
บทที 2

อุปกรณ์และวิธึวิจัย

2.1 สัตว์ทดลอง

หนูขาว (Rat) พันธุ Wistar เพศผู้ นํ้าหนักประมาณ 180-220 กรัม จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ 

มหาวิทยาสัยมหิดล ตำบลศาลายา อำเภอนครชัยศรี จังหวัดนครปฐม เลียงด้วยอาหารสำเร็จรูป

2.2 เค'รองมือ

2.2.1 Heidolph homoginizer (Type S0203 RZR 2)

2.2.2 Hitachi high speed refrigerated centrifuge Himac SCR 20 B, Rotor model RPR- 

18-3

2.2.3 Clark’s oxygen electrode

2.2.4 Oxygen monitor (YSI model 5300)

2.2.5 Strip chart recorder (Gilson model N2)

2.2.6 Spectrophotometer (Ultrospec II)

2.2.7 pH meter

2.3 สารเคมึ

2.3.1 eu  763-10-01, eu  763-14-07 และ eu  763-14-10 ได้รับความเอื้อฟ้อ'จาก ผศ.ดร. 

ชำนาญ ภัตรพานิช อาจารย์ประจำภาควิชาเภสัชเคมี คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาสัย

2.3.2 สับลเต?ทสำหร์บเอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดล ซ้ือจากบริษัท Sigma Chemical

5-hydroxytryptamine creatinine sulphate complex สำหรับ MAO-A 

benzylamine hydrochloride สำหรับ MAO-B

tyramine hydrochloride สำหรับเอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดสทงลองชนิด
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2.3.3 Irreversible inhibitor ซือจากบริษัท Sigma Chemical

clorgyline hydrochloride ลำหรับ MAO-A 

selegiline hydrochloride ลำหรับ MAO-B

pargyline hydrochloride ลำหรับเอนไซมีโมโนเอมีนออกซิเดลท้ังลองชนิด

2.3.4 ลารเคมีอื่นๆ ท่ีซ้ือจากบริษัท Sigma Chemical

Bovine serum albumin 

Cupric sulphate 

Dimethy sulfoxide(DMSO)

Ethyleneglycol-bis-(P-aminocethyl ether) N,N,N,N,-tetraacetic acid (EGTA) 

Folin & Ciocalteu ‘ร phenol reagent 

Potassium hydroxide 

Rotenone

Sodium phosphate monobasic 

Sodium phosphate dibasic 

Sodium potassium ta date 

Sucrose

2.3.5 ลารเคมีท่ีซ้ือจากบริษัท E.Merck, Darmstadt 

Hydrochloric acid 

Sodium carbonate

2.4 การเตรียมสารเคมี

Isolated medium

-0.25 M sucrose + 1 mM EGTA

sucrose 42.7875 กรัม นำมาละลายนํ้ากลั่น เติม stock solution ของ 0.25 EGTA 

2 มิลลิลิตร ปรับ pH ของสารละลายให้เท่ากับ 7.2 ด้วยลารละลาย 1 N hydrochloric acid และ 0.3 N 

potassium hydroxide จากนั้นปรับปริมาตรด้วยนํ้ากล่ันจนครบ 500 มิลลิลิตร เก็บ1ใว้ในดู้เย๊ัน
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-0.25 M sucrose

sucrose 42.7875 กรัม นำมาละลายนํ้ากลั่น ปรับ pH ของสารละลายให้เท่ากับ 7.2 

ด้วยสารละลาย 1 N hydrochloric acid และ 0.3 N potassium hydroxide จากนํนปรับปริมาตรด้วย 

น้ํากล่ันจนครบ 500 มิลลิลิตร เก็บไว้ในตู้เย็น

- 0.25 M EGTA stock solution

EGTA 4.755 กรัม ละลายด้วยนํ้ากลั่น ใช้ potassium hydroxide ช่วยในการละลาย 

ปรับ pH ของสารละลายเป็น 7.2 ด้วยสารละลาย 1 N hydrochloric acid และ 0.3 N potassium 

hydroxide จากน้ันปรับปริมาตรด้วยนํ้ากล่ันจนครบ 50 มิลลิลิตร เก็บไว้ในตู้เย็น

Sodium phosphate buffer, pH 7.4 (incubation medium)

sodium phosphate monobasic 0.0300 กรัม และ sodium phosphate dibasic 

0.0500 กรัม ละลายด้วยนํ้ากล่ัน นำมาผสมรวมกัน แล้วปรับ pH ของสารละลายเป็น 7.4 ด้วยสาร 

ละลาย 1 N hydrochloric acid และ 0.3 N potassium hydroxide จากนันปริบปริมาตรด้วยนำกลันจน 

ครบ too มิลลิลิตร เตริยมใช้ให้หมดในการทดลองแต่ละครั้ง

สารละลายท่ีใช้ในการหาปริมาณโปรตีน

- Alkaline copper reagent ประกอบด้วย 0.5% copper sulphate ในสารละลาย 1% w/v 

potassium tartrate และ 10% sodium carbonate ในสารละลาย 0.5 N sodium hydroxide ในอัตรา 

ส่วน 1: 10 v/v

การเต?ยมจะเตริยมเป็น stock solution ของ 1% copper sulphate, 2% potassium 

tartrate, 20% sodium carbonate และ 1 N sodium hydroxide เมือจะใช้จึงนำสารละลายทีได้จาก 

การผสม 1% copper sulphate 1 มิลลิลิตร กับ 2% potassium tartrate 1 มิลลิลิตร มาผสมรวมเช้า 

กับสารละลายที่ได้จากการผสม 20% sodium carbonate 10 มิลลิลิตร กับ 1 N sodium hydroxide 

10 มิลลิลิตร

- Folin phenol reagent

เตรียมได้จากการเจือจาง Folin & Ciocalteu’ ร phenol reagent ด้วยนำกลันในอัตราส่วน 

1/10 v/v ซ่ึงต้องเตรียมใช้ทันที
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eu 763-10-01 และ eu 763-14-07 รวมท้ังลารเคมีส่วนใหญ่ละลายด้วยนํ้ากลั่นลามครง 

(distilled water) ส่วน eu 763-14-10 และ rotenone จะละลายด้วย DMSO ปรับ pH ด้วยลารละลาย 

potassium hydroxide และ hydrochloric acid เก็บ,ใ'Tiwตู้เย็น

2.5 การเตรึยมไมโตคอนเดรึยจากตันหนูขาว

เตรียมโดยใช้วิธีของ Hogeboom (1955) ซ่ึง Myers และ Slater (1957) เป็นผู้บรรยายและดัด 

แปลงเพียงเล็กน้อย ในการทำวิจัยน้ีจะใช้ไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาวเป็นแหล่งของเอนไซม์โมโนเอมีน 

ออกชิเดล เน่ืองจากเป็นเอนไซม์ท่ีผ่งตัวอยู่ท่ีผนังซนนอกของไมโตคอนเดรีย โดยขนตอนการเตรียมแบ่ง 

เป็น 2 ขนตอน

ขันตอนท่ี 1 การเตรียม liver homogenate

การเตรียมโดยทำให้หนูตายท้นทีด้วยการทำ cervical dislocation ผ่าผนังหน้าท้องแล้วรีบตัด 

แยกตับมาล้างด้วย isolation medium ซึ่งประกอบด้วย 0.25 M sucrose และ 1 mM EGTA (pH 7.2) 

ที่เย็นจัดประมาณ 2-3 คร้ัง จากน้ันตัดตับเป็นช้ินเล็กๆด้วยกรรไกร ล้างด้วย medium จนหมดเลือด 

แล้วเติม medium ลงไปประมาณ 60-70 มล. นำไป homogenize ด้วย Heidolph homogenizer type 

50203 RZR 2 ในช้ินตอนน้ีจะได้ liver homogenate ประมาณ 60-70 มล. ซึ่งตลอดเวลาการเตรียมตับ 

และไมโตคอนเด?ยจะแช่อยู่ใน medium ท่ีบรรจุอยู่ในภาชนะท่ีแช่ในน้ีาแข็ง (ice-cold) ให้เย็นอยู่ตลอด 

เวลา

ขันตอนท่ี 2 การป่นแยกไมโตคอนเด?ยจาก liver homogenate

นำ liver homogenate ท่ีได้จากขันตอนท่ี 1 มาป่นแยกตามหลัก differential centrifugation 

โดยเคร่ือง Hitachi High Speed Refrigerated Centrifuge Himac Model CR 20B 3 โดยใช้ rotor 

model RPR-18-3 ตงอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเชียล ทำการป่นแยกทั้งหมดลามครั้งด้วยความเร็ว 600 g, 

4,500 g และ 13,000 g ตามลำดับ ดังแผใ4ภาพในรูปท่ี 14
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Rat liver homogenate

600 g, 5 min Pellets (nuclei, rbc., cell debries, etc.)

\]/

Supernatant

(mitochondria, microsome, etc.)

4,500 g, 10 min supernatant (microsomes, 

lysosomes, macromolecules, etc.)

V

Pellets

(mitochondria fraction)

Resuspended in 0.25 M sucrose 

and gentled hand homogenization

13,000 g, 10 min

Pellets (mitochondria)

รูปท่ี 14 แลดงข้ันตอนการป่นแยกไมโตคอนเดรย จาก rat liver homogenate โดย differential

centrifugation
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จากรูป pellets ที่ได้จากการปันครงสุดท้ายจะเห็นแยกเป็นสองช้ันอย่างชัดเจน ช้ันบนเป็นลี 

ชมพูเกาะกันอยู่อย่างหลวมๆ คือช้ันของไมโครโซม ส่วนชั้นล่างมีลีนํ้าตาลเกาะกันแน่นกว่า คือช้ันของ 

ไมโตคอนเดรีย รนส่วนที่เป็นของเหลวทิ้งไปและล้างส่วนของไมโครโซมออกให้หมดด้วย 0.25 M 

sucrose จนเหลือแต่ส่วนของไมโตคอนเดรีย แล้ว resuspended อีกคร้ังด้วย 0.25 M sucrose 

ประมาณ 2-3 มล. บดเบาๆด้วยมือใน glass homogenizer จะได้ mitochondria suspension เพีอใช้ใน 

การทดลอง ความเข้มข้นของไมโตคอนเดรียคิดเป็นปริมาณโปรตีน 30-60 มก./มล. ไมโตคอนเดริยท่ีได้ 

จะเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเป็นเวลา า-2 วัน ก่อนนำมาวัดสมรรถนะของเอนไซม์ เมือจะใช้ 

จึงนำไปทำให้ละลายและแช่ไว้ในน้ีาแข็งตลอดเวลาท่ีทำการทดลอง

2.6 การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย

เน่ืองจากสมรรถนะของเอนไซม์ในการทดลองแต่ละคร้ังข้ึนกับปริมาณหรือความเข้มข้นของ 

เอนไซม์จึงจำเป็นต้องหาปริมาณหรือความเข้มข้นของไมโตคอนเดรืยท่ีใช้ในการทดลองแต่ละคร้ัง ใน 

หน่วยของโปรตีนเป็นมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือนำมาใช้ในการเปรียบเทียบ

การหาปริมาณโป?ตีนของไมโตคอนเด?ยในการวิจัยน้ีใช้วิธีของ Lowry และคณะ(1951)ซ่ึงดัด 

แปลงเพ่ิมเติมโดย Miller (1959) โดยมืหลักการคือให้โปรตีนในไมโตคอนเดรืยทำปฏิกิริยากับ copper 

sulphate (CuS04) ในลา?ละลายด่าง เกิดลา?ประกอบเชิงช้อนท่ีมืลีน้ําเงิน ซ่ึงสามารถวัดค่าการดูด 

กลืนแลงได้ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง spectrophotometer (Ultraspec II) นำค่าท่ีได้ 

ไปเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard curve ทีใช้ bovine serum albumin (BSA) ในช่วงความเข้ม 

ข้นท่ีครอบคลุมค่าความเข้มข้นของตัวอย่างเป็นโปรตีนมาตรฐาน

ช้ันตอนการหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรืยมืดังน้ี

1 . เจือจาง mitochondrial suspension 10ไมโครลิตร ด้วยนำกลัน 3 มิลลิลิตร 

(อัตราส่วน 1:300)

2. นำไมโตคอนเดรืยท่ีเจือจางแล้วจากข้อ1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม alkaline copper 

reagent 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันท้ิงไว้นาน 10 นาที ในกรณี blank ใช้น้ํากล่ันแทนไมโตคอนเดรืย 

ส่วน standard curve ใช้ bovine serum albumin ความเข้มข้น 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 และ

0.30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรแทน
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3. เติม Folin phenol reagent ที่เจือจางแล้วปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในข้อ 2 ผลมให้ 

เข้ากัน นำไปแซ่ใน water bath ที่ควบคุมอุณหภูมิไว้ท่ี 50 องศาเซลเชียล นาน 10 นาที แล้วต้ังท้ิงไว้ให้ 

เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง

4. วัดค่าการดูดกลืนแลงที'ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร

5. นำค่าการดูดกลืนแลงท่ีได้!ปเทียบหาปริมาณโปรตีน standard curve ของ BSA

แล้วคูณด้วย dilution factor 300 จะได้ปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดริยหน่วยเป็นมิลลิกรมต่อ

มิลลิลิตร

2.7 การวัดสมรรถนะของเอนไซมิโมโนเอมึนออกซิเดสโดยใช้อัตราการใช้ออกซิเจน

- หลักการและเครองมือ

เน่ืองจากโมโนเอมีนออกซิเดลจะออกชิไดซ์ลารเอมีนโดยกระบวนการ oxidative deamination 

ต้องใช้ออกซิเจนในการทำปฎิกัริยาดังต่อไปน้ี (Creasey, 1995)

R-CH2-NH2+ H20+02 ------  R-CH0+NH3+H20 2

การวัดลมรรถนะของเอนไซมิโมโนเอมีนออกซิเดส ด้วยการวัดปริมาณออกซิเจนท่ีถูกใช้ไปใน 

การทำปฏิกิริยานีเป็น direct continuous method (Tipton and Dawson, 1968) ข้อดีของวิธีนีคือ 

ลามารถวัดลมรรถนะของเอนไซมิได้อย่างต่อเน่ือง ถึงแม้มีช้อจำกัดอยู่บ้าง เน่ืองจากอัตราการออกซิเจน 

อาจถูกรบกวนโดยปฏิกิริยาออกซิเดช'นอ่ืนๆ ในกระบวนการหายใจของไมโตคอนเด?ย แต่ลามารถแก้ไข 

ได้โดยใช้ respiratory chain inhibitors ซึงในการคืกษานีใช้ rotenone เป็นดัวยับยัง

ในการทำวิจ ัยน ี้จะวัดปริมาณการใช ้ออกซิเจนในการทำปฏิก ิร ิยา โดยวิธีที่เริยกว่า 

polarographic oxygen electrode technique เค?องมือประกอบด้วยส่วนทีสำคัญคือ Gilson

reaction chamber ( รูปท่ี 15) ซึ่งมีความจุประมาณ 2 มิลลิลิตร ประกอบด้วยผนังแก้ว 2 ช้ัน ระหว่าง 

ช้ันมีซ่องทางให้น้ีาเข้าและออก ( water jacket) ต่ออยู่กับ water bath เพื่อควบคุมอุณหภูมิไว้ท่ี 37 

องศาเซลเชียล ภายในมี magnetic stirrer ขนาดเล็กช่วยหมุนกวน ส่วนประกอบของปฏิกัริยา 

(reaction mixture) ให้เข้ากันเป็นเน้ือเดียวตลอดเวลา ด้านบนมีฝาจุก (stopper ) สำหรับเปิดและปิดได้ 

ตรงกลางฝาจุกมีรูขนาดเล็กมากสำหรับให้เข็ม microsyringe สอดลงไป เพ่ือเติมลารต่างๆลงไปทำ 

ปฏิกิริยา ทำให้ออกซิเจนจากภายนอกไม่ลามารถเข้าไปรบกวนขณะทำการวัด ด้านข้างของ chamber
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จะมี oxygen electrode ( Clark type) เป็นตัววัดปริมาณออกซิเจนแล้วส่งข้อมูลมาที่ biological 

oxygen monitor ( YSI model 5300) ซึ่งจะแลดงผลออกมาทางหน้าปดของเครื่องเป็นตัวเลขและ 

บันทึกผลลงบนกระดาษกราฟที่เคลื่อนท่ีด้วยความเร็วคงท่ี โดยต่อ output เข้ากับเคร่ือง Kipp and 

Zonen recorder (single channel BD 111) ได้เป็น oxygen-electrode tracing (หริอ polarographic 

tracing, oxygraph tracing)

การวัดลมรรกนะของเอนไซมีโมโนเอมีนออกซิเดล เรื่มด้วยการเติม mitochondrial suspension 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไป incubate กับ medium ( phosphate buffer, pH 7.4 ) ปริมาตร 

1.80 มิลลิลิตร พร้อมกับ rotenone และ selective inhibitor ในบางการทดลอง ใน Gilson 

reaction chamber ปิดจุกเพื่อเริ่มวัดปริมาณออกซิเจนภายใน จากน้ันเติมสา?ท่ีเราต้องการทดลอบ 

และลับลเตรทของเอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดลลงไปทำปฏิกิริยา ปริมาณออกซิเจนจะค่อยๆลดลง โดยมี 

อัตราการใช้ออกซิเจนในช่วงแรก แลดงถึงความเร็วต้น ( initial velocity, V ) ของเอนไซม์โมโนเอมีน 

ออกซิเดลในการเร่งปฏิกิริยาการออกซิไดล์ลับลเตรท

รูปท่ี 15 แลดง incubation chamber ท่ีใข้ในการทดลองเพ่ือวัดลมรรถนะของเอนไซม์โมโนเอมีนออกซิ 

เดส ด้านข้างมี oxygen electrode ติดตามการใช้ออกซิเจนในการทำปฏิกิริยาแลดงผลได้โดยต่อเข้ากับ 

oxygen apparatus ( oxygen monitor และ recorder)

OXYGRAPH APPARATUS

1 = reaction chamber
2 = stopper
3 = magnetic s tirre r

= water jacket
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-การคำนวณหาสมรรถนะของเอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดล

ในกา?วิจัยนี้จะใช้ความเร็วต้นเป็นตัวบอกถึงสมรรถนะของเอนไซม์ การหาความเร็วต้น 

ของเอนไซม์ก็คือ การหาผลต่างของอัตราการใช้ออกซิเจนก่อนและหลังการเติมลับลเต?ทในช่วงแรกท่ีมี 

การลดลงของปริมาณออกซิเจน (จากการลากเลันลัมผัล) การคำนวณดูรูปท่ี 16 ประกอบ

อัตราการใช้ออกซิเจนก่อนเติมลับลเตรท ( X ) = Q X ร/p นนอ.ออกซิเจน/นาที .............(1)

อัตราการใช้ออกซิเจนหลังเติมลับลเตรท ( Y ) = R X S/P นนอ.ออกซิเจน / นาที ............. (2)

อัตราการใช้ออกซิเจนในปฏิกิริยา = Y-X นนอ.ออกซิเจน/นาที .............(3)

โดยท่ี P = ความสูงของเลัน P ในรูป 

Q = ความสูงของเลัน Q ในรูป 

R = ความสูงของเลัน R ในรูป

ร = จำนวนนนอ.ของออกซิเจนท่ีละลายอ่ิมตัวใน reaction mixture ก่อนท่ีจะถูกใช้ไปใน 

ปฏิกิริยา

02 = ร

O2=0 Time (๓ Ïก)

รูปท่ี 16 ตัวอย่าง oxygraph tracing เพ่ือแสดงวิธีการหาความเร็วต้น ( initial velocity,v) ของเอนไซม์

โมโนเอมีนออกซิเดลโดย polarographic method



A = S X  Px N X 109/V x  100 นนอ.ออกซิเจน/มล ................. (4)

เม่ือ A = จำนวน นนอ.ออกซิเจน ท่ีละลาย'ในน้ํา 1 มล.

ร = ค่าสัมประลิทธิ๋กา?ดูดกลืนออกซิเจน (absorption coefficient) ที่อุณหภูมิท่ีทำการ 

ทดลอง ( ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถูกเปล่ียนไปอยู่ท่ี 0°c และ 760 มม.ปรอท 

แล้วถูกดูดซึมในน้ํา า หน่วยปริมาตร เมื่อความตันของก๊าชเท่ากับ 10 มม.ปรอท ) 

โดยมีค่าเท่ากับ 0.02373 ที่อุณหภูมิ 37°c 

P = สัดส่วนของออกซิเจนในบรรยากาศ ( 21% )

N = จำนวนอะตอม 1 โมเลกุลของออกซิเจนซ่ึงเท่ากับ 2

V = ปริมาตรของก๊าซท่ี 0°c ความตันบรรยากาศเทียบกับ 1 กรัมโมล มีค่าเท่ากับ 

22,400 มล.

ค่า ร นขี้นอยู่กับปริมาตรของส่วนประกอบของปฏิกิริยาที่อยู่ใน reaction cham ber และ
อุณหภูมิของการทดลอง กล่าวคือ ถ้ามีปริมาตรมากออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยู่ได้มาก ส่วนอุณหภูมิ
สูงออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยู่ได้น้อยกว่าเมื่ออุณหภูมิตํ่า ซ ึ่งลามารถคำนวณหาได้จากลมการ

คำนวณแล้วจะ1ได้ค่าปริมาตร ของออกซิเจนท่ีละลายอ่ิมตัว'ในน้ํา 1 มล. (A) ที'อุณหภูมิ 37°c มี 

ค่าเท่ากับ 444.9 นนอ.ออกซิเจน / มล. เม่ือต้องการทราบค่า ร ต้องนำปริมาตรของ reaction mixture 

มาคูณ เช่น ปริมาตรของ reaction mixture = 1.92 มล.

ร = Ax 1.92 นนอ.ออกซิเจน.................................... (5)

นำค่า ร ท่ีได้ใปแทนค่าในลมการท่ี (1) และ (2) อัตราการใช้ออกซิเจนในปฏิกิริยา คือความเร็ว 

ต้นของเอนไซม์ มีหน่วยเป็น นาโนอะตอมออกซิเจน / นาที (natoms o/min) ต้องนำมาหารปริมาณ 

โปรตีนใน reaction mixture จึงจะได้ความเร็วต้นของเอนไซม์มีหน่วยเป็น นนอ.ออกซิเจน /นาที/

มิลลิกรัมโปรตีน (natoms O / min / mg protein)
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2.8 วิธืดำเนินการวิจัย

2.8.1 ศึกษาเปรียบเทียบผลของ CU 763-10-01 กับ CU 763-14-07 และ CU 763-14-10 ต่อ 

กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียท่ีแยกจากตับห'yขาวในขนาดต่างๅ

2.8.2 ศึกษาความแรง (potency) และความจำเพาะเจาะจง (selectivity) ในการยับย้ังเอนไซม์ 

โมโนเอมีนออกซิเดล

-หาความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของลารกับการยับยั้งเอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดล 

(Dose-response relationship) เปรียบเทียบกันระหว่าง CU 763-10-01 ในช่วงความเข้มข้น 10"6 ถึง 

103 M กับ CU 763-14-10 ในช่วงความเข้มข้น 10‘9 ถึง 10'4 M โดยใช้ tyramine, benzylamine และ 

5-hydroxytryptamine ความเข้มข้นคงท่ี 0.10 mM เป็นสับลเตรท เพื่อเปรียบเทียบความแรงและความ 

จำเพาะเจาะจงในการยับย้ังเอนไซม์

■เปรียบเทียบความแรงในการยับยั้งเอนไซม์กับ irreversible inhibitors ได้แก่ pargyline 

(nonselective MAO inhibitor), selegiline (selective MAO-B inhibitor) และ clorgyline (selective 

MAO-A inhibitor) โดยใช้ tyramine, benzylamine และ 5-hydroxytryptamine ความเข้มข้นคงที'

0.10 mM เป็นสับลเตรท

2.8.3 ศึกษา kinetic inhibition เพ่ือดูสักษณะของการยับยั้งเอนไซม์ว่าเป็น competitive, non 

competitive หรอ mixed inhibition จาก double-reciprocal plots พร้อมทังเปรียบเทียบค่า Michaelis 

parameters

- ศึกษา kinetic inhibition ของ MAO-A เม่ือให้ความเข้มข้นของ CU 763-10-01 หรือ CU 763-

14-10 คงท่ีในขนาดท่ีลามารถยับย้ังเอนไซม์ได้ โดยใช้ 5-hydroxytryptamine ความเข้มข้น0.025,

0.050, 0.100, 0.25 และ0.500 mM เป็นสับลเตรท

- ศึกษา kinetic inhibition ของ MAO-B เม่ือให้ความเข้มข้นของ CU 763-10-01 หรือ CU 763- 

14-10 คงท่ีในขนาดท่ีลามารถยับย้ังเอนไซม์ได้ โดยใช้ benzylamine ความเข้มข้น 0.05, 0.10, 0.20,

0.40,0.80 และ 1.20 mM เป็นสับสเตรท

- ศึกษา kinetic inhibition ของเอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดลชนิดไม่จำเพาะเจาะจง เม่ือให้ความ 

เข้มข้นของ CU 763-10-01 หรือ CU 763-14-10 คงท่ีในขนาดท่ีสามารถยับย้ังเอนไซม์ได้ โดยใช้ 

tyramine ความเข้มข้น0.05, 0.10, 0.20, 0.40,0.80 และ 1.20 mM เป็นสับลเตรท
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2.9 การแสดงผลการทดลอง

- Oxygraph tracings ลอกจากกระดาษกราฟจริงซ่ึงเคลื่อนท่ีด้วยความเร็ว 0.2 มิลลิเมตร / 

วินาที ท่ีแสดงในวงเล็บคืออัตราการใช้ออกซิเจน มีหน่วยเป็น นนอ. ออกซิเจน / มิลลิลิตร / 

นาที

- ตารางและกราฟแลดงค่าเฉล่ีย ±  ความคลาดเคล่ือนมาตรฐานของค่าเฉลี่ย

- Double-reciprocal plots ระหว่างส่วนกลับของความเร็วต้น (1/v) และส่วนกลับของความ 

เข้มข้นของลับลเตรท (1/ร) เพ่ือศึกษา inhibition kinetics

2.10 สถิติทีใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล

- ทดสอบความแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองโดย unpaired student's t-test

- ทดลอบความลัมฬนธ์ระหว่างส่วนกลับของความเร็วต้น (1/v) และส่วนกลับของความเข้มข้น 

ของลับสเตรท (1/ร) โดยใช้ลมการถดถอยเชิงเลันตรง (linear regression) y ะ= a + bx
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