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เอนไซม arylamine N-acetyltransferase 1 (NAT1) เปนเอนไซมในระยะที ่2 ทีท่ำหนาทีใ่นการเปลีย่นแปลง
ยา สารเคมแีละสารพษิ โดยเฉพาะสารกอมะเรง็กลมุ aromatic และ heterocyclic amines ทีพ่บในอาหาร การศกึษา
ทีผ่านมาพบความสมัพนัธระหวางลกัษณะทางพนัธกุรรมของ NAT1 กบัมะเรง็หลายชนดิ นอกจากนีพ้บความสมัพนัธ
ระหวางการอักเสบที่ทางเดินทอน้ำดีกับกระบวนการเกิดมะเร็งทอน้ำดี การศึกษาครั้งนี้จึงทำการประเมินผลของ
การอักเสบตอการทำงานของ NAT1 โดยใช pro-inflammatory cytokine (interferon-γ, interleukin-1β และ
tumor necrotic factor-α) ผลการศกึษาพบวาของเอนไซม NAT1 จากเซลลมะเรง็ทอน้ำดเีพาะเลีย้งชนดิ 4 ชนิด
ที่นำมาศึกษามีคุณสมบัติทางจลนศาสตรคลายคลึงกันคือคา Km มีใกลเคียงกัน แมวาKMBC มีคา Vmax สูงสุด
รองลงมาคือ KKU-M214, KKU-100 และ KKU-OCA17 ตามลำดับ ผลของ pro-inflammatory cytokine
ตอเซลลเพาะเลี้ยงนาน 48 ชัว่โมง พบการทำงานของเอนไซม NAT1 ลดลงเมื่อเทียบกับเซลลควบคุม (p<0.05)
นอกจากนีย้งัพบวาเซลลทีถ่กูกระตนุมกีารสราง nitric oxide ตรวจพบใน culture media มากขึน้ โดยเฉพาะอยางยิง่
KKU-100 การศกึษานีแ้สดงใหเหน็วาภาวะอกัเสบกอขึน้กบัเซลลทำใหการทำงานของการเอนไซม NAT1 ลดลง โดย
อาจเกีย่วของกับการเกดิภาวะเครยีดออกซเิดชนัและการสราง nitric oxide

Abstract
Arylamine N-acetyltransferase1 is a phase 2 drug metabolizing enzymes responsible for the metabolism of

drugs, foreign and toxic chemicals, especially carcinogenic compounds of aromatic and heterocyclic amines
found in food. Previous reports revealed an association between the polymorphism of the NAT1 gene and
cancer risk. In addition, there is also an established association between inflammation of the biliary duct and
cholangiocarcinogenesis. Our study aimed to determine the effect of inflammation on the activity of NAT1
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using the pro-inflammatory cytokines (interferon-γ, interleukin-1β and tumor necrotic factor-α). Results
show that NAT1 enzymes from the 4 biliary epithelial cell lines exhibit the same kinetics properties, i.e.
similar Km value, whereas, Vmax is the highest for enzyme from KMBC and lower in the following order,
KKU-M214, KKU-100 and KKU-OCA17. Treatment with pro-inflammatory cytokine combination to cell
cultures for 48 hr resulted in decrease of NAT1 activity in comparison with control cells, (p<0.05).
Moreover, the treatment cells were found to release nitric oxide into the culture media. It was concluded that
inflammation elicited on biliary cells results in suppression of NAT1 activity and may be related to oxidative
stress and nitric oxide formation.

คำสำคัญ: เอรลิามนี เอน-อะเซททลิทรานสเฟอรเรส ไซโตไคนกออกัเสบ ไนตรกิออกไซด
Keywords: Arylamine N-acetyltransferase 1 (NAT1), proinflammatory cytokines, nitric oxide (NO)

บทนำ
เอนไซม arylamine N-acetyltransferase 1

(NAT1) เปนเอนไซมเปลี่ยนแปลงยาระยะที่ 2 โดย
ทำปฏกิริยิา N-acetylation ตอสารเคม ีและยา สารเคมี
ที่ถูกเปลี่ยนแปลงมีรวมทั้งสารกอมะเร็งโดยเฉพาะ
สารกลมุ aromatic และ heterocyclic amines ทีเ่กดิจาก
การสลายของกรดอะมโิน ไดจากปรงุอาหารดวยความรอน
สงู (food pyrolysates) (Hein, 2002) การเปลีย่นแปลง
อาจทำใหสารเหลานี้หมดฤทธิ์และสามารถถูกขับ
ออกจากรางกายไดงาย  แตในทางตรงขาม NAT1
สามารถเรงปฏกิริยิาเปลีย่นแปลงสารกอมะเรง็ใหมฤีทธิ์
กอมะเรง็แรงขึน้ (Badawi et al., 1995) ในกรณหีลงันี้
มักเกี่ยวของกับปฏิกิริยา O-acetylation ของสาร
heterocyclic amine (Hein, 2002) ดงันัน้จงึถอืไดวา
การทำงานของเอนไซม NAT1 เปนกลไกในการปองกนั
รางกายอยางหนึ่ง จีน NAT1 มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรม ไดแก ลักษณะทางพันธุกรรมที่เอนไซม
ทำงานไดเรว็ ปานกลาง และชา หรอื rapid, intermediate
และ slow acetylation (Weber and Hein, 1985) ทำให
มรีายงานถงึความสมัพนัธของพนัธกุรรมของ NAT1 กบั
การเกิดมะเร็งหลายชนิด เชน มะเร็งลำไส มะเร็ง
กระเพาะปสสาวะ (Bell et al., 1995; Hein, 2002;

Kadlubar and Badawi, 1995) ลกัษณะทางพนัธกุรรม
ของจนี NAT1 แบบ slow acetylator จะมคีวามเสีย่ง
ตอมะเร็งกระเพาะปสสาวะสูงขึ้น นอกจากนี้ NAT1
ยงัเปนเอนไซมทีม่บีทบาทสำคญัในการปองกนัมะเรง็ได
โดยการศึกษาพบวามะเร็งเตานมจะมีการขาดหายไป
ของจนี NAT ทีอ่ยบูนโครโมโซมคทูี ่8 (Matas et al.,
1997) การศึกษาในผูปวยมะเร็งทอน้ำดีพบความ
สัมพันธกับลักษณะทางพันธุกรรมของ NAT1 และ
NAT2 (Prawan et al., 2005) อยางไรกต็ามนอกจาก
ความแปรปรวนทางพนัธกุรรมทีม่ผีลตอการทำงานของ
NAT1 แลวปจจยัสิง่แวดลอมอาจมผีลตอการทำงานของ
NAT1 ดวย ไดแก สาร oxidants เชน hydrogen
peroxide และ S-nitrosothiols จะสามารถยับยั้งการ
ทำงานของ recombinant NAT1 (Atmane et al., 2003;
Dairou et al., 2004) หรอืการให peroxynitrite หรอื
photooxidative stress จากรังสี UVB ตอเซลล
จะสามารถลดการทำงานของ NAT1 ได (Dairou et al.,
2003; Dairou et al., 2005) สารออกซิแดนซใน
รางกายอาจเกิดขึ้นในสภาวะเซลลบาดเจ็บ เชน การ
อกัเสบ ดงันัน้ภาวะอกัเสบทีเ่กดิขึน้จากการตดิเชือ้พยาธิ
ใบไมในตับ (Pinlaor et al., 2004) จึงอาจมีความ
สัมพันธกับการยับยั้งการทำงานของเอนไซม NAT1
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การวจิยันีจ้งึมวีตัถปุระสงคเพือ่ศกึษาผลของภาวะอกัเสบ
ตอการทำงานของเอนไซม NAT1 โดยทำการศึกษา
ผลดงักลาวตอการทำงานของเอนไซม NAT1 ในเซลล
มะเร็งทอน้ำดีเพาะเลี้ยง 4 ชนิด ไดแก KKU-100,
KKU-OCA17, KKU-M214 และ KMBC cells
ซึ่งเปนเซลลที่พัฒนามาจากเนื้อเยื่อมะเร็งทอน้ำดีที่มี
ความแตกตางกนัในแงพยาธวิทิยา และยงัทำการศกึษา
กลไกของการยบัยัง้การทำงานของเอนไซม NAT1 วามี
ความสมัพนัธกบั nitric oxide ทีส่รางขึน้ในภาวะอกัเสบ
หรือไม

วสัดแุละการดำเนนิการวจิยั
เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ำดี

เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ำดีประกอบดวย
KKU-100, KKU-OCA17, KKU-M214 และ
KMBC ซึ่ง KKU-100, KKU-M214 และ KKU-
OCA17 เปนเซลลเพาะเลี้ยงที่ไดมาจากเนื้อเยื่อผูปวย
มะเรง็ทอน้ำดทีีม่ารบัการรกัษาที ่โรงพยาบาลศรนีครนิทร
(Sripa et al., 2005) เซลลทำการเพาะเลีย้งใน Ham’s
F12 medium เพิม่ดวย Fetal bovine serum 10%, 100
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร streptomycin, 100 ยูนิตตอ
มลิลลิติร penicillin และ 10 มลิลโิมลาร HEPES โดย
เลีย้งในตอูบควบคมุอณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส, ความชืน้
100% ภายใตบรรยากาศ 5% CO2 ในอากาศ
เซลลเพาะเลี้ยงจะเจริญเต็มจานเพาะเลี้ยงและทำ
การ trypsinize แยกเซลลเพาะเลีย้งใหมทกุ 3-4 วัน

การอักเสบทำโดยการเหนี่ยวนำเซลลเพาะเลี้ยง
ทัง้ 4 ชนดิดวย Proinflammatory cytokine combination
ประกอบดวย interleukin 1β (IL-1β) 1 นาโนกรมั
ตอมิลลิลิตร, interferone γ (IFN-γ)400 ยูนิตตอ
มลิลลิติร และ tumor necrotic factor α (TNF-α) 500
ยูนิตตอมิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง กอนทำการ
ทดลองตอไป

การวเิคราะหการทำงานของเอนไซม NAT1
เมือ่ทำการเพาะเลีย้งเซลลใน 6-well plate และ

ทำการเหนี่ยวนำใหเกิดการอักเสบ หลังจากนั้นทำการ
แยกเอาสวนของโปรตีนจากไซโตพลาสซึม โดยทำการ
แตกเซลลดวย cell lysis buffer เปนเวลาประมาณ
15 นาทแีละทำการ vortex เพือ่ชวยใหเซลล แตกดยีิง่ขึน้
และนำเซลลไปปนที ่10,000 g 4 องศาเซลเซยีส นาน
30 นาที จากนัน้นำโปรตนีจากไซโตพลาสซมึ ทีแ่ยกได
ไปทำปฏกิริยิาในหลอดทดลองและวดัความสามารถใน
การทำงานของเอนไซม NAT1 โดยวิเคราะหปริมาณ
เมแทโบไลท จากปฏกิริยิา acetylation โดยวธิทีีไ่ดอธบิาย
ไวแลว (Kukongviriyapan et al., 2006) ใช p-amino
benzoic acid (PABA) เปนซบัสเตรท และม ีacetyl CoA
เปนตวัชวยซบัสเตรทและม ีacetyl CoA regenerating
system เปนสวนผสม ทำปฏกิริยิา acetylation ที่ 37
องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ีแลวทำการหยดุปฏกิริยิา
ดวย 15% perchloric acid จงึนำไปปนแยกที ่12,000
rpm 4 องศา เซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนำ
supernatant ที่ไดไปวิเคราะหปริมาณ N-acetyl-
p-aminbenzoic acid ดวยเทคนคิ high performance
liquid chromatography ใชเครื่องตรวจ fluorescent
detector ทีค่วามยาวคลืน่ excitation 270 นาโนเมตร
และ emission ที่ 340 นาโนเมตร
การวเิคราะหปรมิาณ เมแทโบไลทของ Nitric oxide
(NO-

2)
การวเิคราะหปรมิาณ NO-

2 ซึง่เปนเมแทโบไลท
ของ nitric oxide ใชเปนตวัแทนของ nitric oxide ทีเ่ซลล
ทอน้ำดเีพาะเลีย้งสรางและปลดปลอยออกมาใน culture
media ในสภาวะที่มีการกอใหเกิดการอักเสบขึ้น โดย
นำตัวอยาง culture medium ทำปฏิกิริยากับ Griess
reagent (Granger, 1991) ได azo compound วดัอตัรา
การดดูกลนืแสงไดทีค่วามยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร
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การวิเคราะหทางสถิติ
ผลการวเิคราะหทัง้หมดนำเสนอเปนคา mean +

S.E. และทำการวเิคราะหทางสถติโิดยใช Student t-test
ความแตกตางมนียัสำคญัทางสถติไิดกำหนดคา p<0.05

ผลการทดลอง
ความสามารถในการทำงานของเอนไซม NAT1 ใน
เซลลมะเรง็ทอน้ำด ี4 ชนดิ

การศกึษาขัน้แรกทำการวเิคราะหคณุสมบตัทิาง
จลนศาสตรของเอนไซม NAT1 จากเซลลทัง้ 4 ชนดิวา
เอนไซมที่ใชในการทดลองจากเซลลทั้ง 4 มีคุณสมบัติ
เหมือนกันหรือไม รปูที ่1 แสดง kinetics ของเอนไซม
NAT1 จากเซลลทัง้ 4 ชนดิ เมือ่ทำการวเิคราะห จะได
คา kinetics constant แสดงใน ตารางที ่1 ความสามารถ
ในการทำงานของเอนไซม NAT1 ในเซลลมะเรง็ทอน้ำดี
สี่ชนิดไดแก KKU-100, KKU-OCA17, KKU-
M214 และ KMBC cells โดยจากผลการทดลองพบวา
คา Michaelis-Menten constant (Km) มีคา Km ทีไ่ม
แตกตางกนั แสดงวาเอนไซม NAT1 จากเซลลทัง้ 4 ชนดิ
เปนเอนไซม NAT1 ที่มีคุณสมบัติชนิดเดียวกัน ใน
ขณะที่คาความเร็วสูงสุดของการทำปฏิกิริยา (Vmax)
พบวาเซลล KMBC มีคา Vmax สูงที่สุด รองลงมาคือ
KKU-M214 สวนเซลล KKU-100 และ KKU-
OCA17 มีคา Vmax ทีใ่กลเคยีงกนั
แสดงผลของ pro-inflammatory cytokine combinations
ตอการทำงานของเอนไซม NAT1

ผลของ pro-inflammatory cytokines
combination ทีใ่หกบัเซลลมะเรง็ทอน้ำดนีาน 48 ชัว่โมง
เพื่อดูผลตอการทำงานของเอนไซม NAT1 ในเซลล
มะเร็งทอน้ำดีเพาะเลี้ยง 4 ชนิด ดังแสดงในรูปที่ 2
ผลการศึกษาพบวา pro-inflammatory cytokine
combinations จะทำใหลดความสามารถในการเกิด
ปฏกิริยิา acetylation ของเอนไซม NAT1 รปูที ่2 โดย
เซลลทัง้ 4 ชนดิมอีตัราการทำงานทีล่ดลงไมแตกตางกนั
จงึนบัเปนรายงานแรกทีแ่สดงใหเหน็วามคีวามสมัพนัธ
ระหวางภาวะอกัเสบ

ผลของ proimflammatory cytokine combinations ตอ
การสราง reactive nitrogen species

ผลของ pro-inflammatory cytokine combinations
ตอการสราง nitric oxide (NO) ของเซลลมะเรง็ทอน้ำดี
เพาะเลีย้ง 4 ชนดิดงัแสดงในรปูที ่3 ผลการศกึษาพบวา
เซลลมะเรง็ทอน้ำดเีพาะเลีย้ง 4 ชนดิตอบสนองตอภาวะ
อกัเสบทีช่กันำนาน 24 และ 48 ชัว่โมง พบวามกีารสราง
NO เพิม่มากขึน้ ซึง่นบัเปนรายงานแรกทีแ่สดงการ NO
ของเซลลมะเร็งทอน้ำดีเพาะเลี้ยงที่มีแหลงกำเนิดที่
intrahepatic bile duct โดยเซลล KKU-100 สามารถ
สราง NO ไดสงูสดุ คอื มกีารเพิม่ขึน้ของระดบั NO ใน
culture media เมื่อเทียบกับเซลลที่ไมไดกระตุนดวย
pro-inflammatory cytokines combination และเซลล
ที่สราง NO รองมา คอื KKU-OCA17, KKU-M214
และ KMBC ตามลำดบั

อภปิรายผลการทดลอง
การศึกษาถึงผลของภาวะอักเสบที่เกิดขึ้นโดย

การชกันำดวย proinflammatory cytokine ซึง่ประกอบ
ดวย interferon-γ, interleukin-1β และ tumor
necrotic factor-α  ตอการทำงานของเอนไซม NAT1
ในเซลลมะเรง็ทอน้ำด ี4 ชนดิ พบวา เซลลมะเรง็ทอน้ำดี
สามารถตอบสนองตอการอกัเสบโดยลดการทำงานของ
เอนไซม NAT1 เนื่องจากการชักนำใหเกิดอักเสบนั้น
จะกอใหเกิดภาวะเครยีดออกซเิดชนั (Hussain et al.,
2003; Ohshima et al., 2003) มีการสรางสาร
oxidants ขึ้นและนำไปสูการลดการแสดงออกหรือลด
การทำงานของเอนไซม NAT1 การศึกษานี้สอดคลอง
การศึกษาที่ผ านมาที่พบวาสาร  oxidant H2O2,
peroxynitrite และ NO สามารถยับยั้งการทำงานของ
เอนไซมในหลอดทดลองที่ใช recombinant enzyme
(Atmane et al., 2003; Dairou et al., 2003; Dairou
et al., 2004) การทดลองของเราไดแสดงใหเหน็วาภาวะ
เครยีดออกซเิดชนัทีเ่กดิขึน้ภายในเซลลสามารถลดการ
ทำงานของ NAT1 ในเซลลได โดยการศกึษาทีผ่านมา
ของ Jaiswal (Jaiswal et al., 2000) พบวามะเร็ง
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ทอน้ำดีชนิด KMBC ที่เปน extrahepatic bile ducts
สามารถเพิม่การสราง NO ได จากการศกึษานีจ้งึแสดง
ใหเหน็เพิม่เตมิวาเซลลมะเรง็ทอน้ำดชีนดิ intrahepatic
bile ducts กส็ามารถเพิม่การสราง NO ไดเชนเดียวกัน
นอกจากนีเ้ซลลในกลมุ intrahepatic bile ducts อาจถกู
ชักนำใหมีภาวะ เครี ยดออกซิ เดชันไดมากกว า
extrahepatic bile ducts จากการที ่KKU-100 มกีาร
สราง NO มากกวา KMBC การศกึษานี้มคีวามหมายวา
ความสามารถในการปองกันตัวเองของเซลลลดลงใน
สภาวะที่มีการอักเสบและการเกิดภาวะเครียด
ออกซิเดชัน โดยการลดความสามารถในการทำงานของ
เอนไซมเปลี่ยนแปลงยา NAT1 ทำใหความสามารถ
ในการกำจัดสารพิษอันตรายลดลง แตจากการศึกษานี้
พบวาเซลลมะเร็งทอน้ำดีเพาะเลี้ยงทั้ง 4 ชนิดมีความ
สามารถในการสราง NO ที่ไมเทากันโดย KKU-100
มีการสรางปริมาณ NO ที่สูงที่สุด แตก็ไมพบความ
สมัพนัธโดยตรงระหวางปรมิาณ NO ทีส่รางเพิม่ขึน้กบั
การยับยั้งการทำงานของเอนไซม NAT1 แสดงวา
นอกจาก NO ทีส่ามารถยบัยัง้การทำงานของ NAT1 แลว
อาจจะมปีจจยัอืน่ทีม่าเกีย่วของกบัการลดลงของ NAT1
ในภาวะที่มีการอักเสบเกิดขึ้น อยางไรก็ตาม NO อาจ
จะเปนโมเลกุลที่มีความสำคัญในการยับยั้งการทำงาน
ของ NAT1 เนื่องจากเซลลทอน้ำดีปรกติจะไมมีการ
แสดงออกของ iNOS (Jaiswal et al., 2000) นอกจากนี้
ภาวะอักเสบมีผลตอการแสดงออกของจีน NAT1
โดยตรงหรือไมนั้นยังไมสามารถใหคำตอบไดใน
การศึกษาครั้งนี้ ทั้งนี้เนื่องจากภาวะอักเสบสามารถลด
หรอืเพิม่การแสดงออกของจนีทีเ่กีย่วของจำนวนมาก

จากการศกึษาแสดงใหเหน็วาภาวะอกัเสบทีเ่กดิ
ขึน้กบัเซลลเยือ่บมุะเรง็ทอน้ำดสีามารถชกันำใหเกดิการ
ปลดปลอยสารอนมุลูอสิระ (NO) และกอใหเกิดภาวะ
เครียด (nitrosative stress) ซึ่งมีความสัมพันธกับ
การยบัยัง้การทำงานของเอนไซม NAT1 ซึง่อาจมผีลใน
การลดลงของความสามารถในการปองกันตนเองจาก
การบาดเจบ็ดวยสารเคมแีละอนมุลูอสิระตางๆ

กติตกิรรมประกาศ
โครงการศึกษาวิจัยไดรับทุนอุดหนุนจาก
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อนเุคราะหจาก รศ.ดร. บรรจบ ศรภีา ภาควชิาพยาธวิทิยา
คณะแพทยศาสตร มหาวทิยาลยัขอนแกน

เอกสารอางองิ
Atmane, N., Dairou, J., Paul, A., Dupret, J.M. and

Rodrigues-Lima, F. 2003. Redox regulation
of the human xenobiotic metabolizing enzyme
arylamine N-acetyltransferase 1 (NAT1).
Reversible inactivation by hydrogen peroxide.
J Biol Chem 278(37): 35086-92.

Badawi, A.F., Hirvonen, A., Bell, D.A., Lang, N.P.
and Kadlubar, F.F. 1995. Role of aromatic
amine acetyltransferases, NAT1 and NAT2,
in carcinogen-DNA adduct formation in the
human urinary bladder. Cancer Res 55(22):
5230-7.

Bell, D.A., Badawi, A.F., Lang, N.P., Ilett, K.F.,
Kadlubar, F.F. and Hirvonen, A. 1995.
Polymorphism in the N-acetyltransferase 1
(NAT1) polyadenylation signal: association
of NAT1*10 allele with higher N-acetylation
activity in bladder and colon tissue. Cancer
Res 55(22): 5226-9.

Dairou, J., Atmane, N., Dupret, J.M. and Rodrigues-
Lima, F. 2003. Reversible inhibition of the
human xenobiotic-metabolizing enzyme
arylamine N-acetyltransferase 1 by
S-nitrosothiols. Biochem Biophys Res
Commun 307(4): 1059-65.



KKU Res J 12 (4) : Oct. - Dec. 2007 477ปจจยัทีม่ผีลตอการทำงานของเอนไซม Arylamine N-acetyltransferase 1
จากเซลลทอน้ำดีเพาะเลี้ยง

Dairou, J., Atmane, N., Rodrigues-Lima, F. and
Dupret, J.M. 2004. Peroxynitrite irreversibly
inactivates the human xenobiotic-metabolizing
enzyme arylamine N-acetyltransferase 1
(NAT1) in human breast cancer cells:
a cellular and mechanistic study. J Biol Chem
279(9): 7708-14.

Dairou, J., Malecaze, F., Dupret, J.M. and Rodrigues-
Lima, F. 2005. The xenobiotic-metabolizing
enzymes arylamine N-acetyltransferases in
human lens epithelial cells: inactivation by
cellular oxidants and UVB-induced oxidative
stress. Mol Pharmacol 67(4): 1299-306.

Granger, D.L. 1991. Macrophage production of
nitrogen oxides in host defence against
microorganisms. Res Immunol 142(7): 570-
2; discussion 599-600.

Hein, D.W. 2002 Molecular genetics and function
of NAT1 and NAT2: role in aromatic amine
metabolism and carcinogenesis. Mutat Res
506-507: 65-77.

Hussain, S.P., Hofseth, L.J. and Harris, C.C. 2003.
Radical causes of cancer. Nat Rev Cancer
3(4): 276-85.

Jaiswal, M., LaRusso, N.F., Burgart, L.J. and Gores,
G.J. 2000. Inflammatory cytokines induce
DNA damage and inhibit DNA repair in
cholangiocarcinoma cells by a nitric
oxide-dependent mechanism. Cancer Res
60(1): 184-90.

Kadlubar, F.F. and Badawi, A.F. 1995. Genetic
susceptibility and carcinogen-DNA adduct
formation in human urinary bladder
carcinogenesis. Toxicol Lett 82-83:
627-32.

Kukongviriyapan, V., Phromsopha, N.,
Tassaneeyakul, W., Kukongviriyapan, U.,
Sripa, B., Hahnvajanawong, V. and
Bhudhisawasdi, V. 2006. Inhibitory effects
of polyphenolic compounds on human
arylamine N-acetyltransferase 1 and 2.
Xenobiotica 36(1): 15-28.

Matas, N., Thygesen, P., Stacey, M., Risch, A. and
Sim, E. 1997. Mapping AAC1, AAC2 and
AACP, the genes for arylamine
N-acetyltransferases, carcinogen metabolising
enzymes on human chromosome 8p22,
a region frequently deleted in tumours.
Cytogenet Cell Genet 77(3-4): 290-5.

Ohshima, H., Tatemichi, M. and Sawa, T. 2003.
Chemical basis of inflammation-induced
carcinogenesis. Arch Biochem Biophys
417(1): 3-11.

Pinlaor, S., Ma, N., Hiraku, Y., Yongvanit, P.,
Semba, R., Oikawa, S., Murata, M., Sripa,
B., Sithithaworn, P. and Kawanishi, S. 2004.
Repeated infection with Opisthorchis viverrini
induces accumulation of 8-nitroguanine and
8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanine in the
bile duct of hamsters via inducible nitric
oxide synthase. Carcinogenesis 25(8):
1535-42.

Prawan, A., Kukongviriyapan, V., Tassaneeyakul,
W., Pairojkul, C. and Bhudhisawasdi,
V. 2005. Association between genetic
polymorphisms of CYP1A2, arylamine
N-acetyltransferase 1 and 2 and susceptibility
to cholangiocarcinoma. Eur J Cancer Prev
14(3): 245-50.



ปจจยัทีม่ผีลตอการทำงานของเอนไซม Arylamine N-acetyltransferase 1
จากเซลลทอน้ำดีเพาะเลี้ยง

วารสารวจิยั มข. 12 (4) : ต.ค. - ธ.ค. 2550478

 Full kinetic of KKU-100 cells

PABA (μM)
0 20 40 60 80 100 120

Ve
lo

ci
ty

 (p
m

ol
e 

m
in

-1
 m

g 
pr

ot
ei

n-1
)

0

50

100

150

200

250

0 20 40 60 80 100 120

0

50

100

150

200

250

300

350

Full kinetic of KKU-M214 cells

PABA (μM)

Ve
lo

ci
ty

 (p
m

ol
e 

m
in

-1
 m

g 
pr

ot
ei

n-1
)

0 20 40 60 80 100 120

0

50

100

150

200

Full kinetic of KKU-OCA17 cells

PABA (μM)

Ve
lo

ci
ty

 (p
m

ol
e 

m
in

-1
 m

g 
pr

ot
ei

n-1
)

0 20 40 60 80 100 120

0

200

400

600

800

1000

Full kinetic of KMBC cells

PABA (μM)

Ve
lo

ci
ty

 (p
m

ol
e 

m
in

-1
 m

g 
pr

ot
ei

n-
1 )

รปูที ่1 แสดง kinetics ของการทำงานเอนไซม NAT1 โดยใช PABA เปนซบัสเตรต ปฏกิริยิาดำเนนิในโปรตนี
จากไซโตพลาสซึมที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร acetylCoA 450 ไมโครโมลาร และใช
ซบัสเตรต ความเขมขนตัง้แต 2.5-100 ไมโครโมลาร, ปฏกิริยิาดำเนนิไปนาน 30 นาท ีทำการวดัผลผลติ
ทีเ่กดิจากปฏกิริยิา acetylation คอื N-acetyl-PABA โดยวธิ ีHPLC

Sripa, B., Leungwattanawanit, S., Nitta, T.,
Wongkham, C., Bhudhisawasdi, V.,
Puapairoj, A., Sripa, C. and Miwa, M. 2005.
Establishment and characterization of an
opisthorchiasis-associated cholangiocarcinoma
cell line (KKU-100). World J Gastroenterol
11(22): 3392-7.

Weber, W.W. and Hein, D.W. 1985. N-acetylation
pharmacogenetics. Pharmacol Rev 37(1):
25-79.



KKU Res J 12 (4) : Oct. - Dec. 2007 479ปจจยัทีม่ผีลตอการทำงานของเอนไซม Arylamine N-acetyltransferase 1
จากเซลลทอน้ำดีเพาะเลี้ยง

ตารางที ่1 แสดงความสามารถในการทำงานของเอนไซม NAT1 ในเซลลมะเร็งทอน้ำดีเพาะเลี้ยง 4 ชนิด ไดแก
KKU-100, KKU-OCA17, KKU-M214 และ KMBC

ชนดิเซลล Vmax(พโิครโมลตอนาทตีอมลิลกิรมั โปรตนี) Km(ไมโครโมลาร)

KKU-100 213 � 9.6* 5.6 � 0.9
KKU-OCA17 186 � 9.9* 2.7 � 0.3
KKU-M214 373 � 7.4* 4.9 � 0.7
KMBC 840 � 27.8 5.8 � 0.4

*P<0.05 แตกตางอยางมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับ KMBC cells

รปูที ่2 แสดงผลของ pro-inflammatory cytokines combination (interferon-γ 400 ยูนิตตอมิลลิลิตร,
interleukin-1β 1 นาโนกรมัตอมลิลลิติร และ tumor necrotic factor-1α 500 ยนูติตอมลิลลิติร) ตอ
การทำงานของเอนไซม NAT1 ในเซลลมะเรง็ทอน้ำดเีพาะเลีย้ง 4 ชนดิ ไดแก KKU-100, KKU-OCA17,
KKU-M214 และ KMBC cells ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมงหลงัการ treatment (*p<0.05)
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รปูที ่3 แสดงผลของ pro-inflammatory cytokines combination (interferon-γ 400 ยูนิตตอมิลลิลิตร,
interleukin-1β 1 นาโนกรมัตอมลิลลิติร และ tumor necrotic factor-1α 500 ยนูติตอมลิลลิติร) ตอ
การสราง NO ของเซลลมะเรง็ทอน้ำดเีพาะเลีย้ง 4 ชนดิ ไดแก KKU-100, KKU-OCA17, KKU-M214
และ KMBC cells ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมงหลงัการ treatment (*p<0.05)


