
บทที 4

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง

CU-763-10-01 เป ็นอน ุพ ันธ ์ของ valproic acid ท ี่ส ัง เคราะห ์ข ึ้นมาใหม โด ย  ผศ.ดร. ชำนาญ 

ภ ัตรพา'แช และ น าย  เฉ ล ิม เก ียรต ิ สงคราม  การศ ึกษ าฤท ธ ิ้ท าง๓ ส ัช ว ิท ย าย ังม ีอ ย ูน ้อ ย ม าก  เชน

ฤทธิต ้าน ช ักใน หน ูถ ีบ จ ักร  (มยุ'รี ตน ต ิสระ และ ท ีพ ย ์ส ุช น  ช ุนงาม, 21338) (บทท ี่ 1) ใน !ท รว ิจ ัย ค ร ั้งน ี้ 

จ ึงม ีค วาม สน ใจใน การศ ึกษ าผลของ CU-763-10-01 ตอห น ้าท ี่ท างช ีวพ ล ังงาน ของไม โตคอน เดร ืยท ี่

แยกจากต ับหน ูขาว จ าก ผ ลก ารท ด ลองพ บ วา  สาร CU-763-10-01 ม ีฤท ธ ์ใน ก ารย ับ ย ั้งก าร

ห ายใจของไมโตคอน เดร ียท ั้ง  state 3 และ state 3น เม ื่อใช ้ N A D +-linked substrate ในการ

ท ด ล อ งน ีค ือ  g lutam ate + malate, a -ke tog lu ta ra te  และ (3-hydroxybutyrate แตในกรณ ีท ีใช 

succinate เป ็น ส ับส เตรท  ผลใน การย ับ ย ั้งก ารห ายใจของไม โตคอน เด ร ียท ั้ง  state 3 และ state 3น มี 

เพ ีย ง เล ็ก น ้อ ย เท าน ั้น  ซ ึ่ง เป ็นผลจากการท ี่ใช ้สารใน ขน าดท ี่ส ูงๆ  จากการศ ึกษ าน ี้แสด งวา CU-763-10-01 

เป ็น สารท ี่อ อก ฤ ท ธ ิย ับ ย ั้งก ารสงผ าน อ ิเลค ต รอน ท ี่ site I ของล ูกโซการหายใจ โดยขน าดของสารท ี่เพ ิ่ม  

ข ึ้น จะทำให ้ก ารออกฤทธ ์เพ ิ่ม ข ึ้น ด ้วย  (dose-dependent) CU-763-10-01 ไ ม ม ีผ ล ต อ  ATPase 

a c tiv ity  ของไมโตคอน เดร ีย  ใน ข ณ ะท ีม ีผ ลย ับ ย ัง  monoam ine oxidase (M AO) a c tiv ity  จากการ 

ศ ึกษ าคร ั้งน ี้น าจะม ีความ เก ี่ย วช ้อ งก ับ ฤท ธ ์ท างเภ ส ัชว ิท ยาห ร ือพ ิษ ว ิท ยาข องสาร  ซ ึ่งจะได ้อภ ิป รายด ังต อ  

ไปน้ี

1. ผลของ CU-763-10-01 ตอทระบวนการออลชัเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน ของไมโตคอนเดรีย

จากการศ ึกษ าใน  in tact m itochondria พบวา CU-763-10-01 เป ็า เสารท ี่ย ับย ั้งการสงผา'แ  

อ ิเลค ต รอน จาก  N AD H  dehydrogenase ไปย ัง  coenzyme Q (site 1) หร ือ ม ีผ ลย ับ ย ังพ เอน ไช ม  

com plex I ซ ึ่งม ีข ้อสน ับสน ุน ด ังตอไปน ี้

i
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>. 1.1 CU-763-10-01 สาม ารถย ับ ย ั้งก ารห ายใจของไม โต คอน เดร ียท ั้งใน  stale 3 และ

state 3น เม ือใช g lutam ate + malate รวมท ัง NAD -linked substrate ย ืนๆ  (รูปท ี 22, 23,

26, 27, 28, 29) ใน ท ีน ีค ือ  a -ke tog lu ta ra te  และ p-hydroxybutyra te  เป ็น ส ับ ส เตรท  ส ับส เตรท  

ด ังก ลาว เม ื่อผ าน  Kreb's cycle จ ะ ป ล ด ป ล อ ย  ไฮโดรเจน อะตอม  (2H) ไปร ีด ิวช ์ N a d ' ได ้เป ็น  

N A D H  + H + ซ ึ่ง เป ็น  reducing equivalent จะให ้อ ิเลคตรอน เข ้าส ูล ูก โซ การห ายใจท ี่ complex I 

(Lehninger, 1975) โด ยพ บ วาการย ับ ย ั้ง เป ็น แ บ บ  dose-dependent ซ ึ่งม ีคา IC50 เทาก ับ  4 J.KJ

( 6.60 |iM )

1.2 เม ื่อใช ้ succinate ซ ึ่ง เป ็น  FAD -linked substrate จะป ลด ป ลอ ย ไฮ โด ร เจน อ ะต อ ม  (2H) 

ไปร ีด ิวช ์ FAD ได ้เป ็น  FAD H 2 ให ้อ ิเลคต 'รอนแล ้ว เข ้าส ู coenzyme Q โด ยต รง (Lehninger, 1975) 

จากน ั้น อ ิเลคตรอน สงผาน ไป ย ัง  cytochrom e b และ cytochrom e c (site II) พบวา CU-763-10-01 

ม ืผลย ับ ย ั้งก ารห ายใจข อ งไม โต ค อน เด ร ียท ั้ง  state 3 และ state 3u น ้อยม าก  (ร ูปท ี่ 24, 25)

1.3 เม ื่อ เตร ียม ไม โตค อน เดร ียใน  hypotonic solution จะทำให ้ผน ังช ั้น น อกของไมโตคอน -

เดร ียม ีก ารบวม  (swelling) (De Robertis and Do Robertis, 1987) น ันหมายถ ึง 'ไมโตคอนเด 'ร ีย 'จะ 

ยอม ให ้ N AD H  ผานเข ้าส ูภายในได ้โดยตรง ซ ึ่งป กต ิแ ล ้ว  in tac t m itochondria  จะไมสามารถ

ออกช ิไดช ์ N AD H  ได ้ น อกจากจะม ีก ารท ำลายข องผ น ัง เย ื่อห ุ้ม ข องไม โต ค อน เด ร ีย  (Lehninger, 

1951)

จาก ก ารท ด ลอง เม ื่อ ใช ้ส ับส เตรท เป ็น  N AD H  จากภ ายน อก  (exogenous NADH) 

osm otic-shocked m itochondria จะออกช ิไดช  N AD H  ได ซ ึงทำใหม ือ ัตราการใชออกซ ิเจน เพ ิมข ืน  

ซึ่ง CU-763-10-01 ม ีผ ลย ับ ย ั้งก ารออก ช ิได ซ ์ ของ N AD H  (รูปท ี่ 30 และ ตารางท ี่ 3) เน ื่องจาก 

N A D H  จะสงผาน ค ิเลคตรอน ไใเส ู coon7.ymo 0  โด ยต รง ผลการทดลองด ังกล ่าว?าแไใ.!ภารสน ับส'นน 

วา CU-763-10-01 ม ีผ ลย ับ ย ั้งก ารถ ายท อด อ ิเลค ต รอน บ น ล ูก โซ ก ารห ายใจโด ยต รง

2. ผลของ CU-763-10-01 ตอ ATPase activity

จากการค ืกษ'ไพบ'ว ่า CU-763-10-01 ไม ม ีผ ล ต อ  ATPase ac tiv ity  ท ั้งใน สภาวะท ี่ไม เต ิม  DNP 

และ ใน สภ าวะท ี่เต ิม  DNP ใน ป ฏ ิก ิร ิย า  ซึ่ง DNP เป ็น  uncoupler ท ำให ้ส ูญ เส ีย  proton gradient
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จ ึง เกิดการสลาย  ATP (ATP hydrolysis) เพ ือผ ล ักด ัน ให เก ิด  H gradient และทำให ม ีป ร ิม าณ  Pi 

เพ่ิมข ึ้น ด ้วย  (Danishefsky, 1980) แต ่เม ื่อ เต ิม  o ligom ycin  ซ ึ่ง เป ็น สารท ี่ย ับ ย ั้ง  F0 ของเอนไซม ์ ATP 

synthase จ ึงม ีผ ล ย ับ ย ัง  ATPase a c tiv ity  ด วย  (Senior, 1973) ด ังน ัน จงอาจสร ุป ไดวา

CU-763-10-01 ไม อ อก ฤ ท ธ ิ้ก ระต ุ้น  ATPase ac tiv ity  และ ไ ม ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิย ับ ย ั้ง  ATPase ac tiv ity  

ท ี่ถ ูก ก ร ะต ุ้น ด ้ว ย  DNP (ตารางท ี่ 6)

3. ปัจจัยท่ีมีผลตอการออกฤทธ้ิของ CU-763-10-01 ในการยับย้ังกระบวนการออกซิเดทีฟ
ฟอสฟอริลเลชัน

3.1 ผลของ rotenone

rotenone เป ็น สารท ี่ย ับ ย ั้งก ารสงผ าน อ ิเลค ต รอน จาก  N AD H  dehydrogenase ไปย ัง 

coenzyme Q (site I) (Danishefsky, 1980, Hatefi, 1985) จากการท ด ลองพ บ วา rotenone และ 

CU-763-10-01 ออกฤท ธ ิ้รวม ก ัน ท ำให ้ก ารย ับ ย ั้งก ารส งผ าน อ ิเลค ต รอน ท ั้งใน  state 3 และ state 3น 

respiration เพ ิ่มมากข ึ้น  จ ึงเป ็นไปได ้วา CU-763-10-01 ม ีต ำแ ห น ่งก ารออกฤ ท ธ ิต ำแ ห น ่ง เด ียวก ับ  

rotenone (ตารางท ี 4)

3.2 ผลของการเปลี่ยนแปลง pH ใน incubation m edium  ท่ี pH 6.8, 7.2 และ 7.6

จากตารางท ี่ 5 เม ื่อม ีก าร เป ล ี่ยน แ ป ลง pH ไน incubation m edium  ไห ้ม ีค วาม เป ็น กรด  

หร ือดางม ากข ึ้น  ค ือม ีค า  pH เทาก ับ  6.8 และ 7.6 ตาม ลำด ับ  พบวา CU-763-10-01 จะม ีฤ ท ธ ย ับ ย ั้ง  

ก ารห ายใจของไมโตคอน เดร ียท ั้งใน  state 3 และ state 3u มากกวาใน สภาวะท ี่ pH ของ incubation 

m edium  ม ีค าเท าก ับ  7.2 ห ร ือ ใน สภาวะท ี่เป ็น กลาง แต ่อย ่างไรก ็ต าม  สาว CU-763-1 ก 01 เม ื่อกย ูไน  

incubation m edium  ท ี่ม ีสภ าวะเป ็น กรด  ค ือ  ม ีคา pH เทาก ับ  6.8 น ั้น  จะอ อ ก ฤ ท ธย ับ ย ั้งก าร ห าย ใจ  

ของไม โตคอน เดร ืยได ้ม ากท ี่ส ุดท ั้งใน  state 3 และ state 3u
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3.3 ผลของ bovine serum album in (BSA)

bovine serum album in เป ็น โปรตน โม เลก ุลใหญ  !ช เป ็น ต ัวแท น ของ plasma album in 

เม ื่อ ยาเข ้าส ูก ระแ ส !ลห ิต  สวน ห น ึ่งจะจ ับ ก ับ  plasma proteins ซ ึ่งป ระก อบ ด วย  a lbum in และ 

g lobulin โด ยใน ก ระแ ส !ลห ิต  plasma protein สวน ให ญ จะเป ็น  album in แ ละยาสวน ให ญ จะม ี 

a ffin ity  ตอ a lbum in มากกวา globulin สวน ท ี่เห ลอ จะเป ็น  free drug ซ ึ่ง เป ็น ส ว Iเท ี่ออก ฤท ธ  

(Gilman, Rail and Murad, 1985) จากการท ด ลองพ บ วา BSA ขนาด 5 mg ก ็ส าม ารถลดฤ ท ธของ 

CU-763-10-01 ใน การย ับ ย ังก ารห ายใจข อง!ม โต ค อน เด ร ีย โน  state 3 respiration ได ้ปร ะมาณ  10 

เปอร ์เชนต ์ ซ ึ่ง เม ื่อ เพ ิ่มขน าดของ BSA เป ็น 10 และ 20 m g ก ็จะสามารถลด ฤทธ ิ้ข องสารได ้เพ ิ่ม ข ึ้น  

เป ็น  18 และ 26 เปอร ์เชนต ์ ต าม ลำด ับ  (ตามร ูปท ี่ 31) จ ึงเป ็นไปได ้วา CU-763-10-01 ม ีการจ ับ ก ับ  

bovine serum album in ทำให free form ของสารลด ลง จงทำใหสารผาน เขาส ูผน ังช ัน ในของ

ไม โต ค อน เด ร ียได ้น ้อ ยลงด ้วย

3.4 ผลของ d ith io th re ito l (DTT)

sulfhydryl groups (-SH) เป ็น ก ล ุม ท ี่ม ีค วาม ส ำค ัญ  ตอการควบ ค ุม การท ำงาน ของ เอนไซม์ 

ท ี่ส ำค ัญ ห ล ายช น ิด  เชน ATP synthase 1 ระบบ เอน ไซม ์ท ี่ใช ้ในการขนสงอ ิเลคตรอน  รวมท ั้งการ 

ทำงาน ของโปรต ีน ท ี่ผน ังช ั้น ใน ของไมโตคอนเดร ีย  ซ ึ่งควบค ุมการขน สงสารผาน เข ้าออกจากไมโตคอน - 

เดรีย น อ ก จาก น ี้ยังม ีค วาม สำคัญต ่อก ารค วบ ค ูก ัน ข องกระบ วน กาวยอกช ิเด ท ีฟ  ฟ ยส ฟ ยม ีณ ลช ัน ด ้วย  

(Godinot et a l, 1981; Le-quoc and Le-quoc, 1982; Robillard and Komngs, 1982) D ÎT  

เป ็น สารท ี่ป ้องก ันการออกซ ิเดช ันของ sulfhydryl groups (Cleland, 1964) จ าก ผ ล ก ารท ด ลอ ง

(ร ูปท ี่ 32, 33) พบวา เม ื่อให ้ 1.04 m M  DTT กอน  CU-763-10-01 ขนาด 5, 25 และ 50 pg

DTT ไม ม ีผ ลต อฤ ท !)ข อง CU-763-10-01 ใน การย ับย ั้งก ารห ายใจของไม โตคอน เคม ีย  ท ั้ง  state 3

และ state 3u ดังน ั้น ก ารออกฤทธ้ิในกาวย ับย ั้งกาวทำงานของไมโตคอน เดม ียฃอง CU 763 10 01

ไม ได ้เป ็น ผลจากการท ี่ส ารไปจ ับก ับ  sulfhydryl group ของไมโตคอน เดร ีย
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4. ผลของ CU-763-10-01 ต่อการกระตุ้นการหายใจของไมโตคอนเดรียด้วยแคลพเยม (calcium- 
stimulated respiration) เมือใช glutamate + malate เป็นสับสเตรท

แ คลเซ ียมจำน วน ม ากสามารถผาน ผน ังช ั้น น อก เข ้าส ูไม โตคอน เดร ีย  โด ย เม ื่อ แ ค ล เซ ีย ม ท ี่อ ย ูภ าย  

น อกไม โตคอน เดร ีย  ม ีปร ิม าณ มากข ึ้น  จะ เก ิด  electrochem ical gradient น ั่น ค ือจะเก ิดการแพ รของ 

แ ค ล เซ ีย ม อ ิอ อ น  (Ca2+) ซ ึ่งก ารแพ รของแคลเซ ียม เป ็น แบบ  facilita ted d iffusion หร ือ  facilitated 

transport ค ือ  ขบ วน การขน สงผาน เข ้าออก ผน ัง เย ื่อห ุ้ม โดยต ้อ งอาศ ัย  specific protein carrier 

(Gunter and Pfeiffer, 1990) สวน การท ี่แคลเซ ียมอ ิออน จะผาน ผน ังช ั้น ใน ของไม โตคอน เดร ืยได ้น ั่น  

ต้องอาศ ัย  negative membrane potentia l ค ือ  ใน ส ภ าวะท ี่เก ิด ค วาม ต างศ ัก ย ์ภ าย ใน  mat! IX ซ ึ่งจะ 

ม ีค า เป ็น ลบ เม ือ เท ียบ ก ับ ภ ายน อก  (interm em brane space) ชง m em brane potentia l เก ิดจากการ 

สงผาน อ ิเลคตรอน ใน ล ูกโซการหายใจ (electron transport chain) ห ร ือ จาก การสลายต ัวข อง ATP 

(Carafoli, 1987) ด ังน ั้น สารท ี่ย ับ ย ั้งก ารสงผาน อ ิเลคต รอน ใน ล ูก โซ การห ายใจ  (respiratory chain 

inh ib ito r) เชน rotenone, an tim yc in  หร ือ cyanide และสารท ีย ับย ังการทำงาน ของเอน ไชม  ATP 

synthase หร ือ  ATPase เชน oligom ycin ก ั๊จ ะม ีผ ลย ับ ย ังก ารส ร าง  m em brane potentia l ไดเชน 

ก ัน  จึงไม ่ส ามารถ เก ิดการขน ส ่งแ คลเซ ียมผ ่าน ผน ังช ั้น ใน ของไมโตคอน เดร ียได ้ จ าก ผ ลก ารท ด ลค ง

(ร ูปท ี่ 34) CU-763-10-01 ในขนาด 5, 25และ 50 pg จะย ับ ย ั้งก ารห ายใจข องไม โต ค อน เด ร ืยท ี่ก ระต ุ้น  

ด ้ว ย แ ค ล เซ ียม  ท ั้งน ี้อ าจ เป ็น เพ ราะวากลไกท ี่ไป ย ับ ย ั้งก ารสงผาน อ ิเลคตรอน ใน ล ูก โซ การห ายใจท ี่ site 1 

หร ือ com plex I และจ ึงม ีผลทำให ้ย ับย ั้งการขนสงแคลเซ ียม เข ้าไใ]สะสม 'ไน 'ไม ่โตคอนเด 'ร ี? !ด ้วย

5. ผลของ CU-763-10-01 ตอ monoamine oxidase (MAO) activity

m onoam ine oxidase เป ็น maker enzyme ของผน ังช ัน น อกของไม โตคอน เดร ีย  (Avers, 

1986) และเอนไซม ์ท ี่ใข ้ในกระบวนการ เม ต าบ อล ิสม ของ sym pathom im etic  amines เชน
y  I I

norepinephrine และ epinephrine (Katzung, 1995) รวมท ัง transm itte r amines อ ึนๆ เชน 

serotonin, dopam ine เป ็นตน  เอนไซม monoam ine oxidase มี ?, ชน ิด  ค ือ  M A O  A และ 

M AO -B แ ตละชน ิดจะม ีความจำเพ าะเจาะจงใน การออกช ิไดช ์สาร  m onoam ine แตกตางก ันไป ในการ 

ท ด ลองน ีใช  tyram ine เป ็น ส ับส เตรท  ชงเป ็น  non-specific substrate pargyline ซ ีงม ีค ุณ ส ม บ ัต ั 

ย ับ ย ัง  m onoam ine ac tiv ity  โด ย เป ็น  non-specific inh ib ito r (Rang, Dale and Ritter, 1995)
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เป ็น ต ัว เป ร ียบ เท ียบ การป ระเม ิน ผลข อง CU-763-10-01 ตอเอนไซม ์ M A O  ต าม ผ ลก ารท ด ลอ ง

(รูปที่ 35 และ ตารางท ี่ 7) พบวา CU-763-10-01 ในขนาด 50 pg (8.24 |_lM) และ pargyline ที 
ความเข ้มข ้น  0.05 m M  จะสาม ารถ ย ับ ย ั้ง  M A O  ของไมโตคอน เดร ียท ี่ใช ้ tyram ine เป ็น ส ับส เตรท  

ได ้อ ยางส ม บ ร ูณ ์ แ ละ เน ือ งจากยาใน กล ุม  monoam ine oxidase inh ib ito rs  นำมาใชร ักษา โรคจ ิต

ซ ึม เครา (antidepressant) 1 โรคพ ารท ิน ส ัน  (Parkinson’s disease) เป ็น ตน  (Rang et al., 1995) 

ด ังน ั้น จ ึง เป ็น ท ี่น าสน ใจ เก ี่ย วก ับ ฤ ท ธ ิ้ก ารย ับ ย ั้ง  M A O  ของ CU-763-10-01

จากผลการสืกษาดังกลาวข้างต้นสรุปไต้วา

1. CU-763-10-01 ท ี่ม ีผ ลตอห น ้าท ี่ท างช ีวพ ล ังงาน ของไม โตคอน เด ร ียท ี่แ ยกจากต ับ ห น ูข าว  กลาวค ือ

CU-763-10-01 ม ีผลท ีาให !ม โตคอน เดร ียไม สาม ารถส ัง เคราะห ์พ ล ังงาน ใน ร ูป  ATP (ATP

synthesis) ได ้ เน ื่อ งจากจะไปย ับย ั้งก ารหายใจของไมโตค อน เด ร ียท ั้ง  state 3 และ state 3แ โดย 
ก ารย ับ ย ั้งก ารส งผ าน อ ิเลค ต รอ น ท ี่ complex I ในล ูกโซการหายใจ แ ต ่ไม ่ม ีผ ลอย ่างใดต ่อการทำงาน  

ของ เอนไซม ์ ATPase

2. CU-763-10-01 ม ีผ ลย ับ ย ั้งก ารห ายใจข อ งไม โต ค อน เด ร ียท ี่ก ร ะต ุ้น ด ้วยแ ค ล เช ยม  เน ื่องจาก 

CU-763-10-01 ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิเป ็น  respiratory chain inh ib ito r จ ึงทำใหขาด m em brane potentia l 

ภ ายใน ไม โต ค อน เด ร ียจ ึงม ีผ ลย ับ ย ั้งก ารสะสม ข องแ ค ล เซ ียม ภ ายใน ไม โต ค อน เด ร ีย

3. CU-763-10-01 สาม ารถออกฤท ธ ิ้ใน การย ับ ย ั้งก ารห ายใจของไม โตคอน เดร ียท ั้งใน  state 3 และ 

state 3น ได ม าก ท ีส ุด  เม ืออย ูใน  incubation m edium  ท ีม ีสภ าวะเป ็น กรด

4. album in ท ำให ้การออกฤท ธ ี้ของ CU-763-10-01 ล ด ล ง  ใน ขณ ะท ี่ ช'1'T ไม ม ีผลตอท าวออฤท น  

ของCU-763-10-01 ซ ึ่งห มายความวาการออฤทธ ี้ของสารไม เก ี่ยวข ้องก ับ การท ี่ส ารไป จ ับ ก ับ  sullhydryl 

group

5. CU-763-10-01 ม ีค วาม สาม ารถ ย ับ ย ัง  m onoamine oxidase a c tiv ty  (M AOI) เมือไช

tyram ine เป ็น ส ับส เตรท  (non-specific substrate) จงไมสามารถบอกไดวา CU-763-10-01 เป ็น 

specific  หร ือ  non-specific inh ib ito r
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ผลการศึกษาคร้ังน้ีเป็นการศึกษาในเบ้ืองต้นซ่ึงอาจเก่ียวข้องกับ ฤทธ้ืทางเภสัชวิทยา และ/หรือ พิษ วิทยาของสารก็เป็นได้ ดังน้ันการท่ีจะพัฒนา CU-763-10-01 ให้เป็นยาตอไปในอนาคตโดยเฉพาะยยาง ย่ิงในกรณีของการยับย้ัง MAO น้ันจำเป็นต้องศึกษาวิจัยในรายละเอียดอ่ืนๆ ตอไป
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