
APPENDICES



67

APPENDIX A



68



69



70

APPENDIX B



71



72



73

APPENDIX C

ใบยนิยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย (Informed consent form)

1. การตอบสนองของเส้นใยประสาทฟันต่อการอกัเสบของโพรง

โครงการวจิยั

อาจตดั

2. วตัถุประสงค์ของโครงการ

อาการปวด

3. วธีิการ

ร่วมโครงการแลว้ ท่านจะถูกสอบถามถึงประวติัของอาการปวดฟันและท่านจะตอ้งทาํการประเมิน
ระดั

การแพทย์ คือ
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-
-

-
ฟัน

การรักษาทาํโดยทนัตแพ
การถอนฟันหรือรักษาประสาทฟัน

4.

-

-
- การแพย้าชา
-

-

-

5.
ท่านจะไดรั้บแปรงสีฟัน 1

6. ค่าใช้จ่าย
ท่านตอ้งเ
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7.
หากท่านได้รับบาดเจ็บจากการเข้าร่วมโครงการ ท่านจะได้รับการดูแลรักษาโดยทนัต

แพทยเ์จา้ของไขต้ามความเหมาะสม

8. การรักษาความลบั
ขอ้มูลส่วนตวัของท่านจะไม่ไดรั้บการเปิดเผยโดยไม่ไดรั้บอนุญาตจากท่านก่อน

9.
อาจารย ์ทนัตแพทยห์ญิง อุบลวรรณ ธีระพิบูลย์
สาขาทนัตกรรมสาํหรับเด็ก ภาควชิาทนัตกรรมจดัฟันและทนัตกรรมสําหรับเด็ก คณะทนัต

แพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่
โทร (053) 944460-1

ทนัตแพทยห์ญิง อมรรัตน์ สุวรรณชยั
สาขาทนัตกรรมสาํหรับเด็ก ภาควชิาทนัตกรรมจดัฟันและทนัตกรรมสําหรับเด็ก คณะทนัต

แพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่
โทร (053) 944461

และท่านเขา้ใจ

.............................................................. .........................................
(............................................................) วนั / เดือน / ปี

(

.............................................................. ..........................................
(............................................................) วนั / เดือน / ปี

พยาน
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APPENDIX D

เอกสารคําแนะนําแก่ผู้ถูกวจัิยหรือผู้อนุญาต (Patient Information Sheet)

การตอบสนองของเส้นใยประสาทฟันต่อการอกัเสบของโพรงประสาทฟัน

วตัถุประสงค์ของการวจิัย

างใด
วิธีการโดยยอ่ในการทาํวิจยั คือ หลงัจากการถอนฟัน ทนัตแพทยจ์ะทาํการแบ่งฟันออกเป็นสองส่วน

1.5 มิลลิลิตรและนาํไปแช่ไวใ้น
ไนโตรเจน

1.5 มิลลิลิตรและแช่ไวใ้นไนโตรเจนเหลวโดยทนัที
-

80

ขอแสดงความนบัถือ
อ.ทพญ.อุบลวรรณ ธีระพิบูลย ์ (ผูว้ิจยั)
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APPENDIX E

WESTERN BLOT PROTOCOL

Equipment Required for Western blotting

 Western blotting setup

 Gel electrophoresis chambers

 Membrane transferring chamber

 Power supplies

 Polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes

 Water bath

 Orbital shaker

 Homogenizer

 Vibratome

Solutions for SDS-PAGE Western Blotting

 1.5M Tris; 0.4% SDS; pH to 8.8 with HCl (500ml)

 SDS 2.0 g

 Tris 90.9 g

 ddH2O 300 ml

Adjust pH to 8.8 and add more ddH2O to 500 ml

 0.5M Tris; 0.4% SDS; pH to 6.8 with HCl (500 ml)

 SDS 2.0 g
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 Tris 30.25 g

 ddH2O 300 ml

Adjust pH to 8.8 and add more ddH2O to 500 ml

 2X Sample Buffer

 Glycerol 2.0 ml

 SDS 6.0 g

 Tris 1.4 g

Adjust to 100 ml with ddH2O

 Loading buffer

 100 l of 10% 20-mercaptoethanol

 900 l of 2X sample buffer

 5 l of 8% bromophenol blue in ethanol

 10X Running Buffer ( 1L)

 Tris 30.3 g

 Glycine 144.2 g

 SDS 10.0g

Adjust to 1,000 ml with ddH2O

 10X Transfer Buffer (1L)

 Tris 30.3 g

 Glycine 144.2 g

Add 100 ml of 10X Blotting Buffer to 200 ml of methanol and 700 ml

of ddH2O to make 1L of 1X Blotting Buffer
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 10X TBST

 Tris 24.2 g

 NaCl 80 g

To make 1X TBST, add 100 ml of 10X TBST and 1 ml of Tween20 to

900 ml of ddH2O

 Blocking solution

 100 ml of 10X TBST

 900 ml of ddH2O

 5% non-fat dry milk

Preparation of SDS-PAGE

 10% Separating gels (2 gels)

 ddH2O 5 ml

 30% Acrylamide 4 ml

 1.5M Tris-HCl (pH8.8) 3 ml

 10% Ammonium persulfate 60 μl

 TEMED 15 μl

 4% Stacking gels (2 gels)

 ddH2O 3.5 ml

 30% Acrylamide 1 ml

 0.5M Tris-HCl (pH6.8) 1.5 ml

 10% Ammonium persulfate 50 μl

 TEMED 5 μl
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 After the separating gel reagent is poured, a small amount of isobutanol should

be added on top of the gel.

 Leave separating gel about 30 min

 After the gel is set, blot the isobutanol, wash with ddH2O, and blot it.

 Add stacking solution on top of the separating gel, and place the well-forming

comb very quickly, because stacking solution can set in 30 seconds after

addition of 10% Ammonium persulfate and TEMED.

 Leave stacking gel about 15 min and pull off the well-forming comb gently

Immunoblotting

Move gels into electrophoresis tank

Loading samples

Run gel at 90 volts for 10 minutes, then increase voltage to 120 volts for 90 minutes

Transfer gel to PVDF membrane at 90 volts, 90 minutes

Incubate membranes in Ponceau S staining about an hour

Wash in ddH2O until the background is clean

Block membrane with 5% non-fat dry milk in 0.1% TBST for 1 hour

on an orbital shaker

Discard the blocking solution

Add primary antibodies and incubate overnight at 4oC:
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 1:200 of rabbit polyclonal anti-sodium channel NaV1.8 in 10% non-fat dry

milk in 0.1% TBST

 1:200 of rabbit polyclonal anti-sodium channel NaV1.9 in 5% bovine serum

albumin in 0.1% TBST

 1:200 of rabbit polyclonal antibody to MMP-9 in 1% non-fat dry milk in 0.1%

TBST

 1:400 of rabbit polyclonal antibody to PGP9.5 in 10% non-fat dry milk in

0.1% TBST

 1:1,000 of rabbit monoclonal antibody to β-actin in 0.1% non-fat dry milk in

0.1% TBST

Wash the membranes with 0.1% TBST 6x5 minutes

Add 1:5,000 of goat anti-rabbit antibody conjugate horseradish peroxidase in

0.1% TBST for 1 hour on an orbital shaker

Wash the membranes with 0.1% TBST 6x5 minutes

ECL exposure to film

Mix reagent A and Reagent B 1:1

Pipette the mixed reagent on to the membrane

Incubate for 1 minute at room temperature

Place the membrane within the plastic wrap and gently smooth out air bubbles
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Place the wrap blots side up on an x-ray film cassette

Close the cassette and expose for 1 minute or up to the signal strength of protein

bands and apecificity of primary antibody

Develop the film immediately, fix and wash the film
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