
ผลของอนพุันธของ เอ็น - เอซิลอะมิโนไพริดีน ตอสมรรถนะของเอนไซม
โมโนเอมนีออกซิเดสและกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว

นางสาว อัญชิษฐา ทิพยวงศวิจิตร

วทิยานพินธนีเ้ปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต
สาขาวิชาเภสัชวิทยา       สหสาขาวิชาเภสัชวิทยา
บณัฑติวิทยาลัย   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

ปการศึกษา  2543
ISBN  974-346-175-2

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย



EFFECTS OF N - ACYLAMINOPYRIDINE DERIVATIVES ON MONOAMINE OXIDASE ACTIVITY
AND RESPIRATORY CHAIN OF ISOLATED RAT LIVER MITOCHONDRIA

          

MISS UNCHITTHA  TIPAYAVONGVIJIT

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements
for the Degree of Master of Science in Pharmacology

Inter-Departmental Program in Pharmacology
Graduate School

Chulalongkorn University
Academic Year 2000
ISBN 974-346-175-2



หวัขอวิทยานิพนธ ผลของอนพุันธของเอ็น-เอซิลอะมิโนไพริดีน ตอสมรรถนะของเอนไซมโม
โนเอมนีออกซิเดส และกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียที่แยกจาก
ตบัหนูขาว

โดย นางสาว อัญชิษฐา ทิพยวงศวิจิตร
ภาควิชา สหสาขาวิชาเภสัชวิทยา
อาจารยที่ปรึกษา ผูชวยศาสตราจารย วิทยา จันทสูตร
อาจารยที่ปรึกษารวม ผูชวยศาสตราจารย ดร. ชํ านาญ ภัตรพานิช

บณัฑิตวิทยาลัย จฬุาลงกรณมหาวทิยาลัย อนุมัติใหนับวิทยานิพนธฉบับนี้เปนสวนหนึ่ง
ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต

………………………………………….. คณบดีบณัฑิตวิทยาลัย
(ศาสตราจารย ดร. สุชาดา  กีระนันทน )

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ

……………………………………………  ประธานกรรมการ
 (รองศาสตราจารย โสภิต  ธรรมอารี)

…………………………………………... อาจารยที่ปรึกษา
(ผูชวยศาสตราจารย วิทยา จันทสูตร)

……………………………………………อาจารยที่ปรึกษารวม 
                        (ผูชวยศาสตราจารย ดร. ชํ านาญ ภัตรพานิช)

……………………………………………กรรมการ
(รองศาสตราจารย ดร. ประสาน ธรรมอุปกรณ)



          อัญชษิฐา ทพิยวงศวิจิตร : ผลของอนุพันธของเอ็น-เอซิลอะมิโนไพริดีนตอสมรรถนะของเอนไซมโมโนเอมีน
         ออกซเิดส และกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว (EFFECTS OF
         N-ACYLAMINOPYRIDINE DERIVATIVES ON MONOAMINE OXIDASE ACTIVITY AND
         RESPIRATORY CHAIN OF ISOLATED RAT LIVER MITOCHONDRIA.) อ.ทีป่รึกษา : ผศ.วิทยา
         จนัทสูตร, อ.ที่ปรึกษารวม : ผศ.ดร. ชํ านาญ ภัตรพานิช,  127 หนา.ISBN 974-346-175-2

        จากการศึกษาฤทธิ์ของอนุพันธของสาร  N-acylaminopyridine ไดแก CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 
763-18-02 และ CU 763-18-04  ตอเอนไซมโมโนเอมีน ออกซิเดส และกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียที่
แยกจากตบัหนขูาว พบวา CU 763-16-04 มีผลยับยั้งการใชออกซิเจนและออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน ไดแรง
กวา CU 763-18-01 และ CU 763-18-04 ซึ่งทํ าใหอัตราการหายใจใน state 3 และ state 3U ลดลง และยับยั้ง
การออกซิไดซ NADH ใน osmotic-shocked mitochondria แสดงใหเห็นวา CU 763-16-04, CU 763-18-01 
และ CU 763-18-04 ออกฤทธิเ์ปนตัวยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจที่ complex I แตสารทุกตัว
กลับกระตุนการใชออกซิเจนเมื่อใช succinate เปนสับสเตรทใน state 4 ซึ่งถกูยับยั้งไดดวย malonate นอกจาก
นัน้ยงัพบวา สารทุกตัวไมกระตุนการทํ างานของ ATPase activity  สาร dithiotreitol ไมยบัยัง้ขบวนการหายใจ
ของ CU 763-16-04 แตยบัยั้งขบวนการหายใจของ CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ 
iproniazid ในการยบัยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรีย แสดงวาการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04 ไมเกี่ยวของกับ 
sulfhydryl groups ทีผ่นงัชัน้ในของไมโตคอนเดรีย  bovine serum albumin สามารถลดฤทธิ์ของ CU 763-16-
04, CU 763-18-01 และ CU 763-18-02 กลับเพิ่มการออกฤทธิ์ ในCU 763-18-04 ไมมีผลตอการออกฤทธิ์ของ 
iproniazid แต CU 763-16-04 สามารถยับยั้งการกระตุนการหายใจดวยแคลเซียมของไมโตคอนเดรีย และสารทุก
ตวัสามารถยับยั้งการทํ างานของเอนไซม monoamine oxidase ได แตไมยับยั้ง lipid peroxidation ที่ถูกเหนี่ยว
น ําโดย ascorbate กับ ferrous sulfate

ภาควิชา สหสาขาเภสัชวิทยา ลายมือช่ือนิสิต
สาขาวิชา เภสัชวิทยา ลายมือช่ืออาจารยที่ปรึกษา
ปการศึกษา   2543 ลายมอืช่ืออาจารยที่ปรึกษารวม



# # 4175277130       : MAJOR   PHARMACOLOGY
KEY WORD:  N-Acylaminopyridine / Rat liver mitochondria / Mitochondria respiration / Monoamine oxidase /         

       UNCHITTHA TIPAYAVONGVIJIT : EFFECTS OF N-ACYLAMINOPYRIDINE DERIVATIVES
       ON MONOAMINE  OXIDASE  ACTIVITY AND RESPIRATORY CHAIN  OF  ISOLATED  RAT
       LIVER MITOCHONDRIA.   THESIS ADVISOR : ASIST. PROF. WITHAYA JANTHASOOT,
       THESIS COADVISOR : ASSO. PROF. CHAMNAN PATARAPANICH, Ph. D., 127 pp.
       ISBN 974- 346-175-2X.

        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

ความเปนมาและความสํ าคัญของปญหา

        ปลายทศวรรษ 1950 ไดเร่ิมมีการนํ า monoamine oxidase inhibitors (MAOIs) มาใช
ประโยชนในทางการแพทยคือ iproniazid ซึง่เปนอนุพันธของ isoniazid มาใชเปนยารักษาวัณโรค
และพบวาทํ าใหผูปวยเกิดความผิดปกติทางอารมณ เนื่องจาก iproniazidยับยั้งการทํ างานของ
เอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส และสามารถใชรักษาโรคซึมเศราได(Crane, 1957) แตความนิยมใน
การนํ า iproniazid มาใชลดลงอยางรวดเร็วเนื่องจากยาเปนพิษตอตับ จึงไดมีการพัฒนาคนควา
สังเคราะหสารจํ านวนมากมายที่สามารถยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส อนุพันธของสารใน
กลุม N- acylaminopyridine เปนสารที่ไดรับการสังเคราะหขึ้นใหม โดยอาศัยขอมูลที่ไดมีการ
ศกึษาอนพุนัธบางตัวของสารในกลุมนี้มากอนแลว ซึ่งพบวา CU 763-15-13 นัน้ออกฤทธิ์เปน site 
I inhibitor ของกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย แตCU 763-15-14 กลับไมมีฤทธิ์(อุนเรือน, 
2541) และ CU 763-15-13 ยงัมฤีทธิต์อตานการหดตัวของลํ าไสของกระตายได(กุลยา, 2541)

                   CH3                                    O
                                            CHNHNH – C                   N
                   CH3

            สตูรโครงสรางของ iproniazid

        เมือ่ไดมกีารดัดแปลงโครงสรางทางเคมีของสารในกลุมนี้ทํ าใหไดสารใหมขึ้นมาอีก 4 ตัว โดย
คาดหวงัวานาจะมสีารที่แสดงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่นาสนใจ จึงเห็นวาควรทํ าการทดสอบกับไมโต
คอนเดรยี เพื่อศึกษาผลที่เกิดขึ้น และเปนขอมูลในการพัฒนาสารตอไป

                                     O
                      R             C            X                      N

                                              Acyl pyridine
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อนพุันธในกลุม 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

วตัถุประสงคของการวิจัย

        เพือ่ศึกษาและเปรียบเทียบผลของ N- acylaminopyridine derivatives 4 ตวั ตอกระบวน
การหายใจ(ออกซิเดทีฟฟอสฟอริลเลชัน) สมรรถนะของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส และ lipid 
peroxidation

ขอบเขตของการวิจัย

1. เพื่อศึกษา CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 และCU 763-18-04 มี
ผลตอการเปลี่ยนแปลงการหายใจของไมโตคอนเดรีย หรือไม

2. เพื่อศึกษาCU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 และCU 763-18-04 มีผล
ยบัยัง้การท ํางานของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส ไดหรือไม

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

ขอตกลงเบื้องตน

           1. Differential centrifugation : การปนแยกสารที่มีอนุภาคแตกตางกันดวยเครื่องหมุนแรง
เหวีย่งสงูที่ใชคาแรงหนีศูนยกลางตางๆกัน
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           2. RCI (Respiratory control index) : คาที่แสดงการควบคู(coupling)ของปฏิกิริยาออกซิ
เดชั่นและฟอสฟอริลเลชัน คา RCI นีจ้ะบอกถึงคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นวามีคุณ
ภาพดหีรือไม ในการทดลองนี้กํ าหนดคา RCI ของไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นใหมีคามากกวา 4 ขึ้น
ไป เมื่อใช glutamate+malate เปนสบัสเตรทจึงยอมรับไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นวามีคุณภาพดี 
ท ําใหผลการทดสอบใหการยอมรับได

           3. Uncoupled mitochondria : สภาวะที่ไมโตคอนเดรียออกซิไดซ สับสเตรทในกระบวน
การหายใจไดอยางอิสระ คือ มีการใชออกซิเจนอยางรวดเร็วโดยไมมีการสราง ATP เหมอืนใน
สภาวะปกติ เชน ไมโตคอนเดรียที่เตรียมไวมีคุณภาพไมดี หรือเก็บไวนานเกินไป หรือสัมผัสสาร 
uncouple

           4. ATPase activity (ATP hydrolysis activity) : ATPase เปนเอนไซมที่เมื่อถูกกระตุนจะ
ท ําใหมีการสลายตัวของ ATP ท ําใหเกิด ADP+Pi+H+ มากขึน้ดังแสดงในปฏิกิริยาสามารถวัด 
ATPase activity ไดโดยการวัดปริมาณ Pi หรือ H+ ทีเ่กิดขึ้น

                                                       F1-F0 ATPase

ATP+H2O                                                   ADP+Pi+H+

ขอจํ ากัดของการวิจัย

1. ไมควรใชหนูขาวที่มีอายุมากเกินไป เนื่องจากจะไดไมโตคอนเดรียที่มีคุณภาพไมดี ทํ า

ใหผลการทดลองผิดพลาดได ขอจํ ากัดสามารถแกไขไดโดยสั่งหนูใหพอกับการใช คือ สัปดาหละ
3-4 ตัว

2. ในการเตรียมไมโตคอนเดรียตองทํ าใน medium ซึง่บรรจุในภาชนะนํ้ าแข็ง โดยมี

อุณหภูมิ 40C แมกระทั่งขณะปนดวยเครื่อง refrigerated centrifuge ตองแชภาชนะในนํ้ าแข็ง
ตลอดเวลา
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คํ าจํ ากัดความที่ใชในการวิจัย

        เปนการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental research) โดยแยกไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว
แลวดอัูตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่อยูในสารละลายที่มี CU 763-16-04,CU 763-18-
01, CU 763-18-02 และCU 763-18-04 เปรียบเทียบกับไมโตคอนเดรียในสารละลายที่ไมมี
CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 ,CU 763-18-04 และกับสารละลายที่มี 
iproniazidในสภาวะตางๆที่ตองการศึกษา

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

           1. ท ําใหทราบผลอนุพันธของ N- acylaminopyridine ไดแก CU 763-16-04, CU 763-18-
01, CU 763-18-02 และCU763-18-04 ตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย สมรรถนะของ
เอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส การสะสมแคลเซียม และ lipid peroxidation แลวสามารถอธิบายกล
ไกการออกฤทธิ์ดังกลาวของสารสังเคราะหกลุมนี้ได

           2.นํ าขอมูลที่ไดจากการทํ าวิจัย เพื่อเปนแนวทางในการปรับปรุงแกไขสารสังเคราะหใหมี
ฤทธิท์ีเ่หมาะสมในการที่จะพัฒนาเปนยาตอไป

วธิดํี าเนินการวิจัย

           1. ศกึษาผลของสารเคมี CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-
18-04 ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ  ในการออกซิไดซสับสเตรท  เพื่อใหไดพลัง
งานไปใชในการสราง ATP
           2. ศกึษาผลของ CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-18-04ตอ
respiratory chain โดยใชไมโตคอนเดรียในสภาวะ osmotic shock (NADH สามารถผานผนังชั้น
ในของไมโตคอนเดรียได)
           3. ศกึษา dose-response curve ของ CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-18-02
และ CU 763-18-04 ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย
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           4. ศกึษาปจจัยตางๆที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04,CU 763-18-01, CU 763-
18-02 และ CU 763-18-04 ตอการทํ 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
ตอ ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย  รวมอยูดวย  เนื่องจากไมโตคอนเดรียใชเอนไซม
ATPase ในการสลาย ATP ไดเปน 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
ตอการเกิดกระบวนการ lipid peroxidationของไมโตคอนเดรีย
           7. ศกึษา dose-response curve ตอการยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส

ล ําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย

ขั้น
ตอน

เดือนที่
(เร่ิมท ําวิทยานิพนธเมื่อเดือน

เมษายน2542)

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

1.
2.
3.

4.

คนควาและรวบรวมขอมูล
ด ําเนินการวิจัยและเก็บขอมูล
วเิคราะหขอมูลและทํ าการวิจัย
เพิม่เติมในสวนที่จํ าเปน
สรุปผล เขียนวิทยานิพนธ และ
สอบวิทยานิพนธ
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บทที่  2
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

        อนพุนัธของสารในกลุม N-acylaminopyridine ทีน่ ํามาศึกษาไดแก CU 763-16-04, CU 
763-18-01, CU 763-18-02 และCU 763-18-04(รูปที่ 1) เปนสารที่ไดรับการสังเคราะหขึ้นใหม
โดย ผศ.ดร.ชํ านาญ ภัตรพานิช อาจารยประจํ าภาควิชาเภสัชเคมี คณะเภสัชศาสตร    จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัย       โดยดัดแปลงสูตรโครงสรางของ     CU 763-15-13    และCU 763-15-14 
(รูปที่2)      ซึง่จากการศึกษาของอุนเรือน แกวพินิจ (2541) พบวา CU 763-15-13ออกฤทธิ์เปน
site I inhibitor และกระตุน succinate oxidation ของกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย แต 
CU 763-15-14 กลับไมมีฤทธิ์ และ CU 763-15-13 ยงัสามารถยับยั้งการหดตัวของกลามเนื้อลํ าไส
กระตายทั้งแบบเกิดขึ้นเอง และจากการกระตุนดวย acetylcholine, barium chloride และ 
potassium chloride ลักษณะการออกฤทธิ์เปนแบบไมจํ าเพาะ (กุลยา, 2541) ซึง่ปกติสารที่ใชใน
การกระตุนใหเกิดการหดเกร็งตัวของกลามเนื้อเรียบในทางการวิจัยแบงเปน 2 กลุมใหญๆ คือ

1) สารกระตุนที่มีรีเซบเตอรเฉพาะ (specific receptor) บนกลามเนื้อเรียบ ซึ่งจะแตกตาง
กันไปตามชนิดของกลามเนื้อ เชน อะเซททิลโคลีน (acetylcholine), ฮิสตามีน 
(histamine), ซโีรโตนิน (serotonin), คารบาคอล (carbacol), ออกซีโตซิน (oxytocin),
นอรอะดรีนาลีน (noradrenaline), ฟนิลเลปฟริน (phenylephrine) เปนตน

2) สารกระตุนที่ไมมีรีเซบเตอรเฉพาะบนกลามเนื้อเรียบ เชน แบเรียมคลอไรด (BaCl2), โป
แตส-เซียมคลอไรด (KCl) และแคลเซียมคลอไรด (CaCl2)

        อยางไรก็ดีสารกระตุนทั้งสองประเภทนี้ มีกระบวนการรวมกันในการทํ าใหเกิดการหดตัวของ
กลามเนื้อเรียบ คือทํ าใหมีการเพิ่มข้ึนของแคลเซียมอิสระ (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 าเปนตอการหดตัวของกลามเนื้อแลว ยังตองการสารพลังงานสูงในรูป
ของ ATP ดวยเชนกัน (Adelstenin, R.S., and Eisenberg, E.,1980) และไมโตคอนเดรียก็เปน 
organelle ทีส่ ําคัญที่สุดของเซลลในการสราง 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 กอนที่จะนํ าเอาสารเคมีที่สังเคราะหใหมได
มาใชประโยชนในทางการแพทย จํ าเปนตองศึกษาการออกฤทธิ์ของสารเคมีนั้นๆ ตอการทํ างานใน
ทกุๆ ระบบของรางกาย ใหมีขอมูลเกี่ยวกับฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและพิษวิทยาเสียกอน จึงไดนํ าเอา
สาร CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-18-04 มาศึกษาฤทธิ์ตอไมโต
คอนเดรียโดยศึกษาถึงผลตอขบวนการหายใจและ MAO activity ซึง่เปน marker enzyme ผนังชั้น
นอกไมโตคอนเดรีย

      การหายใจของไมโตคอนเดรียและกระบวนการออกซิเดทีฟฟอสฟอริลเลชัน 
(Mitochondrial respiration and oxidative phosphorylation)

        ไมโตคอนเดรียเปน organelle ทีส่ ําคัญภายในเซลล(รูปที่ 3) และเปนแหลงกํ าเนิดพลังงาน
ของเซลล (powerhouse of cell) เนือ่งจากมปีฏิกิริยาชีวเคมีที่สํ าคัญตางๆ  ซึ่งเกี่ยวของกับการ
สรางพลังงานเกิดขึ้นในไมโตคอนเดรีย เชน ปฏิกิริยาออกซิไดซกรดไขมัน(fatty acid oxidation)
ปฏิกิริยาการออกซิไดซกรดอะมิโน (amino acid oxidation)   ปฏิกิริยาในวัฎจักรเครปส     (Krebs’ 
cycle or citric acid cycle)    ปฏิกริิยาออกซิเดทีฟฟอสฟอริลเลชัน (oxidative phosphorylation) ผลที่
ไดจากปฏิกิริยาดังกลาว จะใหไดพลังงานออกมาเพื่อใชในการสังเคราะห ATP (adenosine 
triphosphate) ซึง่จ ําเปนตอการดํ ารงชีวิต (aerobic eukaryotic) (Avers,1986) (รูปที่ 4)

     ไมโตคอนเดรียจะมีรูปรางแตกตางกันในแตละเซลล เชน ในเซลลตับมีลักษณะกลม (football-
shaped) ในเซลลไตมีลักษณะเปนทรงกระบอก (cylindrical) และใน fibroblasts มลัีกษณะคลาย
เสนดาย (threadlike) บางครั้งอาจมีโครงสรางซับซอนและไมแนนอน (complex irregular 
structure) เชนไมโตคอนเดรียในยีสต  นอกจากนี้ขนาดและจํ านวนที่พบจะแตกตางกันไป   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 1แสดงสตูรโครงสรางของอนุพันธของสารในกลุม 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 แสดงสูตรโครงสรางของ CU 763-15-13 และ CU 763-15-14
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ไมโตคอนเดรียอยูใกลกับโครงสรางของเซลลที่ตองการ ATP หรือใกลกบัสารกอพลงังาน(fuel) ที่ใชใน
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน(oxidation) ตางๆ  (Lehninger,1993;Campbell,1995;Garrett and
Grisham,1995) และแมขนาด จํ านวน รูปรางจะแตกตางกัน แตโดยลักษณะรวมๆ แลวจะมีโครง
สรางทีสํ่ าคัญคลายคลึงกัน คือประกอบดวยผนัง 2 ชั้น ไดแกผนังชั้นนอก (outer membrane) และ
ผนงัชั้นใน (inner membrane) ระหวางผนังทั้ง 2 ชั้นเปนชองวาง (intermembrane space) ซึ่งมี
ของเหลวบรรจุอยู  ภายในผนงัชัน้ในจะหอหุมของเหลวมีลักษณะคลายเจล (gel) เรียกวา matrix
(รูปที่ 5)

รูปที่ 3 แสดง organelles ใน cytoplasm และ cell nucleus (Forhlich,1997)
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รปูที ่4 แสดงความสัมพันธระหวาง 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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         ผนังชั้นนอกและผนังชั้นในมีความแตกตางกันในสวนประกอบทางเคมี (chemical 
composition), permeability และเอนไซม (enzyme content) ผนงัชัน้นอกจะมีลักษณะผิวเรียบ 
(smooth and unfold) และไมมีรอยพับหุมลอมรอบ ผนงัชัน้ในประกอบดวยสารจํ าพวกไขมันเปน
สวนใหญ คณุสมบัติของผนังชั้นนอกจะยอมใหสารที่มีโมเลกุลเล็กกวา 10,000 daltons เชน ADP, 
ATP, sucrose รวมทัง้ออิอนตางๆผานเขาออกไดอยางอิสระ ที่ผนังชั้นนอกมีเอนไซมอยูหลายชนิด 
เชน  monoamine oxidase ซึง่มักใชเปน marker enzyme ของผนังชั้นนอกของไมโตคอนเดรีย 
ผนงัชัน้ในมีคุณสมบัติยืดหยุน (elastic) และมพีืน้ทีผ่วิมากกวา เนื่องจากมีการพับ (fold) เขาไปใน 
matrix ซึง่เรยีกลักษณะเชนนี้วา cristae เปนการเพิม่พืน้ที่ผิวใหมากขึ้น สวนภายในผนังชั้นใน
ประกอบดวยสารจํ าพวกโปรตีนเปนสวนใหญและไขมันเปนสวนนอย มีคุณสมบัติไมยอมใหสาร
และอิออนตางๆ ผานเขาออกไดอยางอิสระ (impermeable)  ดงันัน้การผานของสารจากไซโตซอล 
(cytosol) เขาสูไมโตคอนเดรีย จํ าเปนตองอาศัยโปรตีนที่เปนตัวพาเฉพาะ (specific protein 
carrier) (Sartorelli, Erecinska and Wilson,1981; Voet,D. and Voet,J.G.,1990; 
Lehninger,1993) สวนภายในผนังชั้นในจะมีเอนไซมตางๆ ที่มีหนาที่เฉพาะ ไดแก respiratory 
chain enzyme และ enzyme ATPsynthaseอยูดวย ดังแสดงรายละเอียด(ตารางที่ 1)สวนใน 
matrix นอกจากจะประกอบดวยเอนไซมตางๆ ของปฏิกิริยาในวัฏจักรเครปสแลวยังประกอบดวย 
DNA, ribosome และเอนไซมที่ catalyze transcription และ translation ของยีน  (Avers,1986)

        บริเวณ cristae เมือ่ดูดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน จะเห็นโครงสรางทรงกลมที่เรียกวา 
spherical knob หรือ headpieces ยืน่ออกมาจากผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย ซึง่พบวาเปน
เอนไซม ATPase (ATP synthase and/or ATP hydrolase) (รูปที ่6)ประกอบดวยสวนที่เรียกวา F1

(coupling factor one) มนีํ ้าหนักโมเลกุล 360,000 - 380,000 daltons มเีสนผาศูนยกลาง 9

นาโนเมตร ประกอบดวยโปรตีน (peripheral membrane protein) 5 subunits ไดแก α3,β3,γ,δ,

และ ε  ในสภาวะปกติ เมื่อมี Mg2+ เอนไซมนี้จะสลาย ATP ไปเปน ADP+Pi อยางชาๆ แตจะเรง
ปฏิกิริยาการสังเคราะห ATP จาก ADP+Pi  (รูปที ่7) สวนประกอบอีกสวนหนึ่งคือ F0  (membrane 
sector) และ OSCP (oligomycin-sensitivity-conferring protein) กับ F6(coupling factor 6 ) ซึ่ง
เปน stalk sector ทีท่ํ าให F1 เชื่อมกับ F0 ได F0มนีํ ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 450,000 daltons เปน
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สวนทีฝ่งอยูในผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย มีคุณสมบัติไมละลายนํ้ า (water-insoluble) ประกอบ
ดวย 3 subunit คือ a, b และ c ท ําหนาที่เปน H+ conducting channel ระหวาง matrix กับ
intermembrane space และเปนสวนที่ถูกยับยั้งการทํ างานโดย oligomycin และ  
dicyclohexylcarbodiimide (DCCD) โดย oligomycin จะไปจับกับสวน subunit ของ F0 (แตไม
จับกับ OSCP) และยับยั้ง H+ transport ผานทาง F0 DCCD กย็ับยั้ง H+ transport เชนเดียวกันแต
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  แสดงโครงสรางและองคประกอบของเอนไซม ATP synthase (F1-F0 ATP ase)
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รูปที่ 7 แสดง F1-F0 ATP ase ซ่ึงเรงปฏกิริิยาทั้งการสลายและการสังเคราะห ATP
               (De Robertis,E.D.P. and De Robertis,E.M.F.,1987)
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ตารางที ่1 แสดงถึงเอนไซมชนิดตางๆ ในแตละสวนของไมโตคอนเดรีย (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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  กระบวนการสรางพลังงานโดยไมโตคอนเดรียนั้น เร่ิมจากสารอาหารตางๆที่รับประทาน
เขาไปไดแกคารโบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีน ถูกยอยสลายจนไดโมเลกุลเล็กๆ เชน โปรตีนถูกยอย
ไดเปนกรดอะมิโน (amino acid) คารโบไฮเดรตถูกยอยไดเปนกูลโคส และไขมันถูกยอยจนไดกรด
ไขมัน (fatty acid) สารอาหารโมเลกุลเล็กเหลานี้จะเขาสูกระบวนการเมตาบอลิสมเพื่อใหได 
acetyl CoA (acetyl coenzyme A) ซึง่เปนตัวกลาง (intermediates) ที่สํ าคัญเขาสูวัฏจักรเครปส 
(Krebs’ cycle) acetyl CoA จะถกูออกซิไดซตอไปโดยผานปฏิกิริยาตางๆ ในวัฏจักรเครปส  สุด
ทายจะไดคารบอนไดออกไซดกับนํ้ า และมีโปรตอน(H+)ที่ถูกปลดปลอยออกมาจากสารตัวกลาง  
เกิดปฏิกิริยารีดักชัน (reduction) ไปรีดิวซ (reduce)NAD+ และ FAD ไปเปน NADH+H+ และ FADH2

(Darnell,Lodish and Baltimore,1989;Devlin,1992;Campbell,1995;Garett and Grisham,1995) 
ซึง่เปน reducing equivalents ที่สํ าคัญและจะถูกสงผานเขาสูลูกโซการหายใจ  (respiratory 
chain or electron transport chain) ซึง่อยูในผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย โดยผานสารตัวกลางที่
ท ําหนาที่รับสงอิเลคตรอนหลายชนิด (Lehninger,1993)คือ

              1.  Pyridine-linked dehydrogenase ไดแก β-hydroxybutyrate dehydrogenase , 
glutamate dehydrogenase , malate dehydrogenase  เปนตน     ซึง่ตองการ NAD+ หรือ 
NADP+ ตวัใดตัวหนึ่ง เปน coenzyme ยกเวน glutamate dehydrogenase   ทีส่ามารถทํ า
ปฏิกิริยาไดทั้ง NAD+ หรือ NADP+

              2.  Flavin-linked  dehydrogenase   หรือ   flavoprotein   ประกอบดวย   FMN      
(flavin  mononucleotide) หรือ FAD (flavin adenine dinucleotide) เปน prosthetic groups ใน
การรับสงอิเลคตรอน ไดแก NADH dehydrogenase,succinate dehydrogenase,dihydrolipoyl 
dehydrogenase  ซึ่ง Flavin-linked dehydrogenase จะแตกตางจาก Pyridine-linked 
dehydrogenase  ตรงทีจ่ะจบักับเอนไซมที่เปนโปรตีนที่ทํ าหนาที่เปน prosthetic groups มาก
กวาที่จะจับกับ coenzyme

                 3.  Iron-sulfur protein ประกอบไปดวยเหล็ก(iron และ acid-labile sulfur) ไดแก 
ferredoxin
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              4.  ระบบ cytochromes ประกอบดวย iron-porphyrin เปน prosthetic groups ทํ า
หนาที่สงผานอิเลคตรอนจาก   dehydrogenase   systems   ตางๆ ไปยังโมเลกุลออกซิเจน   ได
แก  cytochromes  b,c1,c,a,a3

               5.  Coenzyme Q หรือ Ubiquinone เปนต ําแหนงที่สงผานอิเลคตรอนจาก NADH 
และ FADH2 ไปยังระบบ Cytochromes

        การสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ เปนการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน 
(oxidation-reduction) หลายขั้นตอนตามลํ าดับ ตามคา E0

/ (พลงังานอสิระ) ของสารตัวกลางที่รับ
สงอิเลคตรอนและมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย หลังจากนั้นออกซิเจนจะถูกรีดิวซ
พรอมกับรับ H+ กลายเปนโมเลกุลของนํ้ าในที่สุด (รูปที่ 4)

        สับสเตรทที่ไมโตคอนเดรียสามารถออกซิไดซและทํ าใหมีการสงผานอิเลคตรอนเขาสูตํ าแหนง
ตางๆของลูกโซการหายใจได แบงเปน 2 พวก คือ

1. NAD+ -linked substrate เชน glutamate, malate, pyruvate, α-ketoglutarate เปน
สับสเตรทที่เมื่อเกิดปฏิกิริยาในไมโตคอนเดรียโดย Krebs’ cycle จะปลดปลอย
ไฮโดรเจนอะตอม(2H)ไปรีดิวซ NAD+ไดเปนNADH+H+ จะใหอิเลคตรอนเขาสูลูกโซ
การหายใจที่ complex I

2. FAD-linked substrate ไดแก succinate ไฮโดรเจนที่ปลดปลอยจะไปรีดิวซ FAD เปน 
FADH2ใหอิเลคตรอนแลวเขาสูลูกโซการหายใจที่ complex II หรือเขาสู coenzyme Q 
โดยตรง (Lehninger,1993) ดงัรายละเอียดในรูป 8
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รปูที ่8 แสดงลํ าดับของสารตัวกลางที่รับสงอิเลคตรอนใน respiratory chain (Voet,D. and
          Voet,J.G., 1990)



19

นอกจากนี้ลูกโซการหายใจแบงออกเปน 4 complexes (ตารางที่2,3) (Hatefi,1985) คือ
        1. Complex I หรือ (NADH dehydrogenase complex)
            สวนนี้จัดเปน complex ทีใ่หญทีส่ดุโครงสรางประกอบดวยหนวยยอย (subunits) 16 
หนวย ไดแก FMN และ Iron-sulfur center (Fe-S) substrate ที่ให reducing equivalent เขาที่ 
complex นี้ไดคือ NAD+-linked substrate เชน glutamate, malate, pyruvate, α-ketoglutarate 
โดยมี NADH+H+ เปน reducing equivalent

        2. Complex II (Succinate dehydrogenase complex)
            Complex นีป้ระกอบดวย polypeptides 2 สาย มี FAD และ ion-sulfur centers เปน
หลัก มีขอแตกตางจาก complex I คอืจะรับอิเลคตรอนจาก succinate ไดโดยตรงผานทาง FAD 
เขาที่ coenzyme Q (succinate จงึเปน substrate ทีไ่มสามารถให reducing equivalent เขาที่ 
complex I ได)

        3. Complex III (cytochrom b-c1 complex)
            Complex นีป้ระกอบดวย cytochrome b, c1 และ iron sulfur protein ซึ่ง cytochrome 
C oxidoreductase จะ catalyze การสงผานอิเลคตรอนจาก dihydroubiquinone (QH2) ไปยัง 
cytochrome C และจะเกิดขึ้นควบคูกับ transmembrane proton translocation แตละกลไกของ
การสงผานอิเลคตรอนและ proton translocation ของ complex III นัน้ยงัไมเปนที่ทราบแนชัด

        4. Complex IV (Cytochrome oxidase complex)
            Complex นีป้ระกอบดวย polypeptides 2-3 สาย cytochrome 2 หนวย (a และ a3) และ
ทองแดง (Cu) 2 อะตอม complex นีส้ามารถรับอิเลคตรอนจาก ascorbate (Vitamin C) และ 
N,N/,N/-tetramethylphenylenediamine (TMPD) ไดโดยตรง

       ในขณะทีม่กีารสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจจาก NADH หรือ FADH2 ไปยงัออกซิเจน
โดยผานตัวกลางที่รับสงอิเลคตรอนตางๆที่เรียงตัวอยูบนผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย จะมีการ
ปลดปลอยพลังงานอิสระ (free energy) ออกมามากพอในการสังเคราะห ATP โดยการเกิด 
phosphorylation ของ ADP เรียกกระบวนการที่เกิดนี้วา กระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน 
(oxidative phosphorylation) จะพบ 3 ต ําแหนงในลูกโซการหายใจที่ปลดปลอยพลังงานอิสระที่มี
มากเพยีงพอในการนํ าไปใชสังเคราะห ATP ต ําแหนงตางๆ และพลังงานอิสระที่ปลดปลอย ดัง
แสดงในรูปที่ 9 การคํ านวณจาก P/O ratio (ADP/O) ท ําใหรูวาการสังเคราะห ATP นัน้ ในแตละ
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ชวงของลกูโซการหายใจเทากับ 3,2 และ 1 โมเลกุลตามลํ าดับ (รูปที่ 10) สวนการคํ านวณ ADP/O 
ratio จะกลาวรายละเอียดในบทที่ 3

ตารางที ่2 แสดงสวนประกอบของลูกโซหายใจ 4 complex ทีอ่ยูภายในผนังชั้นในของ
               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 แสดงถึงสวนตางๆ 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  แสดงถงึคาพลังงานอิสระขณะที่อิเลคตรอนถูกสงผานในชวงตางๆของลูกโซ
              การหายใจ (Voet,D. and Voet,J.G.,1990)
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รปูที ่10 แสดงการสังเคราะห ATP จากการคํ านวณไดจาก P/O ratio ในลูกโซ (Voet,D.
            and Voet,J.G.,1990)

        ในสภาวะปกติการสงผานอิเลคตรอนและการสังเคราะห ATP จะตองเกิดควบคูกัน (tightly 
coupled)แตในบางกรณีทั้งสองกระบวนการอาจเกิดแยกจากกันได เชน กรณีที่ไมโตคอนเดรียที่
เตรยีมไดคุณภาพที่ไมดี หรือเก็บไวนานเกินไป (aging mitochondria) หรือกรณีที่ไมโตคอนเดรีย
ไดรับสารบางอยาง เชน uncouplers ไดแก DNP (2,4-dinitrophenol) หรือ CCCP (carbonyl 
cyanide m-chlorphenylhydrazone) ซึง่สารประเภทนี้สามารถกระตุนไมโตคอนเดรียใชออกซิเจน
ในการออกซิไดซสับสเตรทในลูกโซการหายใจอยางอิสระและรวดเร็ว โดยไมเกิดการสังเคราะห 
ATP เรียกสภาวะนี้วา uncoupling (Lehninger,1993)

        การสังเคราะห ATP ในไมโตคอนเดรียนั้น เปนการเปลี่ยนรูปของพลังงานที่เกิดจากการสง
ผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ แตกลไกที่แทจริงในการนํ าพลังงานดังกลาวไปใชในการ
สงัเคราะห ATP ยงัไมเปนทีท่ราบแนชัด เชื่อวาพลังงานที่เกิดขึ้นจากการสงผานอิเลคตรอนไปตาม
ลูกโซการหายใจนั้นจะมีการสงวนไว (conserved)ในรูปใดรูปหนึ่งกอนที่จะนํ ามาใชในการ
สงัเคราะห ATP ไดมกีารเสนอแนวความคิดมากมาย เพื่อใชอธิบายความสัมพันธนี้ เชน chemical 
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coupling, conformational coupling และ chemiosmotic coupling hypothesis แตในปจจุบัน
แนวความคิดที่เปนที่ยอมรับ 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 ไดเสนอหลักการสํ าคัญ 4 ขอ ที่เกี่ยวของกับ chemiosmotic coupling 
hypothesis ไวดังนี้

1. ปกตผินังชั้นในของไมโตคอนเดรียไมยอมใหโปรตอนและไฮดรอกซิลอิออน (OH-) ผาน
เชนเดียวกับอิออนอ่ืน

2. ถาองคประกอบของระบบขนสงอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ  ยังคงฝงอยูที่ผนังชั้นใน
ของไมโตคอนเดรียตามปกติ เมื่อมีอิเลคตรอนถูกสงผานจากดานหนึ่งไปยังอีกดานหนึ่ง 
โปรตอนก็จะเคลื่อนที่ตามโดยออกจาก matrix  ผานผนงัชัน้ในเขาสูชองวางระหวาง
ผนงั 2 ชั้นของไมโตคอนเดรีย (intermembrane space)

3. ATP synthase complex สามารถนํ าพลังงานที่อยูในรูป "electrochemical gradient" 
ทีเ่กดิจากการเคลื่อนที่ของโปรตอน  ไปใชในการสราง ATP  นอกจากนี้ไมโตคอนเดรีย
ยงัสามารถใชพลังงานจากการไฮโดรไลส ATP เพือ่ผลักดันโปรตอนออกจาก matrix ได

4. ผนงัชัน้ในของไมโตคอนเดรีย มีระบบขนสงโปรตอนและไฮดรอกซิลอิออน เพื่อชวยสง
ผานเมตาบอไลท (metabolites) ตางๆ ผานผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย หรือนํ าออก
จาก matrix ได

     จากหลกัการ 4 ขอขางตน กลาวไดวาผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย ทํ าหนาที่เปนตัวแปรรูปพลัง
งาน (energy-transducing membrane) โดยขณะที่เกิดการขนสงอิเลคตรอนภายในผนังชั้นใน
ของไมโตคอนเดรีย โดยมีลักษณะเปน redox loop (loop ละ 2 อิเลคตรอน) ดังรูปที่ 11 อยูนั้น 
โปรตอนจะถูกขับออกทาง matrix-side ( M-side )ไปยัง cytosol (C-side) แตไฮดรอกซิลอิออนยัง
คงอยูที่ M-side ผลคือ ความเขมขนของโปรตอนที่ M-side ตํ ่ากวา C-side เรียก pHทีแ่ตกตางกัน
นีท้ ําใหเกิด pH gradient ขึน้และนอกจากนี้การเคลื่อนที่ของประจุบวก(โปรตอน) ดังกลาวยังกอให
เกิดความตางศักยไฟฟา เรียก electrical gradient (หรือ electrical potential) ขึ้นดวย
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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) ซึง่เปนพลงังานสวนนี้จะผลักดันโปรตอนให
กลับเขาสู matrix ทาง proton channel ของ Fo การเคลือ่นที่ดังกลาวของโปรตอน จะมีการปลด
ปลอยพลังงานออกมา เพื่อนํ าไปใชสราง ATP จาก ADP+Pi โดยเอนไซม ATP synthase ดังสม
การตอไปนี้

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

        นอกจากไมโตคอนเดรียจะใช electrochemical gradient ในการสราง ATP แลว ไมโตคอน
เดรยียงัน ําเอาพลงังานสวนนี้ไปใชในกระบวนการอื่นๆ ที่สํ าคัญอีก เชน ใชในกระบวนการขนสงเม
ตาบอไลทและอิออนตางๆ แบบ active transport ผานผนงัชั้นในของไมโตคอนเดรีย ใชในกระบวน
การสังเคราะห NADPH ใชในการเคลื่อนไหวของ flagella หรอืสลายกลายเปนพลังความรอน 
(heat) เปนตน (ดังรูปที่12)

        สวนการขนสงแคลเซียม (Ca2+) โดยไมโตคอนเดรียนั้น พบวาบทบาทของแคลเซียมคลาย 
cAMPท ําหนาที่เหมือน second messenger ไมโตคอนเดรีย endoplasmic reticulum (ER) และ
extracellular space เปนแหลงเก็บสะสมแคลเซียม ผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียแบงเปน 2 
ระบบแยกกันระหวางการไหลเขา (influx) และการไหลออก (efflux) ของแคลเซียม การไหลเขาของ
แคลเซียมใชแรงขับของความตางศักยของผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย (ประจุลบขางใน) ซึ่งจับ
กบัประจบุวก อัตราการไหลเขาแปรผันกับความเขมขนแคลเซียมภายนอก   เพราะคา KM   ของ
การขนสงแคลเซียมโดยทางนี้มากกวาความเขมขนแคลเซียมทางไซโตซอล สวนการไหลออกของ
แคลเซยีมขับออกอยางอิสระ โดยอาศัยการขนสงอิเลคตรอนที่ทํ าใหเกิด H+ gradient ระหวางผนัง
ชั้นในของไมโตคอนเดรีย หรือถาในไมโตคอนเดรียของหัวใจใชความตางศักยของ Na+  แทน 
แคลเซียมออกจาก matrix ทางเดยีวโดยการแลกเปลี่ยนกับ H+ หรือ Na+
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                     รปูที่12 แสดงถึงปฏิกิริยาตางๆ ที่ใช electrochemical gradients ที่เกิดขึ้น
                                จากการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ

        โดยปกติขบวนการแลกเปลี่ยนนี้เกิดดวยความเร็วสูงสุด ไมโตคอนเดรียจะทํ าหนาที่เสมือน
บฟัเฟอร (buffer) ตอแคลเซียมในไซโตซอล  คอืถาความเขมขนของแคลเซียมในไซโตซอลเพิ่ม 
อัตราการไหลเขาของแคลเซียมในไมโตคอนเดรียจะเพิ่มขณะที่การไหลออกของแคลเซียมจะคงที่
จนกระทั่งความเขมขนในไซโตซอลลดลงถึงระดับเร่ิมตน ในทางตรงกันขาม ถาความเขมขน
แคลเซยีมในไซโตซอลลดลง อัตราการไหลเขาเทากับอัตราการไหลออกของความเขมขนแคลเซียม
รวมกบัสวนที่ทํ าให ความเขมขนแคลเซียมในไซโตซอลกลับเขาสูระดับเริ่มตน (รูปที่ 13)
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รปูที ่13  แสดงการขนสงแคลเซียม (Ca2+) ในไมโตคอนเดรีย (Voet,D. and
                      Voet,J.G.,1990)

สารที่มีผลตอกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชันหรือสารที่มีผลยับยั้งการทํ างาน
ของไมโตคอนเดรีย แบงได 3 ประเภทใหญๆ 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) ไดแก

        1.1 สารที่ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนของเอนไซมใน complex I คือจาก NADH 
dehydrogenase ไปยัง coenzyme Q (site I) ไดแก rotenone (เปนสารพิษจากพืช ทํ าใหเกิดพิษ
ในปลาและใชเปน insecticide),amytal, pipericin A , barbiturates, dimerol และ  mercurials 
สารประเภทนี้ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนที่ site I แตไมสามารถยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนใน
กรณีที่ succinate เปนสับสเตรทเนื่องจาก succinate จะสงอิเลคตรอนเขาสู coenzyme Q โดย
ตรง
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        1.2 สารทีย่ับยั้งการสงผานอเิลคตรอนของเอนไซมใน complex II คอืจาก cytochrome b ไป
ยัง cytochrome c  (site II)  ไดแก  antimycin  A (antibiotic)   แตจะไมสามารถยับยั้งสารที่ยับยั้ง
การสงผานอิเลคตรอนในกรณีที่ใชสับสเตรทเปน Ascorbate + TMPD ซึง่สามารถสงอิเลคตรอน
เขาสู cytochrome c โดยตรง

        1.3 สารทีย่บัยั้งการสงผานอิเลคตรอนของเอนไซมใน complex IV คอืจาก cytochrome c 
ไปยังออกซิเจน (site III) ไดแก cyanide, azide และ carbon monoxide  ซึ่งจะไปยับยั้งที่ 
cytochrome oxidase (cytochrome aa3) นัน่คอื ถามีการยับยั้งที่ตํ าแหนงนี้จะไมสามารถสงผาน
อิเลคตรอนไปยังออกซิเจนได และไมเกิดการสังเคราะห ATP ไมวาจะใชสับสเตรทใดก็ตาม

        2. สารจํ าพวก uncoupler สารในกลุมนี้มีคุณสมบัติเปน H+-carrier หรือ proton-
ionophores สามารถนํ าพา H+ จากภายนอกผานผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียไดอยางอิสระและ
ท ําลาย electrochemical gradient ทีเ่กดิข้ึนจากการสงผานอิเลคตรอน ทํ าให phosphorylated 
ของ ADP ไปเปน ATP ไมเกดิขึน้แตยังมีการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจได ดังนั้นจึงพบ
วาอัตราการใชออกซิเจนใน intact mitochondria จะเพิ่มข้ึนแมวาจะไมมี ADP นอกจากนีย้ังมีการ
กระตุนการสลาย ATP ดวย (Heytler,1981;Lehninger,1993)

        สาร uncouplers สวนใหญมักจะเปนสารที่ละลายไดดีในไขมัน เปนกรดออน และในสูตร
โครงสรางมักมี aromatic ring อยูดวย สาร uncouplers  แบงออกเปนกลุมตามลักษณะทางเคมี
และการออกฤทธิ์ (Heytler,1981) ดงันี้

        2.1 Classical uncouplers หรือเรียกวา 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) สารในกลุมนี้สวนใหญมีคุณสมบัติเปนกรดออน 
(weak acid) ที่มี pKa ระหวาง 4.5-6.5 โดยที่กลุมที่เปน acidic groups อาจจะเปน phenolic 
hydroxy, heterocyclic - NH, amide, hydrazone - NH, carboxyl, sulfhydryl group กไ็ด นอก
จากนีย้ังมีคุณสมบัติละลายในไขมัน (lipophilic) สารกลุมนี้จะออกฤทธิ์ทํ าลาย proton gradient 
โดยจะเปนโมเลกุลที่ไมแตกตัวเปนประจุ (unionize acid) ทํ าให proton (H+) สามารถผานเขาไป
ในผนงัชั้นในของไมโตคอนเดรียไดโดยไมผาน H+ -channel ของ F1-F0 complex
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        2.2  The alkali - metal ionophores ไดแกพวก antibiotics เชน gramicidin, tyrothricin, 
tyrocidin และ valinomycin การออกฤทธิ์ของสารในกลุมนี้ คือ นํ าเอา cation เชน K+ เขาสูไมโต
คอนเดรีย ในกรณีของ valinomycin ซึง่ผานเขาทางผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียทํ าใหเกิดการ
สลาย ของ transmembrane electrochemical  gradients   ทีจ่ ําเปนสํ าหรับการควบคูปฏิกิริยา
ออกซเิดทีฟ ฟอสฟอริลเลชันของไมโตคอนเดรีย  กลาวคือ   พลงังานที่ไดจากการออกซิไดซสับสเต
รทจะถูกนํ าไปใชในการ transport  นํ า   cation เขาสูไมโตคอนเดรีย แทนที่จะใชในการสังเคราะห 
ATP

        2.3  Indirect uncouplers เปนสารที่ทํ าใหเกิด uncoupling ไดดวยกลไกตางๆ กัน เชน 
picrate และ desaspidin จะจบักับโปรตีนเฉพาะ (specific protein) ทีอ่ยูที่ผนังชั้นในของไมโต
คอนเดรียที่เกี่ยวของกับการสราง ATP (F1factor) แลวทํ าใหเกิด uncoupling โดยเฉพาะ 
desaspidin ซึง่เปนสารจากพืชที่มี phenolic groups อยูในโครงสราง สามารถจับกับโปรตีนไดถึง 
0.7 nmole/mg protein สวน arsenic ท ําใหเกิด uncoupling โดยจับกับ sulfhydryl groups อยาง
ไรก็ตาม สารในกลุม indirect uncouplers นีจ้ะไมมีผลกระตุน ATPase activity

        3. สารทีอ่อกฤทธิ์ยับยั้งการเกิด phosphorylation  หรอืการสังเคราะห ATP ไดแก

        3.1  oligomycin และ dicyclohexylcarbodiimide (DCCD) ซึง่จะมีผลยับยั้งการสังเคราะห 
ATP โดยไปยับยั้งที่ F0 ของเอนไซม ATP synthase ท ําใหไมสามารถสงผานโปรตอนจาก F0 ไปยัง 
F1 ไดสงผลใหเกิดการยับยั้งการเกิดออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชันรวมทั้งการใชออกซิเจน   แตไม
สามารถยับยั้งการส งผ านอิ เลคตรอนได  เมื่อไมโตคอนเดรียอยู  ในภาวะ  uncoupl ing 
(Senior,1973;Voet and Voet,1990)

        3.2  atractyloside จะยับยั้ง adenosine nucleotide translocator ซึง่ท ําหนาที่เปน carrier 
ในการขนสง ADP จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรียทํ าใหขาด ADP สํ าหรับใชในการสังเคราะห 
ATP (Lehninger,1993)

        3.3  DTNB (5,5' - dithio-bis-2-nitrobenzoate) เปน aromatic disulfide ยบัยั้งการสงผาน 
Pi จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรีย โดยไปทํ าปฏิกิริยากับ sulfhydryl groups (-SH groups) ที่
อยูบนผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย ทํ าใหขาด Pi ในการทํ าปฏิกิริยา (Haugaard et al.,1969)
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        3.4  N-ethylmaleimide (NEM) หรือ mersalyl จะมีผลยับยั้ง phosphate translocator ซึ่ง
ท ําใหไมโตคอนเดรียขาด Pi เขาสูภายใน ดังนั้นจึงมีผลทํ าใหเกิดการสลาย ATP เพื่อใหได Pi ขึ้น
มาแทน จึงมีผลยับยั้งการสราง ATP เชนเดียวกัน (Sartorelli,Erecinska and Wilson,1981)

     Lipid peroxidation เปนปฏิกิริยาการเกิดการเปลี่ยนแปลงของ  lipid โดยการออกซิเดชันของ
unsaturated fatty acids ซึง่จะท ําใหคุณสมบัติของเยื่อหุมเซลลและผนังเซลลสูญเสียหนาที่ไป ไม
สามารถทํ าหนาที่ไดตามปกติ (Haraguchi et al,1995) เปนการบาดเจ็บของเซลลที่มีลักษณะ
เฉพาะและสามารถทํ าใหเกิด liver necrosis, ischemia-reperfusion injury, coronary 
arteriosclerosis และ diabetes mellitus เปนตน ซึ่งการเกิดขึ้นนี้จะเปนไปตามการสราง free 
radical ในเซลลเนื้อเยื่อนั้นๆ และ lipid peroxidation นัน้มกีระบวนการที่ประกอบดวยกันหลาย
ขั้นตอนดังตอไปนี้ (Buege and Aust,1978) (รูปที่ 15)

        1.  initiation : เปนการเริม่ตนปฏิกิริยาจากอนุมูลอิสระที่เกิดจากการเมตาบอลิสมของสาร
พิษบางชนิดซึ่งจะไปแยงที่ของ hydrogen ของ methylene carbon ในโมเลกุลของ 
polyunsaturated lipid (ซึง่เปนสวนประกอบที่สํ าคัญของเยื่อหุมเซลล) ทํ าใหเกิดอนุมูลอิสระของ 
lipid ซึ่งอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นนี้ไมคงตัวสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงตอไปไดอีก ซึ่งการเปลี่ยน
แปลงนี้เกิดจากการเคลื่อนที่ของพันธะคูภายในโมเลกุลจนทํ าใหเกิด lipid radical ที่เปน 
conjugated diene

         2. propagation : conjugated diene ทีเ่กดิขึ้นในชวง initiation จะเกิดการรวมตัวกับ
โมเลกุลของออกซิเจนไดอยางรวดเร็ว ทํ าใหเกิด lipid peroxyl radicals ซึง่อนุมูลอิสระชนิดนี้จะ
สามารถแยงที่ hydrogen ของ methylene carbon ในโมเลกุลของ polyunsaturated lipid ที่อยู
ใกลเคียงได ทํ าใหเกิด lipid hydroperoxide และ lipid radicals ตวัใหม กระบวนการเหลานี้เปน
ปฏิกิริยาแบบตอเนื่องสามารถกระตุนปฏิกิริยาไดดวยตัวเอง จึงทํ าใหเกิดความเสียหายตอเยื่อหุม
เซลลเปนวงกวาง
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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 าแหนงที่มีการยับยั้งการหายใจโดยสารยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนใน
             ลกูโซหายใจ (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 ขยายวงกวางไปเรื่อยๆจนกระทั่งไมมีโมเลกุล
ของ unsaturated fatty acid เหลอือยู อนมุูลอิสระชนิดตางๆก็จะทํ าปฏิกิริยากันเองจนกลายเปน 
nonradical เปนการหยุดปฏิกิริยาทั้งหมดในกระบวนการ lipid peroxidation (Emest and 
Frank,1982; Emest and Patricia,1994) ผนงัเซลลที่มีปริมาณ unsaturated fatty acid มาก มัก
เปนเปาหมายในการเกิด lipid peroxidation และการเกิด lipid peroxidation นีม้กัท ําใหผนังเซลล
สญูเสยีรูปทรงและไมสามารถทํ าหนาที่ไดตามปกติ เกิดอันตรายตอเซลลนั้นๆโดยตรง นอกจากนั้น
ผลของ lipid peroxidation ยงัสามารถลกุลามไปยังอวัยวะอื่นๆซึ่งกอใหเกิดอันตรายไดเชนกัน

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

เปนเอนไซมทีพ่บไดทั่วไปในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม พบไดในหลายอวัยวะเชน สมอง ตับ ลํ า
ไส และอวัยวะอื่นๆ ในปริมาณที่แตกตางกัน เอนไซมนี้จะฝงตัวแนนในลักษณะของ integral 
protein อยูที่ผนังชั้นนอกของไมโตคอนเดรีย(Schaitman,Erwin and Greenawalt,1967) มีหนาที่
เรงปฏิกิริยา oxidative deamination ของสารสื่อประสาทพวกเอมีนไดแก epinephrine, 
norepinephrine, dopamine, tyramine และ 5- hydroxytryptamine(5-HT) มบีทบาทสํ าคัญใน
การควบคุมปริมาณของสารพวกนี้ในระบบประสาท คือเปนหนึ่งในกระบวนการเมตาบอลิสมสาร
กลุม catecholamines รวมกับกระบวนการ methylation และ conjugation นอกจากนี้ยังทํ าหนา
ทีค่วบคมุปริมาณสารเอมีนอื่นๆไมวาจะเปนยาหรืออาหารที่รับจากภายนอกอีกดวย

การศกึษาเกี่ยวกับเอนไซมนี้เร่ิมข้ึนเมื่อ Hare(1928) คนพบ tyramine oxidase ในตับ
กระตาย ตอมามีผูคนพบเอนไซมอีกหลายตัวที่เกี่ยวของกับปฏิกิริยาการออกซิเดชั่นของสารเอมีน 
ไดแก adrenaline oxidase และ aliphatic amine oxidase (Blaschko,Richter and 
Schlossmann,1937,Pugh and Quastel,1937) เนือ่งจากเอนไซมทั้งสามนี้มีคุณสมบัติที่เหมือน
กนัหลายประการ ภายหลัง Zeller(1951) จงึไดตั้งชื่อข้ึนใหมโดยรวมเรียกวาโมโมเอมีนออกซิเดส

เนื่องจากสมมุติฐานเกี่ยวกับสาเหตุของการเกิดโรคซึมเศราเกี่ยวของกับระดับของสารสื่อ
ประสาทเอมีนในสมองไดแก 5-HT และ norepinephrine ตํ ่ากวาปกติ การที่เอนไซมโมโนเอมีน
ออกซิเดสไดรับความสนใจเกี่ยวกับการบํ าบัดรักษาโรคซึมเศรา เปนเพราะวาการยับยั้งเอนไซมนี้
ในรางกาย มีผลทํ าใหระดับของสารเอมีนในสมองสูงขึ้น และระดับของเอมีนเมตาบอไลทลดลง
(Tipton,1977) นอกจากนีจ้ากการศกึษาวิจัยในสัตวทดลองพบวาการยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออก
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ซิเดสมีผลทํ าใหพฤติกรรมเปลี่ยนแปลงไป จึงไดนํ ามาใชทางการแพทยในการเปนยารักษาโรคซึม
เศรา(antidepressants) เนื่องจากมีการยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดสโดยเฉพาะโมโนเอมีน
ออกซิเดสชนิดเอ(MAO-A) ในระบบประสาทสวนกลางจะทํ าใหเกิดการสะสมของระดับเอมีนใน
สมองเพิม่ข้ึน นอกจากนี้แลวสารที่ยับยั้งเอนไซมโมโมเอมีนออกซิเดสชนิดบี(MAO-B) กส็ามารถใช
เปนยารักษาโรคพารกินสัน(Parkinson,s disease) ซึง่มอียูเพียงตัวเดียวในปจจุบันไดแก deprenyl 
หรือ selegiline จะออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดสชนิดบีอยางจํ าเพาะเจาะจงและ
ยบัยัง้แบบถาวร การรักษาผูปวยโรคนี้จะให selegiline รวมกับ L-dopa เพือ่เพิ่มประสิทธิภาพ 
และลดอาการขางเคียงที่เกิดจาก L-dopa เนือ่งจากยาไปรักษาระดับของ dopamine ในสมองไม
ใหถกูท ําลายอยางรวดเร็ว นอกจากนี้เชื่อวา selegiline ยงัสามารถลดการทํ าลายเซลลประสาทอัน
เนื่องมาจากกระบวนการออกซิเดชั่นของ dopamine และสารพิษอ่ืนๆ เชน MPTP(1-methyl-
4phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) โดยออกฤทธิ์เปน antioxidant(Aminoff,1995)

        เนือ่งจาก CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-18-04 เปนสาร
สงัเคราะหใหม โดยดัดแปลงสูตรโครงสรางจาก CU 763-15-13 และ CU 763-15-14 ซึง่คาดหวัง
วานาจะมสีารทีแ่สดงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่นาสนใจ จึงเห็นวาควรทํ าการทดสอบกับไมโตคอนเดรีย 
เพือ่ศึกษาผลที่เกิดขึ้นและเปนขอมูลในการพัฒนาสารตอไป
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บทที่  3

วิธีดํ าเนินการวิจัย
1. สตัวทดลอง

        ใชหนูขาวพันธุ Wistar เพศผูมนีํ ้าหนักประมาณ 180-200 กรัม จากสํ านักสัตวทดลองแหง
ชาต ิ มหาวทิยาลยัมหดิล ถนนพุทธมณฑลสาย 4 ตํ าบลศาลายา อํ าเภอพุทธมณฑล จังหวัด
นครปฐม เลี้ยงดวยอาหารสํ าเร็จรูปจากบริษัทเจริญโภคภัณฑ

2. การเตรียมไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว

        เตรียมโดยใชวิธี Differential centrifugation ตามวิธีของ Hogeboom (1955) ซึ่ง Myers 
และ Slater(1957) เปนผูดัดแปลงวิธีเล็กนอย การเตรียมและปฏิบัติการนั้น ตับและไมโตคอนเดรีย
จะถูกเก็บโดยแชอยูใน medium ทีเ่ยน็จดัซึ่งบรรจุอยูในภาชนะที่แชในนํ้ าแข็ง (ice-cold) การปน
แยกไมโตคอนเดรียจากตับหนูทํ าโดยใช refrigerated centrifuge ซึง่ควบคุมอุณหภูมิไวที่ 40C
ตลอดการเตรียม

        ขัน้ตอนการเตรียมแบงเปน 2 ขั้นตอนหลักคือ

        ขัน้ตอนที่ 1  การเตรียม liver homogenate
        ขัน้ตอนที่ 2  การปนแยกไมโตคอนเดรีย

        ขัน้ตอนที่ 1 :  การเตรียม liver homogenate

        (1.) ท ําใหหนตูายทันทีโดยการตีที่หัวบริเวณทายทอยแลวทํ า cervical dislocation จากนั้น
ผาตดัเปดหนาทองแลวรีบตัดตับมาลางดวยสารละลาย isolated medium ทีป่ระกอบดวย 0.25 M 
sucrose และ 1 mM EGTA (pH 7.2) ทีเ่ยน็จดัหลายๆ คร้ังจนหมดเลือด แลวแชตับในสารละลาย 
isolated medium ปริมาตรประมาณ 60-70 ml.
        (2.) ตดัตบัดวยกรรไกรออกเปนชิ้นเล็กๆ ประมาณ 0.3-0.5 ซม. ลางเลือดอีกครั้งดวยสาร
ละลาย isolated medium จากนั้นนํ าไป homogenize ดวย 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 :  การปนแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate

        นํ า liver homogenate ทีไ่ดจากขั้นตอนที่ 1 มาปนแยก (centrifuge) ใหไดไมโตคอนเดรีย
โดยใช Hitachi High Speed Refrigerated Centrifuge Himac model SCR 20B Rotor model 
RPR 18-3 โดยปนแยกทั้งหมด 3 คร้ัง ตามแผนภาพ(รูปที่ 16)

        pellets ทีไ่ดจากการปนครั้งที่ 3 จะเห็นแยกเปน 2 ชั้นชัดเจนในหลอด centrifuge ชัน้บนจะ
เหน็เปนสชีมพูและเกาะกันอยูอยางหลวมๆ คือ ชั้นของไมโครโซม (microsomes) สวนชั้นลางที่มีสี
นํ ้าตาลและเกาะกันแนน คือ ชั้นของไมโตคอนเดรีย รินสวนของ supernatant fluid ทิง้และลาง
สวนทีเ่ปนไมโครโซมออกใหหมดดวย 0.25 M sucrose เลก็นอย จนเหลือเพียงสวนของไมโตคอน
เดรยีที่มีสีนํ้ าตาล นํ ามา resuspend ดวย 0.25 M sucrose ประมาณ 2-3 ml. Homogenize ดวย
มอือยางเบาๆ จะได mitochondrial suspension ส ําหรับใชในการทดลอง ความเขมขนของไมโต
คอนเดรียคิดเปนปริมาณโปรตีน มีคาประมาณ 30-60 mg/ml. และเมื่อใช glutamate+malate 
เปนสับสเตรทจะไดคา RCI >4 (ที่ 370C)

        การเตรียม osmotic-shocked mitochondria

        นํ า mitochondrial pellets ทีเ่ตรยีมไดมาเติมนํ้ ากลั่นปริมาตรเปน 2 เทา จากที่เตรียมไดที่
อุณหภมูหิองเปนเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง หมุนกวนชาๆ ดวย magnetic stirrer ให suspension 
เขากันตลอดเวลา จากนั้นใหนํ า osmotic-shocked mitochondria เกบ็ในภาชนะแชนํ้ าแข็ง (ice-
bath) เพือ่นํ าไปใชในการทดลองตอไป

         การเตรียม mitochondria เพื่อศึกษา lipid peroxidation

        นํ า mitochondrial pellets ทีเ่ตรยีมไดจากการปนครั้งที่ 3 ดังวิธีขางตนมาลางดวย 1.1% 
KCl 2 ครั้งและ resuspened ในสารละลาย 0.05 M phosphate buffer pH 7.4 แลวนํ าไปแชนํ้ า
แข็ง (ice-bath) เพือ่นํ าไปใชในการทดลองตอไป



37

                                                       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 ทีใ่ชในการทดลอง

        incubation medium ทีใ่ชในการวิจัยแบงตามสภาวะการทดลองไดดังนี้

3.1 incubation medium ทีใ่ชเปนมาตรฐานสํ าหรับศึกษาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย
      ประกอบดวย :  HEPES buffer 40 mM (60 mOsm)

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

      (เปน isotonic buffer ความเขมขนรวม 250 milliosmolar)ปรับ pH ของ incubation medium 
นีใ้หเปน 7.2

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

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

3.3 incubation medium ส ําหรบัศกึษาการทํ างานของเอนไซมโมโนเอมีน ออกซิเดส (monoamine
oxidase, MAO) ประกอบดวย 0.025 M inorganic phosphate (KH2 PO4 ) buffer pH 7.2

3.4 incubation medium ส ําหรับศึกษาการทดลอง lipid peroxidation ประกอบดวย 0.05 M.
phosphate  buffer pH 7.4

4. การวดัอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ

        การวดัอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย ใชเทคนิคที่เรียกวา polarographic oxygen 
electrode technique (Sordahl et al.,1971) เครือ่งมือที่ใชประกอบดวยสวนสํ าคัญ คือ Gilson 
reaction chamber ซึง่มคีวามจุประมาณ 1.8-2.0 ml. ประกอบดวยผนังแกว 2 ชั้นและมีฝาจุก 
(stopper) เปดและปดได ตรงกลางฝาจุกมีรูเล็กๆ สํ าหรับเติมสารตางๆ ลงไปทํ าปฏิกิริยากับไมโต
คอนเดรียใน reaction chamber ท ําใหออกซิเจนจากภายนอกไมสามารถเขาไปรบกวนปริมาณ
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ออกซิเจนใน reaction chamber ขณะท ําการทดลอง เมื่อไมโตคอนเดรียใชออกซิเจนไปในการทํ า
ปฏิกริิยา ปริมาณของออกซิเจนใน reaction chamber จะลดลง ซึ่งสามารถติดตามดูอัตราการลด
ลงของออกซิเจนนี้ได โดยใช Clark oxygen electrode ตอเชื่อมกับ reaction chamber โดยสวน
ของ electrode จะสมัผัสอยูกับของเหลวใน chamber และปริมาณการเปลี่ยนแปลงของออกซิเจน
ที่วัดไดโดย oxygen electrode นี ้จะถูกสงไปยังเครื่อง biological oxygen monitor (YSI model 
53) ซึง่จะมหีนาปทมบอกปริมาณของออกซิเจนที่มีอยูใน reaction chamber ในขณะนั้นๆ ซึ่ง
สามารถบันทึกอัตราการลดลงของออกซิเจนใน reaction chamber ดวย Gilson recorder 
(model N2) บนัทกึผลทีไ่ดออกมาในลักษณะของกราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงระดับของออกซิเจน
ในสภาวะตางๆ tracing ทีป่รากฏบนกระดาษบันทึกโดยวิธีนี้เรียกวา oxygen-electrode tracing 
(polarographic tracing or oxygraph tracing)

        ในระหวางการ incubate ไมโตคอนเดรียทํ าปฏิกิริยากับสารตางๆ ใน reaction chamber นั้น
จะมี magnetic stirrer  ขนาดเลก็หมนุกวนสารละลายอยูตลอดเวลา เพื่อใหสวนประกอบตางๆ 
ของปฏิกิริยาใน reaction chamber เขากนัดีตลอดเวลา ใชนํ้ าที่ปรับอุณหภูมิจากอางควบคุม
อุณหภูมิไหลผานเขาและออกสวนของ chamber ชัน้นอก (water jacket) ซึง่หอหุม reaction 
chamber ไวอีกทหีนึง่ นํ ้าที่มีอุณหภูมิตามที่ตองการจะวนเวียนหลอเลี้ยงอยูรอบนอก reaction 
chamber ท ําใหอุณหภูมิของการทดลองใน reaction chamber คงทีต่ามตองการ ในที่นี้ควบคุม
อุณหภูมิใหคงที่ที่ 370C

       เมือ่เร่ิมทํ าปฏิกิริยาปริมาณออกซิเจนใน chamber จะมีคาที่ระดับ 100% saturation แตเมื่อ
ไมโตคอนเดรียมีการหายใจ ปริมาณออกซิเจนใน chamber จะคอยๆลดลง วัดอัตราการลดลงของ
ออกซิเจนใน chamber ไดดวย Clark oxygen electrode ซึ่งมี Ag/AgCl electrode เปนขั้ว 
anode ลอมรอบดวย platinum electrode ซึง่ท ําหนาที่เปนขั้ว cathode เมือ่ตองการใชงานจะใช
half saturated KCl solution ฉาบผิวขั้ว electrode ทัง้สอง ทํ าหนาที่เปน salt bridge และมี YSI 
membrane (standard type) หุมปดที่ขั้วของ electrode โดย membrane ชนดินีย้อมใหเฉพาะ
ออกซิเจนผานเทานั้น
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  รูปที่ 17  แสดง Reaction chamber ทีใ่ชในการทดลองเพื่อวัดอัตราการหายใจของไมโต
           คอนเดรียในสภาวะตางๆ ซ่ึงจะมี oxygen electrode คอยติดตาม oxygen tension
           ใน reaction chamber  แลวอานและบันทึกผลดวย oxygraph apparatus (oxygen   
            monitor+recorder)

        ปฏิกริิยาทีเ่กิดขึ้นที่ขั้วทั้งสองขณะทํ าการทดลอง คือ

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

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

        ปกตริะหวางขั้วทั้งสองจะมี polarizing voltage 0.8 V เมือ่ท ําปฏิกิริยาดังสมการขางตนจะมี
การไหลของกระแสไฟฟาระหวาง 2 ขั้ว เกิดขึ้นและกระแสที่เกิดขึ้นนี้จะถูกสงไปยัง amplifier ซึ่งทํ า
หนาที่ขยายกระแสเขาสู recorder บันทึกเปน tracing ตอไป ปริมาณกระแสจะแปรผันตาม
ปริมาณออกซิเจนใน chamber ท ําใหสามารถวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียได
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     รปูที่ 18 แสดงลักษณะของ Clark oxygen electrode ซ่ึงเปน Ag/AgCl electrode เปน
                   ขัว้ anode และมี platinum electrode เปนขั้ว cathode

5. การศกึษาถึงการทํ างานของเอนไซม monoamine oxidase

        อาศัยหลักการในการติดตามการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเชนเดียวกัน monoamine 
oxidase เปนเอนไซมที่พบบริเวณเยื่อหุมช้ันนอก (outer membrane) ของไมโตคอนเดรีย ทํ าหนา
ทีใ่นการออกซิไดซสารพวก amine โดยกระบวนการ oxidative deamination ดงัปฏิกิริยาดังตอไป
นี้

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

        เนือ่งจากปฏกิริิยาที่เกิดขึ้นนี้จํ าเปนจะตองใชออกซิเจน ดังนั้นจึงสามารถศึกษา activity ของ
เอนไซม monoamine oxidase ไดโดยการติดตามปริมาณออกซิเจนที่ลดลงใน reaction chamber 
เมื่อใชสับสเตรทและ incubation medium ทีเ่หมาะสม และใช sodium phosphate buffer เปน 
incubation medium นอกจากนี้จะเติม respiratory chain inhibitor คือ rotenone ลงใน reaction 
chamber ดวย เพื่อยับยั้งการออกซิไดซ endogenous substrates ของไมโตคอนเดรีย ทํ าให
ออกซเิจนที่ถูกใชไปนั้นเกิดจากการที่ monoamine oxidase ออกซิไดซ amine substrate ทีเ่ติมลง
ไปเพยีงอยางเดียว จากหลักการที่กลาวมานี้ ทํ าใหทราบถึง monoamine oxidase activity ได
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   การแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย (Mitochondrial respiratory states)

        เนือ่งจากองคประกอบสํ าคัญของการหายใจของไมโตคอนเดรีย มีหลายประการ เชน การมี
ออกซิเจนสับสเตรท ADP+Pi หรือการมี uncoupler หรอืไม เปนตน Chance and William (1956) 
ไดจดัแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรียตามองคประกอบสํ าคัญ เปนดังนี้

      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 การหายใจถูกยับยั้งดวย excess Ca2+

6. การคํ านวณดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI), อัตราสวน ADP/O และอัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ

        6.1 การค ํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (Respiratory Control Index,RCI)

        นอกจาก Chance and William จะแบงภาวะ (states) การหายใจของไมโตคอนเดรียเปน
ภาวะตางๆดงัที่ไดกลาวมาแลว ยังแสดงวิธีคํ านวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI) ซึง่เปนคาที่ใช
แสดงการควบคู (coupling) กนัของกระบวนการออกซิเดชันและกระบวนการฟอสฟอริลเลชันคา 
RCI นีแ้สดงถึงคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่เตรียมไดวามีคุณภาพดี คือเปน intact mitochondria 
หรือไม โดยปกติแลวจะมีคา RCI> 4 การคํ านวณคา RCI ท ําตามวิธีดังตอไปนี้

        RCI   =  อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3
                    อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4

                  =      ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 3
                      ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 4
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        จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที่ 19 การหาความชันของ tracing ใน state 3 และ
state 4 ท ําไดโดยกํ าหนดใหเสนที่ลากขนานแกน x ของทั้ง 2 states ยาวเทากันดังนั้น

RCI  =     Y1/X        =    Y1

              Y2/X                  Y2

        6.2 การคํ านวณคา P/ O ratio

        P/O ratio คอื อัตราสวนของจํ านวนโมเลกุลของ ATP ทีถ่กูสรางตอออกซิเจน 1 อะตอม (1/2
O2) ใน state 3 respiration คา P/O ratio สามารถคํ านวณไดตามวิธีที่บรรยายไวโดย Estabrook
(1967) ซึ่งพอสรุปไดดังนี้

        P/O    =                   จ ํานวน nmoles ของ ATP ทีถ่กูสรางขึ้น
                       จ ํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ถูกใชระหวางการเกิด state 3

        จ ํานวน nmoles ของ ATP ทีส่รางขึ้นจะเทากับ nmoles ของ ADP ทีเ่ตมิลงไปทํ าปฏิกิริยา
และสามารถคํ านวณจากความเขมขนและปริมาตรของ ADP ทีเ่ติมลงไป

        จ ํานวน n atoms ของออกซเิจนที่ถูกใชในการทํ าปฏิกิริยาระหวางการเกิด state 3 คํ านวณได
จาก oxygraph tracing ดงัตวัอยางที่ 20 ดังนี้

 จ ํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ใชระหวางการเกิด state 3 = Q X S
                                                                                        p

โดยที่  P  =  ความสูงของเสน P ในรูป
         Q  =  ความสูงของเสน Q ในรูป
        S  =  จ ํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน reaction mixture กอนที่จะถูก
                ไมโตคอนเดรียใชไปในการทํ าปฏิกิริยา
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        คา S นีข้ึ้นอยูกับปริมาตรของ reaction mixture ทีท่ ําปฏิกิริยาใน reaction chamber และ
อุณหภูมิของการทดลอง คือ ถามีปริมาตรของ reaction mixture มาก ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัว
อยูไดมาก และถาอุณหภูมิตํ่ า ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูไดมากกวาเมื่อมีอุณหภูมิสูง

        การคํ านวณหาคา S จะหาไดจาก คาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน incubation 
mixture 1 ml.(A) คณูดวยปริมาตรทั้งหมดของ reaction mixture ทีท่ ําปฏิกิริยา จะไดจํ านวนของ
ออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน reaction mixture ทัง้หมด การคํ านวณหาคาปริมาณของออกซิเจนที่
ละลายอิ่มตัวใน incubation mixture 1 ml. หาไดจากสมการ

เมื่อ A =  จ ํานวน n atoms. ออกซเิจนที่ละลายในนํ้ า 1 ml.
     S  =  คาสมัประสิทธิ์การดูดซึมออกซิเจน (absorption coefficient) ทีอุ่ณหภมูิที่ทํ าการทดลอง
             (ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถูกเปลี่ยนไปอยูที่ 00C และ 760 mm. แลวถูกดูดซึมโดยนํ้ า
             หนึง่หนวยปริมาตรเมื่อความดันของกาซเทากับ 760 mm.) โดยมีคาเทากับ 0.02373 ที่
             อุณหภูมิ  370 C
     P  =  สดัสวนของออกซิเจนในบรรยากาศ = 21%
     N  =  จ ํานวนอะตอมใน 1 โมเลกุลของออกซิเจน = 2
     V  =  ปริมาตรกาซที่ 00C ความดนั 1 บรรยากาศเทียบกับ 1 กรัมโมล มีคาเทากับ 22,400 ml.

        เมือ่แทนคาเหลานี้ลงในสมการดังกลาว คํ านวณหาคาปริมาตรของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัว
ในนํ้ า 1 ml. (A) ทีอุ่ณหภูมิ 370C มคีาเทากับ 444.9 n atoms O/ml.

6.3 การค ํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ
        จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที่ 21 สามารถคํ านวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโต
คอนเดรีย ไดดังนี้

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

อัตราการใชออกซิเจนใน state 3 = R x S n atoms O/min
                                            P
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           โดยที่ R  =  ความสูงของเสน R ในรูป
                 P  =  ความสูงของเสน P ในรูป
                 S  =  จ ํานวน นนอ. ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน reaction mixture กอนที่จะถูก
                          ไมโตคอนเดรียใชไปในการทํ าปฏิกิริยา

        ถาทราบปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียแลวนํ ามาหารอัตราการใชออกซิเจนที่คํ านวณได
ตามวิธีขางบน จะทํ าใหทราบอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียมีหนวยเปน n atoms 
O/min/mg protein

        นอกจากนีย้งัสามารถคํ านวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ออกมา
ในหนวยของจํ านวน n atoms O/ml./min ได ดังตัวอยางจาก oxygraph tracing ในรูปที่ 21 เชน
กัน

        โดยที่     R  =  ความสูงของเสน R ในรูป
                     P  =  ความสูงของเสน P ในรูป
                    A  =  จ ํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัว อยูในนํ้ า 1 ml.
        คา A นี ้หาไดตามวธิีที่กลาวมาแลวในหัวขอ 6.2 ในการวิจัยนี้ควบคุมอุณหภูมิคงที่ที่ 370C 
ซึง่มีคา A ในทีน่ี ้จึงเทากับ 444.9 n atoms O/ml.

        การค ํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ของ oxygraph tracing 
กส็ามารถคํ านวณไดในทํ านองเดียวกัน

7. การวัด ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย

        เนือ่งจากปฏิกิริยาไฮโดรไลส ATP จะเกิดผลผลิตคือ ADP,Pi และ H+ ดงัปฏิกิริยาตอไปนี้

อัตราการใชออกซิเจนใน 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)

        ในการวจิัยนี้จะเลือกใชวิธีวัดปริมาณ Pi ทีเ่กดิจากการสลายของ ATP ในการวัด ATPase 
activity ของไมโตคอนเดรีย โดยมีข้ันตอนและหลักการที่สํ าคัญดังนี้คือ

        ขัน้ตอนที่ 1  เปนการ incubated ไมโตคอนเดรียใหทํ าปฏิกิริยากับสารตางๆ ที่ตองการ
ศกึษาใน reaction mixture ทีเ่หมาะสม เมื่อครบเวลาที่กํ าหนดไว ทํ าการหยุดปฏิกิริยาทันทีโดย
การดูด reaction mixture ใสลงใน centrifuge tube ที่มี 20% นน./ปริมาตรของ trichloroacetic 
acid จ ํานวน 1 ml. อยูกอนแลวเขยาใหเขากันและนํ าไปแชในนํ้ าแข็งทันที

          ขั้นตอนที่ 2  เปนการวิเคราะหหาปริมาณ Pi ทีเ่กดิข้ึน จากที่ไดในขั้นที่ 1 ในการวิจัยนี้ใช
วิธีของ Fiske and Subbarow(1925) ซึง่เปนวิธีวัดความเขมขนของสีที่เกิดขึ้นของสารประกอบ
เชงิซอนจากปฏิกิริยารีดักชันของ phosphomolybdate complex กับ Fiske Subbarow reducing 
agent (ประกอบดวย 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
แลวน ําสารละลายซึ่งเกิดเปนสีนํ้ าเงินไปวัดการดูดกลืนแสง (absorbance) ทีค่วามยาวคลื่น 650 
นาโนเมตรดวยเครื่อง spectrophotometer (Ultrospec II) โดยใชนํ้ ากลั่นที่มีปริมาตรเทากับตัว
อยางเปน blank แลวน ําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ Pi จากกราฟมาตรฐานของ Pi
ซึง่มชีวงความเขมขนตางๆ ครอบคลุมคาของตัวอยาง
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รูปที่ 19 ตัวอยาง oxygraph tracing
           เพือ่แสดงวิธีการหาคา   
           RCI

รูปที่ 20 ตัวอยาง oxygraph tracing
           เพือ่แสดงวิธีการคํ านวณ
           คาอัตราสวน P/O

รูปที่ 21 ตัวอยาง oxygraph tracing
           เพือ่แสดงวิธีการหาอัตรา
           การใชออกซิเจนของไมโต
           คอนเดรยีในระยะตางๆ
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วธิกีารวัดหา ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย มีขั้นตอนการปฏิบัติดังนี้

1. เติม incubation medium ปริมาตร 2.63 ml. ลงในภาชนะทรงสูงเล็กๆ ที่สวนลางแชอยูใน 
water bath ซึง่จะปรับอุณหภูมิของการทดลองใหคงที่ที่ 370C สวนลางของภาชนะทรงสูงจะมี 
magnetic stirrer คอยหมนุกวนสวนประกอบของปฏิกิริยาใหเขากันอยูตลอดเวลา

2. เติม mitochondrial suspension 200 µl.
3. เตมิตัวยาทีต่องการทดสอบแลวรอเวลา 1 นาที (ถาเปนการทดลองที่ใชเปน control อาจจะ

เติม solvent ทีใ่ชละลายตัวยาในปริมาตรที่เทากัน)
4. เติม 0.1 M ATP 150 µl. แลวปลอยใหทํ าปฏิกิริยา 10 นาที
5. เมือ่ครบกํ าหนดเวลา 10 นาทีแลวจึงดูด reaction mixture มาเปน sample ปริมาณ 1 ml.

แลวนํ าไปใสใน centrifuge tube ที่มี 20% นน./ปริมาตรของ trichloroacetic acid 1 ml. อยู
กอนแลวเขยาใหเขากันแลวนํ าหลอดไปแชในนํ้ าแข็งทันที

6. นํ าไป centrifuge ที่ 4,000 rpm. นาน 10 นาที เพื่อตกตะกอนโปรตีน
7. ดูดสวน supernatant 1 ml. (ถาเปน blank ใชนํ้ ากลั่น 1 ml. แทน ถาจะทํ า standard curve 

ของ Pi ใช 1 ml. ของ K2HPO4 ทีค่วามเขมขน 0.1,0.25,0.50,1.0,1.5,2.0 และ 3.0 mM แทน) 
แลวใสลงในหลอดทดลองที่มี 0.2 M H2SO4 5 ml. อยูกอนแลว เขยาใหเขากัน

8. เติม 2.5% นน./ปริมาตร ammonium molybdate 0.8 ml.
9. เติม Fiske Subbarow reducing agent 0.4 ml. เขยาใหเขากันดี แลวตั้งใหเกิดปฏิกิริยาที่

อุณหภมูิหองนาน 10 นาที
10. นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตรและคาการดูดกลืนแสงที่วัดได

จาก sample จะน ํามาคํ านวณหาปริมาณ Pi จาก standard curve ของ Pi แลวคูณดวย 
dilution factor (ในที่นี้คือ 3 x 2 = 6) จะไดเปนคาปริมาณ Pi ทีเ่กดิขึ้นตามตองการ

        (หมายเหตุ : ในการเตรียม Fiske Subbarow reducing agent จะมบีางสวนของ 1-amino-
2-naphthol-4-sulfonic acid ละลายไมหมด ใหกรองออก โดยใชกระดาษกรองและเก็บสาร
ละลาย Fiske  Subbarow reducing agent ในขวดสีชา เก็บไวใชไมเกิน 1 เดือน)
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8. การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย

        ความเขมขนหรือปริมาณโมโตคอนเดรยีที่อยูใน mitochondrial suspension ทีเ่ตรียมไดจาก
ตับหนูขาว สํ าหรับใชในการทดลองในแตละครั้งจะมีปริมาณไมเทากัน ซึ่งจะมีผลตอการเปรียบ
เทยีบอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  ดังนั้นจึงจํ าเปนตองหาความเขมขน
ของไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองแตละครั้ง เพื่อนํ ามาเปนมาตรฐานในการเปรียบเทียบผลที่ได

        การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียในการวิจัยนี้ ใชวิธีของ Lowry และคณะ (1951) ซึ่ง
ดัดแปลงเพิ่มเติมโดย Miller (1959) เปนการหาปริมาณโปรตีนโดยการเกิดสี เมื่อโปรตีนทํ า
ปฏิกิริยากับ copper sulfate ในสารละลายดางจะเกิดเปน co-ordinated complex  ของ copper 
กบัอะตอมของไนโตรเจนใน peptide chain เกดิเปนสนีํ ้าเงิน นํ าสารละลายสีนํ้ าเงินที่ไดไปวัดคา
การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 540  นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer (Ultrospec II) 
โดยใชนํ้ ากลั่นที่มีปริมาตรเทากับ sample เปน blank น ําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหา
ปริมาณโปรตีนจาก standard curve ซึ่งใช bovine serum albumin ในชวงความเขมขนที่ครอบ
คลุมคาของ sample เปนมาตรฐาน

        วธิกีารหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย มีขั้นตอนการปฏิบัติดังนี้

1. เจือจาง mitochondrial suspension 10 µl. ดวยนํ้ ากลั่น 3 ml. (1:300) จะไดสารละลาย A
2. ดูดสารละลาย A ปริมาตร 1 ml. ใสในหลอดทดลองเติม alkaline copper reducing agent 1 

ml. (กรณีเปน blank จะใชนํ้ า 1 ml. สวนในกรณีที่ทํ า standard curve จะใช 1 ml. ของ 
bovine serum albumin ทีม่คีวามเขมขน 0.05,0.10,0.15,0.20,0.25,0.30 mg/ml. แทนสาร
ละลาย A) เขยาใหเขากัน ปลอยใหทํ าปฏิกิริยา 10 นาที

3. เติม Folin-Phenol reagent (dilution 1:10) 3 ml. เขยาใหเขากัน
4. น ําไปแชใน water bath ทีม่ีอุณหภูมิ 500C เปนเวลานาน 10 นาที
5. ตัง้ทิง้ไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง
6. น ําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
7. น ําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard curve แลวคูณ

ดวย dilution factor (ในที่นี้คือ 3 x 100) จะไดคาความเขมขนและปริมาณโปรตีนของไมโต
คอนเดรียหนวยเปน mg/ml.
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        การเตรียมสารละลายที่ใช

        -Alkaline copper reagent เปนสารละลายที่ประกอบดวย 1 สวนของ 0.5% CuSO4 ที่
ละลายอยูใน 1% (w/v) ของ potassium tartrate และ 10 สวนของ 10% Na2CO3 ทีล่ะลายอยูใน 
0.5M NaOH
        -Folin-Phenol reagent (1:10) เตรียมไดจากการเจือจาง concentrated Folin-Ciocalteu,s 
Phenol reagent ดวยนํ้ ากลั่นในอัตราสวน 1:10(v/v) และเตรียมใชทันที

9.  การวัดการเกิด lipid peroxidation (Thiete and Huff,1959) มวีธิีการดังตอไปนี้

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

2. ใสสารทดสอบ 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 เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 380c
4. น ํามาเติม 20% trichloroacetic acid 2 ml. และนํ ามา centrifuged ที ่ 1,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที
5. ดูด supernatant มา 1 ml. แลวเติม 0.5% Thiobarbituric acid 4 ml. แลวนํ าไปแชใน water 

bath ทีอุ่ณหภูมิ 800c เปนเวลา 15 นาที
6. น ํามาวัดหา absorbance ทีค่วามยาวคลื่น 535 nm.ในความกวาง cuvette ทีแ่สงผาน 10 

mm.

หมายเหตุ : 1 Units คอื คา absorbance 0.100 ที่ 535 nm. ในความกวาง cuvette ทีแ่สงผาน
                  10 mm.

10.  การเตรยีมสารละลายสํ าหรับใชในการทดลองและแหลงที่มาของสารเคมี

        ในการเตรียมสารเคมีและตัวอยางยาตางๆ จะใชตัวทํ าละลายเปนนํ้ ากลั่น 2 คร้ัง หรือ 
ultrapure water สวนสารเคมีที่ละลายไดนอยหรือไมละลายในนํ้ า จะใช absolute ethanol หรือ 
dimethylsulfoxide (DMSO) เปนตวัทํ าละลายแทน ในกรณีที่ตองปรับ pH ของสารละลายใหได
ตามตองการจะใชสารละลายของ KOH และ HCI ทีค่วามเขมขนตางๆ เปนหลัก
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10.1 การเตรยีมสารละลายที่ใชในการทดลอง

ความเขมขนและขนาดที่ใชบอยๆ ของสารเคมีที่ละลายไดในนํ้ ากลั่น (ultrapure
water) ไดแก

        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.

        ความเขมขนและขนาดที่ใชของสารเคมีที่ละลายใน DMSO ไดแก

        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 แหลงที่มาของสารเคมีที่ใชในการวิจัย

        สารสังเคราะห CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ CU 763-18-04ไดรับความเอื้อเฟอจาก 
ผศ.ดร. ช ํานาญ ภัตรพานิช ภาควิชาเภสัชเคมี คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

        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. การแสดงผลการทดลองและการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

11.1 การแสดงผลการทดลอง แสดงเปน 2 ลักษณะคือ

11.1.1   Oxygraph tracing

เปน oxygraph tracing ทีไ่ดจากการทดลอง แสดงอัตราการใชออกซิเจนในระยะ
ตางๆดวยตัวเลขที่อยูในวงเล็บซึ่งกํ ากับแตระยะของ oxygraph tracing มหีนวยเปน n atoms 
O/ml/min

11.1.2 ตารางและแผนภูมิแทง

        11.2 การวเิคราะหขอมูลทางสถิติ

        การวิจัยนี้ใชสถิติชนิด two-tailed unpaired student's t-test ในการทดสอบความแตกตาง
ระหวางกลุมตัวอยางที่ใชเปนกลุมควบคุม และกลุมตัวอยางที่ใชเปนกลุมทดลอง
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บทที่  4

ผลการทดลองและวิเคราะหขอมูล

     ผลของอนุพันธ N-acylaminopyridine ไดแก CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-
18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid ทีม่ตีอการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะ
ตางๆ

         1.  เมื่อใช glutamate+ malate เปนสับสเตรท

                รูปที่ 22 แสดง control respiratory response ของไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลอง 
ตวัเลขที่กํ ากับอยูทุกระยะของทุก oxygraph tracing คอื คาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเด
รียในสภาวะตางๆโดยคํ านวณออกมาเปนจํ านวน  n atoms O/ml/min  สวนประกอบที่สํ าคัญใน
ปฏิกิริยามีไมโตคอนเดรีย incubate อยูใน medium มี glutamate+ malate เปนสับสเตรท 
ปริมาณของสับสเตรทมีอยูมากเกินพอที่จํ าเปนตองใชในการทํ าปฏิกิริยา อัตราการใชออกซิเจน
ของไมโตคอนเดรียในระยะแรกนี้มีคา 70.68 n atoms O/ml/min เรียกระยะ(state) ทีม่ีไมโตคอน
เดรยีใชออกซิเจนในสภาวะที่มีสวนประกอบที่สํ าคัญของปฏิกิริยาที่ประกอบดวย ไมโตคอนเดรีย+
ออกซิเจน+สับสเตรท ขาดแตเพียง ADP วา state 4 respiration เมื่อเติม ADP ลงไป จะเห็นวา
อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียระยะนี้จะเปน 471.22 n atoms O/ml/min เปนการสราง 
ATP จากปฏิกิริยา ADP+Pi      ATP แลวอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจึงชาลงเปน 
70.68 n atoms O/ml/min คนืสู state 4 ตามเดมิ เรียกระยะที่ไมโตคอนเดรียมีการใชออกซิเจน
อยางรวดเร็วเนื่องจากการเติม ADP ลงไปนี้วา state 3 respiration หรือ active state และเรียก
การทีอั่ตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียถูกควบคุมดวยการเติม ADP ลงไปนี้วาไมโตคอนเด
รียมีการควบคุมการหายใจ(respiratory control) และถือวาเปนคุณสมบัติที่สํ าคัญประการหนึ่ง
ของไมโตคอนเดรีย คือถาไมมี ADP(state 4) อัตราการหายใจจะชา และถามี ADP (state 3)
อัตราการหายใจจึงจะเร็วขึ้นและเรียกอัตราสวนของอัตราการหายใจใน state 3/อัตราการหายใจ
ใน state 4 วา respiratory control index (RCI) ดังนั้น RCI ของไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลอง
นีจ้งึเทากับ 471.22/70.68= 6.67 สารเคมีบางอยางเชน DNP มคีณุสมบัติที่สามารถทํ าใหการ
ควบคุมการหายใจของไมโตคอนเดรียนี้เสียไป โดย DNP สามารถกระตุน state 4 ไดโดยไมจํ าเปน
ตองใช ADP+Pi (ไมมีการสรางATP) และมผีลทํ าใหไมโตคอนเดรียใชออกซิเจนอยางรวดเร็วติดตอ
กนัไป จนกระทั่งออกซิเจนหมดไปจาก reaction medium เรียกวา DNP ท ําใหเกิดภาวะอันคัปปลิง
ของกระบวนการ oxidative และ phosphorylation ใหแยกจากกัน ดังนั้นการเติม DNP ลงไปใน
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ระยะสดุทายของรูปที่ 22 จึงทํ าใหอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะนี้เปน 589.02 
n atoms O/ml/min และมกีารใชออกซิเจนติดตอไปจนกระทั่งหมดไปในที่สุด(O2=0)

รูปที่ 22  กราฟแสดง oxygraph tracing ของไมโตคอนเดรีย
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                จากรูปที่ 23 A แสดงถึงผลของCU 763-16-04 ขนาดตางๆที่มีผลตออัตราการหายใจใน 
state 3 และ state 3Urespiration ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนู เมื่อใช glutamate+ 
malate เปนสบัสเตรท พบวาเมื่อใสสารขนาด 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) เปนเวลา 1 นาที กอนเติม 0.31 mM 
ADP +0.62 mM Pi พบวา CU 763-16-04 สามารถทํ าใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 
respiration ลดลงเปน 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 และอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U respiration ลดลง
เปน 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 เปอรเซ็นต (IC50) ใน state 3 ซึง่เทากับ 
65.97µg (0.32 µM) และคา IC50 ส ําหรบัยบัยัง้การกระตุนการหายใจดวย DNP มคีาเทากับ 
80.34 µg (0.39 µM)

                รูปที่ 24 A แสดงใหเห็นวา CU 763-18-01 มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 และ 
state 3U respiration กลาวคือ 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) เปน
เวลา 1 นาที เติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi พบวา CU 763-18-01 ลดลงเปน 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 และพบวาอัตราการใช
ออกซิเจนใน state 3 และ state 3U respiration ลดลงเปน 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 
เปอรเซ็นต(IC50) ใน state 3 ซึง่เทากับ 406.52 µg (2.11 µM) และคา IC50ส ําหรับยับยั้งการ
กระตุนการหายใจดวย DNP มคีาเทากับ 504.35 µg (2.61 µM)

                รูปที่ 25 A แสดงใหเห็นวา CU 763-18-02 มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 และ 
state 3U respiration กลาวคือเมื่อเติม 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) กอนเปนเวลา 1 นาที จากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi พบวา 
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CU 763-18-02 สามารถกระตุนทํ าใหอัตราการใชออกซิเจน เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (DMSO) 
32.12+1.52 และ  คอยๆลดอัตราการใช ออกซิเจนใน  state 3 respiration เปน 
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 และพบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 
3U respiration เปนในกรณีเดียวกัน เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม(DMSO) 41.12+0.64 ลด
อัตราการใชออกซิเจนเปน 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 เปอรเซ็นต (IC50) ใน state 3 และ state 3U มคีามากกวา 1,000 µg (5.18 µM)

                รูปที่ 26 A แสดงใหเห็นวา CU 763-18-04 มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 และ 
state 3U respiration กลาวคือเมื่อเติม 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) กอนเปน
เวลา 1 นาที จากนั้นเติม 0.31 mM ADP+ 0.62 mM Pi พบวา CU 763-18-04 สามารถทํ าให
อัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ลดลงเปน 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 พบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U 
respiration ลดลงเปน48.82+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 เปอรเซ็นต (IC50) ใน state 3 ซึง่เทากับ 
605.56µg (3.10µM) และคา IC50 ส ําหรบัยบัยัก้ารกระตุนการหายใจดวย DNP มีคาเทากับ
450 µg (2.31 µM)

                รูปที่ 27 A แสดงใหเห็นวา iproniazid มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 และ state 
3U respiration กลาวคือเมื่อเติม 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) กอนเปนเวลา 1 นาที จากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi พบวา iproniazid 
สามารถกระตุ นทํ าใหอัตราการใชออกซิเจน เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ มควบคุม (DMSO) 
32.12+1.52 และคอยๆลดอัตราการใชออกซิเจนลงใน state 3 respiration เปน 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 และพบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U respiration เปนใน
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 เมือ่เทยีบกบักลุมที่สามารถยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียได 50 
เปอรเซ็นต (IC50) ใน state 3 และ state 3U มแีนวโนมตองใชขนาดมากกวา 1,000 µg (3.16 µM)

          2. เมื่อใช NAD+- linked substrate ชนิดอ่ืนที่ไมใช glutamate+malate

                 2.1. เมื่อใช α-ketoglutamate เปนสับสเตรท

จากตารางที่ 4 แสดงใหเห็นวา CU 763-16-04 สามารถลดอัตราการหายใจใน 
state 3 และ state 3U respiration กลาวคือเมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.24 µM) และ 100 µg 
(0.49 µM) กอนเปนเวลา 1 นาทีจากนั้นเติม 0.31 mM ADP +0.62 mM Pi พบวา CU 763-16-04 
สามารถ ทํ าใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ลดลงเปน 14.65+12.09 และ 
12.01+0.21 n atoms O/min/mg protein ตามล ําดับ อยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบ
เทยีบกับกลุมควบคุม(DMSO) คอื 17.70+1.30 n atoms O/min/mg protein และเมื่อเติม 0.06 
mM DNP พบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U respiration ลดลงเปน 17.36+1.85 และ 
14.65+0.42 n atoms O/min/mg protein อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) ตามล ําดับเชนเดียวกัน เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (DMSO) เปน 22.28+1.02 n atoms O/min/mg protein สวน CU 
763-18-01 ท ําใหอัตราการหายใจใน state 3 ขนาด 50µg (0.26 µM) ไดเปน 20.96+0.96 n 
atoms O/min/mg protein อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) เมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (DMSO) 
และเมื่อเพิ่มขนาดเปน 100 µg (0.52 µM) ท ําใหเกิดการลดอัตราการหายใจลงเปน 15.89+0.89 
n atoms O/min/mg protein (p<0.05) ใน state 3U respiration พบวาขนาด 50µg (0.26 µM)
กระตุนอัตราการหายใจเล็กนอยคือ 23.02+1.33 n atoms O/min/mg protein ไมมีนัยสํ าคัญ แต
เพิ่มขนาดเปน 100 µg (0.52µM) ท ําใหอัตราการหายใจลดลง 17.62+0.97 n atoms O/min/mg 
protein ตามลํ าดับ (p<0.05)  สวน CU 763-18-02 มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 และ 
state 3U respiration คอืเมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.24 µM) และ 100 µg (0.52 µM) กอน
เปนเวลา 1 นาที จากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 Pi พบวา CU 763-18-02 ท ําใหอัตราการใช
ออกซิเจนใน state 3 respiration เปน 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 พบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 
3U respiration เปน 24.07+1.27 และ 25.28+1.23 n atoms O/min/mg protein สวน CU 763-
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18-04 มผีลตออัตราการหายใจใน state 3 ในขนาด 50 µg (0.26 µM) ได 20.19+1.48 n atoms 
O/min/mg protein (p<0.05) และเมื่อเพิ่มขนาดเปน 100 µg (0.51 µM) ท ําใหอัตราการใช
ออกซิเจนลดลงเปน 16.91+0.85 n atoms O/min/mg protein ไมมีนัยสํ าคัญใน state 3U 
respiration พบวา 50 µg (0.26 µM) และ 100 µg (0.51 µM) ท ําใหอัตราการหายใจเปน 
22.93+1.36 และ 20.46+1.71 n atoms O/min/mg protein  iproniazid มผีลตออัตราการหายใจ 
state 3 และ state 3U respiration คอื เมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.18 µM) และ 100 µg 
(0.36 µM) พบวา iproniazid ทํ าใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration เปน 
22.28+1.06 และ 21.72+1.07 n atoms O/min/mg protin ตามลํ าดับอยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (DMSO) และพบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U 
respiration เพิม่ข้ึนเปน 26.40+1.39 และ 25.31+1.83 n atoms O/min/mg protein อยางมีนัย
สํ าคัญ   

                  2.2 เมื่อใช β-hydroxybutyrate เปนสับสเตรท

                        ทํ าการศึกษาเชนเดียวกับ α-ketoglutarate โดยเปลี่ยนสับสเตรทที่ใชเปน β-
hydroxybutyrateไดผลดังนี้คือ

                        จากตารางที่ 5 แสดงใหเห็นวา CU 763-16-04 สามารถลดอัตราการหายใจใน 
state 3 และ state 3U respiration กลาวคือเมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.0.24 µM) และ 100 µ
g (0.49 µM) กอนเปนเวลา 1 นาทีจากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi พบวา CU 763-16-
04 ท ําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3respiration ลดลงเปน 11.90+1.61 และ 8.21+2.43 n 
atoms O/min/mg protein อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) และเมื่อเติม 0.06 mM DNP พบวาอัตรา
การใชออกซิเจนใน state 3U respiration ลดลงเปน 13.90+1.60 และ 10.93+0.74 n atoms 
O/min/mg protein อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) CU 763-18-01 สามารถลดอัตราการหายใจใน 
state 3 และ state 3U respiration กลาวคือเมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.0.26 µM) และ 100 µ
g (0..52 µM) พบวา CU 763-18-01 ท ําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ลดลง
เปน 16.74+1.08 และ 14.54+1.18 n atoms O/min/mg protein และพบวาอัตราการใชออกซิเจน
ใน state 3U respiration ลดลงเปน18.88+0.63 และ16.63+1.49 n atoms O/min/mg protein 
อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) CU 763-18-02 สามารถกระตุนอัตราการหายใจใน state 3 และ state 
3U respiration คอื เมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.0.26 µM) และ 100 µg (0.52 µM) พบวา CU 
763-18-02 ท ําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration เพิม่ข้ึนเล็กนอยอยางไมมีนัย
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สํ าคัญคือ 18.23+0.87 และ 18.51+1.18 n atoms O/min/mg protein และพบวาอัตราการใช
ออกซิเจนใน state 3U respiration เพิม่ข้ึนเล็กนอยอยางไมมีนัยสํ าคัญเปน 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 กลาวคือเมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.26 µM) และ 100 µg (0.51 µ
M) พบวา CU 763-18-04 ท ําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ลดลงเปน 
17.00+1.15 และ 15.74+0.82 n atoms O/min/mg protein และพบวาอัตราการใชออกซิเจนใน 
state 3U respiration ลดลงเปน 20.50+0.02 และ 17.35+1.34 n atoms O/min/mg protein 
อยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) และ iproniazid สามารถกระตุนการหายใจใน state 3 และ state 3U 
respiration คอื เมื่อเติมสารในขนาด 50 µg (0.28 µM) และ 100 µg (0.56 µM) กอนเปนเวลา 1 
นาท ีจากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi พบวา iproniazid ท ําใหอัตราการใชออกซิเจนใน 
state 3 respiration เพิม่ข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญคือ 19.39+0.69 และ 19.34+0.77 n atoms 
O/min/mg protein และเมื่อเติม 0.06 mM DNP พบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3U 
respiration เพิม่ข้ึนเปน 25.53+1.43 และ26.69+1.97 n atoms O/min/mg protein

          3. ผลตออัตราการใชออกซิเจนในสภาวะ osmotic-shocked mitochondria

                จากรูปที่ 28 เมื่อpreincubate osmotic-shocked mitochondria ดวย DMSO นาน 1 
นาท ี หลังจากเติม DMSO มอัีตราการใชออกซิเจนเทากับ 3.94+0.70 n atoms O/min/mg 
protein ซึง่ไมแตกตางจาก ไมโตคอนเดรียที่ไมเติมสารใดๆคือ 4.23+0.87 และเมื่อเติม 1.04mM 
NADH อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนเปน 42.06+2.38 n atoms O/min/mg protein เมื่อ 
preincubate osmotic-shocked mitochondria ดวยสาร CU 763-16-04 ในขนาด 50 µg (0.24
µM) และ 100 µg (0.49 µM) นาน 1 นาท ีหลังจากนั้นจึงเติม 1.04 mM NADH ซึง่เปนสับสเตรท
เพื่อใหเกิด state 3U respiration พบวาการใชออกซิเจนมีคาปน 14.0+0.91 และ 8.45+0.02 n 
atoms O/min/mg protein ซึง่เปนการลดลงอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนสาร CU 
763-18-01 ในขนาด 50µg (0.26 µM) และ 100 µg (0.52 µM) นาน 1 นาที พบวา อัตราการใช
ออกซิเจนมีคาเปน 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) พบวา state 3U 
respiration อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนมีคาเทากับ 45.43+3.66 และ 43.21+1.22 n atoms 
O/min/mg protein เมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม(DMSO) CU 763-18-04 ในขนาด 50 µg 
(0.26 µM) และ 100 µg (0.51 µM) พบวา state 3U respiration อัตราการใชออกซิเจนมีคาเทา
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) อัตราการใชออกซิเจนมีคาเทากับ 44.38+1.44 และ 
47.55+1.22 n atoms O/min/mg protein

           4. กรณีใช succinate เปนสับสเตรท

                  รูปที ่29 เปนการศึกษาผลของ N-acylaminopyridine derivatives ตอการทํ างานของ 
isolated rat liver mitochondria เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท  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) พบวามีการเปลี่ยน
แปลงอัตราการหายใจ state 4 respiration เพิม่ข้ึนเปน 39.37+0.62, 42.80+0.95, 48.85+0.68
และ 60.48+1.13 n atoms O/min/mg protein  สวน 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) พบวาอัตราการหายใจ state 4 
respiration เพิม่ข้ึนเปน 24.84+0.65, 29.98+1.02, 35.54+0.53 และ 43.19+0.61 n atoms 
O/min/mg protein  สวน CU 763-18-02 อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนเมื่อขนาดของสารที่เติม
มากขึ้นคือเติม 50 µg (0.26 µM), 100 µg (0.52 µM), 150 µg (0.78 µM) และ 200 µg (1.04 µ
M) พบวามกีารเปลี่ยนแปลงอัตราการหายใจ state 4 respiration เพิม่ข้ึนเปน 20.39+0.73, 
24.91+0.54, 31.99+0.89 และ 35.05+0.04 n atoms O/min/mg protein  สวน CU 763-18-04 
อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนเมื่อขนาดของสารที่เติมมากขึ้นคือเติม 50 µg (0.26 µM) , 100 µg 
(0.51 µM), 150 µg (0.77 µM) และ 200 µg (1.03 µM) พบวามกีารเปลี่ยนแปลงอัตราการ
หายใจ state 4 respiration เพิ่มข้ึนเปน 18.52+0.84, 23.34+0.94, 36.65+1.60 และ 
40.97+0.82 n atoms O/min/mg protein  และเมื่อเปน iproniazid อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึน
เมือ่ขนาดของสารที่เติมมากขึ้นคือเติม 50 µg (0.18 µM), 100 µg (0.36 µM), 150 µg (0.54 µ
M) และ 200 µg (0.72 µM) กอนเปนเวลา 1 นาที พบวามีการเปลี่ยนแปลงอัตราการหายใจ state 
4 respiration เพิม่ข้ึนเปน 15.98+0.53, 18.28+0.56, 30.33+0.84 และ 35.31+0.75 n atoms 
O/min/mg protein โดยสรุปฤทธิ์ในการกระตุน succinate oxidation ของ
N-acylaminopyridines ทีศ่กึษาอาจเรียงไดดังนี้ CU 763-16-04, CU 763-18-01,CU 763-18-
04, CU763-18-02 และ iproniazid

           5. ผลของ malonate (succinate dehydrogenase inhibitor) ตอการออกฤทธิ์ของ 
CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid เมื่อใช 
succinate เปนสับสเตรท
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                 จากรปูที่ 30 อัตราการใชออกซิเจนใน state 4 respiration กอนเติม 2.5 µM 
malonate มคีาเทากับ 17.14+2.54 n atoms O/min/mg protein และหลังเติม 2.5 µMmalonate 
มีคา 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)
พบวามีอัตราการใชออกซิเจนลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกรณีไมมี 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 ยบัยัง้ผลการกระตุน succinate 
oxidation ตออนุพันธ N- acylaminopyridine ได

           6. ผลของ dithiothreitol(DTT)

                  ท ําการศึกษาโดยเติม 1.04 mM DTT preincubate กบัไมโตคอนเดรียเปนเวลา 1 นาที 
หลงัจากนั้นเติม 0.31 mM ADP+0.62 mM Pi เพือ่ทํ าใหเกิด state 3 respiration และเมืออัตรา
การใชออกซิเจนลดลงกลับเขาสู state 4 respiration ตามเดิมจึงเติม 0.06 mM DNP เพือ่ใหเกิด 
3U respiration

                   จากรูปที่ 31 เมื่อเติมสาร CU 763-16-04 ในขนาด 100 µg (0.49 µM) โดยไมเติม 
DTT พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 8.26+1.24 n atoms O/min/mg protein ใน state 3 
respiration และ state 3U respiration เปน 14.82+1.28n atoms O/min/mg protein และเมื่อ
เติม DTT กอนเติมสาร CU 763-16-04 พบวาอัตราการใชออกซิเจน state 3 เปน 8.98+1.57 n 
atoms O/min/mg protein และ state 3U คือ 15.28+0.14 n atoms O/min/mg protein พบวา 
DTT สามารถเพิ่มอัตราการใชออกซิเจนมากขึ้นทั้ง state 3 และ state 3U respiration เล็กนอย 
เมือ่เปรียบเทียบกับไมเติม DTT ไมมีนัยสํ าคัญ ในรูปที่ 31 B ท ําการศกึษาเชนเดียวกันกับสาร CU 
763-16-04 พบวา เมื่อเติมสาร CU 763-18-01 ในขนาด 100 µg (0.52 µM) อยางเดียว พบวา
อัตราการใชออกซิเจน state 3 respiration เปน 36.47+2.25 n atoms O/min/mg protein ใน 
state 3U respiration เปน 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 เปน 24.02+2.21 n atoms O/min/mg protein คือ 
36.24+2.05 n atoms O/min/mg protein ซึง่แตกตางจากไมไดเติม DTT อยางมีนัยสํ าคัญทาง
สถิติ(p<0.05)  ในรูปที่ 31C แสดงใหเห็นวา เมื่อเติมสาร CU 763-18-02 ในขนาด 100µg (0.52
µM) อยางเดียว พบวาอัตราการใชออกซิเจน state 3 respiration เปน 45.82+2.16 n atoms 



62

O/min/mg protein ใน state 3U respiration เปน 63.23+1.52 n atoms O/min/mg protein และ
เมื่อเติม 1.04 mM DTT รวมกับสาร CU 763-18-02 ใน state 3 และ state 3U respiration เปน 
42.10+0.32 และ 48.50+1.66 n atoms O/min/mg protein ซึง่มอัีตราการใชออกซิเจนลดลง ใน
รูปที่ 31 D แสดงใหเห็นวาเมื่อเติมสาร CU 763-18-04 ในขนาด 100µg (0.52 µM)รวมกับ 1.04 
mM DTT การใชออกซิเจนใน state 3 และ state 3U respiration เทากับ 27.61+1.23 และ 
35.89+1.68 n atoms O/min/mg protein อัตราการใชออกซิเจนเมื่อให CU 763-18-04 ขนาด 
100µg (0.51 µM)อยาเดียวใน state 3 และ state 3U respiration เปน 31.08+0.86 และ 
43.91+1.29 n atoms O/min/mg protein ดงันั้น DTT สามารถลดอัตราการใชออกซิเจนทั้ง state
3 และ state 3U respiration ของ CU 763-18-04 ได และจากรูปที่ 31 E แสดงใหเห็นวาเมื่อเติม
สาร iproniazid ในขนาด 100 µg (0.56 µM) อยางเดยีว พบวาอัตราการใชออกซิเจน state 3 และ 
state 3U respiration เปน 67.99+2.01 และ 86.23+1.72 n atoms O/min/mg protein เมื่อให
รวมกับ 1.04 mM DTT state 3 และ state 3U respiration เปน 41.41+1.47 และ 49.18+0.72 n 
atoms O/min/mg protein พบวามอัีตราการใชออกซิเจนลดลงจากการให iproniazid อยางเดียว
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ(p<0.05) ดงันั้น DTT สามารถลดฤทธิ์อัตราการใชออกซิเจนทั้ง state 3 
และ state 3U respiration ของ iproniazid ได

            7. ผลตอ 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) ตอ ATPase activity 
ของไมโตคอนเดรีย โดยวัดปริมาณ Pi liberate ไดดังนี้ 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
ซึง่เปนกลุมควบคุมมีคา Pi liberate 0.22 +0.09 สวน DNP ซึง่เปนสาร uncoupler มคีุณสมบัติใน
การกระตุน ATPase activity มีคา Pi liberate เทากับ 1.10 + 0.083 µmol/mg protein/10 min
พบวา CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid ไมมี
คุณสมบัติกระตุน ATPase activity สวน Oligomycin เปนสารที่สามารถยับยั้งการเกิด ATPase 
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activity(รายละเอียด บทที่ 2) ซึ่งเมื่อใหรวมกับ DNP สามารถยับยั้ง ATPase ได 0.14 +0.04 µ
mol/mg protein/10 min

           8. ผลตอ bovinne serum albumin(BSA)

                 รูปที่ 32 A จากการศึกษาถึงผลของการเติม BSA ในขนาดตางๆกัน 5,10 และ 20 mg 
ตอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04 ในขนาด 100 µg (0.49 µM) ตอการหายใจของไมโตคอนเดรี
ย ใน state 3 respiration จากกราฟจะเห็นไดวาอัตราการใชออกซิเจนเมื่อเติมสารในขนาด 100 µ
g (0.49 µM) เทากับ 8.26 +1.24 n atoms O/min/mg protein และเมื่อเติม BSA ในขนาด 5, 10 
และ 20 mg พบวาอตัราการหายใจของไมโตคอนเดรียเทากับ 5.78 + 0.71, 6.48 + 1.30 และ 
11.35 + 1.45 24 n atoms O/min/mg protein ตามล ําดับ ดังนั้นเมื่อเพิ่มขนาด BSA มากกวา 20 
mg อัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึน ในกรณีของ CU 763-18-01 (รูปที่ 32 B) BSA ในขนาด 5, 10 
และ 20 mg ตอการออกฤทธิ์ของ CU 763-18-01 ในขนาด 100 µg (0.52 µM) ตอการหายใจของ
ไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration จากกราฟจะเห็นไดวา อัตราการใชออกซิเจนเมื่อเติมสารใน
ขนาด 100 µg (0.52 µM) โดยไมมีการเติม BSA เทากับ 36.47 + 2.25 n atoms O/min/mg 
protein และเมื่อเติมBSA ในขนาด 5, 10 และ20 mg พบวาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย
เทากับ 10.47 +0.85, 13.42 + 1.88 และ 14.01+1.16 n atoms O/min/mg protein ตามลํ าดับ 
เมื่อเพิ่มขนาด BSA สามารถเพิ่มอัตราการใชออกซิเจนข้ึนได สวนรูปที่ 32 C แสดงการออกฤทธิ์
ของ CU 763-18-02 ในขนาด 100 µg (0.52 µM) เมือ่เติม BSA ในขนาด 5, 10 และ 20 mg ตอ
การหายใจของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration จากกราฟจะเห็นไดวา อัตราการใชออกซิเจน
เมื่อเติมสารในขนาด 100 µg (0.52 µM) โดยไมมีการเติม BSA เทากับ 45.82 + 2.16 n atoms 
O/min/mg protein เมือ่เพิ่มขนาด BSA สามารถลดอัตราการใชออกซิเจนลงได สวนการออกฤทธิ์
ของ CU 763-18-04 ในขนาด 100 µg (0.51 µM) (รูปที่ 32 D) เมือ่เติม BSA ในขนาด 5, 10 และ 
20 mg ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration จากกราฟจะเห็นไดวา อัตราการ
ใชออกซิเจนเมื่อเติมสารในขนาด 100 µg (0.51 µM) โดยไมมีการเติม BSA เทากับ 31.08 + 0.86 
n atoms O/min/mg protein และเมื่อเติม BSA ในขนาด 5, 10 และ 20 mg พบวาอัตราการ
หายใจของไมโตคอนเดรียเทากับ 14.52 + 1.15, 12.85 + 1.25 และ 10.93 + 0.76 n atoms 
O/min/mg protein  เมือ่เพิ่มขนาด BSA สามารถลดอัตราการใชออกซิเจนลงได และผลการเติม 
BSA ในขนาด 5, 10 และ 20 mg ตอการออกฤทธิ์ของ iproniazid ในขนาด 100 µg (0.56 µM)
ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย ใน state 3 respiration จากกราฟรูปที่ 32 E จะเห็นไดวาอัตรา
การใชออกซิเจนเมื่อเติมสารในขนาด 100 µg (0.56 µM) โดยไมมีการเติม BSA ในขนาด 5, 10 
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และ 20 mg พบวาอตัราการหายใจของไมโตคอนเดรียเทากับ 67.96 + 2.01 n atoms O/min/mg 
protein และเมื่อเติม BSA ในขนาด 5, 10 และ 20mg พบวาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย
เทากับ 14.54 + 1.46, 14.27 + 1.19 และ 14.27 + 1.19 เมือ่เพิ่มขนาดของBSA เทาใดก็ตาม ทํ า
ใหฤทธิ์การกระตุนการใชออกซิเจนเกือบคงที่ตลอด

           9. ผลตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+ (calcium-stimulated 
respiration) เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

                 ตามปกติพลังงานสวนหนึ่งที่ไดจากการขนสงอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโต
คอนเดรีย หรือ proton gradient มาใชในการขนสง Ca2+ มาสะสมภายในไมโตคอนเดรีย ดังนั้น
เมื่อเติม 0.42 mM CaCl2 ลงไปในปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทมากเพียงพอ และมี Pi อยูอัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจะเพิ่มสูงขึ้น และอตัราการใชออกซิเจนจะลดลงเมื่อ Ca2+ ถกูสะสม
เขาไปในไมโตคอนเดรียแลว จากรูปที่ 33 กลุมควบคุม(DMSO) เมื่อไมโตคอนเดรียไดรับ Ca2+

อัตราการใชออกซิเจนเทากับ 39.76 + 1.25 n atoms O/min/mg protein ซึง่พอๆกับอัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่ไมไดเติม 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) ตอการกระตุนการ
หายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+ พบวาอัตราการใชออกซิเจนลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม (DMSO) คือ 26.53 + 0.66 กบั 22.85 + 2.34 n atoms O/min/mg protein อยางมีนัย
ส ําคัญทางสถิติ (p< 0.05) แสดงวา CU 763-16-04 ไมมีผลกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรีย  
ผลของ CU 763-18-01 ในขนาด 50 µg (0.26 µM) และ 100 µg (0.52 µM) ตอการกระตุนการ
หายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+ พบวาอัตราการใชออกซิเจนพอๆกับกลุมควบคุมคือ 42.96 +
2.02 และ 39.54 +1.77 n atoms O/min/mg protein ซึง่แสดงวามีการกระตุนการหายใจดวย 
Ca2+ ในขนาดสารนี้ กรณีของ CU 763-18-02 ในขนาด 50 µg (0.26 µM) และ 100 µg (0.52 µ
M) ตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+ พบวาอัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมคือ 49.55 +1.77 และ 52.29 +2.42 n atoms O/min/mg protein 
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p< 0.05) แสดงใหเห็นวา CU 763-18-02 มกีารกระตุนการหายใจของ
ไมโตคอนเดรียดวย Ca2+  สวนผลของ CU 763-18-04 ในขนาด 50 µg (0.26 µM) และ 100 µg

(0.51 µM) ตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+  พบวาอัตราการใชออกซิเจนคือ 
41.54 + 2.28 และ 31.69 + 1.84 n atoms O/min/mg protein แสดงใหเห็นวา CU 763-18-04 
ขนาด 100 µg (0.51 µM) สามารถลดอัตราการใชออกซิเจน เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม
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(DMSO) ลงไดอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p< 0.05) และกรณีของ iproniazid ในขนาด 50 µg 
(0.28 µM) และ 100 µg (0.56 µM) ตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+  พบ
วาอตัราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนเปน 50.54 + 2.09 และ 47.67 + 1.91 n atoms O/min/mg 
protein เมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม(DMSO) ซึง่แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p< 
0.05) แสดงใหเห็นวามีการกระตุนอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย Ca2+   

           10. การเกิด lipid peroxidation

                    จากตารางที่ 7 พบวาสารCU 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) ใหคาการดดูกลืนแสงหลังการทํ าปฏิกิริยา ใหสีชมพูข้ึนตามวิธีการบท
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 ซึง่ไมแตกตางจากกลุมควบ
คุม (DMSO) คอื 0.164 +9.097x10-3 units สวน EDTA คอืสารที่สามารถยับยั้งการเกิด lipid 
peroxidation ได คาการดูดกลืนแสงที่ไดคือ 0.016 + 1.07x10-2 units

           11. ตอ MAO activity

                    การศึกษาผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-
04 และ iproniazid ตอ activity ของเอนไซม MAO ซึง่เปนเอนไซมที่อยูที่ผนังชั้นนอกของไมโตคอน
เดรียในการศึกษานี้ใช tyramine, benzylamine และ 5-HT เปน monoamine substrate และมี 
rotenone ท ําหนาที่เปน respiratory chain inhibitor

                    รูปที่ 34 A แสดงเปอรเซ็นตการหายใจโดยไมโตคอนเดรียพบวา เมื่อเติม DMSO 
(กลุมควบคุม) 10µl ลงไป incubate กบัไมโตคอนเดรียนาน 2 นาที กอนเติม tyramine หรือ 
benzylamine และ 5-HT พบวาไมโตคอนเดรียมีการใชออกซิเจนเทากับ 40.67 + 1.20, 56.4 +
2.10 และ 52.27 + 0.50 n atoms O/min/mg protein เมือ่เปรียบเทียบกับไมโตคอนเดรีย โดยไม
ไดเติมสารใดๆมีคาเทากับ 39.4 + 1.20, 53.39 + 1.20 และ 48.02 + 0.67 ซึง่แตกตางกันเพียง
เลก็นอย และตารางที่ 8 A แสดงอตัราการหายใจโดยใชออกซิเจนของสาร CU 763-16-04 ในการ



66

ออกซิไดซ 0.1 M tyramine ขนาดตางๆกัน พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg 
protein จากกลุมควบคุม(DMSO) อยางมนียัสํ าคัญทางสถิติ ในขนาดสารที่ใชคือ 400  µg (1.94
µM) และจากรูป 34 A แสดงใหเห็นวาขนาดสารมีคาประมาณ 41.67µg (0.20µM) จงึจะสามารถ
ยบัยั้งได 50 เปอรเซ็นต (IC50) เมือ่เปล่ียนจาก 0.1M tyramine เปน 0.1 M benzylamine พบวา
อัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein แตกตางจากกลุมควบคุม(DMSO) 
อยางมนีัยสํ าคัญทางสถิติ เมื่อใชสารขนาด 300 µg (1.46 µM) และจากรูป 34 A พบวาขนาด 
52.08 µg (0.25 µM) สามารถยับยั้งอัตราการหายใจไดถึง 50 % แตเมื่อเปลี่ยนเปน 0.1 mM 5-
HT พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein แตกตางจากกลุมควบคุม 
(DMSO) อยางมนีัยสํ าคัญทางสถิติ ขนาดสารที่ใชคือ 300 µg (1.4 µM) จากรูป 34 A พบวา
ขนาดประมาณ33.33 µg (0.16 µM) จงึจะยับยั้งได 50 เปอรเซ็นต(IC50) ดงันัน้แสดงวา CU 763-
16-04 สามารถยับยั้ง MAO เมื่อใช 5-HT ไดดีกวาสาร CU หรือ substrateอ่ืน

                ในตารางที่ 8 B แสดงอัตราการหายใจโดยใชออกซิเจนของสาร CU 763-18-01 ในการ
ออกซิไดซ 0.1M tyramine เมือ่เตมิสารขนาดตางๆกัน พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms 
O/min/mg protein ขนาดสารที่ใชคือ 600 µg (3.11 µM) แตกตางจากกลุมควบคุม(DMSO) 
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ จากรูป 34 B ขนาดสารประมาณ 84.37 µg (0.44 µM) จงึจะสามารถ
ยบัยั้งการหายใจได 50 % เมือ่เปล่ียนจาก 0.1 M tyramine เปน 0.1 M benzylamine พบวาอัตรา
การใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein แตกตางจากกลุมควบคุม (DMSO) อยางมี
นยัส ําคัญทางสถิติ เมื่อใชสารขนาด 300 µg (1.55 µM) และจากรูป 34 B พบวาขนาดประมาณ
68.75 µg (0.36 µM) มากจงึจะยบัยั้งการหายใจได 50 เปอรเซ็นต และเมื่อใช 0.1 M 5-HT พบวา
อัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein ขนาดสารที่ใชคือ 400 µg (2.07 µM)
แตกตางจากกลุมควบคุม(DMSO) อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ จากรูป 34 B แสดงวาขนาด
ประมาณ 75 µg (0.39µM) สามารถยบัยั้งการหายใจได 50 เปอรเซ็นต จากกราฟรูป 34 B พบวา
CU 763-18-01 สามารถยับยั้ง MAO เมื่อใช benzylamine ไดดีกวา

                ตารางที่ 8C แสดงอตัราการหายใจโดยใชออกซิเจนของสาร CU 763-18-02 ในการ
ออกซิไดซ 0.1M tyramine และ 0.1 M 5-HT เมือ่เตมิสารขนาดเพิ่มข้ึน อัตราการใชออกซิเจนลด
ลงแตตองขนาดมากกวา 1,000 µg (5.18 µM) มากๆจงึอาจจะพบวา อัตราการใชออกซิเจนเปน 0 
n atoms O/min/mg protein จากรูป 34 C พบวาขนาด 121.59 µg (0.63 µM) เมื่อใช 0.1M 
tyramine สามารถยับยั้ง MAO ได 50 เปอรเซ็นต ขนาด 104.22µg (0.54 µM) เมื่อใช 0.1 M 
benzylamine ยบัยั้ง MAO ได 50 เปอรเซ็นต และขนาด 121.59 µg (0.63 µM) ของ 0.1 M 5-HT 
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สามารถยับยั้ง MAO ได 50 เปอรเซ็นต ดังนั้นแสดงวาสาร CU 763-18-02 สามารถยับยั้ง MAO 
เมื่อใช benzylamine ไดดีกวา

                ตารางที่ 8 D แสดงอัตราการหายใจโดยใชออกซิเจนของสาร CU 763-18-04 ในการ
ออกซิไดซ 0.1 M tyramine เมือ่เตมิสารขนาดตางๆกัน พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n 
atoms O/min/mg protein ขนาดสารที่ใชคือ 400 µg (2.05 µM) แตกตางจากกลุมควบคุม 
(DMSO) อยางมนีัยสํ าคัญทางสถิติ จากรูป 34 D ขนาดสารประมาณ 88.33 µg (0.45 µM) ยับยั้ง
อัตราการหายใจได 50 เปอรเซ็นต เมื่อเปลี่ยนจาก 0.1 M tyramine เปน 0.1 M benzylamine เปน 
0.1 M benzylamine พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein ขนาดสารที่
ใชคือ 1,000 µg (5.13 µM) แตกตางจากกลุมควบคุม (DMSO) อยางมนีัยสํ าคัญทางสถิติ จากรูป 
34 D ขนาดสารประมาณ 97.62 µg (0.50µM) ยบัยัง้อตัราการหายใจได 50 เปอรเซ็นต และเมื่อ
ใช 0.1 M 5-HT พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms O/min/mg protein ขนาดสารที่ใช 
700 µg (3.08 µM) แตกตางจากกลุมควบคุม (DMSO) อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p< 0.05) จาก
รูป 34 D ขนาดสารประมาณ 73.81 µg (0.38 µM) สามารถยับยั้ง MAO ได 50 เปอรเซ็นต แสดง
วา CU 763-18-04 ยับยั้ง MAO โดยใช 5-HT ไดดีกวาตัวอื่น

                ตารางที่ 8 E แสดงอตัราการหายใจโดยใชออกซิเจนของสาร iproniazid ในการออกซิ
ไดซ 0.1 M tyramine เมือ่เตมิสารขนาดตางๆกัน พบวาอัตราการใชออกซิเจนเปน 0 n atoms 
O/min/mg protein ขนาดสารที่ใชคือ 600 µg (2.17 µM) แตกตางจากกลุมควบคุม (DMSO) 
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ จากรูป 34 E ขนาดสาร 160.53 µg (0.58 µM) สามารถยับยั้งอัตราการ
หายใจได 50 เปอรเซ็ต เมื่อเปลี่ยน 0.1 M tyramine เปน 0.1 M benzylamine พบวาอัตราการใช
ออกซเิจนลดลงเมื่อเพิ่มขนาดมากขึ้น จากรูป 34 E ขนาด 97.5 µg (0.54µM) สามารถยับยั้ง 
MAO ได 50 เปอรเซ็นต และเมื่อใช 0.1 M 5-HT พบวาอัตราการใชออกซิเจนลดลงเมื่อขนาดของ
สารเพิ่มข้ึน จากรูป 34 E พบวาขนาดสาร 90 µg (0.50µM) สามารถยับยั้ง MAO ได 50 
เปอรเซ็นต แสดงวา iproniazid ยบัยั้ง MAO โดยใช 5- HT ไดดีกวาตัวอื่น
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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 iproniazidทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโตคอน
เดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 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. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-
02, CU 763-18-04 และ iproniazid สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลาย
สาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C
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รูปที่ 23A  แสดง Dose-response curve ของ CU 763-16-04 ที่มีตออัตราการหายใจของ
             ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

    แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

                  *p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 23 B แสดง% Respiration ของ CU 763-16-04 ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโตคอน
              เดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 24 A  แสดง Dose-response curve ของ CU 763-18-01 ทีม่ีตออัตราการหายใจของ
               ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

     แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

      *p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 24 B แสดง % Respiration ของ CU 763-18-01 ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโต
              คอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 25 A  แสดง Dose-response curve ของ CU 763-18-02 ทีม่ีตออัตราการหายใจของ
               ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p<0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 25 B แสดง % Respiration ของ CU 763-18-02 ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโต
              คอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 26 A  แสดง Dose-response curve ของ CU 763-18-04 ทีม่ีตออัตราการหายใจของ
               ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

             *p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 26 B แสดง % Respiration ของ CU 763-18-04 ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโต
              คอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 27 A แสดง Dose-response curve ของ iproniazid ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโต
              คอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 27B แสดง % Respiration ของ iproniazid ทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย
             เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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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 ตอ อัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช α-ketoglutarateเปนสับสเตรท

        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 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. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ 
CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid สวนในกลุม
ควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C

     คาทีแ่สดงในตารางเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 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
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ตารางที่  5  ผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ 
iproniazid  ตอ อัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย     เมื่อใช β-hydroxybutyrateเปน
สบัสเตรท
        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 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. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ 
CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid สวนในกลุม
ควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C
     คาทีแ่สดงในตารางเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 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 ทีม่ตีออัตราการหายใจในภาวะ osmotic-shocked mitochondria  เมื่อใช NADH 
เปนสับสเตรท

        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 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. 
สวนประกอบที่เติมตามลงไปอีกคือ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-
18-04 และ iproniazid สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตร
ทัง้หมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C
        แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 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 iproniazidทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช 
succinateเปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 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. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ CU 
763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid สวนในกลุมควบ
คุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C

แตละจุดแสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 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 iproniazidทีม่ตีออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช 
succinateเปนสับสเตรท
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รูปที่ 30 ผลของ malonate ตอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-
18-02,CU 763-18-04 และ iproniazid ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate 
เปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 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. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ CU 
763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid และ 0.10 mM 
malonate สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 
ml. อุณหภูมิ 370C

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 31 A-E ผลของ DTT ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 
763-18-02,CU 763-18-04 และ iproniazid ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช
glutamate+malate เปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 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. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ 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

        แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
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รูปที่ 31 A  ผลของ DTT ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04ตอการหายใจของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใชglutamate+malate เปนสับสเตรท



87

รูปที่ 31 B  ผลของDTT ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ  CU 763-18-01ตอการหายใจของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใชglutamate+malate เปนสับสเตรท

* p<0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับ CU 763-18-01



88

รูปที่ 31 C  ผลของ DTT ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ  CU 763-18-02ตอการหายใจของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใชglutamate+malate เปนสับสเตรท

* p<0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับ CU 763-18-02
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รูปที่ 31 D ผลของ DTT ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ  CU 763-18-04ตอการหายใจของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใชglutamate+malate เปนสับสเตรท
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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 ตอ 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*

        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 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 สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 
10 µl.ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร และ 5.03 mM ATP ปริมาตรทั้งหมด 2.98 ml. อุณหภูมิ 370C

     คาทีแ่สดงในตารางเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
*p < 0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 32 A-E ผลของ bovine serum albumin(BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-
04, CU 763-18-01, CU 763-18-02,CU 763-18-04 และ iproniazid ตอการหายใจของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใชglutamate+malate เปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 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. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปคือ 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.ซึง่ใชเปนตัวทํ า
ละลายสาร ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C

        แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
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รูปที่ 32 A ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04 
ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 32 B ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-18-01
ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 32 C ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-18-02
ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 32 D ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ CU 763-18-04
ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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รูปที่ 32 E ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ตีอการออกฤทธิ์ของ iproniazid ตอ
การหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท
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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 ที่มีตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวยแคลเซียม เมื่อใช 
glutamate+malate เปนสับสเตรท

       สวนประกอบของปฏิกิริยา : 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. สวน
ประกอบอื่นที่เติมตามลงไปอีกคือ 0.42 mM CaCl2 และ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 
763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl.ซึง่ใชเปนตัว
ท ําละลายสารปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 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 ตอการเกิด Lipid peroxidation

Experiments (µM) คาการดูดกลืนแสง (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 : คาการดดูกลืนแสง 0.100 ที่ 535 นาโนเมตร แสงผานความกวาง cuvette 10 มิลลิเมตร

        คาทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO

        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 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 สวนในกลุมควบคุมใช DMSOซึง่ใชเปนตัวทํ 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 ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย

        สวนประกอบของปฏิกิริยา : 0.23 M. KH2PO4 pH 7.2, 13.02 mM sucrose, 10 µg. 
rotenone และไมโตคอนเดรีย 2.08 mg protein/ml. สวนประกอบที่เติมตามลงไปอีกคือ CU 763-
16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid, tyramine or 
benzylamine or 5-HTและกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl. ซึง่ใชเปนตัวทํ าละลายสาร ปริมาตรทั้ง
หมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 370C
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รูปที่ 34 A ผลของ CU 763-16-04ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย
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ตารางที่  8A ผลของ CU 763-16-04 ตอ 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*

-

        คาทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง
*p <0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 34 B ผลของ CU 763-18-01ตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย
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ตารางที่  8 B ผลของ CU 763-18-01 ตอ 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*

-

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

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

        คาทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

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

-
-

        คาทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p < 0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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รูปที่ 34 E ผลของ iproniazidตอ monoamine oxidase activity ของไมโตคอน
เดรีย



109

ตารางที่ 8 E ผลของ iproniazid ตอ 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*

        คาทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ย + ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง

*p < 0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับDMSO
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บทที่  5

สรปุผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ

     จากผลการทดลองในบทที่4 แสดงใหเห็นว าอนุพันธ ของสารสังเคราะหกลุ มN-
acylaminopyridine ไดแก CU 763-16-04, CU 763-18-01 และ CU763-18-04 มีฤทธิ์ตอไมโต
คอนเดรยีทีแ่ยกมาจากตับหนูขาว โดยมีฤทธิ์ตอกระบวนการหายใจ 2 ประการ คือ แสดงฤทธิ์ใน
การยบัยัง้กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียทั้ง state 3 และ state 3U respiration เมื่อใช 
NAD+- linked substrates ไดแก glutamate+malate, α-ketoglutarate และ β-
hydroxybutyrate(รูปที่ 23 A,B- 27 A,B , ตารางที่ 4-5, รูปที่ 28) จากขอมูลดังกลาวแสดงวา N-
acylaminopyridine เปนสารในกลุม respiratory chain inhibitor ซึง่ผลที่ศึกษานี้ก็สอดคลองกับ
CU 763-15-13 ซึ่งเปนสาร N-acylaminopyridine ทีไ่ดมกีารศึกษามากอน พบวาออกฤทธิ์เปน 
site I inhibitror (อุนเรือน, 2541) และเมื่อเปลี่ยนชนิดของ substrate เปน succinate พบวาสาร
ทกุตัวของ N-acylaminopyridine derivatives มฤีทธิก์ระตุนการหายใจใน state 4 และไมแสดง
ฤทธิ์ยับยั้งเลย สารทุกตัวไมพบวาจะกระตุนการทํ างานของ ATPase และไมยับยั้ง lipid 
peroxidation ของไมโตคอนเดรียที่ถูกเหนี่ยวนํ าโดย ascorbate กับ ferrous และยงัพบวา สารทุก
ตวัมฤีทธิ์ในการยับยั้ง MAO โดยมคีวามแรงตางกัน ซึ่งรายละเอียดของผลการทดลองจะใชนํ ามา
อภิปรายฤทธิท์างเภสัชวิทยา หรือพิษวิทยาไดดังที่จะกลาวตอไปนี้

1. ฤทธิย์บัยั้งลูกโซการหายใจ

                  จากผลการศึกษาเมื่อใช glutamate+malate รวมทั้ง NAD+- linked substrate  ตัว
อ่ืนๆ เชน α-ketoglutarate และ β-hydroxybutyrate เปนสับสเตรท พบวา CU 763-16-04 มี
ฤทธิย์บัยั้งการใชออกซิเจนใน state 3 และ state 3U respiration ในไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับ
หนขูาว และฤทธิ์ของสารจะเพิ่มข้ึนตามขนาดของสารที่เพิ่มข้ึน(dose-dependent) โดยมีคา IC50

เทากับ 0.32 µM และ0.39 µM (รูปที่ 23 A,B) สวนอนพุนัธอ่ืนๆก็มีฤทธิ์เชนเดียวกัน แตมีความแรง
ในการยบัยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียแตกตางกัน โดยมีคา IC50 ดงัตอไปนี้ CU 763-18-01มี
คา 2.11 µM และ 2.61 µM, CU763-18-02 มคีามากกวา 5.18 µM ทั้ง 2 state และ CU 763-18-
04 เปน3.10 µM และ2.31µM ในstate 3 และ state 3U  สวน  iproniazid  ซึง่เปนยาที่มีคุณ
สมบัติยับยั้ง  MAO  ได  และมีสูตรโครงสรางใกลเคียง  ไดถูกนํ ามาศึกษาเปรียบเทียบ  ซึ่งมีผล
นอยมากตอการหายใจของไมโตคอนเดรยี  และเมื่อเปลี่ยนสบัสเตรทเปน  succinate  จะพบวา  
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N-acylaminopyridine derivatives ทีน่ ํามาศกึษามีฤทธิ์กระตุนการใชออกซิเจนใน state 4 แตไม
ยบัยัง้กระบวนการออกซิเดทีฟฟอสฟอริลเลชั่น เมื่อเติม ADP+Pi ลงในปฏิกิริยาผลก็จะเปนการ
แสดงวา N-acylaminopyridine นาจะออกฤทธิ์เปน site I inhibitor เชนเดียวกับ rotenone 
(Teeter,Baginsky and Hatefi,1969) ซึง่อาจจะอธิบายไดดังนี้ เมื่อสับสเตรท (NAD+- linked 
substrate) ผาน Krebs, cycle จะมีการปลดปลอยไฮโดรเจนอะตอม(2H) จากสารตัวกลางไปรี
ดิวซ NAD+ ไปเปน NADH+H+ ถาใช succinate เปนสับสเตรทไฮโดรเจนอะตอม(2H)จะรีดิวซ 
FADไปเปน FADH2(Darnell, Lodish and Baltimore, 1986) ซึง่เปนreducing equivalent ที่
สํ าคัญจะถูกสงผานเขาสูลูกโซการหายใจ ในกรณีที่ได NADH+H+ จะถกูสงผานเขาสูลูกโซการ
หายใจที่ complex I  สวน FADH2จะถกูสงผานเขาสูลูกโซการหายใจที่ complex II  และเพื่อแสดง
ใหเห็นชัดเจนวา N-acylaminopyridine เปน site I inhibitor กโ็ดยทํ าการศึกษากับ NADH 
oxidation โดย osmotic-shocked mitochondria ซึง่เปนสภาวะที่ไมโตคอนเดรียอยูในสภาวะ 
uncoupling อยูแลว โดยไมตองเติม DNP แตสามารถกระตุนใหเกิด state 3U respiration ได โดย
ใช NADH เปนสบัสเตรท ในสภาวะนี้ไมโตคอนเดรียจะสามารถออกซิไดซ NADH ที่เติมลงไปได 
(exogenouse NADH ซึง่มโีมเลกุลใหญ) ซึ่งตามปกติแลว intact mitochondria จะไมสามารถ
ออกซิไดซ NADH ทีเ่ตมิลงไปได นอกจากมีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติบางประการของผนังเยื่อหุม
ของไมโตคอนเดรีย(Lehninger, 1993) การเตรียมไมโตคอนเดรียใน hypotonic solution ทํ าให
ผนังชั้นนอกของไมโตคอนเดรียบวม (swelling)(De Robertis,E.D.P. and Robertis,E.M.F., 
1987) จึงยอมให NADH ผานเขาสูภายในไมโตคอนเดรียไดโดยตรง(Lehninger, 1962, 
Lehninger,1993) และ NADH จะสงผานอิเลคตรอนเขาสู coenzyme Q โดยตรงในลูกโซการ
หายใจ จากผลการศึกษา CU 763-16-04 มผีลยับยั้งการออกซิไดซของ NADH แรงกวา CU 763-
18-01 และ CU 763-18-04 ซึง่ผลที่ไดสอดคลองกับการยับยั้ง NAD+-linked substrate วาCU 
763-16-04 มผีลยบัยัง้การสงผานอิเลคตรอนบนลูกโซการหายใจโดยตรงที่ complex I แรงที่สุด 
และจากการศึกษาในขั้นตอนนี้แสดงวา CU 763-16-04, CU 763-18-01 และ CU 763-18-04 มี
คุณสมบัติเปนmitochondrial effect จดัอยูในกลุม site I inhibitors ซึง่ไดแก rhein, amytal, 
rotenone, piericidin, steroids เปนตน(ตามรูปที่ 14, ในบทที่ 2)

          2. ฤทธิก์ระตุนการออกซิเดชั่นของ succinate

                จากการศึกษาทดลองผลของ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02 และ 
CU 763-18-04 ในบทที่ 4 พบวาเมื่อใช succinate เปนสับสเตรท มีอัตราการใชออกซิเจนใน state 
4 respiration เพิม่ข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (รูปที่ 29) สวน iproniazid มอัีตราการใช
ออกซิเจนใน state 4 respiration เพิม่ข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ เมื่อขนาดตั้งแต 150 µg (0.54
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µM) ซึง่สามารถอธิบายไดวาใน Krebs, cycle นั้น succinate จะถูกออกซิไดซโดย succinate 
dehydrogenate เพื่อใหได fumarate นอกจากนี้ succinate dehydrogenate จะทํ างานไดก็ตอ
เมือ่ถูกกระตุนดวย succinate, ATP, Pi และสามารถถูกยับยั้งการออกซิไดซ succinate ไดดวย 
malonate และ oxaloacetate (Devlin, 1992) จากผลการทดลองพบวา malonate ออกฤทธิ์ยับยั้ง
การออกซิไดซของ succinate ทีถ่กูกระตุนดวย 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 ตอกระบวนการหายใจ
ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวนั้น แสดงฤทธิ์เปนตัวยับยั้งในลูกโซการหายใจที่ตํ าแหนง 
complex I และกระตุนการเปลี่ยนแปลงของ succinate ไปเปน fumarate ดังนั้น CU 763-16-04, 
CU 763-18-01 และ CU 763-18-04 ออกฤทธิ์เปน inhibitor หรือ stimulator ตอกระบวนการ
หายใจกข้ึ็นอยูกับชนิดของสับสเตรทที่มีอยูในขณะนั้น สวน CU 763-18-02 และ iproniazid ไมมี
ผลยบัยัง้ในลูกโซการหายใจที่ตํ าแหนง complex I แตมีผลกระตุนการเปลี่ยนแปลงของ succinate 
ไปเปน fumarate ได ดังรูปขางลางนี้

                                    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) พบวา สารที่ยับยั้ง succinate oxidation มีความ
สัมพันธกับเอนไซม dihydroorotate dehydrogenase ซึ่งมีขอบงชี้ว าอาจจะมีฤทธิ์เปน
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antiproliferation antiparasitic และ anticancer ดังนั้นสารในกลุม N-acylaminopyridine
derivatives ซึ่งมีฤทธิ์กระตุ น succinate oxidation ควรจะมีการศึกษาเกี่ยวกับผลตอ 
dihydroorotate dehydrogenase

          3. ผลของ bovine serum albumin (BSA)

                Bovine serum albumin เปนโปรตีนโมเลกุลใหญ ใชเปนตัวแทนของ plasma albumin 
เนือ่งจากยาสวนใหญเมื่อเขาสูกระแสโลหิตจะจับกับ plasma proteins ซึง่ประกอบดวย albumin 
และ globulin โดยในกระแสโลหิต plasma protein สวนใหญจะเปน albumin และยาสวนใหญจะ
มี affinity ตอ albumin มากกวา globulin (Gilman,Goodman, Rall and Murad, 1985) จากผล
การทดลองในบทที่ 4 พบวา BSA มผีลตอการออกฤทธิ์ของ N-acylaminopyridine derivatives 
คอื การยับยั้ง state 3 และ 3U respiration แบบข้ึนกับปริมาณของ BSA กลาวคือ BSA จํ านวน
นอย(5 mg) จะมปีฏิสัมพันธกับ CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-
04 และ iproniazid ท ําใหมีการยับยั้ง state 3 มาก และเมื่อเพิ่ม BSA มากขึน้เปน 10 mg และ 20 
mg จะพบวาผลการยับยั้ง state 3 จะนอยลง ซึ่งผลอันนี้อาจเปนไปไดวา BSA อาจมผีลบาง
ประการ ทํ าให CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid
ออกฤทธิไ์ดมากขึ้น ซึ่งควรมีการศึกษาตอถึงปฏิสัมพันธนี้วามีกลไกอยางไร  

          4. ผลของ dithiothreitol (DTT)

                บนผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียจะมี sulfhydryl groups อยู ซึ่งมีหนาที่ควบคุม 
permeability ของผนงัชัน้ในของไมโตคอนเดรีย ควบคุมความสมบูรณของผนังชั้นในของไมโตคอน
เดรีย (membrane integrity) การขนสงอิเลคตรอนตางๆการทํ างานของเอนไซม ATP synthase 
และการควบคูกันของกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน (Le-quoc,K. and Le-quoc,D., 
1982) ซึ่ง DTT เปนสารปองกันการออกซิเดชันของ sulfhydryl groups (Cleland, 1964) จากผล
การทดลองในบทที่ 4 (รูปที่ 31 A-E) CU 763-16-04 ไมไดออกฤทธิ์ตอการทํ างานของไมโตคอนเด
รีย โดยจับกับ sulfhydryl groups(-SH) ของไมโตคอนเดรีย สวน CU 763-18-01, CU 763-18-02, 
CU 763-18-04 และ iproniazid ออกฤทธิ์โดยการจับกับ sulfhydryl groups (-SH) ของไมโตคอน
เดรีย เมื่อให DTT จงึท ําใหการออกฤทธิ์ลดลงได
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 5. ผลตอ ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย

                จากผลการทดลองในบทที่ 4 (ตารางที่ 6) พบวา CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 
763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid ไมมีฤทธิ์กระตุน ATPase activity เมือ่เปรียบเทียบ
กับDMSO  DNPเปนสารสามารถกระตุน ATPase ท ําใหเกิดเปนuncoupler เกิดการสลาย ATP
(ATP hydrolysis) ท ําใหมีปริมาณ Pi เพิม่ข้ึนดวย (Danishefky, 1980: Campbell, 1995: Garrett 
and Grisham, 1995) Oligomycin เปนสารที่ยับยั้งการเกิดฟอสฟอริลเลชันของไมโตคอนเดรีย 
โดยมีผลยับยั้งที่ F0 ของเอนไซม ATP synthase(Chappell and Croft, 1965;Senior, 1973) และ
สามารถยับยั้งฤทธิ์ในการกระตุน ATPase ของDNP ไดดังตารางที่ 6

          6. ผลตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวยแคลเซียม

                 การทํ างานของไมโตคอนเดรีย นอกจากการสราง ATP โดยกระบวนการออกซิเด
ทฟีฟอสฟอริลเลชันแลว ยังมีความสามารถในการสะสมแคลเซียม(Ca2+) จาก medium เขาไปเก็บ
สะสมไวในตัวเองไดเปนจํ านวนมาก และยังพบวาไมโตคอนเดรียจะใชพลังงานจากการสงผานอิ
เลคตรอนไปในการสะสม Ca2+กอน จนกระทั่ง Ca2+เกอืบทัง้หมดถูกสะสม ไมโตคอนเดรียจึงจะ
เร่ิมใชพลังงานในการสราง ATP จงึแสดงใหเห็นวาไมโตคอนเดรียมี affinity ตอ Ca2+มากกวา ADP 
และแสดงใหเห็นวาการสะสม Ca2+โดยไมโตคอนเดรียเปนขบวนการที่สํ าคัญมากตอการทํ างาน
ของเซล ขอมูลเหลานี้จึงกลาวไดวา การขนสง Ca2+และการสราง ATP เปนคุณสมบัติพื้นฐานของ
ไมโตคอนเดรียทั่วไป

                ในการขนสง Ca2+โดยไมโตคอนเดรียนั้น ขึ้นอยูกับความเขมขนของ Ca2+ในไซโตซอล
(cytosol) เปนตวัที่ถูกควบคุม ซึ่งภายในเซลจะมีการสะสม Ca2+บริเวณ endoplasmic reticulum 
(ER), extracellular space และไมโตคอนเดรีย การไหลเขาของแคลเซียมใชแรงขับของความตาง
ศกัยระหวางผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย ซึ่งเปนประจุลบ(negative inside) ท ําใหจับกับประจุ
บวก อัตราการไหลเขาจะแปรผันตามความเขมขนของ Ca2+ทีภ่ายนอก สวนการไหลออก Ca2+จะมี
แรงขับอิสระ โดยอาศัยการขนสงอิเลคตรอนหรือเกิด proton gradient ระหวางผนังชั้นในของไมโต
คอนเดรยี ขบวนการแลกเปลี่ยนนี้เกิดขึ้นดวยความเร็วสูงสุด จากผลการทดลอง รูปที่ 33 สารใน
กลุม N-acylaminopyridine มผีลตออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนโดย Ca2+ไมเทา
กนั บางตัวยับยั้ง เชน CU 763-16-04 บางตัวไมมีผล เชน CU 763-18-01 และCU 763-18-04 
บางตวัมแีนวโนมที่เสริมฤทธิ์การกระตุนการหายใจ คือ CU 763-18-02 และ iproniazid
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          7. ผลตอการเกิด lipid peroxidation

                 การเกิด lipid peroxidation จะทํ าใหผนังเซลสูญเสียความทรงตัวและไมสามารถ
ท ํางานไดตามปกติ เกิดอันตรายตอเซลนั้นๆโดยตรง จากการศึกษาพบวา CU 763-16-04, CU 
763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04 และ iproniazid ไมมฤีทธิ์ตอตานการกระตุนการเกิด 
lipid peroxidation โดย ascorbate กับ ferrous sulfate (ตารางที่ 7) โดยวัดคาการดูดกลืนแสง
ของปฏิกิริยาออกมาเปนหนวย unit สวน EDTA สามารถยับยั้งการเกิด lipid peroxidation ได
(Theite and Huff, 1960)

          8. ผลตอ monoamine oxidase activity

                 Monoamine oxidase เปน marker enzyme ของผนังชั้นนอกของไมโตคอนเดรีย
(Avers, 1986) ท ําหนาที่ออกซิไดซสาร monoamine ในการทดลองนี้ใช tyramine เปนสับสเตรท
ของ MAO แบบไมจํ าเพาะเจาะจง benzylamine เปนสับสเตรทของ MAO-B และ 5-HT เปนสับส
เตรทของ MAO-A เติม rotenone เพือ่ยับยั้งการออกซิไดซ endogenous substrate จากการ
ทดลองในบทที่ 4(ตารางที่ 8 A-E, รูปที่ 34 A-E) พบวา CU 763-16-04 สามารถยับยั้ง MAO-A 
เมื่อใช 5-HT เปนสับสเตรทไดดีกวาดวย IC50 ทีข่นาดประมาณ 33.33µg(0.16µM)มากๆ CU 
763-18-01สามารถยับยั้งMAO-B เมื่อใช benzylamine ไดดีกวา MAO-A ดวยขนาด IC50

ประมาณ 68.75µg(0.36µM) CU 763-18-02 สามารถยับยั้ง MAO-Bไดดีกวา MAO-A ดวยขนาด
IC50 104.22µg(0.54 µM) สวน CU 763-18-04 สามารถยับยั้ง MAO-A ไดดีกวา MAO-Bดวย
ขนาด IC50 ประมาณ 73.81µg(0.38 µM) และ iprniazid สามารถยับยั้ง MAO-A ไดดีกวา MAO-
Bดวยขนาด IC50  ประมาณ 90 µg(0.50µM)
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 จากผลการศกึษาในบทที่ 4 เมื่อเปรียบเทียบถึงพิษตอเซลลกับประโยชนที่ตองการ ดังตารางที่ 9

ตารางที่ 9  แสดงคาสัดสวนระหวาง IC50ของ N-acylaminopyridine derivatives ตอ respiration 
กับ IC50 ของ N-acylaminopyridine derivatives ตอ 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 านวณคา ratio ทีไ่ดระหวางคาที่ IC50 ของการยับยั้ง state 3 กับคา IC50 ของการยับยั้ง
MAO ดงัแสดงไวในตารางที่ 9 ซึ่งพบวา CU 763-18-02 ใหคา ratio สงูกวา CU 763-16-04, CU 
763-18-01 และ CU 763-18-04 ดงันัน้ อาจเปนไปไดวาควรจะพิจารณา CU 763-18-02 เพื่อดัด
แปลงสตูรโครงสรางหรือทิศทางตอไป เนื่องจาก IC50 สํ าหรับ MAO มคีา 0.63 µM ซึง่มคีาความ
เขมขนที่ตํ่ ามาก

จากการศกึษาดังกลาวขางตนสรุปไดวา

1. สารอนุพันธของ N-acylaminopyridine derivatives 4 ตวั มีผลตอการหายใจของ

ไมโตคอนเดรีย โดยออกฤทธิ์ยับยั้งstate 3 respiration เมื่อใช NAD+-linked substrates ตํ าแหนง
ทีถ่กูยบัยั้งการสงผานอเิลคตรอนในลูกโซการหายใจคือ complex I

2. สารอนุพันธของ N- acylaminopyridine derivatives 4 ตัว มผีลกระตุน succinate
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oxidation ซึง่ถกูยับยั้งดวย malonate

3. การออกฤทธิ์ของสาร N- acylaminopyridine derivatives 4 ตัวตอ state 3

respiration ในไมโตคอนเดรียจะยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนมากขึ้น เมื่อมี BSA ปริมาณนอย

 แตเมื่อ BSA ปริมาณมากการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนจะลดลง

4. DTT ไมมีผลยับยั้งตอการออกฤทธิ์ของ CU 763-16-04 สวน CU 763-18-01,

CU 763-18-02 และ CU 763-18-04 เมื่อใหรวมกับ DTT ท ําใหการออกฤทธิ์ยับยั้ง state 3ลดลง

5. สารอนุพันธของ N- acylaminopyridine derivatives 4 ตวั ไมมีผลกระตุน

 ATPase activity ของ mitochondria

6. CU 763-16-04 สามารถยับยั้งการกระตุนการหายใจของ mitochondria

ดวยแคลเซียมได สวน CU 763-18-01 และ CU 763-18-04 ไมมีผลดังกลาว และ CU 763-18-02 
มแีนวโนมที่เสริมฤทธิ์การกระตุนการหายใจ

7. สารอนุพันธของ N- acylaminopyridine derivatives 4 ตวั ไมสามารถยับยั้ง

การเกิด lipid peroxidation ทีถ่กูเหนีย่วนํ าดวย ascorbate และ FeSO4 ได

8. สารอนุพันธของ N- acylaminopyridine derivatives 4 ตวั สามารถยับยั้งเอนไซม

โมโนเอมีนออกซิเดสได ดวยขนาดความเขมขนของสารแตกตางกัน

สารประกอบ N-acylaminopyridine derivatives ทีน่ ํามาศึกษา พบวาสารในกลุมนี้มีคุณ
สมบัติในการยับยั้ง MAO นั้น  สามารถยับยั้ง MAO ไดโดยมีคา IC50 ตํ่ ามาก (<1x10-6M)  เมื่อ
สังเกตจากโครงสรางของสารทั้ง 4 พบวา nitrogen atom ทีอ่ยูบน aromatic ring ตํ าแหนง meta 
มผีลยบัยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรียนอยกวา nitrogen atom ทีต่ ําแหนง para และจากการ
เปรียบเทียบระหวาง CU 763-16-04 กับ CU 763-18-02 และ CU 763-18-04 และ CU 763-18-
02 พบวา side chain ถาอยูเปนกลุมกอนจะมีฤทธิ์ในการยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียนอย
กวา side chain ทีเ่ปนเสนตรง ซึ่งจากผลการศึกษาทั้งหมดมีขอบงชี้วาสาร CU 763-18-02  เปน
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สารที่ควรไดรับการศึกษาและปรับปรุงตอไป เพื่อใหไดสารที่พิษตอเซลลนอย แตมีผลตอ MAO 
มากขึ้น
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาวอญัชษิฐา ทิพยวงศวิจิตร เกิดเมื่อวันที่ 18 เมษายน 2511
กรุงเทพมหานคร ส ําเรจ็การศึกษาปริญญาตรีพยาบาลศาสตรบัณฑิต จากวิทยาลัยพยาบาล
สภากาชาดไทย เมื่อปการศึกษา 2533 และไดศึกษาตอระดับปริญญาโทหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบณัฑติสหสาขาเภสัชวิทยาบัณฑิตวิทยาลัย จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2541
ปจจุบนัปฏบิัติงานในตํ าแหนงพยาบาลประจํ าการ  ที่แผนก ไอ ซี ยู ศัลยกรรม โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ
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