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        The effects of N-acylaminopyridine derivatives such as: CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU
763-18-02 and CU 763-18-04  on monoamine oxidase activity and respiratory chain were
studied on isolated rat liver mitochondria. The CU 763-16-04 decreased the rate of oxygen
consumption in state 3 and state 3U respiration more than CU 763-18-01 and CU 763-18-04.
The NADH oxidation was only inhibited by CU 763-16-04. All studied N-acylaminopyridine
derivatives did not inhibit state 3 respiration but stimulated the state 4 of mitochondria with
succinate as a substrate. These results suggested that CU 763-16-04 act as a inhibitor of site I
of respiratory chain. These derivatives did not stimulate ATPase activity. Dithiotreitol did not
alter the inhibitory effect on respiration of CU 763-16-04. The bovine serum albumin decreased
the inhibitory effects of CU 763-16-04,CU 763-18-01 and CU 763-18-02 except CU 763-18-04
on oxygen consumption. Calcium stimulated respiration was inhibited by CU 763-16-04. All of
these derivatives inhibited monoamine oxidase activity but did not inhibit on lipid peroxidation
induced by ascorbate plus ferrous sulfate.
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บทที่  1
บทนํ า

ความเปนมาและความสํ าคัญของปญหา

        ปลายทศวรรษ 1950 ไดเร่ิมมีการนํ า monoamine oxidase inhibitors (MAOIs) มาใช
ประโยชนในทางการแพทยคือ iproniazid ซึง่เปนอนุพันธของ isoniazid มาใชเปนยารักษาวัณโรค
และพบวาทํ าใหผูปวยเกิดความผิดปกติทางอารมณ เนื่องจาก iproniazidยับยั้งการทํ างานของ
เอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส และสามารถใชรักษาโรคซึมเศราได(Crane, 1957) แตความนิยมใน
การนํ า iproniazid มาใชลดลงอยางรวดเร็วเนื่องจากยาเปนพิษตอตับ จึงไดมีการพัฒนาคนควา
สังเคราะหสารจํ านวนมากมายที่สามารถยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส อนุพันธของสารใน
กลุม N- acylaminopyridine เปนสารที่ไดรับการสังเคราะหขึ้นใหม โดยอาศัยขอมูลที่ไดมีการ
ศกึษาอนพุนัธบางตัวของสารในกลุมนี้มากอนแลว ซึ่งพบวา CU 763-15-13 นัน้ออกฤทธิ์เปน site 
I inhibitor ของกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย แตCU 763-15-14 กลับไมมีฤทธิ์(อุนเรือน, 
2541) และ CU 763-15-13 ยงัมฤีทธิต์อตานการหดตัวของลํ าไสของกระตายได(กุลยา, 2541)

                   CH3                                    O
                                            CHNHNH – C                   N
                   CH3

            สตูรโครงสรางของ iproniazid

        เมือ่ไดมกีารดัดแปลงโครงสรางทางเคมีของสารในกลุมนี้ทํ าใหไดสารใหมขึ้นมาอีก 4 ตัว โดย
คาดหวงัวานาจะมสีารที่แสดงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่นาสนใจ จึงเห็นวาควรทํ าการทดสอบกับไมโต
คอนเดรยี เพื่อศึกษาผลที่เกิดขึ้น และเปนขอมูลในการพัฒนาสารตอไป

                                     O
                      R             C            X                      N

                                              Acyl pyridine
  



2

อนพุันธในกลุม Acyl pyridine

สาร R X Position of N
substitution

CU 763-16-04 CH3(CH2)5CH2- -NH- Para
CU 763-18-01 (CH3)3CCH2- -NH- Para
CU 763-18-02 (CH3)3CCH2- -NH- Meta
CU 763-18-04 (CH3)3CCH2- -O- Meta

วตัถุประสงคของการวิจัย

        เพือ่ศึกษาและเปรียบเทียบผลของ N- acylaminopyridine derivatives 4 ตวั ตอกระบวน
การหายใจ(ออกซิเดทีฟฟอสฟอริลเลชัน) สมรรถนะของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส และ lipid 
peroxidation

ขอบเขตของการวิจัย

1. เพื่อศึกษา CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 และCU 763-18-04 มี
ผลตอการเปลี่ยนแปลงการหายใจของไมโตคอนเดรีย หรือไม

2. เพื่อศึกษาCU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 และCU 763-18-04 มีผล
ยบัยัง้การท ํางานของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส ไดหรือไม

3. เพื่อศึกษา CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 และCU 763-18-04 มี
ผลตอการกิด lipid peroxidation หรือไม

ขอตกลงเบื้องตน

           1. Differential centrifugation : การปนแยกสารที่มีอนุภาคแตกตางกันดวยเครื่องหมุนแรง
เหวีย่งสงูที่ใชคาแรงหนีศูนยกลางตางๆกัน
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           2. RCI (Respiratory control index) : คาที่แสดงการควบคู(coupling)ของปฏิกิริยาออกซิ
เดชั่นและฟอสฟอริลเลชัน คา RCI นีจ้ะบอกถึงคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นวามีคุณ
ภาพดหีรือไม ในการทดลองนี้กํ าหนดคา RCI ของไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นใหมีคามากกวา 4 ขึ้น
ไป เมื่อใช glutamate+malate เปนสบัสเตรทจึงยอมรับไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นวามีคุณภาพดี 
ท ําใหผลการทดสอบใหการยอมรับได

           3. Uncoupled mitochondria : สภาวะที่ไมโตคอนเดรียออกซิไดซ สับสเตรทในกระบวน
การหายใจไดอยางอิสระ คือ มีการใชออกซิเจนอยางรวดเร็วโดยไมมีการสราง ATP เหมอืนใน
สภาวะปกติ เชน ไมโตคอนเดรียที่เตรียมไวมีคุณภาพไมดี หรือเก็บไวนานเกินไป หรือสัมผัสสาร 
uncouple

           4. ATPase activity (ATP hydrolysis activity) : ATPase เปนเอนไซมที่เมื่อถูกกระตุนจะ
ท ําใหมีการสลายตัวของ ATP ท ําใหเกิด ADP+Pi+H+ มากขึน้ดังแสดงในปฏิกิริยาสามารถวัด 
ATPase activity ไดโดยการวัดปริมาณ Pi หรือ H+ ทีเ่กิดขึ้น

                                                       F1-F0 ATPase

ATP+H2O                                                   ADP+Pi+H+

ขอจํ ากัดของการวิจัย

1. ไมควรใชหนูขาวที่มีอายุมากเกินไป เนื่องจากจะไดไมโตคอนเดรียที่มีคุณภาพไมดี ทํ า

ใหผลการทดลองผิดพลาดได ขอจํ ากัดสามารถแกไขไดโดยสั่งหนูใหพอกับการใช คือ สัปดาหละ
3-4 ตัว

2. ในการเตรียมไมโตคอนเดรียตองทํ าใน medium ซึง่บรรจุในภาชนะนํ้ าแข็ง โดยมี

อุณหภูมิ 40C แมกระทั่งขณะปนดวยเครื่อง refrigerated centrifuge ตองแชภาชนะในนํ้ าแข็ง
ตลอดเวลา
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คํ าจํ ากัดความที่ใชในการวิจัย

        เปนการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental research) โดยแยกไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว
แลวดอัูตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่อยูในสารละลายที่มี CU 763-16-04,CU 763-18-
01, CU 763-18-02 และCU 763-18-04 เปรียบเทียบกับไมโตคอนเดรียในสารละลายที่ไมมี
CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 ,CU 763-18-04 และกับสารละลายที่มี 
iproniazidในสภาวะตางๆที่ตองการศึกษา

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

           1. ท ําใหทราบผลอนุพันธของ N- acylaminopyridine ไดแก CU 763-16-04, CU 763-18-
01, CU 763-18-02 และCU763-18-04 ตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย สมรรถนะของ
เอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส การสะสมแคลเซียม และ lipid peroxidation แลวสามารถอธิบายกล
ไกการออกฤทธิ์ดังกลาวของสารสังเคราะหกลุมนี้ได

           2.นํ าขอมูลที่ไดจากการทํ าวิจัย เพื่อเปนแนวทางในการปรับปรุงแกไขสารสังเคราะหใหมี
ฤทธิท์ีเ่หมาะสมในการที่จะพัฒนาเปนยาตอไป

วธิดํี าเนินการวิจัย

           1. ศกึษาผลของสารเคมี CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-
18-04 ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ  ในการออกซิไดซสับสเตรท  เพื่อใหไดพลัง
งานไปใชในการสราง ATP
           2. ศกึษาผลของ CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-18-04ตอ
respiratory chain โดยใชไมโตคอนเดรียในสภาวะ osmotic shock (NADH สามารถผานผนังชั้น
ในของไมโตคอนเดรียได)
           3. ศกึษา dose-response curve ของ CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02
และ CU 763-18-04 ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย



5

           4. ศกึษาปจจัยตางๆที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-
18-02 และ CU 763-18-04 ตอการทํ างานของไมโตคอนเดรีย

4.1 ศกึษาผลของ DTT(dithiothreitol)  เนือ่งจาก DTT มคีุณสมบัติจับกับ –SH group
ของไมโตคอนเดรีย

4.2 ศกึษาผลของ bovine serum albumin (BSA)
           5. ศกึษาผลของ CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-18-04
ตอ ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย  รวมอยูดวย  เนื่องจากไมโตคอนเดรียใชเอนไซม
ATPase ในการสลาย ATP ไดเปน ADP+Pi ซึ่งในที่นี้ทํ าการศึกษาโดยการวัดปริมาณของ
phosphate ทีเ่กดิขึ้น ตามวิธีของ Weinbach (1956)
           6. ศกึษาผลของ CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-18-04
ตอการเกิดกระบวนการ lipid peroxidationของไมโตคอนเดรีย
           7. ศกึษา dose-response curve ตอการยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส

ล ําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย

ขั้น
ตอน

เดือนที่
(เร่ิมท ําวิทยานิพนธเมื่อเดือน

เมษายน2542)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1.
2.
3.

4.

คนควาและรวบรวมขอมูล
ด ําเนินการวิจัยและเก็บขอมูล
วเิคราะหขอมูลและทํ าการวิจัย
เพิม่เติมในสวนที่จํ าเปน
สรุปผล เขียนวิทยานิพนธ และ
สอบวิทยานิพนธ
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บทที่  2
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

        อนพุนัธของสารในกลุม N-acylaminopyridine ทีน่ ํามาศึกษาไดแก CU 763-16-04, CU 
763-18-01, CU 763-18-02 และCU 763-18-04(รูปที่ 1) เปนสารที่ไดรับการสังเคราะหขึ้นใหม
โดย ผศ.ดร.ชํ านาญ ภัตรพานิช อาจารยประจํ าภาควิชาเภสัชเคมี คณะเภสัชศาสตร    จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัย       โดยดัดแปลงสูตรโครงสรางของ     CU 763-15-13    และCU 763-15-14 
(รูปที่2)      ซึง่จากการศึกษาของอุนเรือน แกวพินิจ (2541) พบวา CU 763-15-13ออกฤทธิ์เปน
site I inhibitor และกระตุน succinate oxidation ของกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย แต 
CU 763-15-14 กลับไมมีฤทธิ์ และ CU 763-15-13 ยงัสามารถยับยั้งการหดตัวของกลามเนื้อลํ าไส
กระตายทั้งแบบเกิดขึ้นเอง และจากการกระตุนดวย acetylcholine, barium chloride และ 
potassium chloride ลักษณะการออกฤทธิ์เปนแบบไมจํ าเพาะ (กุลยา, 2541) ซึง่ปกติสารที่ใชใน
การกระตุนใหเกิดการหดเกร็งตัวของกลามเนื้อเรียบในทางการวิจัยแบงเปน 2 กลุมใหญๆ คือ

1) สารกระตุนที่มีรีเซบเตอรเฉพาะ (specific receptor) บนกลามเนื้อเรียบ ซึ่งจะแตกตาง
กันไปตามชนิดของกลามเนื้อ เชน อะเซททิลโคลีน (acetylcholine), ฮิสตามีน 
(histamine), ซโีรโตนิน (serotonin), คารบาคอล (carbacol), ออกซีโตซิน (oxytocin),
นอรอะดรีนาลีน (noradrenaline), ฟนิลเลปฟริน (phenylephrine) เปนตน

2) สารกระตุนที่ไมมีรีเซบเตอรเฉพาะบนกลามเนื้อเรียบ เชน แบเรียมคลอไรด (BaCl2), โป
แตส-เซียมคลอไรด (KCl) และแคลเซียมคลอไรด (CaCl2)

        อยางไรก็ดีสารกระตุนทั้งสองประเภทนี้ มีกระบวนการรวมกันในการทํ าใหเกิดการหดตัวของ
กลามเนื้อเรียบ คือทํ าใหมีการเพิ่มข้ึนของแคลเซียมอิสระ (free calcium ion) ภายในเซลล ซึ่ง
แ ค ล เ ซี ย มอิ ส ร ะ ที่ เ พิ่ ม ข้ึ น นี้ จ ะ มี บ ท บ า ท สํ  า คั ญ ใ น ก า ร ห ด ตั ว ข อ ง ก ล  า ม เ นื้ อ
(Bolton,1979;Kenakin,1984;Somlyo,1985)
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        นอกจากแคลเซียมจํ าเปนตอการหดตัวของกลามเนื้อแลว ยังตองการสารพลังงานสูงในรูป
ของ ATP ดวยเชนกัน (Adelstenin, R.S., and Eisenberg, E.,1980) และไมโตคอนเดรียก็เปน 
organelle ทีส่ ําคัญที่สุดของเซลลในการสราง ATP (Lehninger,1975) นอกจากนี้ไมโตคอนเดรีย
ยั ง มี ส  ว น ใ น ก า ร ค ว บ คุ ม ป ริ ม าณ แ ค ล เ ซี ย ม อิ ส ร ะ ภ า ย ใ น  c e l l  ไ ด  อี ก ด  ว ย  
(Lehninger,1970;Bolton,T.B.,1979) อีกประการหนึ่ง กอนที่จะนํ าเอาสารเคมีที่สังเคราะหใหมได
มาใชประโยชนในทางการแพทย จํ าเปนตองศึกษาการออกฤทธิ์ของสารเคมีนั้นๆ ตอการทํ างานใน
ทกุๆ ระบบของรางกาย ใหมีขอมูลเกี่ยวกับฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและพิษวิทยาเสียกอน จึงไดนํ าเอา
สาร CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-18-04 มาศึกษาฤทธิ์ตอไมโต
คอนเดรียโดยศึกษาถึงผลตอขบวนการหายใจและ MAO activity ซึง่เปน marker enzyme ผนังชั้น
นอกไมโตคอนเดรีย

      การหายใจของไมโตคอนเดรียและกระบวนการออกซิเดทีฟฟอสฟอริลเลชัน 
(Mitochondrial respiration and oxidative phosphorylation)

        ไมโตคอนเดรียเปน organelle ทีส่ ําคัญภายในเซลล(รูปที่ 3) และเปนแหลงกํ าเนิดพลังงาน
ของเซลล (powerhouse of cell) เนือ่งจากมปีฏิกิริยาชีวเคมีที่สํ าคัญตางๆ  ซึ่งเกี่ยวของกับการ
สรางพลังงานเกิดขึ้นในไมโตคอนเดรีย เชน ปฏิกิริยาออกซิไดซกรดไขมัน(fatty acid oxidation)
ปฏิกิริยาการออกซิไดซกรดอะมิโน (amino acid oxidation)   ปฏิกิริยาในวัฎจักรเครปส     (Krebs’ 
cycle or citric acid cycle)    ปฏิกริิยาออกซิเดทีฟฟอสฟอริลเลชัน (oxidative phosphorylation) ผลที่
ไดจากปฏิกิริยาดังกลาว จะใหไดพลังงานออกมาเพื่อใชในการสังเคราะห ATP (adenosine 
triphosphate) ซึง่จ ําเปนตอการดํ ารงชีวิต (aerobic eukaryotic) (Avers,1986) (รูปที่ 4)

     ไมโตคอนเดรียจะมีรูปรางแตกตางกันในแตละเซลล เชน ในเซลลตับมีลักษณะกลม (football-
shaped) ในเซลลไตมีลักษณะเปนทรงกระบอก (cylindrical) และใน fibroblasts มลัีกษณะคลาย
เสนดาย (threadlike) บางครั้งอาจมีโครงสรางซับซอนและไมแนนอน (complex irregular 
structure) เชนไมโตคอนเดรียในยีสต  นอกจากนี้ขนาดและจํ านวนที่พบจะแตกตางกันไป   มักพบ
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                                                                                O
 CU 763-16-04                                              C
                                                                           NH                   N

                                           CH3                 O
 CU 763-18-01             CH3       C      CH2        C      NH                     N
                                           CH3   

                                            CH3                O
 CU 763-18-02             CH3       C      CH2       C      NH
                                           CH3                                                N

                                            CH3                O
 CU 763-18-04             CH3       C      CH2        C      O
                                            CH3                                               N

  รูปที่ 1แสดงสตูรโครงสรางของอนุพันธของสารในกลุม N-Acylaminopyridine CU 763-
            16-04,CU 763-18-01,CU 763-18-02 และ CU 763-18-04

                                                               O
  CU 763-15-13                                           C        NH                   N

   

                                                               O
  CU 763-15-14                                                C         NH
                                                                                              N

รูปที่ 2 แสดงสูตรโครงสรางของ CU 763-15-13 และ CU 763-15-14
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ไมโตคอนเดรียอยูใกลกับโครงสรางของเซลลที่ตองการ ATP หรือใกลกบัสารกอพลงังาน(fuel) ที่ใชใน
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน(oxidation) ตางๆ  (Lehninger,1993;Campbell,1995;Garrett and
Grisham,1995) และแมขนาด จํ านวน รูปรางจะแตกตางกัน แตโดยลักษณะรวมๆ แลวจะมีโครง
สรางทีสํ่ าคัญคลายคลึงกัน คือประกอบดวยผนัง 2 ชั้น ไดแกผนังชั้นนอก (outer membrane) และ
ผนงัชั้นใน (inner membrane) ระหวางผนังทั้ง 2 ชั้นเปนชองวาง (intermembrane space) ซึ่งมี
ของเหลวบรรจุอยู  ภายในผนงัชัน้ในจะหอหุมของเหลวมีลักษณะคลายเจล (gel) เรียกวา matrix
(รูปที่ 5)

รูปที่ 3 แสดง organelles ใน cytoplasm และ cell nucleus (Forhlich,1997)
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รปูที ่4 แสดงความสัมพันธระหวาง Krebs' cycle, respiratory chain และ ปฏิกิริยา
               oxidative phosphorylation (De Robertis,E.D.P. and De Robertis,E.M.F.,1987)
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รปูที่ 5 ภาพแสดง biochemical anatomy of mitochondria
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         ผนังชั้นนอกและผนังชั้นในมีความแตกตางกันในสวนประกอบทางเคมี (chemical 
composition), permeability และเอนไซม (enzyme content) ผนงัชัน้นอกจะมีลักษณะผิวเรียบ 
(smooth and unfold) และไมมีรอยพับหุมลอมรอบ ผนงัชัน้ในประกอบดวยสารจํ าพวกไขมันเปน
สวนใหญ คณุสมบัติของผนังชั้นนอกจะยอมใหสารที่มีโมเลกุลเล็กกวา 10,000 daltons เชน ADP, 
ATP, sucrose รวมทัง้ออิอนตางๆผานเขาออกไดอยางอิสระ ที่ผนังชั้นนอกมีเอนไซมอยูหลายชนิด 
เชน  monoamine oxidase ซึง่มักใชเปน marker enzyme ของผนังชั้นนอกของไมโตคอนเดรีย 
ผนงัชัน้ในมีคุณสมบัติยืดหยุน (elastic) และมพีืน้ทีผ่วิมากกวา เนื่องจากมีการพับ (fold) เขาไปใน 
matrix ซึง่เรยีกลักษณะเชนนี้วา cristae เปนการเพิม่พืน้ที่ผิวใหมากขึ้น สวนภายในผนังชั้นใน
ประกอบดวยสารจํ าพวกโปรตีนเปนสวนใหญและไขมันเปนสวนนอย มีคุณสมบัติไมยอมใหสาร
และอิออนตางๆ ผานเขาออกไดอยางอิสระ (impermeable)  ดงันัน้การผานของสารจากไซโตซอล 
(cytosol) เขาสูไมโตคอนเดรีย จํ าเปนตองอาศัยโปรตีนที่เปนตัวพาเฉพาะ (specific protein 
carrier) (Sartorelli, Erecinska and Wilson,1981; Voet,D. and Voet,J.G.,1990; 
Lehninger,1993) สวนภายในผนังชั้นในจะมีเอนไซมตางๆ ที่มีหนาที่เฉพาะ ไดแก respiratory 
chain enzyme และ enzyme ATPsynthaseอยูดวย ดังแสดงรายละเอียด(ตารางที่ 1)สวนใน 
matrix นอกจากจะประกอบดวยเอนไซมตางๆ ของปฏิกิริยาในวัฏจักรเครปสแลวยังประกอบดวย 
DNA, ribosome และเอนไซมที่ catalyze transcription และ translation ของยีน  (Avers,1986)

        บริเวณ cristae เมือ่ดูดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน จะเห็นโครงสรางทรงกลมที่เรียกวา 
spherical knob หรือ headpieces ยืน่ออกมาจากผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย ซึง่พบวาเปน
เอนไซม ATPase (ATP synthase and/or ATP hydrolase) (รูปที ่6)ประกอบดวยสวนที่เรียกวา F1

(coupling factor one) มนีํ ้าหนักโมเลกุล 360,000 - 380,000 daltons มเีสนผาศูนยกลาง 9

นาโนเมตร ประกอบดวยโปรตีน (peripheral membrane protein) 5 subunits ไดแก α3,β3,γ,δ,

และ ε  ในสภาวะปกติ เมื่อมี Mg2+ เอนไซมนี้จะสลาย ATP ไปเปน ADP+Pi อยางชาๆ แตจะเรง
ปฏิกิริยาการสังเคราะห ATP จาก ADP+Pi  (รูปที ่7) สวนประกอบอีกสวนหนึ่งคือ F0  (membrane 
sector) และ OSCP (oligomycin-sensitivity-conferring protein) กับ F6(coupling factor 6 ) ซึ่ง
เปน stalk sector ทีท่ํ าให F1 เชื่อมกับ F0 ได F0มนีํ ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 450,000 daltons เปน
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สวนทีฝ่งอยูในผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย มีคุณสมบัติไมละลายนํ้ า (water-insoluble) ประกอบ
ดวย 3 subunit คือ a, b และ c ท ําหนาที่เปน H+ conducting channel ระหวาง matrix กับ
intermembrane space และเปนสวนที่ถูกยับยั้งการทํ างานโดย oligomycin และ  
dicyclohexylcarbodiimide (DCCD) โดย oligomycin จะไปจับกับสวน subunit ของ F0 (แตไม
จับกับ OSCP) และยับยั้ง H+ transport ผานทาง F0 DCCD กย็ับยั้ง H+ transport เชนเดียวกันแต
จะทํ าปฏิกิริยากับ single Glu residue บน subunit อันหนึ่งของ F0 ใน mammalian 
(Avers,1986;Senior,1988;Stryer,1988;Futai,Noumi,and Maeda,1989;Voet,D.and 
Voet,J.G.,1990;Abeles, Frey and Jencks,1992;Devlin,1992)

 รปูที ่6  แสดงโครงสรางและองคประกอบของเอนไซม ATP synthase (F1-F0 ATP ase)
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รูปที่ 7 แสดง F1-F0 ATP ase ซ่ึงเรงปฏกิริิยาทั้งการสลายและการสังเคราะห ATP
               (De Robertis,E.D.P. and De Robertis,E.M.F.,1987)



15

ตารางที ่1 แสดงถึงเอนไซมชนิดตางๆ ในแตละสวนของไมโตคอนเดรีย (Devlin,1992)

Outer membrane Intermembrane space Inner membrane Matrix

Monoamine oxidase

Kynurenine  hydroxylase

Nucleoside diphosphate
  kinase
Phospholipase A

Fatty acyl CoA
  synthetases
NADH : cytochrome c
  reductase (rotenone-
  insensitive)
Choline
  phosphotransferase

Adenylate kinase

Nucleoside diphosphate
  kinase

F1-ATPase

Succinate
  dehydrogenase
Cytocromes b,c1,c,a,a3

NADH dehydrogenase

Carnitine : acyl CoA
  transferase
β-Hydroxybutyrate
  dehydrogenase

Adenine nucleotide
  translocase
Mono-,di-,tricarboxylate
  translocase
Glutamate-aspartate
  translocase

Citrate synthase

Pyruvate  dehydrogenase

Succinyl CoA synthetase

Malate dehydrogenase

Isocitrate dehydrogenase

Fatty acid β-oxidation
  system

α-Ketoglutarate
  dehydrogenase
Aconitase

Fumarase

Glutamate
  dehydrogenase
Glutamate-oxaloacetate
  transaminase
Ornithine
  transcarbamoylase
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  กระบวนการสรางพลังงานโดยไมโตคอนเดรียนั้น เร่ิมจากสารอาหารตางๆที่รับประทาน
เขาไปไดแกคารโบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีน ถูกยอยสลายจนไดโมเลกุลเล็กๆ เชน โปรตีนถูกยอย
ไดเปนกรดอะมิโน (amino acid) คารโบไฮเดรตถูกยอยไดเปนกูลโคส และไขมันถูกยอยจนไดกรด
ไขมัน (fatty acid) สารอาหารโมเลกุลเล็กเหลานี้จะเขาสูกระบวนการเมตาบอลิสมเพื่อใหได 
acetyl CoA (acetyl coenzyme A) ซึง่เปนตัวกลาง (intermediates) ที่สํ าคัญเขาสูวัฏจักรเครปส 
(Krebs’ cycle) acetyl CoA จะถกูออกซิไดซตอไปโดยผานปฏิกิริยาตางๆ ในวัฏจักรเครปส  สุด
ทายจะไดคารบอนไดออกไซดกับนํ้ า และมีโปรตอน(H+)ที่ถูกปลดปลอยออกมาจากสารตัวกลาง  
เกิดปฏิกิริยารีดักชัน (reduction) ไปรีดิวซ (reduce)NAD+ และ FAD ไปเปน NADH+H+ และ FADH2

(Darnell,Lodish and Baltimore,1989;Devlin,1992;Campbell,1995;Garett and Grisham,1995) 
ซึง่เปน reducing equivalents ที่สํ าคัญและจะถูกสงผานเขาสูลูกโซการหายใจ  (respiratory 
chain or electron transport chain) ซึง่อยูในผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย โดยผานสารตัวกลางที่
ท ําหนาที่รับสงอิเลคตรอนหลายชนิด (Lehninger,1993)คือ

              1.  Pyridine-linked dehydrogenase ไดแก β-hydroxybutyrate dehydrogenase , 
glutamate dehydrogenase , malate dehydrogenase  เปนตน     ซึง่ตองการ NAD+ หรือ 
NADP+ ตวัใดตัวหนึ่ง เปน coenzyme ยกเวน glutamate dehydrogenase   ทีส่ามารถทํ า
ปฏิกิริยาไดทั้ง NAD+ หรือ NADP+

              2.  Flavin-linked  dehydrogenase   หรือ   flavoprotein   ประกอบดวย   FMN      
(flavin  mononucleotide) หรือ FAD (flavin adenine dinucleotide) เปน prosthetic groups ใน
การรับสงอิเลคตรอน ไดแก NADH dehydrogenase,succinate dehydrogenase,dihydrolipoyl 
dehydrogenase  ซึ่ง Flavin-linked dehydrogenase จะแตกตางจาก Pyridine-linked 
dehydrogenase  ตรงทีจ่ะจบักับเอนไซมที่เปนโปรตีนที่ทํ าหนาที่เปน prosthetic groups มาก
กวาที่จะจับกับ coenzyme

                 3.  Iron-sulfur protein ประกอบไปดวยเหล็ก(iron และ acid-labile sulfur) ไดแก 
ferredoxin
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              4.  ระบบ cytochromes ประกอบดวย iron-porphyrin เปน prosthetic groups ทํ า
หนาที่สงผานอิเลคตรอนจาก   dehydrogenase   systems   ตางๆ ไปยังโมเลกุลออกซิเจน   ได
แก  cytochromes  b,c1,c,a,a3

               5.  Coenzyme Q หรือ Ubiquinone เปนต ําแหนงที่สงผานอิเลคตรอนจาก NADH 
และ FADH2 ไปยังระบบ Cytochromes

        การสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ เปนการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน 
(oxidation-reduction) หลายขั้นตอนตามลํ าดับ ตามคา E0

/ (พลงังานอสิระ) ของสารตัวกลางที่รับ
สงอิเลคตรอนและมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย หลังจากนั้นออกซิเจนจะถูกรีดิวซ
พรอมกับรับ H+ กลายเปนโมเลกุลของนํ้ าในที่สุด (รูปที่ 4)

        สับสเตรทที่ไมโตคอนเดรียสามารถออกซิไดซและทํ าใหมีการสงผานอิเลคตรอนเขาสูตํ าแหนง
ตางๆของลูกโซการหายใจได แบงเปน 2 พวก คือ

1. NAD+ -linked substrate เชน glutamate, malate, pyruvate, α-ketoglutarate เปน
สับสเตรทที่เมื่อเกิดปฏิกิริยาในไมโตคอนเดรียโดย Krebs’ cycle จะปลดปลอย
ไฮโดรเจนอะตอม(2H)ไปรีดิวซ NAD+ไดเปนNADH+H+ จะใหอิเลคตรอนเขาสูลูกโซ
การหายใจที่ complex I

2. FAD-linked substrate ไดแก succinate ไฮโดรเจนที่ปลดปลอยจะไปรีดิวซ FAD เปน 
FADH2ใหอิเลคตรอนแลวเขาสูลูกโซการหายใจที่ complex II หรือเขาสู coenzyme Q 
โดยตรง (Lehninger,1993) ดงัรายละเอียดในรูป 8
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รปูที ่8 แสดงลํ าดับของสารตัวกลางที่รับสงอิเลคตรอนใน respiratory chain (Voet,D. and
          Voet,J.G., 1990)
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นอกจากนี้ลูกโซการหายใจแบงออกเปน 4 complexes (ตารางที่2,3) (Hatefi,1985) คือ
        1. Complex I หรือ (NADH dehydrogenase complex)
            สวนนี้จัดเปน complex ทีใ่หญทีส่ดุโครงสรางประกอบดวยหนวยยอย (subunits) 16 
หนวย ไดแก FMN และ Iron-sulfur center (Fe-S) substrate ที่ให reducing equivalent เขาที่ 
complex นี้ไดคือ NAD+-linked substrate เชน glutamate, malate, pyruvate, α-ketoglutarate 
โดยมี NADH+H+ เปน reducing equivalent

        2. Complex II (Succinate dehydrogenase complex)
            Complex นีป้ระกอบดวย polypeptides 2 สาย มี FAD และ ion-sulfur centers เปน
หลัก มีขอแตกตางจาก complex I คอืจะรับอิเลคตรอนจาก succinate ไดโดยตรงผานทาง FAD 
เขาที่ coenzyme Q (succinate จงึเปน substrate ทีไ่มสามารถให reducing equivalent เขาที่ 
complex I ได)

        3. Complex III (cytochrom b-c1 complex)
            Complex นีป้ระกอบดวย cytochrome b, c1 และ iron sulfur protein ซึ่ง cytochrome 
C oxidoreductase จะ catalyze การสงผานอิเลคตรอนจาก dihydroubiquinone (QH2) ไปยัง 
cytochrome C และจะเกิดขึ้นควบคูกับ transmembrane proton translocation แตละกลไกของ
การสงผานอิเลคตรอนและ proton translocation ของ complex III นัน้ยงัไมเปนที่ทราบแนชัด

        4. Complex IV (Cytochrome oxidase complex)
            Complex นีป้ระกอบดวย polypeptides 2-3 สาย cytochrome 2 หนวย (a และ a3) และ
ทองแดง (Cu) 2 อะตอม complex นีส้ามารถรับอิเลคตรอนจาก ascorbate (Vitamin C) และ 
N,N/,N/-tetramethylphenylenediamine (TMPD) ไดโดยตรง

       ในขณะทีม่กีารสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจจาก NADH หรือ FADH2 ไปยงัออกซิเจน
โดยผานตัวกลางที่รับสงอิเลคตรอนตางๆที่เรียงตัวอยูบนผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย จะมีการ
ปลดปลอยพลังงานอิสระ (free energy) ออกมามากพอในการสังเคราะห ATP โดยการเกิด 
phosphorylation ของ ADP เรียกกระบวนการที่เกิดนี้วา กระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน 
(oxidative phosphorylation) จะพบ 3 ต ําแหนงในลูกโซการหายใจที่ปลดปลอยพลังงานอิสระที่มี
มากเพยีงพอในการนํ าไปใชสังเคราะห ATP ต ําแหนงตางๆ และพลังงานอิสระที่ปลดปลอย ดัง
แสดงในรูปที่ 9 การคํ านวณจาก P/O ratio (ADP/O) ท ําใหรูวาการสังเคราะห ATP นัน้ ในแตละ
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ชวงของลกูโซการหายใจเทากับ 3,2 และ 1 โมเลกุลตามลํ าดับ (รูปที่ 10) สวนการคํ านวณ ADP/O 
ratio จะกลาวรายละเอียดในบทที่ 3

ตารางที ่2 แสดงสวนประกอบของลูกโซหายใจ 4 complex ทีอ่ยูภายในผนังชั้นในของ
               ไมโตคอนเดรีย (Aver,1986)

Complexes Components
I,NADH dehydrogenase complex

II,Succinate dehydrogenase complex

III,Cytochrome b-c1 complex

IV,Cytochrome oxidase complex

NAD
FMN
Iron sulfur (FeS) centers
Coenzyme Q10

Phospholipids
FAD
Iron sulfur (FeS) centers
Cytochrome b558

Cytochrome b
Cytochrome c1

Nonheme iron protein
Coenzyme Q10

Phospholipids
Cytochrome a
Cytochrome a3

Copper
Phospholipids
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ตารางที่ 3 แสดงถึงสวนตางๆ ของ electron-transfer complexes (Abeles,Frey and
              Jencks,1992)

      Proteins          Molecular weight              Cofactors               Number of proteins
     Complex I               1 x 106                         Fe4S4,Fe2S2,FMN                    26
     Complex II           >100,000                Fe4S4,Fe2S2,FAD                     4
     Complex III            450,000                  2Cyt b, Cyt c1                                  > 6
     Complex IV            200,000               Cyt a, Cyt a3,Cu                    > 7

รูปที่ 9  แสดงถงึคาพลังงานอิสระขณะที่อิเลคตรอนถูกสงผานในชวงตางๆของลูกโซ
              การหายใจ (Voet,D. and Voet,J.G.,1990)
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รปูที ่10 แสดงการสังเคราะห ATP จากการคํ านวณไดจาก P/O ratio ในลูกโซ (Voet,D.
            and Voet,J.G.,1990)

        ในสภาวะปกติการสงผานอิเลคตรอนและการสังเคราะห ATP จะตองเกิดควบคูกัน (tightly 
coupled)แตในบางกรณีทั้งสองกระบวนการอาจเกิดแยกจากกันได เชน กรณีที่ไมโตคอนเดรียที่
เตรยีมไดคุณภาพที่ไมดี หรือเก็บไวนานเกินไป (aging mitochondria) หรือกรณีที่ไมโตคอนเดรีย
ไดรับสารบางอยาง เชน uncouplers ไดแก DNP (2,4-dinitrophenol) หรือ CCCP (carbonyl 
cyanide m-chlorphenylhydrazone) ซึง่สารประเภทนี้สามารถกระตุนไมโตคอนเดรียใชออกซิเจน
ในการออกซิไดซสับสเตรทในลูกโซการหายใจอยางอิสระและรวดเร็ว โดยไมเกิดการสังเคราะห 
ATP เรียกสภาวะนี้วา uncoupling (Lehninger,1993)

        การสังเคราะห ATP ในไมโตคอนเดรียนั้น เปนการเปลี่ยนรูปของพลังงานที่เกิดจากการสง
ผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ แตกลไกที่แทจริงในการนํ าพลังงานดังกลาวไปใชในการ
สงัเคราะห ATP ยงัไมเปนทีท่ราบแนชัด เชื่อวาพลังงานที่เกิดขึ้นจากการสงผานอิเลคตรอนไปตาม
ลูกโซการหายใจนั้นจะมีการสงวนไว (conserved)ในรูปใดรูปหนึ่งกอนที่จะนํ ามาใชในการ
สงัเคราะห ATP ไดมกีารเสนอแนวความคิดมากมาย เพื่อใชอธิบายความสัมพันธนี้ เชน chemical 
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coupling, conformational coupling และ chemiosmotic coupling hypothesis แตในปจจุบัน
แนวความคิดที่เปนที่ยอมรับ คือ "chemiosmotic coupling hypothesis" ซึง่เสนอโดยนกัวทิยา
ศ า ส ต ร  ช า ว อั ง ก ฤ ษ ชื่ อ P e t e r  M i t c h e l l  ใ น ป   ค . ศ . 1 9 6 1  ( B o y e r
et.al.,1977;Mitchell,1976;Avers,1986;Campbell,1995)

        Peter Mitchell ไดเสนอหลักการสํ าคัญ 4 ขอ ที่เกี่ยวของกับ chemiosmotic coupling 
hypothesis ไวดังนี้

1. ปกตผินังชั้นในของไมโตคอนเดรียไมยอมใหโปรตอนและไฮดรอกซิลอิออน (OH-) ผาน
เชนเดียวกับอิออนอ่ืน

2. ถาองคประกอบของระบบขนสงอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ  ยังคงฝงอยูที่ผนังชั้นใน
ของไมโตคอนเดรียตามปกติ เมื่อมีอิเลคตรอนถูกสงผานจากดานหนึ่งไปยังอีกดานหนึ่ง 
โปรตอนก็จะเคลื่อนที่ตามโดยออกจาก matrix  ผานผนงัชัน้ในเขาสูชองวางระหวาง
ผนงั 2 ชั้นของไมโตคอนเดรีย (intermembrane space)

3. ATP synthase complex สามารถนํ าพลังงานที่อยูในรูป "electrochemical gradient" 
ทีเ่กดิจากการเคลื่อนที่ของโปรตอน  ไปใชในการสราง ATP  นอกจากนี้ไมโตคอนเดรีย
ยงัสามารถใชพลังงานจากการไฮโดรไลส ATP เพือ่ผลักดันโปรตอนออกจาก matrix ได

4. ผนงัชัน้ในของไมโตคอนเดรีย มีระบบขนสงโปรตอนและไฮดรอกซิลอิออน เพื่อชวยสง
ผานเมตาบอไลท (metabolites) ตางๆ ผานผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย หรือนํ าออก
จาก matrix ได

     จากหลกัการ 4 ขอขางตน กลาวไดวาผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย ทํ าหนาที่เปนตัวแปรรูปพลัง
งาน (energy-transducing membrane) โดยขณะที่เกิดการขนสงอิเลคตรอนภายในผนังชั้นใน
ของไมโตคอนเดรีย โดยมีลักษณะเปน redox loop (loop ละ 2 อิเลคตรอน) ดังรูปที่ 11 อยูนั้น 
โปรตอนจะถูกขับออกทาง matrix-side ( M-side )ไปยัง cytosol (C-side) แตไฮดรอกซิลอิออนยัง
คงอยูที่ M-side ผลคือ ความเขมขนของโปรตอนที่ M-side ตํ ่ากวา C-side เรียก pHทีแ่ตกตางกัน
นีท้ ําใหเกิด pH gradient ขึน้และนอกจากนี้การเคลื่อนที่ของประจุบวก(โปรตอน) ดังกลาวยังกอให
เกิดความตางศักยไฟฟา เรียก electrical gradient (หรือ electrical potential) ขึ้นดวย
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รปูที ่11 แผนภาพอธิบายทฤษฎีเคมีออสโมติก คัปปลิง (Mitchell,1961)
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        ผลรวมของ pH gradient (pH) และ electrical gradient  เรียก electrochemical gradient 
ของโปรตอน (หรืออาจเรียก proton motive force, P) ซึง่เปนพลงังานสวนนี้จะผลักดันโปรตอนให
กลับเขาสู matrix ทาง proton channel ของ Fo การเคลือ่นที่ดังกลาวของโปรตอน จะมีการปลด
ปลอยพลังงานออกมา เพื่อนํ าไปใชสราง ATP จาก ADP+Pi โดยเอนไซม ATP synthase ดังสม
การตอไปนี้

                                              ATP synthase (F1F0 ATP ase)
                                  ADP+Pi                                        ATP+H2O

        นอกจากไมโตคอนเดรียจะใช electrochemical gradient ในการสราง ATP แลว ไมโตคอน
เดรยียงัน ําเอาพลงังานสวนนี้ไปใชในกระบวนการอื่นๆ ที่สํ าคัญอีก เชน ใชในกระบวนการขนสงเม
ตาบอไลทและอิออนตางๆ แบบ active transport ผานผนงัชั้นในของไมโตคอนเดรีย ใชในกระบวน
การสังเคราะห NADPH ใชในการเคลื่อนไหวของ flagella หรอืสลายกลายเปนพลังความรอน 
(heat) เปนตน (ดังรูปที่12)

        สวนการขนสงแคลเซียม (Ca2+) โดยไมโตคอนเดรียนั้น พบวาบทบาทของแคลเซียมคลาย 
cAMPท ําหนาที่เหมือน second messenger ไมโตคอนเดรีย endoplasmic reticulum (ER) และ
extracellular space เปนแหลงเก็บสะสมแคลเซียม ผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียแบงเปน 2 
ระบบแยกกันระหวางการไหลเขา (influx) และการไหลออก (efflux) ของแคลเซียม การไหลเขาของ
แคลเซียมใชแรงขับของความตางศักยของผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย (ประจุลบขางใน) ซึ่งจับ
กบัประจบุวก อัตราการไหลเขาแปรผันกับความเขมขนแคลเซียมภายนอก   เพราะคา KM   ของ
การขนสงแคลเซียมโดยทางนี้มากกวาความเขมขนแคลเซียมทางไซโตซอล สวนการไหลออกของ
แคลเซยีมขับออกอยางอิสระ โดยอาศัยการขนสงอิเลคตรอนที่ทํ าใหเกิด H+ gradient ระหวางผนัง
ชั้นในของไมโตคอนเดรีย หรือถาในไมโตคอนเดรียของหัวใจใชความตางศักยของ Na+  แทน 
แคลเซียมออกจาก matrix ทางเดยีวโดยการแลกเปลี่ยนกับ H+ หรือ Na+
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                     รปูที่12 แสดงถึงปฏิกิริยาตางๆ ที่ใช electrochemical gradients ที่เกิดขึ้น
                                จากการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ

        โดยปกติขบวนการแลกเปลี่ยนนี้เกิดดวยความเร็วสูงสุด ไมโตคอนเดรียจะทํ าหนาที่เสมือน
บฟัเฟอร (buffer) ตอแคลเซียมในไซโตซอล  คอืถาความเขมขนของแคลเซียมในไซโตซอลเพิ่ม 
อัตราการไหลเขาของแคลเซียมในไมโตคอนเดรียจะเพิ่มขณะที่การไหลออกของแคลเซียมจะคงที่
จนกระทั่งความเขมขนในไซโตซอลลดลงถึงระดับเร่ิมตน ในทางตรงกันขาม ถาความเขมขน
แคลเซยีมในไซโตซอลลดลง อัตราการไหลเขาเทากับอัตราการไหลออกของความเขมขนแคลเซียม
รวมกบัสวนที่ทํ าให ความเขมขนแคลเซียมในไซโตซอลกลับเขาสูระดับเริ่มตน (รูปที่ 13)

Electrochemical
Gradients

P

Electrical
potential

E
Active

transport

ATP
∼P

Bacterial
Flagellae
rotation

Heat
production

NADPH
synthesis
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รปูที ่13  แสดงการขนสงแคลเซียม (Ca2+) ในไมโตคอนเดรีย (Voet,D. and
                      Voet,J.G.,1990)

สารที่มีผลตอกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชันหรือสารที่มีผลยับยั้งการทํ างาน
ของไมโตคอนเดรีย แบงได 3 ประเภทใหญๆ คือ

       1 .  ส า ร ที่ อ อ ก ฤ ท ธิ์ ยั บ ยั้ ง ก า ร ส  ง ผ  า น อิ เ ล ค ต ร อ น ใ น ลู ก โ ซ  ก า ร ห า ย ใ จ
(Danishefsky,1980;Hatefi,1985;Voet,D. and Voet,J.G.,1990;Abeles,Frey and 
Jencks,1992) (รูปที่ 14) ไดแก

        1.1 สารที่ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนของเอนไซมใน complex I คือจาก NADH 
dehydrogenase ไปยัง coenzyme Q (site I) ไดแก rotenone (เปนสารพิษจากพืช ทํ าใหเกิดพิษ
ในปลาและใชเปน insecticide),amytal, pipericin A , barbiturates, dimerol และ  mercurials 
สารประเภทนี้ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนที่ site I แตไมสามารถยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนใน
กรณีที่ succinate เปนสับสเตรทเนื่องจาก succinate จะสงอิเลคตรอนเขาสู coenzyme Q โดย
ตรง
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        1.2 สารทีย่ับยั้งการสงผานอเิลคตรอนของเอนไซมใน complex II คอืจาก cytochrome b ไป
ยัง cytochrome c  (site II)  ไดแก  antimycin  A (antibiotic)   แตจะไมสามารถยับยั้งสารที่ยับยั้ง
การสงผานอิเลคตรอนในกรณีที่ใชสับสเตรทเปน Ascorbate + TMPD ซึง่สามารถสงอิเลคตรอน
เขาสู cytochrome c โดยตรง

        1.3 สารทีย่บัยั้งการสงผานอิเลคตรอนของเอนไซมใน complex IV คอืจาก cytochrome c 
ไปยังออกซิเจน (site III) ไดแก cyanide, azide และ carbon monoxide  ซึ่งจะไปยับยั้งที่ 
cytochrome oxidase (cytochrome aa3) นัน่คอื ถามีการยับยั้งที่ตํ าแหนงนี้จะไมสามารถสงผาน
อิเลคตรอนไปยังออกซิเจนได และไมเกิดการสังเคราะห ATP ไมวาจะใชสับสเตรทใดก็ตาม

        2. สารจํ าพวก uncoupler สารในกลุมนี้มีคุณสมบัติเปน H+-carrier หรือ proton-
ionophores สามารถนํ าพา H+ จากภายนอกผานผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียไดอยางอิสระและ
ท ําลาย electrochemical gradient ทีเ่กดิข้ึนจากการสงผานอิเลคตรอน ทํ าให phosphorylated 
ของ ADP ไปเปน ATP ไมเกดิขึน้แตยังมีการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจได ดังนั้นจึงพบ
วาอัตราการใชออกซิเจนใน intact mitochondria จะเพิ่มข้ึนแมวาจะไมมี ADP นอกจากนีย้ังมีการ
กระตุนการสลาย ATP ดวย (Heytler,1981;Lehninger,1993)

        สาร uncouplers สวนใหญมักจะเปนสารที่ละลายไดดีในไขมัน เปนกรดออน และในสูตร
โครงสรางมักมี aromatic ring อยูดวย สาร uncouplers  แบงออกเปนกลุมตามลักษณะทางเคมี
และการออกฤทธิ์ (Heytler,1981) ดงันี้

        2.1 Classical uncouplers หรือเรียกวา DNP-like, weak-acid, direct และ H+-ionophores 
u n c o u p l e r  เ ช  น  2 , 4 -d i n i t r o p h e n o l ( D N P ) ,  c a r b o n y l c y a n i d e - p -
trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP) สารในกลุมนี้สวนใหญมีคุณสมบัติเปนกรดออน 
(weak acid) ที่มี pKa ระหวาง 4.5-6.5 โดยที่กลุมที่เปน acidic groups อาจจะเปน phenolic 
hydroxy, heterocyclic - NH, amide, hydrazone - NH, carboxyl, sulfhydryl group กไ็ด นอก
จากนีย้ังมีคุณสมบัติละลายในไขมัน (lipophilic) สารกลุมนี้จะออกฤทธิ์ทํ าลาย proton gradient 
โดยจะเปนโมเลกุลที่ไมแตกตัวเปนประจุ (unionize acid) ทํ าให proton (H+) สามารถผานเขาไป
ในผนงัชั้นในของไมโตคอนเดรียไดโดยไมผาน H+ -channel ของ F1-F0 complex
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        2.2  The alkali - metal ionophores ไดแกพวก antibiotics เชน gramicidin, tyrothricin, 
tyrocidin และ valinomycin การออกฤทธิ์ของสารในกลุมนี้ คือ นํ าเอา cation เชน K+ เขาสูไมโต
คอนเดรีย ในกรณีของ valinomycin ซึง่ผานเขาทางผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียทํ าใหเกิดการ
สลาย ของ transmembrane electrochemical  gradients   ทีจ่ ําเปนสํ าหรับการควบคูปฏิกิริยา
ออกซเิดทีฟ ฟอสฟอริลเลชันของไมโตคอนเดรีย  กลาวคือ   พลงังานที่ไดจากการออกซิไดซสับสเต
รทจะถูกนํ าไปใชในการ transport  นํ า   cation เขาสูไมโตคอนเดรีย แทนที่จะใชในการสังเคราะห 
ATP

        2.3  Indirect uncouplers เปนสารที่ทํ าใหเกิด uncoupling ไดดวยกลไกตางๆ กัน เชน 
picrate และ desaspidin จะจบักับโปรตีนเฉพาะ (specific protein) ทีอ่ยูที่ผนังชั้นในของไมโต
คอนเดรียที่เกี่ยวของกับการสราง ATP (F1factor) แลวทํ าใหเกิด uncoupling โดยเฉพาะ 
desaspidin ซึง่เปนสารจากพืชที่มี phenolic groups อยูในโครงสราง สามารถจับกับโปรตีนไดถึง 
0.7 nmole/mg protein สวน arsenic ท ําใหเกิด uncoupling โดยจับกับ sulfhydryl groups อยาง
ไรก็ตาม สารในกลุม indirect uncouplers นีจ้ะไมมีผลกระตุน ATPase activity

        3. สารทีอ่อกฤทธิ์ยับยั้งการเกิด phosphorylation  หรอืการสังเคราะห ATP ไดแก

        3.1  oligomycin และ dicyclohexylcarbodiimide (DCCD) ซึง่จะมีผลยับยั้งการสังเคราะห 
ATP โดยไปยับยั้งที่ F0 ของเอนไซม ATP synthase ท ําใหไมสามารถสงผานโปรตอนจาก F0 ไปยัง 
F1 ไดสงผลใหเกิดการยับยั้งการเกิดออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชันรวมทั้งการใชออกซิเจน   แตไม
สามารถยับยั้งการส งผ านอิ เลคตรอนได  เมื่อไมโตคอนเดรียอยู  ในภาวะ  uncoupl ing 
(Senior,1973;Voet and Voet,1990)

        3.2  atractyloside จะยับยั้ง adenosine nucleotide translocator ซึง่ท ําหนาที่เปน carrier 
ในการขนสง ADP จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรียทํ าใหขาด ADP สํ าหรับใชในการสังเคราะห 
ATP (Lehninger,1993)

        3.3  DTNB (5,5' - dithio-bis-2-nitrobenzoate) เปน aromatic disulfide ยบัยั้งการสงผาน 
Pi จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรีย โดยไปทํ าปฏิกิริยากับ sulfhydryl groups (-SH groups) ที่
อยูบนผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย ทํ าใหขาด Pi ในการทํ าปฏิกิริยา (Haugaard et al.,1969)
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        3.4  N-ethylmaleimide (NEM) หรือ mersalyl จะมีผลยับยั้ง phosphate translocator ซึ่ง
ท ําใหไมโตคอนเดรียขาด Pi เขาสูภายใน ดังนั้นจึงมีผลทํ าใหเกิดการสลาย ATP เพื่อใหได Pi ขึ้น
มาแทน จึงมีผลยับยั้งการสราง ATP เชนเดียวกัน (Sartorelli,Erecinska and Wilson,1981)

     Lipid peroxidation เปนปฏิกิริยาการเกิดการเปลี่ยนแปลงของ  lipid โดยการออกซิเดชันของ
unsaturated fatty acids ซึง่จะท ําใหคุณสมบัติของเยื่อหุมเซลลและผนังเซลลสูญเสียหนาที่ไป ไม
สามารถทํ าหนาที่ไดตามปกติ (Haraguchi et al,1995) เปนการบาดเจ็บของเซลลที่มีลักษณะ
เฉพาะและสามารถทํ าใหเกิด liver necrosis, ischemia-reperfusion injury, coronary 
arteriosclerosis และ diabetes mellitus เปนตน ซึ่งการเกิดขึ้นนี้จะเปนไปตามการสราง free 
radical ในเซลลเนื้อเยื่อนั้นๆ และ lipid peroxidation นัน้มกีระบวนการที่ประกอบดวยกันหลาย
ขั้นตอนดังตอไปนี้ (Buege and Aust,1978) (รูปที่ 15)

        1.  initiation : เปนการเริม่ตนปฏิกิริยาจากอนุมูลอิสระที่เกิดจากการเมตาบอลิสมของสาร
พิษบางชนิดซึ่งจะไปแยงที่ของ hydrogen ของ methylene carbon ในโมเลกุลของ 
polyunsaturated lipid (ซึง่เปนสวนประกอบที่สํ าคัญของเยื่อหุมเซลล) ทํ าใหเกิดอนุมูลอิสระของ 
lipid ซึ่งอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นนี้ไมคงตัวสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงตอไปไดอีก ซึ่งการเปลี่ยน
แปลงนี้เกิดจากการเคลื่อนที่ของพันธะคูภายในโมเลกุลจนทํ าใหเกิด lipid radical ที่เปน 
conjugated diene

         2. propagation : conjugated diene ทีเ่กดิขึ้นในชวง initiation จะเกิดการรวมตัวกับ
โมเลกุลของออกซิเจนไดอยางรวดเร็ว ทํ าใหเกิด lipid peroxyl radicals ซึง่อนุมูลอิสระชนิดนี้จะ
สามารถแยงที่ hydrogen ของ methylene carbon ในโมเลกุลของ polyunsaturated lipid ที่อยู
ใกลเคียงได ทํ าใหเกิด lipid hydroperoxide และ lipid radicals ตวัใหม กระบวนการเหลานี้เปน
ปฏิกิริยาแบบตอเนื่องสามารถกระตุนปฏิกิริยาไดดวยตัวเอง จึงทํ าใหเกิดความเสียหายตอเยื่อหุม
เซลลเปนวงกวาง
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  NAD+-linked substrate                     NADH

                                                     FMN               ADP + Pi

                                                                             site I                   roten

                                                    Fe - S                ATP

        Succinate         FAD                   Co Q

                                                                  cyt b                ADP + Pi

                                                                              site II

                                                     cyt c1                  ATP

         ascorbate + TMPD                    cyt c
                                                                               ADP + Pi

                                                   cyt a-a3                  site III
                                                                                  ATP

                                                    1/2O2

 รูปที่ 14 แสดงตํ าแหนงที่มีการยับยั้งการหายใจโดยสารยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนใน
             ลกูโซหายใจ (Hatefi,1985)

rotenone

antimycm

cyanide
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 รปูที ่15 แสดงกระบวนการการเกิด Lipid peroxidation (Buege and Aust,1978)
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3. termination : เมื่อ lipid peroxidation ขยายวงกวางไปเรื่อยๆจนกระทั่งไมมีโมเลกุล
ของ unsaturated fatty acid เหลอือยู อนมุูลอิสระชนิดตางๆก็จะทํ าปฏิกิริยากันเองจนกลายเปน 
nonradical เปนการหยุดปฏิกิริยาทั้งหมดในกระบวนการ lipid peroxidation (Emest and 
Frank,1982; Emest and Patricia,1994) ผนงัเซลลที่มีปริมาณ unsaturated fatty acid มาก มัก
เปนเปาหมายในการเกิด lipid peroxidation และการเกิด lipid peroxidation นีม้กัท ําใหผนังเซลล
สญูเสยีรูปทรงและไมสามารถทํ าหนาที่ไดตามปกติ เกิดอันตรายตอเซลลนั้นๆโดยตรง นอกจากนั้น
ผลของ lipid peroxidation ยงัสามารถลกุลามไปยังอวัยวะอื่นๆซึ่งกอใหเกิดอันตรายไดเชนกัน

โมโนเอมีนออกซิเดส(monoamine oxidases, MAO;monoamine:oxygen oxidoreductase
(deaminating) EC 1.4.3.4)

เปนเอนไซมทีพ่บไดทั่วไปในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม พบไดในหลายอวัยวะเชน สมอง ตับ ลํ า
ไส และอวัยวะอื่นๆ ในปริมาณที่แตกตางกัน เอนไซมนี้จะฝงตัวแนนในลักษณะของ integral 
protein อยูที่ผนังชั้นนอกของไมโตคอนเดรีย(Schaitman,Erwin and Greenawalt,1967) มีหนาที่
เรงปฏิกิริยา oxidative deamination ของสารสื่อประสาทพวกเอมีนไดแก epinephrine, 
norepinephrine, dopamine, tyramine และ 5- hydroxytryptamine(5-HT) มบีทบาทสํ าคัญใน
การควบคุมปริมาณของสารพวกนี้ในระบบประสาท คือเปนหนึ่งในกระบวนการเมตาบอลิสมสาร
กลุม catecholamines รวมกับกระบวนการ methylation และ conjugation นอกจากนี้ยังทํ าหนา
ทีค่วบคมุปริมาณสารเอมีนอื่นๆไมวาจะเปนยาหรืออาหารที่รับจากภายนอกอีกดวย

การศกึษาเกี่ยวกับเอนไซมนี้เร่ิมข้ึนเมื่อ Hare(1928) คนพบ tyramine oxidase ในตับ
กระตาย ตอมามีผูคนพบเอนไซมอีกหลายตัวที่เกี่ยวของกับปฏิกิริยาการออกซิเดชั่นของสารเอมีน 
ไดแก adrenaline oxidase และ aliphatic amine oxidase (Blaschko,Richter and 
Schlossmann,1937,Pugh and Quastel,1937) เนือ่งจากเอนไซมทั้งสามนี้มีคุณสมบัติที่เหมือน
กนัหลายประการ ภายหลัง Zeller(1951) จงึไดตั้งชื่อข้ึนใหมโดยรวมเรียกวาโมโมเอมีนออกซิเดส

เนื่องจากสมมุติฐานเกี่ยวกับสาเหตุของการเกิดโรคซึมเศราเกี่ยวของกับระดับของสารสื่อ
ประสาทเอมีนในสมองไดแก 5-HT และ norepinephrine ตํ ่ากวาปกติ การที่เอนไซมโมโนเอมีน
ออกซิเดสไดรับความสนใจเกี่ยวกับการบํ าบัดรักษาโรคซึมเศรา เปนเพราะวาการยับยั้งเอนไซมนี้
ในรางกาย มีผลทํ าใหระดับของสารเอมีนในสมองสูงขึ้น และระดับของเอมีนเมตาบอไลทลดลง
(Tipton,1977) นอกจากนีจ้ากการศกึษาวิจัยในสัตวทดลองพบวาการยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออก
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ซิเดสมีผลทํ าใหพฤติกรรมเปลี่ยนแปลงไป จึงไดนํ ามาใชทางการแพทยในการเปนยารักษาโรคซึม
เศรา(antidepressants) เนื่องจากมีการยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดสโดยเฉพาะโมโนเอมีน
ออกซิเดสชนิดเอ(MAO-A) ในระบบประสาทสวนกลางจะทํ าใหเกิดการสะสมของระดับเอมีนใน
สมองเพิม่ข้ึน นอกจากนี้แลวสารที่ยับยั้งเอนไซมโมโมเอมีนออกซิเดสชนิดบี(MAO-B) กส็ามารถใช
เปนยารักษาโรคพารกินสัน(Parkinson,s disease) ซึง่มอียูเพียงตัวเดียวในปจจุบันไดแก deprenyl 
หรือ selegiline จะออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดสชนิดบีอยางจํ าเพาะเจาะจงและ
ยบัยัง้แบบถาวร การรักษาผูปวยโรคนี้จะให selegiline รวมกับ L-dopa เพือ่เพิ่มประสิทธิภาพ 
และลดอาการขางเคียงที่เกิดจาก L-dopa เนือ่งจากยาไปรักษาระดับของ dopamine ในสมองไม
ใหถกูท ําลายอยางรวดเร็ว นอกจากนี้เชื่อวา selegiline ยงัสามารถลดการทํ าลายเซลลประสาทอัน
เนื่องมาจากกระบวนการออกซิเดชั่นของ dopamine และสารพิษอ่ืนๆ เชน MPTP(1-methyl-
4phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) โดยออกฤทธิ์เปน antioxidant(Aminoff,1995)

        เนือ่งจาก CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-18-04 เปนสาร
สงัเคราะหใหม โดยดัดแปลงสูตรโครงสรางจาก CU 763-15-13 และ CU 763-15-14 ซึง่คาดหวัง
วานาจะมสีารทีแ่สดงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่นาสนใจ จึงเห็นวาควรทํ าการทดสอบกับไมโตคอนเดรีย 
เพือ่ศึกษาผลที่เกิดขึ้นและเปนขอมูลในการพัฒนาสารตอไป
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บทที่  3

วิธีดํ าเนินการวิจัย
1. สตัวทดลอง

        ใชหนูขาวพันธุ Wistar เพศผูมนีํ ้าหนักประมาณ 180-200 กรัม จากสํ านักสัตวทดลองแหง
ชาต ิ มหาวทิยาลยัมหดิล ถนนพุทธมณฑลสาย 4 ตํ าบลศาลายา อํ าเภอพุทธมณฑล จังหวัด
นครปฐม เลี้ยงดวยอาหารสํ าเร็จรูปจากบริษัทเจริญโภคภัณฑ

2. การเตรียมไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว

        เตรียมโดยใชวิธี Differential centrifugation ตามวิธีของ Hogeboom (1955) ซึ่ง Myers 
และ Slater(1957) เปนผูดัดแปลงวิธีเล็กนอย การเตรียมและปฏิบัติการนั้น ตับและไมโตคอนเดรีย
จะถูกเก็บโดยแชอยูใน medium ทีเ่ยน็จดัซึ่งบรรจุอยูในภาชนะที่แชในนํ้ าแข็ง (ice-cold) การปน
แยกไมโตคอนเดรียจากตับหนูทํ าโดยใช refrigerated centrifuge ซึง่ควบคุมอุณหภูมิไวที่ 40C
ตลอดการเตรียม

        ขัน้ตอนการเตรียมแบงเปน 2 ขั้นตอนหลักคือ

        ขัน้ตอนที่ 1  การเตรียม liver homogenate
        ขัน้ตอนที่ 2  การปนแยกไมโตคอนเดรีย

        ขัน้ตอนที่ 1 :  การเตรียม liver homogenate

        (1.) ท ําใหหนตูายทันทีโดยการตีที่หัวบริเวณทายทอยแลวทํ า cervical dislocation จากนั้น
ผาตดัเปดหนาทองแลวรีบตัดตับมาลางดวยสารละลาย isolated medium ทีป่ระกอบดวย 0.25 M 
sucrose และ 1 mM EGTA (pH 7.2) ทีเ่ยน็จดัหลายๆ คร้ังจนหมดเลือด แลวแชตับในสารละลาย 
isolated medium ปริมาตรประมาณ 60-70 ml.
        (2.) ตดัตบัดวยกรรไกรออกเปนชิ้นเล็กๆ ประมาณ 0.3-0.5 ซม. ลางเลือดอีกครั้งดวยสาร
ละลาย isolated medium จากนั้นนํ าไป homogenize ดวย Heidolph tissue homogenizer type 
SO203 RZR2 ประมาณ 2-3 นาที (6-7 คร้ัง) จะได liver homogenate ประมาณ 60-80 ml.
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        ขัน้ตอนที่ 2 :  การปนแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate

        นํ า liver homogenate ทีไ่ดจากขั้นตอนที่ 1 มาปนแยก (centrifuge) ใหไดไมโตคอนเดรีย
โดยใช Hitachi High Speed Refrigerated Centrifuge Himac model SCR 20B Rotor model 
RPR 18-3 โดยปนแยกทั้งหมด 3 คร้ัง ตามแผนภาพ(รูปที่ 16)

        pellets ทีไ่ดจากการปนครั้งที่ 3 จะเห็นแยกเปน 2 ชั้นชัดเจนในหลอด centrifuge ชัน้บนจะ
เหน็เปนสชีมพูและเกาะกันอยูอยางหลวมๆ คือ ชั้นของไมโครโซม (microsomes) สวนชั้นลางที่มีสี
นํ ้าตาลและเกาะกันแนน คือ ชั้นของไมโตคอนเดรีย รินสวนของ supernatant fluid ทิง้และลาง
สวนทีเ่ปนไมโครโซมออกใหหมดดวย 0.25 M sucrose เลก็นอย จนเหลือเพียงสวนของไมโตคอน
เดรยีที่มีสีนํ้ าตาล นํ ามา resuspend ดวย 0.25 M sucrose ประมาณ 2-3 ml. Homogenize ดวย
มอือยางเบาๆ จะได mitochondrial suspension ส ําหรับใชในการทดลอง ความเขมขนของไมโต
คอนเดรียคิดเปนปริมาณโปรตีน มีคาประมาณ 30-60 mg/ml. และเมื่อใช glutamate+malate 
เปนสับสเตรทจะไดคา RCI >4 (ที่ 370C)

        การเตรียม osmotic-shocked mitochondria

        นํ า mitochondrial pellets ทีเ่ตรยีมไดมาเติมนํ้ ากลั่นปริมาตรเปน 2 เทา จากที่เตรียมไดที่
อุณหภมูหิองเปนเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง หมุนกวนชาๆ ดวย magnetic stirrer ให suspension 
เขากันตลอดเวลา จากนั้นใหนํ า osmotic-shocked mitochondria เกบ็ในภาชนะแชนํ้ าแข็ง (ice-
bath) เพือ่นํ าไปใชในการทดลองตอไป

         การเตรียม mitochondria เพื่อศึกษา lipid peroxidation

        นํ า mitochondrial pellets ทีเ่ตรยีมไดจากการปนครั้งที่ 3 ดังวิธีขางตนมาลางดวย 1.1% 
KCl 2 ครั้งและ resuspened ในสารละลาย 0.05 M phosphate buffer pH 7.4 แลวนํ าไปแชนํ้ า
แข็ง (ice-bath) เพือ่นํ าไปใชในการทดลองตอไป
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                                                       Liver homogenate

                                                                      600 g (2,500 rpm) 5 min

          Pellets                                                                                  Supernatant
(unbroken cell, nuclei,                             (mitochondria, microsome, lysosomes, etc.)
erythrocytes, connective tissue)                              4,500 g (7,000 rpm) 10 min

                                           Pellets                                           Supernatant
                                  (mitochondria )       (microsome,lysosomes,macromolecules,etc.)
                                                Resuspend in isolation medium

                                                 13,000 g (8,000 rpm) 10 min

          Pellets                                                                                 Supernatant
   (mitochondria)                                                             (mitochondrial contamination)
                Resuspend in 0.25 M sucrose medium

รปูที ่16 แสดงขั้นตอนการแยกไมโตคอนเดรียจาก rat liver homogenate โดยใช
          differential centrifuge (Hogeboom,1955;Myers and Slater,1957;Sordahl,1971)

Mitochondrial suspension
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3. การเตรียม Incubation medium ทีใ่ชในการทดลอง

        incubation medium ทีใ่ชในการวิจัยแบงตามสภาวะการทดลองไดดังนี้

3.1 incubation medium ทีใ่ชเปนมาตรฐานสํ าหรับศึกษาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย
      ประกอบดวย :  HEPES buffer 40 mM (60 mOsm)

MgCl2  2 mM (6 mOsm)
KCI 92 mM (184 mOsm)

      (เปน isotonic buffer ความเขมขนรวม 250 milliosmolar)ปรับ pH ของ incubation medium 
นีใ้หเปน 7.2

3.2 hypotonic incubation medium สํ าหรับวัดอัตราการหายใจของ osmotic-shocked 
mitochondria
ประกอบดวย : HEPES buffer 40 mM (60 mOsm)

MgCI2   2 mM (6 mOsm)
KCI 29.5 mM (59 mOsm)

3.3 incubation medium ส ําหรบัศกึษาการทํ างานของเอนไซมโมโนเอมีน ออกซิเดส (monoamine
oxidase, MAO) ประกอบดวย 0.025 M inorganic phosphate (KH2 PO4 ) buffer pH 7.2

3.4 incubation medium ส ําหรับศึกษาการทดลอง lipid peroxidation ประกอบดวย 0.05 M.
phosphate  buffer pH 7.4

4. การวดัอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ

        การวดัอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย ใชเทคนิคที่เรียกวา polarographic oxygen 
electrode technique (Sordahl et al.,1971) เครือ่งมือที่ใชประกอบดวยสวนสํ าคัญ คือ Gilson 
reaction chamber ซึง่มคีวามจุประมาณ 1.8-2.0 ml. ประกอบดวยผนังแกว 2 ชั้นและมีฝาจุก 
(stopper) เปดและปดได ตรงกลางฝาจุกมีรูเล็กๆ สํ าหรับเติมสารตางๆ ลงไปทํ าปฏิกิริยากับไมโต
คอนเดรียใน reaction chamber ท ําใหออกซิเจนจากภายนอกไมสามารถเขาไปรบกวนปริมาณ
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ออกซิเจนใน reaction chamber ขณะท ําการทดลอง เมื่อไมโตคอนเดรียใชออกซิเจนไปในการทํ า
ปฏิกริิยา ปริมาณของออกซิเจนใน reaction chamber จะลดลง ซึ่งสามารถติดตามดูอัตราการลด
ลงของออกซิเจนนี้ได โดยใช Clark oxygen electrode ตอเชื่อมกับ reaction chamber โดยสวน
ของ electrode จะสมัผัสอยูกับของเหลวใน chamber และปริมาณการเปลี่ยนแปลงของออกซิเจน
ที่วัดไดโดย oxygen electrode นี ้จะถูกสงไปยังเครื่อง biological oxygen monitor (YSI model 
53) ซึง่จะมหีนาปทมบอกปริมาณของออกซิเจนที่มีอยูใน reaction chamber ในขณะนั้นๆ ซึ่ง
สามารถบันทึกอัตราการลดลงของออกซิเจนใน reaction chamber ดวย Gilson recorder 
(model N2) บนัทกึผลทีไ่ดออกมาในลักษณะของกราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงระดับของออกซิเจน
ในสภาวะตางๆ tracing ทีป่รากฏบนกระดาษบันทึกโดยวิธีนี้เรียกวา oxygen-electrode tracing 
(polarographic tracing or oxygraph tracing)

        ในระหวางการ incubate ไมโตคอนเดรียทํ าปฏิกิริยากับสารตางๆ ใน reaction chamber นั้น
จะมี magnetic stirrer  ขนาดเลก็หมนุกวนสารละลายอยูตลอดเวลา เพื่อใหสวนประกอบตางๆ 
ของปฏิกิริยาใน reaction chamber เขากนัดีตลอดเวลา ใชนํ้ าที่ปรับอุณหภูมิจากอางควบคุม
อุณหภูมิไหลผานเขาและออกสวนของ chamber ชัน้นอก (water jacket) ซึง่หอหุม reaction 
chamber ไวอีกทหีนึง่ นํ ้าที่มีอุณหภูมิตามที่ตองการจะวนเวียนหลอเลี้ยงอยูรอบนอก reaction 
chamber ท ําใหอุณหภูมิของการทดลองใน reaction chamber คงทีต่ามตองการ ในที่นี้ควบคุม
อุณหภูมิใหคงที่ที่ 370C

       เมือ่เร่ิมทํ าปฏิกิริยาปริมาณออกซิเจนใน chamber จะมีคาที่ระดับ 100% saturation แตเมื่อ
ไมโตคอนเดรียมีการหายใจ ปริมาณออกซิเจนใน chamber จะคอยๆลดลง วัดอัตราการลดลงของ
ออกซิเจนใน chamber ไดดวย Clark oxygen electrode ซึ่งมี Ag/AgCl electrode เปนขั้ว 
anode ลอมรอบดวย platinum electrode ซึง่ท ําหนาที่เปนขั้ว cathode เมือ่ตองการใชงานจะใช
half saturated KCl solution ฉาบผิวขั้ว electrode ทัง้สอง ทํ าหนาที่เปน salt bridge และมี YSI 
membrane (standard type) หุมปดที่ขั้วของ electrode โดย membrane ชนดินีย้อมใหเฉพาะ
ออกซิเจนผานเทานั้น



40

  รูปที่ 17  แสดง Reaction chamber ทีใ่ชในการทดลองเพื่อวัดอัตราการหายใจของไมโต
           คอนเดรียในสภาวะตางๆ ซ่ึงจะมี oxygen electrode คอยติดตาม oxygen tension
           ใน reaction chamber  แลวอานและบันทึกผลดวย oxygraph apparatus (oxygen   
            monitor+recorder)

        ปฏิกริิยาทีเ่กิดขึ้นที่ขั้วทั้งสองขณะทํ าการทดลอง คือ

         anode    :  4Ag+ + CI-                                                         4AgCI + 4e-

         cathode  :  4H+ + 4e- + O2                             2H2O

        ปกตริะหวางขั้วทั้งสองจะมี polarizing voltage 0.8 V เมือ่ท ําปฏิกิริยาดังสมการขางตนจะมี
การไหลของกระแสไฟฟาระหวาง 2 ขั้ว เกิดขึ้นและกระแสที่เกิดขึ้นนี้จะถูกสงไปยัง amplifier ซึ่งทํ า
หนาที่ขยายกระแสเขาสู recorder บันทึกเปน tracing ตอไป ปริมาณกระแสจะแปรผันตาม
ปริมาณออกซิเจนใน chamber ท ําใหสามารถวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียได
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     รปูที่ 18 แสดงลักษณะของ Clark oxygen electrode ซ่ึงเปน Ag/AgCl electrode เปน
                   ขัว้ anode และมี platinum electrode เปนขั้ว cathode

5. การศกึษาถึงการทํ างานของเอนไซม monoamine oxidase

        อาศัยหลักการในการติดตามการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเชนเดียวกัน monoamine 
oxidase เปนเอนไซมที่พบบริเวณเยื่อหุมช้ันนอก (outer membrane) ของไมโตคอนเดรีย ทํ าหนา
ทีใ่นการออกซิไดซสารพวก amine โดยกระบวนการ oxidative deamination ดงัปฏิกิริยาดังตอไป
นี้

        R- CH2 NH2 + O2 +H2O                                       R - CH0 + NH3 + H2O2

        เนือ่งจากปฏกิริิยาที่เกิดขึ้นนี้จํ าเปนจะตองใชออกซิเจน ดังนั้นจึงสามารถศึกษา activity ของ
เอนไซม monoamine oxidase ไดโดยการติดตามปริมาณออกซิเจนที่ลดลงใน reaction chamber 
เมื่อใชสับสเตรทและ incubation medium ทีเ่หมาะสม และใช sodium phosphate buffer เปน 
incubation medium นอกจากนี้จะเติม respiratory chain inhibitor คือ rotenone ลงใน reaction 
chamber ดวย เพื่อยับยั้งการออกซิไดซ endogenous substrates ของไมโตคอนเดรีย ทํ าให
ออกซเิจนที่ถูกใชไปนั้นเกิดจากการที่ monoamine oxidase ออกซิไดซ amine substrate ทีเ่ติมลง
ไปเพยีงอยางเดียว จากหลักการที่กลาวมานี้ ทํ าใหทราบถึง monoamine oxidase activity ได
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   การแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย (Mitochondrial respiratory states)

        เนือ่งจากองคประกอบสํ าคัญของการหายใจของไมโตคอนเดรีย มีหลายประการ เชน การมี
ออกซิเจนสับสเตรท ADP+Pi หรือการมี uncoupler หรอืไม เปนตน Chance and William (1956) 
ไดจดัแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรียตามองคประกอบสํ าคัญ เปนดังนี้

      State                                           Condition
1 มเีพียง O2

2 มี O2 และ ADP
3(active state)                             มี O2 ADP และ Substrate
3u                                                มี uncoupler
4(resting state)                            มี O2 และ Substrate
5 มเีพียง Substrate
6 การหายใจถูกยับยั้งดวย excess Ca2+

6. การคํ านวณดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI), อัตราสวน ADP/O และอัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ

        6.1 การค ํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (Respiratory Control Index,RCI)

        นอกจาก Chance and William จะแบงภาวะ (states) การหายใจของไมโตคอนเดรียเปน
ภาวะตางๆดงัที่ไดกลาวมาแลว ยังแสดงวิธีคํ านวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI) ซึง่เปนคาที่ใช
แสดงการควบคู (coupling) กนัของกระบวนการออกซิเดชันและกระบวนการฟอสฟอริลเลชันคา 
RCI นีแ้สดงถึงคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่เตรียมไดวามีคุณภาพดี คือเปน intact mitochondria 
หรือไม โดยปกติแลวจะมีคา RCI> 4 การคํ านวณคา RCI ท ําตามวิธีดังตอไปนี้

        RCI   =  อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3
                    อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4

                  =      ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 3
                      ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 4
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        จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที่ 19 การหาความชันของ tracing ใน state 3 และ
state 4 ท ําไดโดยกํ าหนดใหเสนที่ลากขนานแกน x ของทั้ง 2 states ยาวเทากันดังนั้น

RCI  =     Y1/X        =    Y1

              Y2/X                  Y2

        6.2 การคํ านวณคา P/ O ratio

        P/O ratio คอื อัตราสวนของจํ านวนโมเลกุลของ ATP ทีถ่กูสรางตอออกซิเจน 1 อะตอม (1/2
O2) ใน state 3 respiration คา P/O ratio สามารถคํ านวณไดตามวิธีที่บรรยายไวโดย Estabrook
(1967) ซึ่งพอสรุปไดดังนี้

        P/O    =                   จ ํานวน nmoles ของ ATP ทีถ่กูสรางขึ้น
                       จ ํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ถูกใชระหวางการเกิด state 3

        จ ํานวน nmoles ของ ATP ทีส่รางขึ้นจะเทากับ nmoles ของ ADP ทีเ่ตมิลงไปทํ าปฏิกิริยา
และสามารถคํ านวณจากความเขมขนและปริมาตรของ ADP ทีเ่ติมลงไป

        จ ํานวน n atoms ของออกซเิจนที่ถูกใชในการทํ าปฏิกิริยาระหวางการเกิด state 3 คํ านวณได
จาก oxygraph tracing ดงัตวัอยางที่ 20 ดังนี้

 จ ํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ใชระหวางการเกิด state 3 = Q X S
                                                                                        p

โดยที่  P  =  ความสูงของเสน P ในรูป
         Q  =  ความสูงของเสน Q ในรูป
        S  =  จ ํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน reaction mixture กอนที่จะถูก
                ไมโตคอนเดรียใชไปในการทํ าปฏิกิริยา
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        คา S นีข้ึ้นอยูกับปริมาตรของ reaction mixture ทีท่ ําปฏิกิริยาใน reaction chamber และ
อุณหภูมิของการทดลอง คือ ถามีปริมาตรของ reaction mixture มาก ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัว
อยูไดมาก และถาอุณหภูมิตํ่ า ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูไดมากกวาเมื่อมีอุณหภูมิสูง

        การคํ านวณหาคา S จะหาไดจาก คาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน incubation 
mixture 1 ml.(A) คณูดวยปริมาตรทั้งหมดของ reaction mixture ทีท่ ําปฏิกิริยา จะไดจํ านวนของ
ออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน reaction mixture ทัง้หมด การคํ านวณหาคาปริมาณของออกซิเจนที่
ละลายอิ่มตัวใน incubation mixture 1 ml. หาไดจากสมการ

เมื่อ A =  จ ํานวน n atoms. ออกซเิจนที่ละลายในนํ้ า 1 ml.
     S  =  คาสมัประสิทธิ์การดูดซึมออกซิเจน (absorption coefficient) ทีอุ่ณหภมูิที่ทํ าการทดลอง
             (ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถูกเปลี่ยนไปอยูที่ 00C และ 760 mm. แลวถูกดูดซึมโดยนํ้ า
             หนึง่หนวยปริมาตรเมื่อความดันของกาซเทากับ 760 mm.) โดยมีคาเทากับ 0.02373 ที่
             อุณหภูมิ  370 C
     P  =  สดัสวนของออกซิเจนในบรรยากาศ = 21%
     N  =  จ ํานวนอะตอมใน 1 โมเลกุลของออกซิเจน = 2
     V  =  ปริมาตรกาซที่ 00C ความดนั 1 บรรยากาศเทียบกับ 1 กรัมโมล มีคาเทากับ 22,400 ml.

        เมือ่แทนคาเหลานี้ลงในสมการดังกลาว คํ านวณหาคาปริมาตรของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัว
ในนํ้ า 1 ml. (A) ทีอุ่ณหภูมิ 370C มคีาเทากับ 444.9 n atoms O/ml.

6.3 การค ํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ
        จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที่ 21 สามารถคํ านวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโต
คอนเดรีย ไดดังนี้

A       =         S  x  P  x  N  x  109  n atoms  O/ml.
                            V 100

อัตราการใชออกซิเจนใน state 3 = R x S n atoms O/min
                                            P



45

           โดยที่ R  =  ความสูงของเสน R ในรูป
                 P  =  ความสูงของเสน P ในรูป
                 S  =  จ ํานวน นนอ. ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน reaction mixture กอนที่จะถูก
                          ไมโตคอนเดรียใชไปในการทํ าปฏิกิริยา

        ถาทราบปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียแลวนํ ามาหารอัตราการใชออกซิเจนที่คํ านวณได
ตามวิธีขางบน จะทํ าใหทราบอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียมีหนวยเปน n atoms 
O/min/mg protein

        นอกจากนีย้งัสามารถคํ านวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ออกมา
ในหนวยของจํ านวน n atoms O/ml./min ได ดังตัวอยางจาก oxygraph tracing ในรูปที่ 21 เชน
กัน

        โดยที่     R  =  ความสูงของเสน R ในรูป
                     P  =  ความสูงของเสน P ในรูป
                    A  =  จ ํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัว อยูในนํ้ า 1 ml.
        คา A นี ้หาไดตามวธิีที่กลาวมาแลวในหัวขอ 6.2 ในการวิจัยนี้ควบคุมอุณหภูมิคงที่ที่ 370C 
ซึง่มีคา A ในทีน่ี ้จึงเทากับ 444.9 n atoms O/ml.

        การค ํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ของ oxygraph tracing 
กส็ามารถคํ านวณไดในทํ านองเดียวกัน

7. การวัด ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย

        เนือ่งจากปฏิกิริยาไฮโดรไลส ATP จะเกิดผลผลิตคือ ADP,Pi และ H+ ดงัปฏิกิริยาตอไปนี้

อัตราการใชออกซิเจนใน state 3 = R x A n atoms O/ml./min
                                            P
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                                 ATPsynthase(F0F1ATPase)
        ATP + H2O                                                       ADP + Pi + H+

        ดงันัน้ในการศึกษา ATPase activity ของไมโตคอนเดรียสามารถทํ าได 2 วิธีคือ
7.1 โดยการวัดจํ านวน H+ ทีเ่พิม่ข้ึนใน medium โดยใช pH meter (Bertina and slater,1975)
7.2 โดยการวัดปริมาณของ Pi ทีเ่กดิจากการสลายตัวของ ATP (Weinbach,1956)

        ในการวจิัยนี้จะเลือกใชวิธีวัดปริมาณ Pi ทีเ่กดิจากการสลายของ ATP ในการวัด ATPase 
activity ของไมโตคอนเดรีย โดยมีข้ันตอนและหลักการที่สํ าคัญดังนี้คือ

        ขัน้ตอนที่ 1  เปนการ incubated ไมโตคอนเดรียใหทํ าปฏิกิริยากับสารตางๆ ที่ตองการ
ศกึษาใน reaction mixture ทีเ่หมาะสม เมื่อครบเวลาที่กํ าหนดไว ทํ าการหยุดปฏิกิริยาทันทีโดย
การดูด reaction mixture ใสลงใน centrifuge tube ที่มี 20% นน./ปริมาตรของ trichloroacetic 
acid จ ํานวน 1 ml. อยูกอนแลวเขยาใหเขากันและนํ าไปแชในนํ้ าแข็งทันที

          ขั้นตอนที่ 2  เปนการวิเคราะหหาปริมาณ Pi ทีเ่กดิข้ึน จากที่ไดในขั้นที่ 1 ในการวิจัยนี้ใช
วิธีของ Fiske and Subbarow(1925) ซึง่เปนวิธีวัดความเขมขนของสีที่เกิดขึ้นของสารประกอบ
เชงิซอนจากปฏิกิริยารีดักชันของ phosphomolybdate complex กับ Fiske Subbarow reducing 
agent (ประกอบดวย 15% sodium bisulfite 97.5 ml. 20% sodium sulfite 2.5 ml. และ 1- 
amino-2-naphthol-4-sulfonic acid 0.25 กรัม) เมื่อปฏิกิริยาดํ าเนินไปครบตามเวลาที่กํ าหนด
แลวน ําสารละลายซึ่งเกิดเปนสีนํ้ าเงินไปวัดการดูดกลืนแสง (absorbance) ทีค่วามยาวคลื่น 650 
นาโนเมตรดวยเครื่อง spectrophotometer (Ultrospec II) โดยใชนํ้ ากลั่นที่มีปริมาตรเทากับตัว
อยางเปน blank แลวน ําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ Pi จากกราฟมาตรฐานของ Pi
ซึง่มชีวงความเขมขนตางๆ ครอบคลุมคาของตัวอยาง
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รูปที่ 19 ตัวอยาง oxygraph tracing
           เพือ่แสดงวิธีการหาคา   
           RCI

รูปที่ 20 ตัวอยาง oxygraph tracing
           เพือ่แสดงวิธีการคํ านวณ
           คาอัตราสวน P/O

รูปที่ 21 ตัวอยาง oxygraph tracing
           เพือ่แสดงวิธีการหาอัตรา
           การใชออกซิเจนของไมโต
           คอนเดรยีในระยะตางๆ
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วธิกีารวัดหา ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย มีขั้นตอนการปฏิบัติดังนี้

1. เติม incubation medium ปริมาตร 2.63 ml. ลงในภาชนะทรงสูงเล็กๆ ที่สวนลางแชอยูใน 
water bath ซึง่จะปรับอุณหภูมิของการทดลองใหคงที่ที่ 370C สวนลางของภาชนะทรงสูงจะมี 
magnetic stirrer คอยหมนุกวนสวนประกอบของปฏิกิริยาใหเขากันอยูตลอดเวลา

2. เติม mitochondrial suspension 200 µl.
3. เตมิตัวยาทีต่องการทดสอบแลวรอเวลา 1 นาที (ถาเปนการทดลองที่ใชเปน control อาจจะ

เติม solvent ทีใ่ชละลายตัวยาในปริมาตรที่เทากัน)
4. เติม 0.1 M ATP 150 µl. แลวปลอยใหทํ าปฏิกิริยา 10 นาที
5. เมือ่ครบกํ าหนดเวลา 10 นาทีแลวจึงดูด reaction mixture มาเปน sample ปริมาณ 1 ml.

แลวนํ าไปใสใน centrifuge tube ที่มี 20% นน./ปริมาตรของ trichloroacetic acid 1 ml. อยู
กอนแลวเขยาใหเขากันแลวนํ าหลอดไปแชในนํ้ าแข็งทันที

6. นํ าไป centrifuge ที่ 4,000 rpm. นาน 10 นาที เพื่อตกตะกอนโปรตีน
7. ดูดสวน supernatant 1 ml. (ถาเปน blank ใชนํ้ ากลั่น 1 ml. แทน ถาจะทํ า standard curve 

ของ Pi ใช 1 ml. ของ K2HPO4 ทีค่วามเขมขน 0.1,0.25,0.50,1.0,1.5,2.0 และ 3.0 mM แทน) 
แลวใสลงในหลอดทดลองที่มี 0.2 M H2SO4 5 ml. อยูกอนแลว เขยาใหเขากัน

8. เติม 2.5% นน./ปริมาตร ammonium molybdate 0.8 ml.
9. เติม Fiske Subbarow reducing agent 0.4 ml. เขยาใหเขากันดี แลวตั้งใหเกิดปฏิกิริยาที่

อุณหภมูิหองนาน 10 นาที
10. นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตรและคาการดูดกลืนแสงที่วัดได

จาก sample จะน ํามาคํ านวณหาปริมาณ Pi จาก standard curve ของ Pi แลวคูณดวย 
dilution factor (ในที่นี้คือ 3 x 2 = 6) จะไดเปนคาปริมาณ Pi ทีเ่กดิขึ้นตามตองการ

        (หมายเหตุ : ในการเตรียม Fiske Subbarow reducing agent จะมบีางสวนของ 1-amino-
2-naphthol-4-sulfonic acid ละลายไมหมด ใหกรองออก โดยใชกระดาษกรองและเก็บสาร
ละลาย Fiske  Subbarow reducing agent ในขวดสีชา เก็บไวใชไมเกิน 1 เดือน)
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8. การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย

        ความเขมขนหรือปริมาณโมโตคอนเดรยีที่อยูใน mitochondrial suspension ทีเ่ตรียมไดจาก
ตับหนูขาว สํ าหรับใชในการทดลองในแตละครั้งจะมีปริมาณไมเทากัน ซึ่งจะมีผลตอการเปรียบ
เทยีบอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  ดังนั้นจึงจํ าเปนตองหาความเขมขน
ของไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองแตละครั้ง เพื่อนํ ามาเปนมาตรฐานในการเปรียบเทียบผลที่ได

        การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียในการวิจัยนี้ ใชวิธีของ Lowry และคณะ (1951) ซึ่ง
ดัดแปลงเพิ่มเติมโดย Miller (1959) เปนการหาปริมาณโปรตีนโดยการเกิดสี เมื่อโปรตีนทํ า
ปฏิกิริยากับ copper sulfate ในสารละลายดางจะเกิดเปน co-ordinated complex  ของ copper 
กบัอะตอมของไนโตรเจนใน peptide chain เกดิเปนสนีํ ้าเงิน นํ าสารละลายสีนํ้ าเงินที่ไดไปวัดคา
การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 540  นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer (Ultrospec II) 
โดยใชนํ้ ากลั่นที่มีปริมาตรเทากับ sample เปน blank น ําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหา
ปริมาณโปรตีนจาก standard curve ซึ่งใช bovine serum albumin ในชวงความเขมขนที่ครอบ
คลุมคาของ sample เปนมาตรฐาน

        วธิกีารหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย มีขั้นตอนการปฏิบัติดังนี้

1. เจือจาง mitochondrial suspension 10 µl. ดวยนํ้ ากลั่น 3 ml. (1:300) จะไดสารละลาย A
2. ดูดสารละลาย A ปริมาตร 1 ml. ใสในหลอดทดลองเติม alkaline copper reducing agent 1 

ml. (กรณีเปน blank จะใชนํ้ า 1 ml. สวนในกรณีที่ทํ า standard curve จะใช 1 ml. ของ 
bovine serum albumin ทีม่คีวามเขมขน 0.05,0.10,0.15,0.20,0.25,0.30 mg/ml. แทนสาร
ละลาย A) เขยาใหเขากัน ปลอยใหทํ าปฏิกิริยา 10 นาที

3. เติม Folin-Phenol reagent (dilution 1:10) 3 ml. เขยาใหเขากัน
4. น ําไปแชใน water bath ทีม่ีอุณหภูมิ 500C เปนเวลานาน 10 นาที
5. ตัง้ทิง้ไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง
6. น ําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
7. น ําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard curve แลวคูณ

ดวย dilution factor (ในที่นี้คือ 3 x 100) จะไดคาความเขมขนและปริมาณโปรตีนของไมโต
คอนเดรียหนวยเปน mg/ml.
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        การเตรียมสารละลายที่ใช

        -Alkaline copper reagent เปนสารละลายที่ประกอบดวย 1 สวนของ 0.5% CuSO4 ที่
ละลายอยูใน 1% (w/v) ของ potassium tartrate และ 10 สวนของ 10% Na2CO3 ทีล่ะลายอยูใน 
0.5M NaOH
        -Folin-Phenol reagent (1:10) เตรียมไดจากการเจือจาง concentrated Folin-Ciocalteu,s 
Phenol reagent ดวยนํ้ ากลั่นในอัตราสวน 1:10(v/v) และเตรียมใชทันที

9.  การวัดการเกิด lipid peroxidation (Thiete and Huff,1959) มวีธิีการดังตอไปนี้

1. นํ า rat liver mitochondrial pellets มา 100 µl. incubate ใน 0.05 M phosphate buffer pH 
7.4     3 ml.

2. ใสสารทดสอบ incubate นาน 1 นาที
3. ใส 0.2 mg ascorbate และ 1 mM FeSO4 จากนัน้นํ ามา incubated ใน shaker bath
       ( Hetofrig,Danmark), oscillating 100 ครัง้/นาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 380c
4. น ํามาเติม 20% trichloroacetic acid 2 ml. และนํ ามา centrifuged ที ่ 1,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที
5. ดูด supernatant มา 1 ml. แลวเติม 0.5% Thiobarbituric acid 4 ml. แลวนํ าไปแชใน water 

bath ทีอุ่ณหภูมิ 800c เปนเวลา 15 นาที
6. น ํามาวัดหา absorbance ทีค่วามยาวคลื่น 535 nm.ในความกวาง cuvette ทีแ่สงผาน 10 

mm.

หมายเหตุ : 1 Units คอื คา absorbance 0.100 ที่ 535 nm. ในความกวาง cuvette ทีแ่สงผาน
                  10 mm.

10.  การเตรยีมสารละลายสํ าหรับใชในการทดลองและแหลงที่มาของสารเคมี

        ในการเตรียมสารเคมีและตัวอยางยาตางๆ จะใชตัวทํ าละลายเปนนํ้ ากลั่น 2 คร้ัง หรือ 
ultrapure water สวนสารเคมีที่ละลายไดนอยหรือไมละลายในนํ้ า จะใช absolute ethanol หรือ 
dimethylsulfoxide (DMSO) เปนตวัทํ าละลายแทน ในกรณีที่ตองปรับ pH ของสารละลายใหได
ตามตองการจะใชสารละลายของ KOH และ HCI ทีค่วามเขมขนตางๆ เปนหลัก
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10.1 การเตรยีมสารละลายที่ใชในการทดลอง

ความเขมขนและขนาดที่ใชบอยๆ ของสารเคมีที่ละลายไดในนํ้ ากลั่น (ultrapure
water) ไดแก

        1 M glutamate + 1 M malate (pH 7.2) ขนาด 10 µl., 1 M succinate (pH 7.2) ขนาด 10 
µl., 0.2 M NADH ใน 1% NaHCO3 ขนาด 10 µl., 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ขนาด 2 µl., 2 mM 
ADP ขนาด 10 µl., 0.05 M DNP ขนาด 2-6 µl., 0.1 M ATP (pH 7.2) ขนาด 150 µl., 1 M DTT 
ขนาด 2-3 µl., atractyloside 10 mg./ml. ขนาด 10 µl., bovine serum albumin 250 mg./ml. 
ขนาด 20-120 µl., 0.25 M sucrose, 1 mM EGTA (pH 7.2), 1 M HEPES buffer, 1 M MgCl2, 
2.3 M KCI, 0.025 M และ 0.05 M potassium phosphate (KH2PO4), 0.2 M H2SO4 ขนาด 5 
ml., 0.4 M CaCl2 10 µl.,  2.5 µM malonate ขนาด 10 µl., 1 mM FeSO4 ใน 0.002 N HCl 
ขนาด 2 µl., 0.2 mg/10 µl. ascorbate, 1.1% KCl, 20% w/v trichoroacetic acid 0.5% 
thiobarbituric acid ใน 0.25 N HCl 0.1 M tyramine ขนาด 10 µl., 0.1 M 5-HT ขนาด 10 µl., 
0.1 M benzylamine ขนาด 10 µl.

        ความเขมขนและขนาดที่ใชของสารเคมีที่ละลายใน DMSO ไดแก

        10 µg.  rotenone ขนาด 10 µl., สาร CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU
763-18-04, iproniazid และ 0.1 M DTNB ขนาด 2 µl.

10.2 แหลงที่มาของสารเคมีที่ใชในการวิจัย

        สารสังเคราะห CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-18-04ไดรับความเอื้อเฟอจาก 
ผศ.ดร. ช ํานาญ ภัตรพานิช ภาควิชาเภสัชเคมี คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

        สารเคมีจากบริษัท Sigma chemical คือ

        ADP,ATP,ammonium molybdate, BSA,copper sulfate(CuSO4),DMSO,DNP,DTT,EGTA,Folin 
& Ciocalteu's phenol reagent, L-glutamic acid, atractyloside, malic acid, oligomycin, 
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potassium dihydrogen phosphate, dipotassium hydrogen  phosphate, potassium 
tartrate, rotenone, sodium hydroxide, sodium sulfite, sodium bisulfite, succinic acid, 
sucrose, magnesium chloride, potassium chloride, HEPES buffer, 1-amino-2-naphthol-4-
sulfonic acid, thiobarbituric acid, trichloroacetic acid, 5- hydroxytryptamine creatinine 
sulphate complex, benzylamine hydrochloride, tyramine hydrochloride, DTNB

        สารเคมีจากบริษัท E. Merck, Darmstadt คือ sodium carbonate, sulfuric acid, 
hydrochloric acid, potassium hydroxide, absolute ethanol

11. การแสดงผลการทดลองและการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

11.1 การแสดงผลการทดลอง แสดงเปน 2 ลักษณะคือ

11.1.1   Oxygraph tracing

เปน oxygraph tracing ทีไ่ดจากการทดลอง แสดงอัตราการใชออกซิเจนในระยะ
ตางๆดวยตัวเลขที่อยูในวงเล็บซึ่งกํ ากับแตระยะของ oxygraph tracing มหีนวยเปน n atoms 
O/ml/min

11.1.2 ตารางและแผนภูมิแทง

        11.2 การวเิคราะหขอมูลทางสถิติ

        การวิจัยนี้ใชสถิติชนิด two-tailed unpaired student's t-test ในการทดสอบความแตกตาง
ระหวางกลุมตัวอยางที่ใชเปนกลุมควบคุม และกลุมตัวอยางที่ใชเปนกลุมทดลอง
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บทที่  4

ผลการทดลองและวิเคราะหขอมูล

     ผลของอนุพันธ N-acylaminopyridine ไดแก CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-
18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid ทีม่ตีอการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะ
ตางๆ

         1.  เมื่อใช glutamate+ malate เปนสับสเตรท

                รูปที่ 22 แสดง control respiratory response ของไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลอง 
ตวัเลขที่กํ ากับอยูทุกระยะของทุก oxygraph tracing คอื คาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเด
รียในสภาวะตางๆโดยคํ านวณออกมาเปนจํ านวน  n atoms O/ml/min  สวนประกอบที่สํ าคัญใน
ปฏิกิริยามีไมโตคอนเดรีย incubate อยูใน medium มี glutamate+ malate เปนสับสเตรท 
ปริมาณของสับสเตรทมีอยูมากเกินพอที่จํ าเปนตองใชในการทํ าปฏิกิริยา อัตราการใชออกซิเจน
ของไมโตคอนเดรียในระยะแรกนี้มีคา 70.68 n atoms O/ml/min เรียกระยะ(state) ทีม่ีไมโตคอน
เดรยีใชออกซิเจนในสภาวะที่มีสวนประกอบที่สํ าคัญของปฏิกิริยาที่ประกอบดวย ไมโตคอนเดรีย+
ออกซิเจน+สับสเตรท ขาดแตเพียง ADP วา state 4 respiration เมื่อเติม ADP ลงไป จะเห็นวา
อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียระยะนี้จะเปน 471.22 n atoms O/ml/min เปนการสราง 
ATP จากปฏิกิริยา ADP+Pi      ATP แลวอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจึงชาลงเปน 
70.68 n atoms O/ml/min คนืสู state 4 ตามเดมิ เรียกระยะที่ไมโตคอนเดรียมีการใชออกซิเจน
อยางรวดเร็วเนื่องจากการเติม ADP ลงไปนี้วา state 3 respiration หรือ active state และเรียก
การทีอั่ตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียถูกควบคุมดวยการเติม ADP ลงไปนี้วาไมโตคอนเด
รียมีการควบคุมการหายใจ(respiratory control) และถือวาเปนคุณสมบัติที่สํ าคัญประการหนึ่ง
ของไมโตคอนเดรีย คือถาไมมี ADP(state 4) อัตราการหายใจจะชา และถามี ADP (state 3)
อัตราการหายใจจึงจะเร็วขึ้นและเรียกอัตราสวนของอัตราการหายใจใน state 3/อัตราการหายใจ
ใน state 4 วา respiratory control index (RCI) ดังนั้น RCI ของไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลอง
นีจ้งึเทากับ 471.22/70.68= 6.67 สารเคมีบางอยางเชน DNP มคีณุสมบัติที่สามารถทํ าใหการ
ควบคุมการหายใจของไมโตคอนเดรียนี้เสียไป โดย DNP สามารถกระตุน state 4 ไดโดยไมจํ าเปน
ตองใช ADP+Pi (ไมมีการสรางATP) และมผีลทํ าใหไมโตคอนเดรียใชออกซิเจนอยางรวดเร็วติดตอ
กนัไป จนกระทั่งออกซิเจนหมดไปจาก reaction medium เรียกวา DNP ท ําใหเกิดภาวะอันคัปปลิง
ของกระบวนการ oxidative และ phosphorylation ใหแยกจากกัน ดังนั้นการเติม DNP ลงไปใน
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ระยะสดุทายของรูปที่ 22 จึงทํ าใหอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะนี้เปน 589.02 
n atoms O/ml/min และมกีารใชออกซิเจนติดตอไปจนกระทั่งหมดไปในที่สุด(O2=0)

รูปที่ 22  กราฟแสดง oxygraph tracing ของไมโตคอนเดรีย
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                จากรูปที่ 23 A แสดงถึงผลของCU 763-16-04 ขนาดตางๆที่มีผลตออัตราการหายใจใน 
state 3 และ state 3Urespiration ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนู เมื่อใช glutamate+ 
malate เปนสบัสเตรท พบวาเมื่อใสสารขนาด 50 µg (0.24 µM) , 100 µg(0.49 µM),150 µg 
(0.73 µM), 200 µg (0.97 µM) และ 300µg (1.46 µM) เปนเวลา 1 นาที กอนเติม 0.31 mM 
ADP +0.62 mM Pi พบวา CU 763-16-04 สามารถทํ าใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 
respiration ลดลงเปน 19.21+ 1.82, 8.26+ 1.24, 8.15+0.71,7.13+ 0.26 และ 6.28+0.74 n 
atoms O/min/mg protein ตามล ําดับ และอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U respiration ลดลง
เปน 28.41+1.31, 14.81+ 1.27, 10.66+ 0.49, 8.84+0.02 และ 6.60+0.67 n atoms O/min/mg 
protein ตามลํ าดับ เมื่อเติม DNP ลงไปในปฏิกิริยา จากรูปที่ 22 B ขนาดของสาร CU 763-16-04 
ทีส่ามารถยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียได 50 เปอรเซ็นต (IC50) ใน state 3 ซึง่เทากับ 
65.97µg (0.32 µM) และคา IC50 ส ําหรบัยบัยัง้การกระตุนการหายใจดวย DNP มคีาเทากับ 
80.34 µg (0.39 µM)

                รูปที่ 24 A แสดงใหเห็นวา CU 763-18-01 มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 และ 
state 3U respiration กลาวคือ เมื่อเติม CU 763-18-01 ในขนาด 50 µg (0.26 µM), 100 µg 
(0.52 µM), 150 µg (0.78 µM), 200 µg (1.40 µM), 300 µg (1.55 µM), 500 µg (2.59 µM), 
700 µg (3.63 µM), 800 µg (4.15 µM), 900 µg (4.66 µM) และ 1,000 µg (5.18 µM) เปน
เวลา 1 นาที เติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi พบวา CU 763-18-01 ลดลงเปน 45.61+1.49, 
36.47+2.25, 27.39+1.8, 21.64+1.12, 18.68+0.92, 13.75+1.06, 10.75+1.42, 10.07+1.30, 
8.34+0.93, และ 4.91+0.75 n atoms O/min/mg protein ตามลํ าดับ และพบวาอัตราการใช
ออกซิเจนใน state 3 และ state 3U respiration ลดลงเปน 56.55+1.02, 51.45+1.78, 
37.35+1.04, 33.05+1.13, 32.27+0.85, 20.68+1.32, 15.95+1.97, 15.68+1.11,8.75+1.17
และ 4.02+1.41 n atoms O/min/mg protein ตามลํ าดับ เมื่อเติม DNP ลงไปในปฏิกิริยา จากรูป
ที่ 24 B ขนาดของสาร CU 763-18-01 ทีส่ามารถยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียได 50 
เปอรเซ็นต(IC50) ใน state 3 ซึง่เทากับ 406.52 µg (2.11 µM) และคา IC50ส ําหรับยับยั้งการ
กระตุนการหายใจดวย DNP มคีาเทากับ 504.35 µg (2.61 µM)

                รูปที่ 25 A แสดงใหเห็นวา CU 763-18-02 มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 และ 
state 3U respiration กลาวคือเมื่อเติม CU 763-18-01 ในขนาด 50 µg (0.26 µM), 100 µg 
(0.52 µM), 150 µg (0.78 µM), 200 µg (1.40 µM), 300 µg (1.55 µM), 500 µg (2.59 µM)
และ1,000 µg (5.18 µM) กอนเปนเวลา 1 นาที จากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi พบวา 
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CU 763-18-02 สามารถกระตุนทํ าใหอัตราการใชออกซิเจน เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (DMSO) 
32.12+1.52 และ  คอยๆลดอัตราการใช ออกซิเจนใน  state 3 respiration เปน 
48.2+2.08,45.82+2.15,45.55+1.68, 41.88+1.37, 35.84+1.29, 34.12+1.03 และ 
29.51+1.52 n atoms O/min/mg proteinตามล ําดับ และพบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 
3U respiration เปนในกรณีเดียวกัน เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม(DMSO) 41.12+0.64 ลด
อัตราการใชออกซิเจนเปน 72.81+1.15, 63.23+1.52, 50.49+1.84, 49.00+1.37, 47.73+1.58, 
39.95+1.94 และ 27.38+2.19  n atoms O/min/mg protein ตามลํ าดับ เมื่อเติม DNP ลงไปใน
ปฏิกิริยา จากรูปที่ 25 B ขนาดของสาร CU 763-18-02 ทีส่ามารถยับยั้งการหายใจของไมโตคอน
เดรียได 50 เปอรเซ็นต (IC50) ใน state 3 และ state 3U มคีามากกวา 1,000 µg (5.18 µM)

                รูปที่ 26 A แสดงใหเห็นวา CU 763-18-04 มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 และ 
state 3U respiration กลาวคือเมื่อเติม CU 763-18-04 ในขนาด 50 µg (0.26 µM),100 µg 
(0.51 µM), 150 µg (0.77 µM), 200 µg (1.03 µM), 300 µg (1.54 µM), 500 µg (2.56 µM), 
700 µg (3.59 µM), 800 µg (4.10 µM), 900 µg (4.61 µM) และ 1,000 µg (5.13 µM) กอนเปน
เวลา 1 นาที จากนั้นเติม 0.31 mM ADP+ 0.62 mM Pi พบวา CU 763-18-04 สามารถทํ าให
อัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ลดลงเปน 44.91+1.12, 31.08+0.86, 27.38+
1.88, 26.65+0.99, 21.30+0.91, 19.15+2.86, 13.21+1.02, 12.32+1.02, 11.15+0.68 และ
11.04+0.67 n atoms O/min/mg protein ตามล ําดับ พบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U 
respiration ลดลงเปน48.82+1.73, 43.91+1.29, 34.41+1.21, 32.32+1.23, 25.26+1.32, 
18.93+1.11, 10.57+0.38, 9.68+1.02,8.71+1.44 และ 8.60+0.24 n atoms O/min/mg protein 
ตามลํ าดับเมื่อเติม DNP ลงไปในปฏิกิริยา จากรูปที่ 26 B ขนาดของสาร CU 763-18-04
ทีส่ามารถยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียได 50 เปอรเซ็นต (IC50) ใน state 3 ซึง่เทากับ 
605.56µg (3.10µM) และคา IC50 ส ําหรบัยบัยัก้ารกระตุนการหายใจดวย DNP มีคาเทากับ
450 µg (2.31 µM)

                รูปที่ 27 A แสดงใหเห็นวา iproniazid มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 และ state 
3U respiration กลาวคือเมื่อเติม iproniazid ในขนาด 50 µg (0.18 µM), 100 µg (0.36 µM), 
150 µg (0.54 µM), 200 µg (0.72 µM), 300 µg (1.08 µM), 500 µg (1.81 µM) และ 1,000 µg 
(5.13µM) กอนเปนเวลา 1 นาที จากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi พบวา iproniazid 
สามารถกระตุ นทํ าใหอัตราการใชออกซิเจน เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ มควบคุม (DMSO) 
32.12+1.52 และคอยๆลดอัตราการใชออกซิเจนลงใน state 3 respiration เปน 69.57+1.03, 
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67.97+2.01, 62.62+2.14, 49.92+1.29, 47.80+1.33, 43.87+2.00 และ 37.14+2.15 n atoms 
O/min/mg protein ตามล ําดับ และพบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U respiration เปนใน
กรณีเดียวกันคือ 88.58+2.09, 86.23+1.72, 79.69+1.16, 78.54+1.0, 60.14+1.83, 
55.78+1.38, 51.42+1.68 เมือ่เทยีบกบักลุมที่สามารถยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียได 50 
เปอรเซ็นต (IC50) ใน state 3 และ state 3U มแีนวโนมตองใชขนาดมากกวา 1,000 µg (3.16 µM)

          2. เมื่อใช NAD+- linked substrate ชนิดอ่ืนที่ไมใช glutamate+malate

                 2.1. เมื่อใช α-ketoglutamate เปนสับสเตรท

จากตารางที่ 4 แสดงใหเห็นวา CU 763-16-04 สามารถลดอัตราการหายใจใน 
state 3 และ state 3U respiration กลาวคือเมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.24 µM) และ 100 µg 
(0.49 µM) กอนเปนเวลา 1 นาทีจากนั้นเติม 0.31 mM ADP +0.62 mM Pi พบวา CU 763-16-04 
สามารถ ทํ าใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ลดลงเปน 14.65+12.09 และ 
12.01+0.21 n atoms O/min/mg protein ตามล ําดับ อยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบ
เทยีบกับกลุมควบคุม(DMSO) คอื 17.70+1.30 n atoms O/min/mg protein และเมื่อเติม 0.06 
mM DNP พบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U respiration ลดลงเปน 17.36+1.85 และ 
14.65+0.42 n atoms O/min/mg protein อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) ตามล ําดับเชนเดียวกัน เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (DMSO) เปน 22.28+1.02 n atoms O/min/mg protein สวน CU 
763-18-01 ท ําใหอัตราการหายใจใน state 3 ขนาด 50µg (0.26 µM) ไดเปน 20.96+0.96 n 
atoms O/min/mg protein อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) เมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (DMSO) 
และเมื่อเพิ่มขนาดเปน 100 µg (0.52 µM) ท ําใหเกิดการลดอัตราการหายใจลงเปน 15.89+0.89 
n atoms O/min/mg protein (p<0.05) ใน state 3U respiration พบวาขนาด 50µg (0.26 µM)
กระตุนอัตราการหายใจเล็กนอยคือ 23.02+1.33 n atoms O/min/mg protein ไมมีนัยสํ าคัญ แต
เพิ่มขนาดเปน 100 µg (0.52µM) ท ําใหอัตราการหายใจลดลง 17.62+0.97 n atoms O/min/mg 
protein ตามลํ าดับ (p<0.05)  สวน CU 763-18-02 มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 และ 
state 3U respiration คอืเมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.24 µM) และ 100 µg (0.52 µM) กอน
เปนเวลา 1 นาที จากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 Pi พบวา CU 763-18-02 ท ําใหอัตราการใช
ออกซิเจนใน state 3 respiration เปน 22.00+0.82 และ 22.79+2.02 n atoms O/min/mg 
protein ตามลํ าดับ (p<0.05) และเมื่อเติม 0.06 mM DNP พบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 
3U respiration เปน 24.07+1.27 และ 25.28+1.23 n atoms O/min/mg protein สวน CU 763-
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18-04 มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 ในขนาด 50 µg (0.26 µM) ได 20.19+1.48 n atoms 
O/min/mg protein (p<0.05) และเมื่อเพิ่มขนาดเปน 100 µg (0.51 µM) ท ําใหอัตราการใช
ออกซิเจนลดลงเปน 16.91+0.85 n atoms O/min/mg protein ไมมีนัยสํ าคัญใน state 3U 
respiration พบวา 50 µg (0.26 µM) และ 100 µg (0.51 µM) ท ําใหอัตราการหายใจเปน 
22.93+1.36 และ 20.46+1.71 n atoms O/min/mg protein  iproniazid มผีลตออัตราการหายใจ 
state 3 และ state 3U respiration คอื เมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.18 µM) และ 100 µg 
(0.36 µM) พบวา iproniazid ทํ าใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration เปน 
22.28+1.06 และ 21.72+1.07 n atoms O/min/mg protin ตามลํ าดับอยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (DMSO) และพบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U 
respiration เพิม่ข้ึนเปน 26.40+1.39 และ 25.31+1.83 n atoms O/min/mg protein อยางมีนัย
สํ าคัญ   

                  2.2 เมื่อใช β-hydroxybutyrate เปนสับสเตรท

                        ทํ าการศึกษาเชนเดียวกับ α-ketoglutarate โดยเปลี่ยนสับสเตรทที่ใชเปน β-
hydroxybutyrateไดผลดังนี้คือ

                        จากตารางที่ 5 แสดงใหเห็นวา CU 763-16-04 สามารถลดอัตราการหายใจใน 
state 3 และ state 3U respiration กลาวคือเมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.0.24 µM) และ 100 µ
g (0.49 µM) กอนเปนเวลา 1 นาทีจากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi พบวา CU 763-16-
04 ท ําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3respiration ลดลงเปน 11.90+1.61 และ 8.21+2.43 n 
atoms O/min/mg protein อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) และเมื่อเติม 0.06 mM DNP พบวาอัตรา
การใชออกซิเจนใน state 3U respiration ลดลงเปน 13.90+1.60 และ 10.93+0.74 n atoms 
O/min/mg protein อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) CU 763-18-01 สามารถลดอัตราการหายใจใน 
state 3 และ state 3U respiration กลาวคือเมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.0.26 µM) และ 100 µ
g (0..52 µM) พบวา CU 763-18-01 ท ําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ลดลง
เปน 16.74+1.08 และ 14.54+1.18 n atoms O/min/mg protein และพบวาอัตราการใชออกซิเจน
ใน state 3U respiration ลดลงเปน18.88+0.63 และ16.63+1.49 n atoms O/min/mg protein 
อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) CU 763-18-02 สามารถกระตุนอัตราการหายใจใน state 3 และ state 
3U respiration คอื เมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.0.26 µM) และ 100 µg (0.52 µM) พบวา CU 
763-18-02 ท ําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration เพิม่ข้ึนเล็กนอยอยางไมมีนัย
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สํ าคัญคือ 18.23+0.87 และ 18.51+1.18 n atoms O/min/mg protein และพบวาอัตราการใช
ออกซิเจนใน state 3U respiration เพิม่ข้ึนเล็กนอยอยางไมมีนัยสํ าคัญเปน 20.83+2.18 และ 
23.40+0.88 n atoms O/min/mg protein CU 763-18-04 สามารถลดอัตราการหายใจใน state 3 
และ state 3U respiration กลาวคือเมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.26 µM) และ 100 µg (0.51 µ
M) พบวา CU 763-18-04 ท ําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ลดลงเปน 
17.00+1.15 และ 15.74+0.82 n atoms O/min/mg protein และพบวาอัตราการใชออกซิเจนใน 
state 3U respiration ลดลงเปน 20.50+0.02 และ 17.35+1.34 n atoms O/min/mg protein 
อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) และ iproniazid สามารถกระตุนการหายใจใน state 3 และ state 3U 
respiration คอื เมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.28 µM) และ 100 µg (0.56 µM) กอนเปนเวลา 1 
นาท ีจากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi พบวา iproniazid ท ําใหอัตราการใชออกซิเจนใน 
state 3 respiration เพิม่ข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญคือ 19.39+0.69 และ 19.34+0.77 n atoms 
O/min/mg protein และเมื่อเติม 0.06 mM DNP พบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U 
respiration เพิม่ข้ึนเปน 25.53+1.43 และ26.69+1.97 n atoms O/min/mg protein

          3. ผลตออัตราการใชออกซิเจนในสภาวะ osmotic-shocked mitochondria

                จากรูปที่ 28 เมื่อpreincubate osmotic-shocked mitochondria ดวย DMSO นาน 1 
นาท ี หลังจากเติม DMSO มอัีตราการใชออกซิเจนเทากับ 3.94+0.70 n atoms O/min/mg 
protein ซึง่ไมแตกตางจาก ไมโตคอนเดรียที่ไมเติมสารใดๆคือ 4.23+0.87 และเมื่อเติม 1.04mM 
NADH อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนเปน 42.06+2.38 n atoms O/min/mg protein เมื่อ 
preincubate osmotic-shocked mitochondria ดวยสาร CU 763-16-04 ในขนาด 50 µg (0.24
µM) และ 100 µg (0.49 µM) นาน 1 นาท ีหลังจากนั้นจึงเติม 1.04 mM NADH ซึง่เปนสับสเตรท
เพื่อใหเกิด state 3U respiration พบวาการใชออกซิเจนมีคาปน 14.0+0.91 และ 8.45+0.02 n 
atoms O/min/mg protein ซึง่เปนการลดลงอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนสาร CU 
763-18-01 ในขนาด 50µg (0.26 µM) และ 100 µg (0.52 µM) นาน 1 นาที พบวา อัตราการใช
ออกซิเจนมีคาเปน 41.27+3.88 และ 40.21+1.22 n atoms O/min/mg protein  ใน state 3U 
respiration CU 763-18-02 ในขนาด 50 µg (0.26 µM) และ 100 µg (0.52 µM) พบวา state 3U 
respiration อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนมีคาเทากับ 45.43+3.66 และ 43.21+1.22 n atoms 
O/min/mg protein เมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม(DMSO) CU 763-18-04 ในขนาด 50 µg 
(0.26 µM) และ 100 µg (0.51 µM) พบวา state 3U respiration อัตราการใชออกซิเจนมีคาเทา
กับ 41.21+1.22 และ40.15+1.44 n atoms O/min/mg protein  iproniazid ในขนาด 50 µg 
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(0.28 µM) และ 100µg (0.56 µM) อัตราการใชออกซิเจนมีคาเทากับ 44.38+1.44 และ 
47.55+1.22 n atoms O/min/mg protein

           4. กรณีใช succinate เปนสับสเตรท

                  รูปที ่29 เปนการศึกษาผลของ N-acylaminopyridine derivatives ตอการทํ างานของ 
isolated rat liver mitochondria เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท  CU 763-16-04 ขนาด 50µg 
(0.24 µM) , 100 µg (0.49 µM), 150 µg (0.73 µM) และ 200 µg (0.97 µM) พบวามีการเปลี่ยน
แปลงอัตราการหายใจ state 4 respiration เพิม่ข้ึนเปน 39.37+0.62, 42.80+0.95, 48.85+0.68
และ 60.48+1.13 n atoms O/min/mg protein  สวน CU 763-18-01 ขนาด 50 µg (0.26 µM) , 
100 µg (0.52 µM), 150 µg (0.78 µM) และ 200 µg (1.04 µM) พบวาอัตราการหายใจ state 4 
respiration เพิม่ข้ึนเปน 24.84+0.65, 29.98+1.02, 35.54+0.53 และ 43.19+0.61 n atoms 
O/min/mg protein  สวน CU 763-18-02 อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนเมื่อขนาดของสารที่เติม
มากขึ้นคือเติม 50 µg (0.26 µM), 100 µg (0.52 µM), 150 µg (0.78 µM) และ 200 µg (1.04 µ
M) พบวามกีารเปลี่ยนแปลงอัตราการหายใจ state 4 respiration เพิม่ข้ึนเปน 20.39+0.73, 
24.91+0.54, 31.99+0.89 และ 35.05+0.04 n atoms O/min/mg protein  สวน CU 763-18-04 
อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนเมื่อขนาดของสารที่เติมมากขึ้นคือเติม 50 µg (0.26 µM) , 100 µg 
(0.51 µM), 150 µg (0.77 µM) และ 200 µg (1.03 µM) พบวามกีารเปลี่ยนแปลงอัตราการ
หายใจ state 4 respiration เพิ่มข้ึนเปน 18.52+0.84, 23.34+0.94, 36.65+1.60 และ 
40.97+0.82 n atoms O/min/mg protein  และเมื่อเปน iproniazid อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึน
เมือ่ขนาดของสารที่เติมมากขึ้นคือเติม 50 µg (0.18 µM), 100 µg (0.36 µM), 150 µg (0.54 µ
M) และ 200 µg (0.72 µM) กอนเปนเวลา 1 นาที พบวามีการเปลี่ยนแปลงอัตราการหายใจ state 
4 respiration เพิม่ข้ึนเปน 15.98+0.53, 18.28+0.56, 30.33+0.84 และ 35.31+0.75 n atoms 
O/min/mg protein โดยสรุปฤทธิ์ในการกระตุน succinate oxidation ของ
N-acylaminopyridines ทีศ่กึษาอาจเรียงไดดังนี้ CU 763-16-04, CU 763-18-01,CU 763-18-
04, CU763-18-02 และ iproniazid

           5. ผลของ malonate (succinate dehydrogenase inhibitor) ตอการออกฤทธิ์ของ 
CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid เมื่อใช 
succinate เปนสับสเตรท
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                 จากรปูที่ 30 อัตราการใชออกซิเจนใน state 4 respiration กอนเติม 2.5 µM 
malonate มคีาเทากับ 17.14+2.54 n atoms O/min/mg protein และหลังเติม 2.5 µMmalonate 
มีคา 12.57+2.32 n atoms O/min/mg protein และเมื่อเติมสาร DMSO, CU 763-16-04 ขนาด 
100 µg (0.49 µM), CU 763-18-01 ขนาด 100 µg (0.52 µM), CU 763-18-02 ขนาด 100 µg 
(0.52 µM), CU 763-18-04 ขนาด 100 µg (0.51 µM) และ iproniazid ขนาด 100 µg (0.36 µM)
พบวามีอัตราการใชออกซิเจนลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกรณีไมมี 2.5 µM malonate คือ 
12.57+1.05, 11.27+1.25, 12.00+1.56, 11.07+2.35, 11.10+1.19 และ 12.25+0.67 n atoms 
O/min/mg protein ตามลํ าดับดังรูปที่ 30 นั่นคือ malonate ยบัยัง้ผลการกระตุน succinate 
oxidation ตออนุพันธ N- acylaminopyridine ได

           6. ผลของ dithiothreitol(DTT)

                  ท ําการศึกษาโดยเติม 1.04 mM DTT preincubate กบัไมโตคอนเดรียเปนเวลา 1 นาที 
หลงัจากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi เพือ่ทํ าใหเกิด state 3 respiration และเมืออัตรา
การใชออกซิเจนลดลงกลับเขาสู state 4 respiration ตามเดิมจึงเติม 0.06 mM DNP เพือ่ใหเกิด 
3U respiration

                   จากรูปที่ 31 เมื่อเติมสาร CU 763-16-04 ในขนาด 100 µg (0.49 µM) โดยไมเติม 
DTT พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 8.26+1.24 n atoms O/min/mg protein ใน state 3 
respiration และ state 3U respiration เปน 14.82+1.28n atoms O/min/mg protein และเมื่อ
เติม DTT กอนเติมสาร CU 763-16-04 พบวาอัตราการใชออกซิเจน state 3 เปน 8.98+1.57 n 
atoms O/min/mg protein และ state 3U คือ 15.28+0.14 n atoms O/min/mg protein พบวา 
DTT สามารถเพิ่มอัตราการใชออกซิเจนมากขึ้นทั้ง state 3 และ state 3U respiration เล็กนอย 
เมือ่เปรียบเทียบกับไมเติม DTT ไมมีนัยสํ าคัญ ในรูปที่ 31 B ท ําการศกึษาเชนเดียวกันกับสาร CU 
763-16-04 พบวา เมื่อเติมสาร CU 763-18-01 ในขนาด 100 µg (0.52 µM) อยางเดียว พบวา
อัตราการใชออกซิเจน state 3 respiration เปน 36.47+2.25 n atoms O/min/mg protein ใน 
state 3U respiration เปน 51.44+1.78 n atoms O/min/mg protein เมื่อเติม 1.04 mM DTT กับ
สาร CU 763-18-01 ใน state 3 respiration เปน 24.02+2.21 n atoms O/min/mg protein คือ 
36.24+2.05 n atoms O/min/mg protein ซึง่แตกตางจากไมไดเติม DTT อยางมีนัยสํ าคัญทาง
สถิติ(p<0.05)  ในรูปที่ 31C แสดงใหเห็นวา เมื่อเติมสาร CU 763-18-02 ในขนาด 100µg (0.52
µM) อยางเดียว พบวาอัตราการใชออกซิเจน state 3 respiration เปน 45.82+2.16 n atoms 
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O/min/mg protein ใน state 3U respiration เปน 63.23+1.52 n atoms O/min/mg protein และ
เมื่อเติม 1.04 mM DTT รวมกับสาร CU 763-18-02 ใน state 3 และ state 3U respiration เปน 
42.10+0.32 และ 48.50+1.66 n atoms O/min/mg protein ซึง่มอัีตราการใชออกซิเจนลดลง ใน
รูปที่ 31 D แสดงใหเห็นวาเมื่อเติมสาร CU 763-18-04 ในขนาด 100µg (0.52 µM)รวมกับ 1.04 
mM DTT การใชออกซิเจนใน state 3 และ state 3U respiration เทากับ 27.61+1.23 และ 
35.89+1.68 n atoms O/min/mg protein อัตราการใชออกซิเจนเมื่อให CU 763-18-04 ขนาด 
100µg (0.51 µM)อยาเดียวใน state 3 และ state 3U respiration เปน 31.08+0.86 และ 
43.91+1.29 n atoms O/min/mg protein ดงันั้น DTT สามารถลดอัตราการใชออกซิเจนทั้ง state
3 และ state 3U respiration ของ CU 763-18-04 ได และจากรูปที่ 31 E แสดงใหเห็นวาเมื่อเติม
สาร iproniazid ในขนาด 100 µg (0.56 µM) อยางเดยีว พบวาอัตราการใชออกซิเจน state 3 และ 
state 3U respiration เปน 67.99+2.01 และ 86.23+1.72 n atoms O/min/mg protein เมื่อให
รวมกับ 1.04 mM DTT state 3 และ state 3U respiration เปน 41.41+1.47 และ 49.18+0.72 n 
atoms O/min/mg protein พบวามอัีตราการใชออกซิเจนลดลงจากการให iproniazid อยางเดียว
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ(p<0.05) ดงันั้น DTT สามารถลดฤทธิ์อัตราการใชออกซิเจนทั้ง state 3 
และ state 3U respiration ของ iproniazid ได

            7. ผลตอ ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย

                   จากตารางที่ 6 แสดงผลของ CU 763-16-04 ขนาด 50 µg (0.24 µM) กบั 100 µg 
(0.49µM), CU 763-18-01 ขนาด 50 µg (0.26 µM), กบั 100 µg (0.52 µM), CU 763-18-02 
ขนาด 50 µg (0.26 µM), กบั 100 µg (0.52 µM), CU 763-18-04 ขนาด 50 µg (0.26 µM), กับ 
100µg (0.51 µM) และขนาด 50 µg (0.28 µM) กับ 100 µg (0.56 µM) ตอ ATPase activity 
ของไมโตคอนเดรีย โดยวัดปริมาณ Pi liberate ไดดังนี้ 0.18+ 0.09 กบั 0.22 + 0.02, 0.22 + 0.09 
กับ 0.22+0, 0.22 + 0.07 กบั 0.21+ 0.09, 0.29 +0.06 กบั 0.27 +0.05 และ 0.22+0.05 กับ 
0.25 +0.06 µmol/mg protein/10 min ตามล ําดับ โดยเปรียบเทียบกับไมโตคอนเดรียที่ใส DMSO
ซึง่เปนกลุมควบคุมมีคา Pi liberate 0.22 +0.09 สวน DNP ซึง่เปนสาร uncoupler มคีุณสมบัติใน
การกระตุน ATPase activity มีคา Pi liberate เทากับ 1.10 + 0.083 µmol/mg protein/10 min
พบวา CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid ไมมี
คุณสมบัติกระตุน ATPase activity สวน Oligomycin เปนสารที่สามารถยับยั้งการเกิด ATPase 
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activity(รายละเอียด บทที่ 2) ซึ่งเมื่อใหรวมกับ DNP สามารถยับยั้ง ATPase ได 0.14 +0.04 µ
mol/mg protein/10 min

           8. ผลตอ bovinne serum albumin(BSA)

                 รูปที่ 32 A จากการศึกษาถึงผลของการเติม BSA ในขนาดตางๆกัน 5,10 และ 20 mg 
ตอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04 ในขนาด 100 µg (0.49 µM) ตอการหายใจของไมโตคอนเดรี
ย ใน state 3 respiration จากกราฟจะเห็นไดวาอัตราการใชออกซิเจนเมื่อเติมสารในขนาด 100 µ
g (0.49 µM) เทากับ 8.26 +1.24 n atoms O/min/mg protein และเมื่อเติม BSA ในขนาด 5, 10 
และ 20 mg พบวาอตัราการหายใจของไมโตคอนเดรียเทากับ 5.78 + 0.71, 6.48 + 1.30 และ 
11.35 + 1.45 24 n atoms O/min/mg protein ตามล ําดับ ดังนั้นเมื่อเพิ่มขนาด BSA มากกวา 20 
mg อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึน ในกรณีของ CU 763-18-01 (รูปที่ 32 B) BSA ในขนาด 5, 10 
และ 20 mg ตอการออกฤทธิ์ของ CU 763-18-01 ในขนาด 100 µg (0.52 µM) ตอการหายใจของ
ไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration จากกราฟจะเห็นไดวา อัตราการใชออกซิเจนเมื่อเติมสารใน
ขนาด 100 µg (0.52 µM) โดยไมมีการเติม BSA เทากับ 36.47 + 2.25 n atoms O/min/mg 
protein และเมื่อเติมBSA ในขนาด 5, 10 และ20 mg พบวาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย
เทากับ 10.47 +0.85, 13.42 + 1.88 และ 14.01+1.16 n atoms O/min/mg protein ตามลํ าดับ 
เมื่อเพิ่มขนาด BSA สามารถเพิ่มอัตราการใชออกซิเจนข้ึนได สวนรูปที่ 32 C แสดงการออกฤทธิ์
ของ CU 763-18-02 ในขนาด 100 µg (0.52 µM) เมือ่เติม BSA ในขนาด 5, 10 และ 20 mg ตอ
การหายใจของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration จากกราฟจะเห็นไดวา อัตราการใชออกซิเจน
เมื่อเติมสารในขนาด 100 µg (0.52 µM) โดยไมมีการเติม BSA เทากับ 45.82 + 2.16 n atoms 
O/min/mg protein เมือ่เพิ่มขนาด BSA สามารถลดอัตราการใชออกซิเจนลงได สวนการออกฤทธิ์
ของ CU 763-18-04 ในขนาด 100 µg (0.51 µM) (รูปที่ 32 D) เมือ่เติม BSA ในขนาด 5, 10 และ 
20 mg ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration จากกราฟจะเห็นไดวา อัตราการ
ใชออกซิเจนเมื่อเติมสารในขนาด 100 µg (0.51 µM) โดยไมมีการเติม BSA เทากับ 31.08 + 0.86 
n atoms O/min/mg protein และเมื่อเติม BSA ในขนาด 5, 10 และ 20 mg พบวาอัตราการ
หายใจของไมโตคอนเดรียเทากับ 14.52 + 1.15, 12.85 + 1.25 และ 10.93 + 0.76 n atoms 
O/min/mg protein  เมือ่เพิ่มขนาด BSA สามารถลดอัตราการใชออกซิเจนลงได และผลการเติม 
BSA ในขนาด 5, 10 และ 20 mg ตอการออกฤทธิ์ของ iproniazid ในขนาด 100 µg (0.56 µM)
ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย ใน state 3 respiration จากกราฟรูปที่ 32 E จะเห็นไดวาอัตรา
การใชออกซิเจนเมื่อเติมสารในขนาด 100 µg (0.56 µM) โดยไมมีการเติม BSA ในขนาด 5, 10 
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และ 20 mg พบวาอตัราการหายใจของไมโตคอนเดรียเทากับ 67.96 + 2.01 n atoms O/min/mg 
protein และเมื่อเติม BSA ในขนาด 5, 10 และ 20mg พบวาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย
เทากับ 14.54 + 1.46, 14.27 + 1.19 และ 14.27 + 1.19 เมือ่เพิ่มขนาดของBSA เทาใดก็ตาม ทํ า
ใหฤทธิ์การกระตุนการใชออกซิเจนเกือบคงที่ตลอด

           9. ผลตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+ (calcium-stimulated 
respiration) เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

                 ตามปกติพลังงานสวนหนึ่งที่ไดจากการขนสงอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโต
คอนเดรีย หรือ proton gradient มาใชในการขนสง Ca2+ มาสะสมภายในไมโตคอนเดรีย ดังนั้น
เมื่อเติม 0.42 mM CaCl2 ลงไปในปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทมากเพียงพอ และมี Pi อยูอัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจะเพิ่มสูงขึ้น และอตัราการใชออกซิเจนจะลดลงเมื่อ Ca2+ ถกูสะสม
เขาไปในไมโตคอนเดรียแลว จากรูปที่ 33 กลุมควบคุม(DMSO) เมื่อไมโตคอนเดรียไดรับ Ca2+

อัตราการใชออกซิเจนเทากับ 39.76 + 1.25 n atoms O/min/mg protein ซึง่พอๆกับอัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่ไมไดเติม DMSO คือ 39.55 + 1.36 n atoms O/min/ mg protein 
ผลของ CU 763-16-04 ในขนาด 50 µg (0.24 µM) กบั 100 µg (0.49 µM) ตอการกระตุนการ
หายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+ พบวาอัตราการใชออกซิเจนลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม (DMSO) คือ 26.53 + 0.66 กบั 22.85 + 2.34 n atoms O/min/mg protein อยางมีนัย
ส ําคัญทางสถิติ (p< 0.05) แสดงวา CU 763-16-04 ไมมีผลกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรีย  
ผลของ CU 763-18-01 ในขนาด 50 µg (0.26 µM) และ 100 µg (0.52 µM) ตอการกระตุนการ
หายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+ พบวาอัตราการใชออกซิเจนพอๆกับกลุมควบคุมคือ 42.96 +
2.02 และ 39.54 +1.77 n atoms O/min/mg protein ซึง่แสดงวามีการกระตุนการหายใจดวย 
Ca2+ ในขนาดสารนี้ กรณีของ CU 763-18-02 ในขนาด 50 µg (0.26 µM) และ 100 µg (0.52 µ
M) ตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+ พบวาอัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมคือ 49.55 +1.77 และ 52.29 +2.42 n atoms O/min/mg protein 
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p< 0.05) แสดงใหเห็นวา CU 763-18-02 มกีารกระตุนการหายใจของ
ไมโตคอนเดรียดวย Ca2+  สวนผลของ CU 763-18-04 ในขนาด 50 µg (0.26 µM) และ 100 µg

(0.51 µM) ตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+  พบวาอัตราการใชออกซิเจนคือ 
41.54 + 2.28 และ 31.69 + 1.84 n atoms O/min/mg protein แสดงใหเห็นวา CU 763-18-04 
ขนาด 100 µg (0.51 µM) สามารถลดอัตราการใชออกซิเจน เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม
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(DMSO) ลงไดอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p< 0.05) และกรณีของ iproniazid ในขนาด 50 µg 
(0.28 µM) และ 100 µg (0.56 µM) ตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+  พบ
วาอตัราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนเปน 50.54 + 2.09 และ 47.67 + 1.91 n atoms O/min/mg 
protein เมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม(DMSO) ซึง่แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p< 
0.05) แสดงใหเห็นวามีการกระตุนอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+   

           10. การเกิด lipid peroxidation

                    จากตารางที่ 7 พบวาสารCU 763-16-04 ขนาด 50 µg (0.24 µM) กบั 100 µg 
(0.49 µM), CU 763-18-01 ขนาด 50 µg (0.26 µM) กบัขนาด 100 µg (0.52 µM), CU 763-18-
04 ขนาด 50 µg (0.26 µM) กบัขนาด 100 µg (0.51 µM) และ iproniazid ขนาด 50 µg (0.26 µ
M) กบั 100 µg (0.51 µM) ใหคาการดดูกลืนแสงหลังการทํ าปฏิกิริยา ใหสีชมพูข้ึนตามวิธีการบท
ที่ 3 ได 0.156 + 6.886x10-3 กับ 0.138 + 1.102x10-2, 0.139 + 2.326x10-2 กับ 0.158 +
1.295x10-2, 0.161 + 1.368x10-2 กับ 0.156 + 1.345x10-2, 0.157 + 1.046x10-2 กับ 0.157 +
2.264x10-2 และ 0.144 + 1.074x10-2 กับ 0.151 + 1.004x10-2 units ซึง่ไมแตกตางจากกลุมควบ
คุม (DMSO) คอื 0.164 +9.097x10-3 units สวน EDTA คอืสารที่สามารถยับยั้งการเกิด lipid 
peroxidation ได คาการดูดกลืนแสงที่ไดคือ 0.016 + 1.07x10-2 units

           11. ตอ MAO activity

                    การศึกษาผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-
04 และ iproniazid ตอ activity ของเอนไซม MAO ซึง่เปนเอนไซมที่อยูที่ผนังชั้นนอกของไมโตคอน
เดรียในการศึกษานี้ใช tyramine, benzylamine และ 5-HT เปน monoamine substrate และมี 
rotenone ท ําหนาที่เปน respiratory chain inhibitor

                    รูปที่ 34 A แสดงเปอรเซ็นตการหายใจโดยไมโตคอนเดรียพบวา เมื่อเติม DMSO 
(กลุมควบคุม) 10µl ลงไป incubate กบัไมโตคอนเดรียนาน 2 นาที กอนเติม tyramine หรือ 
benzylamine และ 5-HT พบวาไมโตคอนเดรียมีการใชออกซิเจนเทากับ 40.67 + 1.20, 56.4 +
2.10 และ 52.27 + 0.50 n atoms O/min/mg protein เมือ่เปรียบเทียบกับไมโตคอนเดรีย โดยไม
ไดเติมสารใดๆมีคาเทากับ 39.4 + 1.20, 53.39 + 1.20 และ 48.02 + 0.67 ซึง่แตกตางกันเพียง
เลก็นอย และตารางที่ 8 A แสดงอตัราการหายใจโดยใชออกซิเจนของสาร CU 763-16-04 ในการ
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ออกซิไดซ 0.1 M tyramine ขนาดตางๆกัน พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg 
protein จากกลุมควบคุม(DMSO) อยางมนียัสํ าคัญทางสถิติ ในขนาดสารที่ใชคือ 400  µg (1.94
µM) และจากรูป 34 A แสดงใหเห็นวาขนาดสารมีคาประมาณ 41.67µg (0.20µM) จงึจะสามารถ
ยบัยั้งได 50 เปอรเซ็นต (IC50) เมือ่เปล่ียนจาก 0.1M tyramine เปน 0.1 M benzylamine พบวา
อัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein แตกตางจากกลุมควบคุม(DMSO) 
อยางมนีัยสํ าคัญทางสถิติ เมื่อใชสารขนาด 300 µg (1.46 µM) และจากรูป 34 A พบวาขนาด 
52.08 µg (0.25 µM) สามารถยับยั้งอัตราการหายใจไดถึง 50 % แตเมื่อเปลี่ยนเปน 0.1 mM 5-
HT พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein แตกตางจากกลุมควบคุม 
(DMSO) อยางมนีัยสํ าคัญทางสถิติ ขนาดสารที่ใชคือ 300 µg (1.4 µM) จากรูป 34 A พบวา
ขนาดประมาณ33.33 µg (0.16 µM) จงึจะยับยั้งได 50 เปอรเซ็นต(IC50) ดงันัน้แสดงวา CU 763-
16-04 สามารถยับยั้ง MAO เมื่อใช 5-HT ไดดีกวาสาร CU หรือ substrateอ่ืน

                ในตารางที่ 8 B แสดงอัตราการหายใจโดยใชออกซิเจนของสาร CU 763-18-01 ในการ
ออกซิไดซ 0.1M tyramine เมือ่เตมิสารขนาดตางๆกัน พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms 
O/min/mg protein ขนาดสารที่ใชคือ 600 µg (3.11 µM) แตกตางจากกลุมควบคุม(DMSO) 
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ จากรูป 34 B ขนาดสารประมาณ 84.37 µg (0.44 µM) จงึจะสามารถ
ยบัยั้งการหายใจได 50 % เมือ่เปล่ียนจาก 0.1 M tyramine เปน 0.1 M benzylamine พบวาอัตรา
การใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein แตกตางจากกลุมควบคุม (DMSO) อยางมี
นยัส ําคัญทางสถิติ เมื่อใชสารขนาด 300 µg (1.55 µM) และจากรูป 34 B พบวาขนาดประมาณ
68.75 µg (0.36 µM) มากจงึจะยบัยั้งการหายใจได 50 เปอรเซ็นต และเมื่อใช 0.1 M 5-HT พบวา
อัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein ขนาดสารที่ใชคือ 400 µg (2.07 µM)
แตกตางจากกลุมควบคุม(DMSO) อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ จากรูป 34 B แสดงวาขนาด
ประมาณ 75 µg (0.39µM) สามารถยบัยั้งการหายใจได 50 เปอรเซ็นต จากกราฟรูป 34 B พบวา
CU 763-18-01 สามารถยับยั้ง MAO เมื่อใช benzylamine ไดดีกวา

                ตารางที่ 8C แสดงอตัราการหายใจโดยใชออกซิเจนของสาร CU 763-18-02 ในการ
ออกซิไดซ 0.1M tyramine และ 0.1 M 5-HT เมือ่เตมิสารขนาดเพิ่มข้ึน อัตราการใชออกซิเจนลด
ลงแตตองขนาดมากกวา 1,000 µg (5.18 µM) มากๆจงึอาจจะพบวา อัตราการใชออกซิเจนเปน 0 
n atoms O/min/mg protein จากรูป 34 C พบวาขนาด 121.59 µg (0.63 µM) เมื่อใช 0.1M 
tyramine สามารถยับยั้ง MAO ได 50 เปอรเซ็นต ขนาด 104.22µg (0.54 µM) เมื่อใช 0.1 M 
benzylamine ยบัยั้ง MAO ได 50 เปอรเซ็นต และขนาด 121.59 µg (0.63 µM) ของ 0.1 M 5-HT 
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สามารถยับยั้ง MAO ได 50 เปอรเซ็นต ดังนั้นแสดงวาสาร CU 763-18-02 สามารถยับยั้ง MAO 
เมื่อใช benzylamine ไดดีกวา

                ตารางที่ 8 D แสดงอัตราการหายใจโดยใชออกซิเจนของสาร CU 763-18-04 ในการ
ออกซิไดซ 0.1 M tyramine เมือ่เตมิสารขนาดตางๆกัน พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n 
atoms O/min/mg protein ขนาดสารที่ใชคือ 400 µg (2.05 µM) แตกตางจากกลุมควบคุม 
(DMSO) อยางมนีัยสํ าคัญทางสถิติ จากรูป 34 D ขนาดสารประมาณ 88.33 µg (0.45 µM) ยับยั้ง
อัตราการหายใจได 50 เปอรเซ็นต เมื่อเปลี่ยนจาก 0.1 M tyramine เปน 0.1 M benzylamine เปน 
0.1 M benzylamine พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein ขนาดสารที่
ใชคือ 1,000 µg (5.13 µM) แตกตางจากกลุมควบคุม (DMSO) อยางมนีัยสํ าคัญทางสถิติ จากรูป 
34 D ขนาดสารประมาณ 97.62 µg (0.50µM) ยบัยัง้อตัราการหายใจได 50 เปอรเซ็นต และเมื่อ
ใช 0.1 M 5-HT พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein ขนาดสารที่ใช 
700 µg (3.08 µM) แตกตางจากกลุมควบคุม (DMSO) อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p< 0.05) จาก
รูป 34 D ขนาดสารประมาณ 73.81 µg (0.38 µM) สามารถยับยั้ง MAO ได 50 เปอรเซ็นต แสดง
วา CU 763-18-04 ยับยั้ง MAO โดยใช 5-HT ไดดีกวาตัวอื่น

                ตารางที่ 8 E แสดงอตัราการหายใจโดยใชออกซิเจนของสาร iproniazid ในการออกซิ
ไดซ 0.1 M tyramine เมือ่เตมิสารขนาดตางๆกัน พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms 
O/min/mg protein ขนาดสารที่ใชคือ 600 µg (2.17 µM) แตกตางจากกลุมควบคุม (DMSO) 
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ จากรูป 34 E ขนาดสาร 160.53 µg (0.58 µM) สามารถยับยั้งอัตราการ
หายใจได 50 เปอรเซ็ต เมื่อเปลี่ยน 0.1 M tyramine เปน 0.1 M benzylamine พบวาอัตราการใช
ออกซเิจนลดลงเมื่อเพิ่มขนาดมากขึ้น จากรูป 34 E ขนาด 97.5 µg (0.54µM) สามารถยับยั้ง 
MAO ได 50 เปอรเซ็นต และเมื่อใช 0.1 M 5-HT พบวาอัตราการใชออกซิเจนลดลงเมื่อขนาดของ
สารเพิ่มข้ึน จากรูป 34 E พบวาขนาดสาร 90 µg (0.50µM) สามารถยับยั้ง MAO ได 50 
เปอรเซ็นต แสดงวา iproniazid ยบัยั้ง MAO โดยใช 5- HT ไดดีกวาตัวอื่น
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 รูปที่ 23  A,B-27A,B แสดง Dose-response curve ของ CU 763-16-04, CU 763-18-01,
CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazidทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโตคอน
เดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 mM MgCl2, 86.25 
mM KCl., 5.21 mM potassium glutamate+ 5.21 mM potassium malate, 0.31 mM 
ADP+0.62 mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.33 mg 
protein/ml. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-
02, CU 763-18-04 และ iproniazid สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลาย
สาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C
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รูปที่ 23A  แสดง Dose-response curve ของ CU 763-16-04 ที่มีตออัตราการหายใจของ
             ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

    แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

                  *p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 23 B แสดง% Respiration ของ CU 763-16-04 ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโตคอน
              เดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 24 A  แสดง Dose-response curve ของ CU 763-18-01 ทีม่ีตออัตราการหายใจของ
               ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

     แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

      *p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO

*

* *
*

* * * *

0

10

20

30

40

50

60

DMSO 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Dose(microgram)

Ra
te 

of 
ox

yg
en

 co
ns

um
pti

on
(n 

ato
ms

 O
/m

in/
mg

 pr
ote

in) state 3
state 3U



72

รูปที่ 24 B แสดง % Respiration ของ CU 763-18-01 ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโต
              คอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 25 A  แสดง Dose-response curve ของ CU 763-18-02 ทีม่ีตออัตราการหายใจของ
               ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p<0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 25 B แสดง % Respiration ของ CU 763-18-02 ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโต
              คอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 26 A  แสดง Dose-response curve ของ CU 763-18-04 ทีม่ีตออัตราการหายใจของ
               ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

             *p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 26 B แสดง % Respiration ของ CU 763-18-04 ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโต
              คอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 27 A แสดง Dose-response curve ของ iproniazid ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโต
              คอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 27B แสดง % Respiration ของ iproniazid ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย
             เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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ตารางที่  4  ผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ
iproniazid ตอ อัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช α-ketoglutarateเปนสับสเตรท

        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 mM MgCl2, 86.25 
mM KCl., 5.21 mM α-ketoglutarate, 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02 
mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.25 mg protein/ml. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ 
CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid สวนในกลุม
ควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C

     คาทีแ่สดงในตารางเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

Rate of respiration
(n atoms O/min./mg. protein)

Experiment
(µM)

State 3 State 3U
Non DMSO 20.27+ 1.56 24.43+ 1.25
DMSO 17.70 + 1.30 22.28 + 1.02
CU 763-16-04(0.24) 14.65 + 2.09*b 17.36 + 1.85*b

CU 763-16-04(0.49) 12.01 + 0.21*b 14.65 + 0.42*b

CU 763-18-01(0.26) 20.96 + 0.96*a 23.02 + 1.33
CU 763-18-01(0.52) 15.89 + 0.89*b 17.62 + 0.97*b

CU 763-18-02(0.26) 22.00 + 0.82*a 24.07 + 1.27*a

CU 763-18-02(0.52) 22.79 + 2.02*a 25.28 + 1.23*a

CU 763-18-04(0.26) 20.19 + 1.48*a 22.93 + 1.36
CU 763-18-04(0.51) 16.91 + 0.85 20.46 + 1.71
Iproniazid (0.28) 22.28 + 1.06*a 26.40 + 1.39*a

Iproniazid (0.56) 21.72 + 1.07*a 25.31 + 1.83*a

*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
*a increase rate of oxygen consumption
*b decrease rate of oxygen consumption



80

ตารางที่  5  ผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ 
iproniazid  ตอ อัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย     เมื่อใช β-hydroxybutyrateเปน
สบัสเตรท
        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH  7.2, 1.88 mM MgCl2, 86.25 
mM KCl., 5.21 mM β-hydroxybutyrate, 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02 
mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.56 mg protein/ml. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ 
CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid สวนในกลุม
ควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C
     คาทีแ่สดงในตารางเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

Rate of respiration
(n atoms O/min./mg. protein)

Experiment
(µM)

State 3 State 3U
Non DMSO 20.27 + 1.56 24.43 + 1.25
DMSO 17.49 + 1.51 22.99 + 1.27
CU 763-16-04(0.24) 11.90 + 1.61*b 13.90 + 1.60*b

CU 763-16-04(0.49) 8.21 + 2.43*b 10.92 + 0.74*b

CU 763-18-01(0.26) 16.74 + 1.08 18.88 + 0.63*b

CU 763-18-01(0.52) 14.54 + 1.18*b 16.63 + 1.49*b

CU 763-18-02(0.26) 18.23 + 0.87 20.83 + 2.18
CU 763-18-02(0.52) 18.51 + 1.18 23.40 + 0.88
CU 763-18-04(0.26) 17.00 + 1.15 20.50 + 0.02*b

CU 763-18-04(0.51) 15.74 + 0.82*b 17.35 + 1.34*b

Iproniazid (0.28) 19.39 + 0.69*a 25.53 + 1.43*a

Iproniazid (0.56) 19.34 + 0.77*a 26.69 + 1.97*a

*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
*a increase rate of oxygen consumption
*b decrease rate of oxygen consumption
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รปูที่ 28 ผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ
iproniazid ทีม่ตีออัตราการหายใจในภาวะ osmotic-shocked mitochondria  เมื่อใช NADH 
เปนสับสเตรท

        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 mM MgCl2, 82.25 
mM KCl., 1.04 mM NADH, 0.521 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.52 mg protein/ml. 
สวนประกอบที่เติมตามลงไปอีกคือ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-
18-04 และ iproniazid สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตร
ทัง้หมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C
        แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

          p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รปูที่ 29  แสดง Dose-response curve ของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-
02, CU 763-18-04 และ iproniazidทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช 
succinateเปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 mM MgCl2, 86.25 
mM KCl., 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02 mM 
sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.33 mg protein/ml. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ CU 
763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid สวนในกลุมควบ
คุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C

แตละจุดแสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
*p< 0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รปูที่ 29  แสดง Dose-response curve ของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-
02, CU 763-18-04 และ iproniazidทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช 
succinateเปนสับสเตรท
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รูปที่ 30 ผลของ malonate ตอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-
18-02,CU 763-18-04 และ iproniazid ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate 
เปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 mM MgCl2, 86.25 
mM KCl., 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02 mM 
sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.25mg protein/ml. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ CU 
763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid และ 0.10 mM 
malonate สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 
ml. อุณหภูมิ 370C

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 31 A-E ผลของ DTT ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 
763-18-02,CU 763-18-04 และ iproniazid ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช
glutamate+malate เปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 mM MgCl2, 86.25 
mM KCl., 5.21 mM potassium glutamate+ 5.21 mM potassium malate, 0.31 mM 
ADP+0.62 mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.43mg 
protein/ml. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-
02, CU 763-18-04 และ iproniazid และ 1 M DTT. ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C

        แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
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รูปที่ 31 A  ผลของ DTT ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04ตอการหายใจของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใชglutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 31 B  ผลของDTT ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ  CU 763-18-01ตอการหายใจของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใชglutamate+malate เปนสับสเตรท

* p<0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับ CU 763-18-01
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รูปที่ 31 C  ผลของ DTT ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ  CU 763-18-02ตอการหายใจของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใชglutamate+malate เปนสับสเตรท

* p<0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับ CU 763-18-02
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รูปที่ 31 D ผลของ DTT ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ  CU 763-18-04ตอการหายใจของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใชglutamate+malate เปนสับสเตรท
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ตารางที่  6 ผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-
18-04 และ iproniazid ตอ ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย

Pi liberated from ATP
(µ moles/mg. protein/10 min.)

Experiments
(µM)

Non DMSO
DMSO
CU 763-16-04 (0.24)
CU 763-16-04 (0.49)
CU 763-18-01 (0.26)
CU 763-18-01 (0.52)
CU 763-18-02 (0.26)
CU 763-18-02 (0.52)
CU 763-18-04 (0.26)
CU 763-18-04 (0.51)
Iproniazid (0.28)
Iproniazid (0.56)
0.1 mM DNP
10 µg oligomycin + 0.1 mM DNP

0.20 + 0.020
0.22 + 0.09
0.18 + 0.09
0.22 + 0.02
0.22 + 0.09
0.22 + 0.00
0.22 + 0.07
0.21 + 0.09
0.29 + 0.06
0.27 + 0.05
0.22 + 0.05
0.25 + 0.06

1.10 + 0.083*
0.14+0.04*

        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 35.30 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.77 mM MgCl2, 16.78 
mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.26 mg protein/ml., 0.1 mM DNP, CU 763-16-04, 
CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 
10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร และ 5.03 mM ATP ปริมาตรทั้งหมด 2.98 ml. อุณหภูมิ 370C

     คาทีแ่สดงในตารางเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
*p < 0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 32 A-E ผลของ bovine serum albumin(BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-
04, CU 763-18-01, CU 763-18-02,CU 763-18-04 และ iproniazid ตอการหายใจของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใชglutamate+malate เปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 mM MgCl2, 86.25 
mM KCl., 5.21 mM potassium glutamate+ 5.21 mM potassium malate, 0.31 mM 
ADP+0.62 mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.32mg 
protein/ml. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-
02, CU 763-18-04, iproniazid, BSA 5,10 และ 20 mg และ DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ า
ละลายสาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C

        แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
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รูปที่ 32 A ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04 
ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 32 B ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-18-01
ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 32 C ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-18-02
ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 32 D ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-18-04
ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 32 E ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ iproniazid ตอ
การหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รปูที่ 33  ผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ 
iproniazid ที่มีตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวยแคลเซียม เมื่อใช 
glutamate+malate เปนสับสเตรท

       สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 188. MM MgCl2, 86.25 
mM KCl., 5.21 mM potassium glutamate+ 5.21 mM potassium malate, 13.02 mM 
sucrose, 0.94 mM potassium phosphate และไมโตคอนเดรีย 2.05 mg protein/ml. สวน
ประกอบอื่นที่เติมตามลงไปอีกคือ 0.42 mM CaCl2 และ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 
763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัว
ท ําละลายสารปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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ตารางที่ 7 ผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ 
iproniazid ตอการเกิด Lipid peroxidation

Experiments (µM) คาการดูดกลืนแสง (Unit)

Non DMSO
+ Ascorbate+FeSO4
DMSO
CU 763-16-04 (0.243)
CU 763-16-04 (0.485)
Iproniazid (0.278)
Iproniazid (0.556)
CU 763-18-01 (0.259)
CU 763-18-01 (0.518)
CU 763-18-02 (0.259)
CU 763-18-02 (0.518)
CU 763-18-04 (0.256)
CU 763-18-04 (0.513)
EDTA (1.2 mM)

0.032 + 1.315x10-3

0.164 + 9.097x10-3

0.156 + 6.886 x 10-3

0.138 + 1.102 x 10-2

0.144 + 1.074 x 10-2

0.151 + 1.004 x 10-2

0.139 + 2.326 x 10-2

0.158 + 1.295 x 10-2

0.161 + 1.368 x 10-2

0.156 + 1.345 x 10-2

0.157 + 1.046 x 10-2

0.157 + 2.264 x 10-2

0.016 + 1.070 x 10-2*

1 Unit : คาการดดูกลืนแสง 0.100 ที่ 535 นาโนเมตร แสงผานความกวาง cuvette 10 มิลลิเมตร

        คาทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO

        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 0.05 M phosphate buffer pH 7.4, 0.2 mg. ascorbate, 0.1 
mM FeSO4, 20% TCA และ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 
และ iproniazid สวนในกลุมควบคุมใช DMSOซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายของสาร น ํามาทํ าปฏิกิริยา
กบั 0.5% TBA
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ตารางที่  8 A-E ผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-                    
04 และ iproniazid ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย

        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 0.23 M. KH2PO4 pH 7.2, 13.02 mM sucrose, 10 µg. 
rotenone และไมโตคอนเดรีย 2.08 mg protein/ml. สวนประกอบที่เติมตามลงไปอีกคือ CU 763-
16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid, tyramine or 
benzylamine or 5-HTและกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl. ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตรทั้ง
หมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C
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รูปที่ 34 A ผลของ CU 763-16-04ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย
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ตารางที่  8A ผลของ CU 763-16-04 ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย

Rate of oxygen consumption
(n atom O/min./mg. protein)

Does
(µM)

after
0.10 M tyramine

(MAO A+B)

after
0.10 M benzylamine

(MAO B)

after
0.10 M 5-HT

(MAO A)
DMSO
0.24
0.49
0.73
0.97
1.46
1.94

40.67 + 1.2
14.97 + 1.25*
8.92 + 0.85*

8.54 + 0.42*
7.14 + 2.22*
5.88 + 2.39*
0.00 + 0.00*

56.4 + 2.1
27.69 + 0.58*
18.22 + 2.62*
15.44 + 0.97*
2.07 + 1.31*
0.00 + 0.00*

-

52.27 + 0.50
12.73 + 0.35*
10.49 + 0.16*
8.68 + 0.72*
4.02 + 0.28*
0.00 + 0.00*

-

        คาทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO



102

รูปที่ 34 B ผลของ CU 763-18-01ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย
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ตารางที่  8 B ผลของ CU 763-18-01 ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย

Rate of oxygen consumption
(n atom O/min./mg. protein)

Does
(µM)

after
0.10 M tyramine

(MAO A+B)

after
0.10 M benzylamine

(MAO B)

after
0.10 M 5-HT

(MAO A)
DMSO
0.26
0.52
0.78
1.04
1.55
2.07
2.59
3.11

40.67 + 1.2
20.28 + 1.22*
15.66 + 1.08*
11.91 + 2.09*
9.94 + 2.35*
5.81 + 1.26*
2.12 + 0.29*
2.00 + 0.68*
0.00 + 0.00*

56.4 + 2.1
16.78 + 1.73*
14.91 + 0.90*
10.11 + 1.87*
10.00 + 1.27*
0.00 + 0.00*

-
-
-

52.27 + 0.50
24.02 + 1.17*
15.99 + 1.54*
13.35 + 2.85*
11.79 + 1.09*
3.34 + 1.93*
0.00 + 0.00*

-

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p < 0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 34 C ผลของ CU 763-18-02ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย
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ตารางที่  8 C ผลของ CU 763-18-02 ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย

Rate of oxygen consumption
(n atom O/min./mg. protein)

Does
(µM)

after
0.10 M tyramine

(MAO A+ B)

after
0.10 M benzylamine

(MAO B)

after
0.10 M 5-HT

(MAO A)
DMSO
0.26
0.52
0.78
1.04
1.55
2.07
3.11
5.18

40.67 + 1.2
26.11 + 1.21*
20.55 + 1.69*
19.94 + 1.81*
19.04 + 0.78*
13.66 + 1.92*
13.25 + 0.26*
10.29 + 0.66*
9.72 + 0.33*

56.4 + 2.1
34.92 + 1.08*
27.84 + 2.19*
25.69 + 0.58*
22.36 + 1.07*
21.59 + 0.96*
21.59 + 0.95*
13.39 + 1.78*
6.17 + 8.31*

52.27 + 0.50
35.21 + 1.70*
28.18 + 1.07*
23.36 + 1.92*
13.49 + 0.08*
13.42 + 0.04*
7.16 + 1.74*
6.67 + 3.85*
3.89 + 2.24*

        คาทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 34 D ผลของ CU 763-18-04ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย
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ตารางที่  8 D ผลของ CU 763-18-04 ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย

Rate of oxygen consumption
(n atom O/min./mg. protein)

Does
(µM)

after
0.10 M tyramine

(MAO A+B)

after
0.10 M benzylamine

(MAO B)

after
0.10 M 5-HT

(MAO A)
DMSO
0.26
0.51
0.77
1.03
1.54
2.05
3.08
4.10
5.13

40.67 + 1.2
21.12 + 1.34*
14.12 + 0.43*
13.78 + 1.27*
8.27 + 1.71*
3.51 + 0.20*
0.00 + 0.00*

-
-
-

56.4 + 2.1
31.56 + 2.95*
23.30 + 0.24*
21.66 + 2.83*
21.58 + 2.05*
13.35 + 2.00*
10.29 + 2.02*
8.23 + 2.75*
4.65 + 0.65*
0.00 + 0.00*

52.27 + 0.50
14.62 + 1.05*
13.35 + 0.00*
12.57 + 0.66*
11.79 + 0.39*
10.66 + 1.55*
6.77 + 2.37*
0.00 + 0.00*

-
-

        คาทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p < 0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 34 E ผลของ iproniazidตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอน
เดรีย
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ตารางที่ 8 E ผลของ iproniazid ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย

Rate of oxygen consumption
(n atom O/min./mg. protein)

Does
(µM)

after
0.10 M tyramine

(MAO A+B)

after
0.10 M benzylamine

(MAO B)

after
0.10 M 5-HT

(MAO A)
DMSO
0.28
0.56
0.83
1.11
1.67
2.22
3.33
5.55

40.67 + 1.2
31.86 + 1.42*
22.19 + 2.32*
20.40 + 2.28*
19.0 + 1.19*

17.95 + 1.55*
11.66 + 1.18*
0.00 + 0.00*

-

56.4 + 2.1
30.76 + 0.54*
24.41 + 0.77*
23.45 + 0.08*
10.77 + 0.76*
10.63 + 0.72*
10.47 + 0.72*
9.61 + 0.97*
5.14 + 1.49*

52.27 + 0.50
35.49 + 0.17*
21.93 + 2.54*
16.69 + 1.93*
11.86 + 1.19*
8.23 + 0.89*
6.95 + 0.98*
6.90 + 0.53*
3.48 + 0.75*

        คาทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p < 0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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บทที่  5

สรปุผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ

     จากผลการทดลองในบทที่4 แสดงใหเห็นว าอนุพันธ ของสารสังเคราะหกลุ มN-
acylaminopyridine ไดแก CU 763-16-04, CU 763-18-01 และ CU763-18-04 มีฤทธิ์ตอไมโต
คอนเดรยีทีแ่ยกมาจากตับหนูขาว โดยมีฤทธิ์ตอกระบวนการหายใจ 2 ประการ คือ แสดงฤทธิ์ใน
การยบัยัง้กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียทั้ง state 3 และ state 3U respiration เมื่อใช 
NAD+- linked substrates ไดแก glutamate+malate, α-ketoglutarate และ β-
hydroxybutyrate(รูปที่ 23 A,B- 27 A,B , ตารางที่ 4-5, รูปที่ 28) จากขอมูลดังกลาวแสดงวา N-
acylaminopyridine เปนสารในกลุม respiratory chain inhibitor ซึง่ผลที่ศึกษานี้ก็สอดคลองกับ
CU 763-15-13 ซึ่งเปนสาร N-acylaminopyridine ทีไ่ดมกีารศึกษามากอน พบวาออกฤทธิ์เปน 
site I inhibitror (อุนเรือน, 2541) และเมื่อเปลี่ยนชนิดของ substrate เปน succinate พบวาสาร
ทกุตัวของ N-acylaminopyridine derivatives มฤีทธิก์ระตุนการหายใจใน state 4 และไมแสดง
ฤทธิ์ยับยั้งเลย สารทุกตัวไมพบวาจะกระตุนการทํ างานของ ATPase และไมยับยั้ง lipid 
peroxidation ของไมโตคอนเดรียที่ถูกเหนี่ยวนํ าโดย ascorbate กับ ferrous และยงัพบวา สารทุก
ตวัมฤีทธิ์ในการยับยั้ง MAO โดยมคีวามแรงตางกัน ซึ่งรายละเอียดของผลการทดลองจะใชนํ ามา
อภิปรายฤทธิท์างเภสัชวิทยา หรือพิษวิทยาไดดังที่จะกลาวตอไปนี้

1. ฤทธิย์บัยั้งลูกโซการหายใจ

                  จากผลการศึกษาเมื่อใช glutamate+malate รวมทั้ง NAD+- linked substrate  ตัว
อ่ืนๆ เชน α-ketoglutarate และ β-hydroxybutyrate เปนสับสเตรท พบวา CU 763-16-04 มี
ฤทธิย์บัยั้งการใชออกซิเจนใน state 3 และ state 3U respiration ในไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับ
หนขูาว และฤทธิ์ของสารจะเพิ่มข้ึนตามขนาดของสารที่เพิ่มข้ึน(dose-dependent) โดยมีคา IC50

เทากับ 0.32 µM และ0.39 µM (รูปที่ 23 A,B) สวนอนพุนัธอ่ืนๆก็มีฤทธิ์เชนเดียวกัน แตมีความแรง
ในการยบัยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียแตกตางกัน โดยมีคา IC50 ดงัตอไปนี้ CU 763-18-01มี
คา 2.11 µM และ 2.61 µM, CU763-18-02 มคีามากกวา 5.18 µM ทั้ง 2 state และ CU 763-18-
04 เปน3.10 µM และ2.31µM ในstate 3 และ state 3U  สวน  iproniazid  ซึง่เปนยาที่มีคุณ
สมบัติยับยั้ง  MAO  ได  และมีสูตรโครงสรางใกลเคียง  ไดถูกนํ ามาศึกษาเปรียบเทียบ  ซึ่งมีผล
นอยมากตอการหายใจของไมโตคอนเดรยี  และเมื่อเปลี่ยนสบัสเตรทเปน  succinate  จะพบวา  
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N-acylaminopyridine derivatives ทีน่ ํามาศกึษามีฤทธิ์กระตุนการใชออกซิเจนใน state 4 แตไม
ยบัยัง้กระบวนการออกซิเดทีฟฟอสฟอริลเลชั่น เมื่อเติม ADP+Pi ลงในปฏิกิริยาผลก็จะเปนการ
แสดงวา N-acylaminopyridine นาจะออกฤทธิ์เปน site I inhibitor เชนเดียวกับ rotenone 
(Teeter,Baginsky and Hatefi,1969) ซึง่อาจจะอธิบายไดดังนี้ เมื่อสับสเตรท (NAD+- linked 
substrate) ผาน Krebs, cycle จะมีการปลดปลอยไฮโดรเจนอะตอม(2H) จากสารตัวกลางไปรี
ดิวซ NAD+ ไปเปน NADH+H+ ถาใช succinate เปนสับสเตรทไฮโดรเจนอะตอม(2H)จะรีดิวซ 
FADไปเปน FADH2(Darnell, Lodish and Baltimore, 1986) ซึง่เปนreducing equivalent ที่
สํ าคัญจะถูกสงผานเขาสูลูกโซการหายใจ ในกรณีที่ได NADH+H+ จะถกูสงผานเขาสูลูกโซการ
หายใจที่ complex I  สวน FADH2จะถกูสงผานเขาสูลูกโซการหายใจที่ complex II  และเพื่อแสดง
ใหเห็นชัดเจนวา N-acylaminopyridine เปน site I inhibitor กโ็ดยทํ าการศึกษากับ NADH 
oxidation โดย osmotic-shocked mitochondria ซึง่เปนสภาวะที่ไมโตคอนเดรียอยูในสภาวะ 
uncoupling อยูแลว โดยไมตองเติม DNP แตสามารถกระตุนใหเกิด state 3U respiration ได โดย
ใช NADH เปนสบัสเตรท ในสภาวะนี้ไมโตคอนเดรียจะสามารถออกซิไดซ NADH ที่เติมลงไปได 
(exogenouse NADH ซึง่มโีมเลกุลใหญ) ซึ่งตามปกติแลว intact mitochondria จะไมสามารถ
ออกซิไดซ NADH ทีเ่ตมิลงไปได นอกจากมีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติบางประการของผนังเยื่อหุม
ของไมโตคอนเดรีย(Lehninger, 1993) การเตรียมไมโตคอนเดรียใน hypotonic solution ทํ าให
ผนังชั้นนอกของไมโตคอนเดรียบวม (swelling)(De Robertis,E.D.P. and Robertis,E.M.F., 
1987) จึงยอมให NADH ผานเขาสูภายในไมโตคอนเดรียไดโดยตรง(Lehninger, 1962, 
Lehninger,1993) และ NADH จะสงผานอิเลคตรอนเขาสู coenzyme Q โดยตรงในลูกโซการ
หายใจ จากผลการศึกษา CU 763-16-04 มผีลยับยั้งการออกซิไดซของ NADH แรงกวา CU 763-
18-01 และ CU 763-18-04 ซึง่ผลที่ไดสอดคลองกับการยับยั้ง NAD+-linked substrate วาCU 
763-16-04 มผีลยบัยัง้การสงผานอิเลคตรอนบนลูกโซการหายใจโดยตรงที่ complex I แรงที่สุด 
และจากการศึกษาในขั้นตอนนี้แสดงวา CU 763-16-04, CU 763-18-01 และ CU 763-18-04 มี
คุณสมบัติเปนmitochondrial effect จดัอยูในกลุม site I inhibitors ซึง่ไดแก rhein, amytal, 
rotenone, piericidin, steroids เปนตน(ตามรูปที่ 14, ในบทที่ 2)

          2. ฤทธิก์ระตุนการออกซิเดชั่นของ succinate

                จากการศึกษาทดลองผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ 
CU 763-18-04 ในบทที่ 4 พบวาเมื่อใช succinate เปนสับสเตรท มีอัตราการใชออกซิเจนใน state 
4 respiration เพิม่ข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (รูปที่ 29) สวน iproniazid มอัีตราการใช
ออกซิเจนใน state 4 respiration เพิม่ข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ เมื่อขนาดตั้งแต 150 µg (0.54
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µM) ซึง่สามารถอธิบายไดวาใน Krebs, cycle นั้น succinate จะถูกออกซิไดซโดย succinate 
dehydrogenate เพื่อใหได fumarate นอกจากนี้ succinate dehydrogenate จะทํ างานไดก็ตอ
เมือ่ถูกกระตุนดวย succinate, ATP, Pi และสามารถถูกยับยั้งการออกซิไดซ succinate ไดดวย 
malonate และ oxaloacetate (Devlin, 1992) จากผลการทดลองพบวา malonate ออกฤทธิ์ยับยั้ง
การออกซิไดซของ succinate ทีถ่กูกระตุนดวย CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, 
CU 763-18-04 และ iproniazid(รูปที่ 30)ได

     ดงันั้นผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01 และ CU 763-18-04 ตอกระบวนการหายใจ
ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวนั้น แสดงฤทธิ์เปนตัวยับยั้งในลูกโซการหายใจที่ตํ าแหนง 
complex I และกระตุนการเปลี่ยนแปลงของ succinate ไปเปน fumarate ดังนั้น CU 763-16-04, 
CU 763-18-01 และ CU 763-18-04 ออกฤทธิ์เปน inhibitor หรือ stimulator ตอกระบวนการ
หายใจกข้ึ็นอยูกับชนิดของสับสเตรทที่มีอยูในขณะนั้น สวน CU 763-18-02 และ iproniazid ไมมี
ผลยบัยัง้ในลูกโซการหายใจที่ตํ าแหนง complex I แตมีผลกระตุนการเปลี่ยนแปลงของ succinate 
ไปเปน fumarate ได ดังรูปขางลางนี้

                                    สาร                           malonate,oxaloacetate    

                                         (+)                           (-)                

                               Succinate dehydrogenase

Succinate                                                           Fumarate

                                FAD, Fe-S

                                                            Co Q      Complex III     IV      1/202

Glutamate+malate                  NADH                 FMN, Fe-S

                                          CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-04

เครื่องหมายแสดง (-) =inhibition effect, (+) = stimulation effect

     จากการศึกษาของ Jockel, et al., (1998) พบวา สารที่ยับยั้ง succinate oxidation มีความ
สัมพันธกับเอนไซม dihydroorotate dehydrogenase ซึ่งมีขอบงชี้ว าอาจจะมีฤทธิ์เปน
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antiproliferation antiparasitic และ anticancer ดังนั้นสารในกลุม N-acylaminopyridine
derivatives ซึ่งมีฤทธิ์กระตุ น succinate oxidation ควรจะมีการศึกษาเกี่ยวกับผลตอ 
dihydroorotate dehydrogenase

          3. ผลของ bovine serum albumin (BSA)

                Bovine serum albumin เปนโปรตีนโมเลกุลใหญ ใชเปนตัวแทนของ plasma albumin 
เนือ่งจากยาสวนใหญเมื่อเขาสูกระแสโลหิตจะจับกับ plasma proteins ซึง่ประกอบดวย albumin 
และ globulin โดยในกระแสโลหิต plasma protein สวนใหญจะเปน albumin และยาสวนใหญจะ
มี affinity ตอ albumin มากกวา globulin (Gilman,Goodman, Rall and Murad, 1985) จากผล
การทดลองในบทที่ 4 พบวา BSA มผีลตอการออกฤทธิ์ของ N-acylaminopyridine derivatives 
คอื การยับยั้ง state 3 และ 3U respiration แบบข้ึนกับปริมาณของ BSA กลาวคือ BSA จํ านวน
นอย(5 mg) จะมปีฏิสัมพันธกับ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-
04 และ iproniazid ท ําใหมีการยับยั้ง state 3 มาก และเมื่อเพิ่ม BSA มากขึน้เปน 10 mg และ 20 
mg จะพบวาผลการยับยั้ง state 3 จะนอยลง ซึ่งผลอันนี้อาจเปนไปไดวา BSA อาจมผีลบาง
ประการ ทํ าให CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid
ออกฤทธิไ์ดมากขึ้น ซึ่งควรมีการศึกษาตอถึงปฏิสัมพันธนี้วามีกลไกอยางไร  

          4. ผลของ dithiothreitol (DTT)

                บนผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียจะมี sulfhydryl groups อยู ซึ่งมีหนาที่ควบคุม 
permeability ของผนงัชัน้ในของไมโตคอนเดรีย ควบคุมความสมบูรณของผนังชั้นในของไมโตคอน
เดรีย (membrane integrity) การขนสงอิเลคตรอนตางๆการทํ างานของเอนไซม ATP synthase 
และการควบคูกันของกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน (Le-quoc,K. and Le-quoc,D., 
1982) ซึ่ง DTT เปนสารปองกันการออกซิเดชันของ sulfhydryl groups (Cleland, 1964) จากผล
การทดลองในบทที่ 4 (รูปที่ 31 A-E) CU 763-16-04 ไมไดออกฤทธิ์ตอการทํ างานของไมโตคอนเด
รีย โดยจับกับ sulfhydryl groups(-SH) ของไมโตคอนเดรีย สวน CU 763-18-01, CU 763-18-02, 
CU 763-18-04 และ iproniazid ออกฤทธิ์โดยการจับกับ sulfhydryl groups (-SH) ของไมโตคอน
เดรีย เมื่อให DTT จงึท ําใหการออกฤทธิ์ลดลงได
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 5. ผลตอ ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย

                จากผลการทดลองในบทที่ 4 (ตารางที่ 6) พบวา CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 
763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid ไมมีฤทธิ์กระตุน ATPase activity เมือ่เปรียบเทียบ
กับDMSO  DNPเปนสารสามารถกระตุน ATPase ท ําใหเกิดเปนuncoupler เกิดการสลาย ATP
(ATP hydrolysis) ท ําใหมีปริมาณ Pi เพิม่ข้ึนดวย (Danishefky, 1980: Campbell, 1995: Garrett 
and Grisham, 1995) Oligomycin เปนสารที่ยับยั้งการเกิดฟอสฟอริลเลชันของไมโตคอนเดรีย 
โดยมีผลยับยั้งที่ F0 ของเอนไซม ATP synthase(Chappell and Croft, 1965;Senior, 1973) และ
สามารถยับยั้งฤทธิ์ในการกระตุน ATPase ของDNP ไดดังตารางที่ 6

          6. ผลตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวยแคลเซียม

                 การทํ างานของไมโตคอนเดรีย นอกจากการสราง ATP โดยกระบวนการออกซิเด
ทฟีฟอสฟอริลเลชันแลว ยังมีความสามารถในการสะสมแคลเซียม(Ca2+) จาก medium เขาไปเก็บ
สะสมไวในตัวเองไดเปนจํ านวนมาก และยังพบวาไมโตคอนเดรียจะใชพลังงานจากการสงผานอิ
เลคตรอนไปในการสะสม Ca2+กอน จนกระทั่ง Ca2+เกอืบทัง้หมดถูกสะสม ไมโตคอนเดรียจึงจะ
เร่ิมใชพลังงานในการสราง ATP จงึแสดงใหเห็นวาไมโตคอนเดรียมี affinity ตอ Ca2+มากกวา ADP 
และแสดงใหเห็นวาการสะสม Ca2+โดยไมโตคอนเดรียเปนขบวนการที่สํ าคัญมากตอการทํ างาน
ของเซล ขอมูลเหลานี้จึงกลาวไดวา การขนสง Ca2+และการสราง ATP เปนคุณสมบัติพื้นฐานของ
ไมโตคอนเดรียทั่วไป

                ในการขนสง Ca2+โดยไมโตคอนเดรียนั้น ขึ้นอยูกับความเขมขนของ Ca2+ในไซโตซอล
(cytosol) เปนตวัที่ถูกควบคุม ซึ่งภายในเซลจะมีการสะสม Ca2+บริเวณ endoplasmic reticulum 
(ER), extracellular space และไมโตคอนเดรีย การไหลเขาของแคลเซียมใชแรงขับของความตาง
ศกัยระหวางผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย ซึ่งเปนประจุลบ(negative inside) ท ําใหจับกับประจุ
บวก อัตราการไหลเขาจะแปรผันตามความเขมขนของ Ca2+ทีภ่ายนอก สวนการไหลออก Ca2+จะมี
แรงขับอิสระ โดยอาศัยการขนสงอิเลคตรอนหรือเกิด proton gradient ระหวางผนังชั้นในของไมโต
คอนเดรยี ขบวนการแลกเปลี่ยนนี้เกิดขึ้นดวยความเร็วสูงสุด จากผลการทดลอง รูปที่ 33 สารใน
กลุม N-acylaminopyridine มผีลตออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนโดย Ca2+ไมเทา
กนั บางตัวยับยั้ง เชน CU 763-16-04 บางตัวไมมีผล เชน CU 763-18-01 และCU 763-18-04 
บางตวัมแีนวโนมที่เสริมฤทธิ์การกระตุนการหายใจ คือ CU 763-18-02 และ iproniazid
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          7. ผลตอการเกิด lipid peroxidation

                 การเกิด lipid peroxidation จะทํ าใหผนังเซลสูญเสียความทรงตัวและไมสามารถ
ท ํางานไดตามปกติ เกิดอันตรายตอเซลนั้นๆโดยตรง จากการศึกษาพบวา CU 763-16-04, CU 
763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid ไมมฤีทธิ์ตอตานการกระตุนการเกิด 
lipid peroxidation โดย ascorbate กับ ferrous sulfate (ตารางที่ 7) โดยวัดคาการดูดกลืนแสง
ของปฏิกิริยาออกมาเปนหนวย unit สวน EDTA สามารถยับยั้งการเกิด lipid peroxidation ได
(Theite and Huff, 1960)

          8. ผลตอ monoamine oxidase activity

                 Monoamine oxidase เปน marker enzyme ของผนังชั้นนอกของไมโตคอนเดรีย
(Avers, 1986) ท ําหนาที่ออกซิไดซสาร monoamine ในการทดลองนี้ใช tyramine เปนสับสเตรท
ของ MAO แบบไมจํ าเพาะเจาะจง benzylamine เปนสับสเตรทของ MAO-B และ 5-HT เปนสับส
เตรทของ MAO-A เติม rotenone เพือ่ยับยั้งการออกซิไดซ endogenous substrate จากการ
ทดลองในบทที่ 4(ตารางที่ 8 A-E, รูปที่ 34 A-E) พบวา CU 763-16-04 สามารถยับยั้ง MAO-A 
เมื่อใช 5-HT เปนสับสเตรทไดดีกวาดวย IC50 ทีข่นาดประมาณ 33.33µg(0.16µM)มากๆ CU 
763-18-01สามารถยับยั้งMAO-B เมื่อใช benzylamine ไดดีกวา MAO-A ดวยขนาด IC50

ประมาณ 68.75µg(0.36µM) CU 763-18-02 สามารถยับยั้ง MAO-Bไดดีกวา MAO-A ดวยขนาด
IC50 104.22µg(0.54 µM) สวน CU 763-18-04 สามารถยับยั้ง MAO-A ไดดีกวา MAO-Bดวย
ขนาด IC50 ประมาณ 73.81µg(0.38 µM) และ iprniazid สามารถยับยั้ง MAO-A ไดดีกวา MAO-
Bดวยขนาด IC50  ประมาณ 90 µg(0.50µM)
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 จากผลการศกึษาในบทที่ 4 เมื่อเปรียบเทียบถึงพิษตอเซลลกับประโยชนที่ตองการ ดังตารางที่ 9

ตารางที่ 9  แสดงคาสัดสวนระหวาง IC50ของ N-acylaminopyridine derivatives ตอ respiration 
กับ IC50 ของ N-acylaminopyridine derivatives ตอ MAO

IC50 (µM) MAO IC50 (µM)Ratio= IC50 (µ
M)respiration/ IC50 (µM)

MAOSubstrate

MAO
A+B

MAO-
A

MAO
B

IC50 (µM)
Respiration
(state 3) A+B A B

CU 763-16-04 0.20 0.16 0.25 0.32 1.6 2 1.28

CU 763-18-01 0.44 0.39 0.36 2.11 4.79 5.41 5.86

CU 763-18-02 0.63 0.63 0.54 >5.18 >8.22 >8.22 >9.59

CU 763-18-04 0.45 0.38 0.50 3.10 6.89 8.16 6.2

     การคํ านวณคา ratio ทีไ่ดระหวางคาที่ IC50 ของการยับยั้ง state 3 กับคา IC50 ของการยับยั้ง
MAO ดงัแสดงไวในตารางที่ 9 ซึ่งพบวา CU 763-18-02 ใหคา ratio สงูกวา CU 763-16-04, CU 
763-18-01 และ CU 763-18-04 ดงันัน้ อาจเปนไปไดวาควรจะพิจารณา CU 763-18-02 เพื่อดัด
แปลงสตูรโครงสรางหรือทิศทางตอไป เนื่องจาก IC50 สํ าหรับ MAO มคีา 0.63 µM ซึง่มคีาความ
เขมขนที่ตํ่ ามาก

จากการศกึษาดังกลาวขางตนสรุปไดวา

1. สารอนุพันธของ N-acylaminopyridine derivatives 4 ตวั มีผลตอการหายใจของ

ไมโตคอนเดรีย โดยออกฤทธิ์ยับยั้งstate 3 respiration เมื่อใช NAD+-linked substrates ตํ าแหนง
ทีถ่กูยบัยั้งการสงผานอเิลคตรอนในลูกโซการหายใจคือ complex I

2. สารอนุพันธของ N- acylaminopyridine derivatives 4 ตัว มผีลกระตุน succinate
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oxidation ซึง่ถกูยับยั้งดวย malonate

3. การออกฤทธิ์ของสาร N- acylaminopyridine derivatives 4 ตัวตอ state 3

respiration ในไมโตคอนเดรียจะยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนมากขึ้น เมื่อมี BSA ปริมาณนอย

 แตเมื่อ BSA ปริมาณมากการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนจะลดลง

4. DTT ไมมีผลยับยั้งตอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04 สวน CU 763-18-01,

CU 763-18-02 และ CU 763-18-04 เมื่อใหรวมกับ DTT ท ําใหการออกฤทธิ์ยับยั้ง state 3ลดลง

5. สารอนุพันธของ N- acylaminopyridine derivatives 4 ตวั ไมมีผลกระตุน

 ATPase activity ของ mitochondria

6. CU 763-16-04 สามารถยับยั้งการกระตุนการหายใจของ mitochondria

ดวยแคลเซียมได สวน CU 763-18-01 และ CU 763-18-04 ไมมีผลดังกลาว และ CU 763-18-02 
มแีนวโนมที่เสริมฤทธิ์การกระตุนการหายใจ

7. สารอนุพันธของ N- acylaminopyridine derivatives 4 ตวั ไมสามารถยับยั้ง

การเกิด lipid peroxidation ทีถ่กูเหนีย่วนํ าดวย ascorbate และ FeSO4 ได

8. สารอนุพันธของ N- acylaminopyridine derivatives 4 ตวั สามารถยับยั้งเอนไซม

โมโนเอมีนออกซิเดสได ดวยขนาดความเขมขนของสารแตกตางกัน

สารประกอบ N-acylaminopyridine derivatives ทีน่ ํามาศึกษา พบวาสารในกลุมนี้มีคุณ
สมบัติในการยับยั้ง MAO นั้น  สามารถยับยั้ง MAO ไดโดยมีคา IC50 ตํ่ ามาก (<1x10-6M)  เมื่อ
สังเกตจากโครงสรางของสารทั้ง 4 พบวา nitrogen atom ทีอ่ยูบน aromatic ring ตํ าแหนง meta 
มผีลยบัยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรียนอยกวา nitrogen atom ทีต่ ําแหนง para และจากการ
เปรียบเทียบระหวาง CU 763-16-04 กับ CU 763-18-02 และ CU 763-18-04 และ CU 763-18-
02 พบวา side chain ถาอยูเปนกลุมกอนจะมีฤทธิ์ในการยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียนอย
กวา side chain ทีเ่ปนเสนตรง ซึ่งจากผลการศึกษาทั้งหมดมีขอบงชี้วาสาร CU 763-18-02  เปน
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สารที่ควรไดรับการศึกษาและปรับปรุงตอไป เพื่อใหไดสารที่พิษตอเซลลนอย แตมีผลตอ MAO 
มากขึ้น
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มหาวิทยาลัย, 2541.

นชุจิรา พงศนิมิตประเสริฐ. ผลตอของ(+)กรดอัสนิคจากฝอยลมและการเหนี่ยวนํ าเฮพาติค
ไซโตโครม พี 450 ในหนูขาว. วทิยานพินธปริญญามหาบัณฑิต  ภาควชิาเภสัชวิทยา
บณัฑิตวิทยาลัย  จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2540.

นตุตยิา วีระวัธนชัย. ฤทธิอั์นคัปปลิง 22- ไฮดรอกซีทิงจีโนนที่สกัดจากแฮนคอคํ าใหญตอกระบวน
การหายใจและออกซิเดทีฟฟอสฟอริลเลชันของไมโตคอนเดรีย. วทิยานพินธปริญญา
มหาบัณฑิต  ภาควิชาเภสัชวิทยา  บณัฑติวิทยาลัย  จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2539.
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