลได ้ (wound 
healing) กล่าวโดยสรุปกคื็อ เอชเอม็จีบี1 มีบทบาทเป็นไซโตไคน์อกัเสบท่ีก่อใหเ้กิดการบาดเจบ็ การอกัเสบ
ของเน้ือเยือ่ และกระตุน้การเปล่ียนแปลงทางระบบไดใ้นหลายลกัษณะ ทั้งในหอ้งปฏิบติัการและใน
สตัวท์ดลอง  
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โรคปริทนัตเ์ป็นโรคในช่องปากท่ีเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีสาํคญั โรคปริทนัตน์ั้นมีเช้ือโรคเป็น
สาเหตุเร่ิมตน้ ก่อใหเ้กิดสภาวะเหงือกอกัเสบ (gingivitis)   แต่การลุกลามไปสู่การเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบ 
(periodontitis) นั้น  ข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายประการ ท่ีสาํคญัไดแ้ก่การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัของแต่
ละบุคคลต่อส่ิงกระตุน้ดว้ย การเกิดการอกัเสบของอวยัวะปริทนัตน้ี์จะตามมาดว้ยการเกิดการทาํลายเน้ือเยือ่
ปริทนัตแ์ละกระดูกเบา้ฟัน  นาํไปสู่การสูญเสียฟันในท่ีสุด  การรักษาท่ีทาํอยูใ่นปัจจุบนัคือการกาํจดัเช้ือโรค
ท่ีเป็นสาเหตุโดยการขดูหินนํ้าลาย  เกลารากฟัน  โดยอาจร่วมดว้ยการใหย้าปฏิชีวนะในบางกรณี 

การศึกษาท่ีผา่นมาของกลุ่มผูว้ิจยั พบวา่เอชเอม็จีบี1สามารถสร้างไดจ้ากเซลลส์ร้างเสน้ใยเหงือก 
เอน็ยดึปริทนัต ์และโพรงประสาทฟัน การกระตุน้เซลลเ์หล่าน้ีดว้ยไลโปโพลีแซคคาไรดจ์ากเช้ือ Escheritia 
coli (E.coli) และเช้ือ Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) ส่งผลเพิ่มการสร้างเอช็เอม็จีบี1มากข้ึน 
(ทุนรายไดม้หาวิทยาลยัปี 2548 รอบ 2 และทุนรายไดม้หาวิทยาลยัปี 2550) การศึกษาในคร้ังน้ีจะศึกษาถึงผล
ของเอชเอม็จีบี1 ต่อการเพิ่มจาํนวนและการเคล่ือนท่ีของเซลลส์ร้างเสน้ใยเหงือกและเอน็ยดึปริทนัต ์ องค์
ความรู้ท่ีไดจ้ะช่วยใหม้องเห็นภาพโดยรวมของเอชเอม็จีบี1 ต่อเซลลข์องอวยัวะปริทนัตม์ากข้ึน อนัจะนาํไป
เป็นแนวทางเพ่ือการพฒันาการรักษาโรคปริทนัตต่์อไปในอนาคต 

1. A new group of chromatin-associated proteins with a high content of acidic and basic 
amino acids.Goodwin GH et al. Eur J Biochem. 1973;38:14-19 

2. HMGB1 is a potent trigger of arthritis, Andersson U, Erlandsson-Harris H. J Intern 
Med. 2004 Mar;255(3):344-50.  

3. The cytokine activity of HMGB1--extracellular escape of the nuclear protein. Sun 
NK, Chao CC. Chang Gung Med J. 2005 Oct;28(10):673-82.  

4. The high mobility group (HMG) boxes of the nuclear protein HMG1 induce 
chemotaxis and cytoskeleton reorganization in rat smooth muscle cells. Degryse B, 
Bonaldi T, Scaffidi P, Müller S, Resnati M, Sanvito F, Arrigoni G, Bianchi ME.J 
Cell Biol. 2001 Mar 19;152(6):1197-206. 

5. High-mobility group box 1 protein in human and murine skin: involvement in wound 
healing. Straino S, Di Carlo A, Mangoni A, De Mori R, Guerra L, Maurelli R, 
Panacchia L, Di Giacomo F, Palumbo R, Di Campli C, Uccioli L, Biglioli P, Bianchi 
ME, Capogrossi MC, Germani A. J Invest Dermatol. 2008 Jun;128(6):1545-53. 

6.  Regulation of cell migration by amphoterin. Fages C, Nolo R, Huttunen HJ, 
Eskelinen E, Rauvala H. J Cell Sci. 2000 Feb;113 ( Pt 4):611-20. 
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7. Cells migrating to sites of tissue damage in response to the danger signal HMGB1 
require NF-kappaB activation. Palumbo R, Galvez BG, Pusterla T, De Marchis F, 
Cossu G, Marcu KB, Bianchi ME. J Cell Biol. 2007 Oct 8;179(1):33-40. 

8. High mobility group box-1 protein induces the migration and activation of human 
dendritic cells and acts as an alarmin. Yang D, Chen Q, Yang H, Tracey KJ, Bustin 
M, Oppenheim JJ. J Leukoc Biol. 2007 Jan;81(1):59-66.  

9. Regulation of monocyte migration by amphoterin (HMGB1). Rouhiainen A, Kuja-
Panula J, Wilkman E, Pakkanen J, Stenfors J, Tuominen RK, Lepäntalo M, Carpén 
O, Parkkinen J, Rauvala H. Blood. 2004 Aug 15;104(4):1174-82.  

10. Extracellular HMGB1, a signal of tissue damage, induces mesoangioblast migration 
and proliferation. Palumbo R, Sampaolesi M, De Marchis F, Tonlorenzi R, 
Colombetti S, Mondino A, Cossu G, Bianchi ME. J Cell Biol. 2004 Feb 
2;164(3):441-9.  

11. The lack of chromosomal protein Hmg1 does not disrupt cell growth but causes 
lethal hypoglycaemia in newborn mice. Calogero S, Grassi F, Aguzzi A, Voigtländer 
T, Ferrier P, Ferrari S, Bianchi ME. Nat Genet. 1999 Jul;22(3):276-80. 

12. Expression of HMGB1 during tooth development. Sugars R, Karlström E, 
Christersson C, Olsson ML, Wendel M, Fried K. Cell Tissue Res. 2007 
Mar;327(3):511-9.  

13. Human gingival fibroblasts release high-mobility group box-1 protein through active 
and passive pathways. Feghali K, Iwasaki K, Tanaka K, Komaki M, Machigashira 
M, Ishikawa I, Izumi Y. Oral Microbiol Immunol. 2009 Aug;24(4):292-8. 

 

การดาํเนินงานและผลงานท่ีได้รบัจากการวิจยั (โดยสงัเขป) พร้อมภาพประกอบ 
 ทาํการเพาะเล้ียงเซลลส์ร้างเสน้ใยเหงือกและซลลส์ร้างเสน้ใยเอน็ยดึปริทนัตใ์น

หอ้งปฏิบติัการจากผูป่้วยท่ีมารับการถอนฟันท่ีคณะทนัตแพทยศาสตร์ มศว จาํนวน 3 ราย โดยไดรั้บความ
ยนิยอม และงานวิจยัน้ีไดผ้า่นการพิจารณาจากคณะอนุกรรมการพิจารณาจริยธรรมในงานวิจยั คณะทนัต
แพทยศาสตร์เป็นท่ีเรียบร้อยแลว้ ในส่วนแรกเป็นการศึกษาการเพิ่มจาํนวนเซลล ์ ทาํโดยการเพาะเล้ียงเซลล์
ในสภาวะท่ีมีโปรตีนเอชเอม็จีบี1 (จากบริษทั Sigma) ในขนาด 5, 10 และ 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 
เป็นเวลา 6 วนั และวดัจาํนวนเซลลด์ว้ยวธีิเอม็ทีที ส่วนท่ีสองเป็นการวดัการเคล่ือนท่ีของเซลลโ์ดยใชว้ิธีท
รานส์เวลล ์ใชเ้อชเอม็จีบี1 ในขนาด 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ผลท่ีพบวา่เอชเอม็จีบี1 ในขนาด 50 นาโน
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กรัมต่อไมโครลิตรส่งผลกระตุน้การเพิ่มจาํนวนของเซลลส์ร้างเสน้ใยเหงือก แต่ไม่กระตุน้การเพ่ิมจาํนวน
ของเซลลส์ร้างเสน้ใยเอน็ยดึปริทนัต ์ดงัแสดงในรูปท่ี 1 สาํหรับการเคล่ือนท่ีของเซลล ์พบวา่เอชเอม็จีบี1 ใน
ขนาด 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ส่งผลกระตุน้การเคล่ือนท่ีของเซลลท์ั้ง 2 ชนิด ดงัแสดงในรูปท่ี 2 

 

 
 

   
 
 
Figure 1 Proliferation assay by MTT analysis in HGF (1A.) and  HPDLF (1B.)  
Cells (3,000 per well) were plated overnight in a 96-well-plate. The next day, conditioned 
media were changed to SF-DMEM (100 ul/well). HMGB1 was treated to the cells at 
concentrations of 5, 10 and 50 ng/ml. Sterile distilled water was used as a control. After 6 
days, cultured media were discarded and MTT assay was performed. (* means statistically 
significant at p-value < 0.05) 

 

 

 

1A 

1B 
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Figure 2 Migration assay by transwell method for HGF (2B.) and HPDLF (2D.)  
Cells (120,000) were plated into the upper chamber of 6.5 mm transwell (8 um in pore size). 
Five hundred ul of chemoattractant (100 ng/ml of HMGB1) dissolved in 1%FCS-DMEM was 
put in the lower chamber. Sterile distilled water in 1%FCS-DMEM was used as a negative 
control and fibroblast conditioned medium was used as a positive control (data not shown). 
After 16 hours, cells on the upper side were wiped off and cells on the lower chamber fixed 
by methanol and stained with 0.1% crystal violet. 2A and 2D were example of the stained 
membrane under 40x magnification power of inverted microscope for HGF and HPDLF 
respectively. 
 

2A 

2C 

2D 

2B 

Negative control  

Negative control  

HMGB1 100 ng/ml 

HMGB1 100 ng/ml 
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การนําผลงานวิจยัไปประยกุตใ์ช้ 

 ความรู้ท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีเป็นองคค์วามรู้พื้นฐาน แสดงใหเ้ห็นวา่เอชเอม็จีบี1 ส่งผลต่อการ
เพิ่มจาํนวนและการเคล่ือนท่ีของเซลลส์ร้างเสน้ใยเหงือก และเอน็ยดึปริทนัตม์นุษย ์ซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ี
สาํคญัต่อการซ่อมแซมเน้ือเยือ่ปริทนัต ์ในอนาคตหากมีความเขา้ใจเก่ียวกบักลไกการทาํงานของเอชเอม็จีบี1 
เพิ่มมากข้ึน อาจนาํไปสู่การประยกุตใ์ชใ้นการซ่อมแซมเน้ือเยือ่ปริทนัตใ์นคลินิกได ้
 

ผลงานวิจยั/ผลผลิต ส่ิงประดิษฐ ์นวตักรรม หรืออ่ืน ๆ ท่ีได้จากการทาํวิจยั  
และมี Impact ต่อสงัคม, ประเทศชาติได้รบัประโยชน์อะไร 
 โรคปริทนัตเ์ป็นโรคในช่องปากท่ีพบไดม้ากในประชากรท่ีมีอายสูุงข้ึน เป็นผลใหเ้กิดการสูญเสีย
ฟันไปในท่ีสุด การประยกุตใ์ชใ้นอนาคตจะนาํไปสู่การบูรณะเน้ือเยือ่ปริทนัตท่ี์มีประสิทธิภาพต่อไป 
 

ปัญหาและอปุสรรคท่ีเกิดขึน้จากการทาํวิจยั 
 - 

ความคิดเหน็และข้อเสนอแนะ 
 - 

งานวิจยัท่ีคาดว่าจะดาํเนินการต่อไป 
- การศึกษาถึงผลของเอชเอม็จีบี1 ต่อเซลลก์ระดูกเบา้ฟัน ซ่ึงเป็นหน่ึงในอวยัวะปริทนัต ์ความรู้ท่ี

ไดจ้ะช่วยเติมเตม็ความเขา้ใจถึงบทบาทของเอชเอม็จีบี1 ต่ออวยัวะปริทนัตย์ิง่ข้ึน 
- การศึกษาถึง pathway ภายในเซลลท่ี์ส่งผลต่อการเพิ่มจาํนวน หรือการเคล่ือนท่ีตอบสนองต่อ

การกระตุน้ดว้ยเอชเอม็จีบี1 

คณะผูท้าํวิจยั 

1. ช่ือสกลุ ผศ.ทพญ.ดร.นิรดา ธเนศวร   หัวหน้าโครงการวจัิยผู้รับทุน 
สังกดั คณะทนัตแพทยศาสตร์  

มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 
ท่ีตั้ง 114 สุขมุวิท 24 เขตวฒันา กรุงเทพ 10110 
โทรศพัทท่ี์ทาํงาน02-6641000 ต่อ 5126   โทรสาร 02-6641882 
อีเมลล ์nirada@swu.ac.th 

2. ช่ือสกลุ รศ.ทพ.ดร.ณรงศกัด์ิ เหล่าศรีสิน  
สังกดั คณะทนัตแพทยศาสตร์  
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ท่ีตั้ง 114 สุขมุวิท 24 เขตวฒันา กรุงเทพ 10110 
โทรศพัทท่ี์ทาํงาน02-6641000 ต่อ 5111   โทรสาร 02-6641882 
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