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Abstract 
Worsen prognosis and high prevalence of death is often found in nondiabetic MI patients 

with stress hyperglycemia during onset of infarction.  Adenosine triggers the intracellular 
signaling that inhibits apoptotic process in both preconditioning and postconditioning conditions.  
Whether either adenosine signaling or adenosine metabolism regulates the protective pathway 
in the model of hyperglycemic hypoxia remains unclear.  

Method Mimicry to infarct model with hyperglycemia, the system was established by 
culture of cardiac myoblasts in the presence of high glucose and very low O2 tension in a 
closed chamber.  Reperfusion injury of H9C2 cardiac myoblast rescued by medium with serum 
was assayed. Role of either adenosine metabolism or adenosine triggering have been evaluated 
by use of either adenosine or non-selective antagonist for adenosine receptor, theophylline and 
analyses of DNA fragmentation and transcript levels. 

Result Reduction of LDH release confirmed the prevention of cardiac necrosis by new 
medium.   The antagonist for adenosine receptor inhibits anti-apoptotic process by new medium 
as shown by the lower number of fragmented DNA.  As expected, the prolong treatment of 
adenosine during reperfusion period did not prevent apoptosis as shown by a similar pattern of 
DNA fragmentation. Comparison of RNA analyses of H9C2 cells after rescue demonstrated the 
high level  of up-regulated genes of ADSL, ENT2, Bax, Nix, and HIF1-β.  Bnip3 and Nix, but 
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not Bax, were activated when post-treated with theophylline. Further expression analysis 
confirmed the involvement of adenosine signaling and adenosine metabolism to this rescued 
mechanism for inhibition of apoptosis.  . 

Conclusion The obtained data from this study suggested that adenosine signaling 
appears to be the active cardio-protective mechanism from Bax independent cardiac apoptosis 
after hyperglycemic hypoxia-reperfusion. 

 

หัวเรื่องเพื่อการเผยแพร : การศึกษาวิเคราะหกลไกของอะดีโนซีนภายในเซลลในการปองกันเซลล

หัวใจในสภาวะที่มีระดับของกลูโคสสูงจากการทําลายโดยออกซิเจนที่ไหลเวียนกลับหลังการขาด

ออกซิเจนระยะตน 

กรรณิกา  เสริมสุวิทยวงศ1   ประพนธ วิไลรัตน2 
1ภาควิชาชีวเคมี   คณะแพทยศาสตร   มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
2ภาควิชาชีวเคมี   คณะวิทยาศาสตร   มหาวิทยาลัยมหิดล 

บทคัดยอ 

ผูปวยโรคหวัใจขาดเลือดที่ไมมีโรคเบาหวานรวมแตมีภาวะน้ําตาลในเลือดสูงจากภาวะเครยีด

ขณะที่มีอาการหัวใจขาดเลอืดมักมีการพยากรณของอาการของโรคที่ไมดีและมีอุบัติการณการตายสูง  

adenosine กระตุนสัญญาณภายในเซลลหัวใจเพื่อปองกันการตายแบบ apoptosis ของเซลลทัง้กอนและ

หลังกระบวนการไหลเวียนกลับของเลือดหลังการขาดเลือด อยางไรก็ดียังไมมีขอมูลชัดเจนเกี่ยวกับการ

สงสัญญาณของ adenosine ในเซลลหรือระบบเมทาบอลิสมของ adenosine วามีผลตอกลไกการตาน

การตายแบบ apoptosis ของหัวใจในผูปวยโรคหัวใจขาดเลือดที่มีภาวะที่มีกลูโคสในเลือดสูงหรือไม 

การดําเนินการวิจัย เซลลตัวออนของเซลลหัวใจ (H9C2) ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีระดับของ

กลูโคสที่สูงและมีระดับออกซิเจนต่ํามากในระบบปดและทําการตรวจสอบการชวยชวีิตเซลล หลังการ

เลี้ยงในระบบไดรับออกซิเจนกลับไปใหมโดยการทดแทนดวยอาหารใหมที่มีซีร่ัมไดมีการศึกษาบทบาท

ของการสงสัญญาณของ adenosine ในเซลลหรือระบบเมทาบอลิสมของ adenosine โดยใชทั้ง 

adenosine และ/หรือตัวยบัยั้งตัวรบั adenosine แบบไมเจาะจง (theophylline) และประเมินระดับ DNA 

fragmentation และระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของ 

ผลการทดลอง  การลดระดับการหลั่งเอ็นไซม LDH ยืนยันการปองกันการตายของเซลลแบบ 

necrosis โดยการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงใหม  ตวัยับยั้งตัวรบั adenosine แบบไมเจาะจงยับยั้งกลไกการ
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ตานการตายของเซลลโดยการทดแทนดวยอาหารใหมโดยการเพิ่มปริมาณของ DNA fragment  เปนไป

ตามที่คาดหมายวาการบมเซลลดวย adenosine ในระยะยาวไมปองกันการตายแบบ apoptosis   ในการ

เปรียบเทียบปริมาณระดับการแสดงออกของยีนตางๆ กับยีนควบคุมในเซลลทีบ่มในที่มีระดับออกซิเจน

ต่ํามากและไดรับออกซิเจนกลับไปใหมโดยการทดแทนดวยอาหารใหมพบวา ยีนของ ADSL ENT2 Bax 

Nix และ HIF1−β มีระดับการแสดงออกสูงมากเมื่อเทียบกับเซลลทีเ่ลี้ยงในระบบที่มีออกซิเจนปกติ  เม่ือ

ให theophylline กับเซลลที่ไดรับออกซิเจนกลบัไปใหมพบวา Bnip3 และ Nix มีการแสดงออกของยีน

เพ่ิมแตไมพบปรากฏการณน้ีกับ Bax  การวิเคราะหการแสดงออกของยีนเพ่ิมเตมิยืนยันความเกี่ยวของ

ของการสงสัญญาณของ adenosine ในเซลลหรือระบบเมทาบอลิสมของ adenosine ในการชวยเซลลอยู

ในสภาวะที่มีระดับของกลูโคสจากการบาดเจ็บหลังไดรับออกซิเจนกลับไปใหม  

สรุป ผลการวิจัยนําไปสูขอเสนอแนะวา การทํางานของ adenosine ในเซลลเปนกลไกที่ทํางาน

ในการปองกันเซลลหัวใจที่อยูในสภาวะทีมี่ระดับของกลูโคสสูงจากการตายของเซลลชนิดไมผานกลไก

ของ Bax และการบาดเจ็บหลังไดรับออกซิเจนกลับไปใหม  
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บทนํา 

ผูปวยโรคหวัใจขาดเลือดที่ไมมีโรคเบาหวานรวม แตมีภาวะน้ําตาลในเลือดสูงเฉียบพลันจาก

ภาวะเครียดขณะที่มีอาการหัวใจขาดเลือดเปนภาวะดือ้อินซูลิน (insulin resistance) ที่คลายกับผูปวย

โรคเบาหวานชนิดที่ 2 น้ัน มักมีการพยากรณของโรคที่ไมดีและมีอุบัติการณการตายสูง [1]  โดยไม

สัมพันธกับการทํางานที่ผิดปกติของหัวใจหองซาย (left ventricular function) บริเวณของเนื้อเยื่อหัวใจที่

ขาดเลือด (infarct size) ที่มีขนาดใหญ  หรือการเพิ่มขึ้นอยางเฉียบพลนัของมารคเกอรของระบบ

ภูมิคุมกันที่เกี่ยวกับการอักเสบ ขอมูลจากงานวิจัยที่ผานมาหลายฉบบัสนับสนุนวา ปรากฏการณดังกลาว

อาจเกิดจากระดับของสารออกซิแดนซ (oxidative stress) และกระตุนกลไกการอักเสบที่เพ่ิมขึ้นอยาง

มาก [2-6]  นอกจากนี้ภาวะน้ําตาลในเลือดสูงหลังอาหารในผูปวยโรคเบาหวานชนิดที่ตองไมพ่ึงพา

อินซูลิน ยังมีผลโดยตรงตอความผิดปกติของการไหลเวียนของเลอืดโดยเฉพาะในหลอดเลือดขนาดเลก็ 

และการเกิดภาวะแทรกซอน [7]  อยางไรก็ตามมีรายงานที่ขัดแยงวาภาวะน้ําตาลในเลือดสูงในหนูที่ถูก

ทําใหเกิดภาวะเบาหวานโดยใช streptozotocin (STZ) ในชวงเวลาสัน้ (4 สัปดาห) กลับมีผลดีตอการลด

การบาดเจ็บของเซลลหลังหัวใจขาดเลือดเม่ือปดกั้นหลอดเลือดโคโรนารีดานซายและมีการไหลเวยีนของ

เลือดกลับไปใหม [8] เม่ือเทียบกับหนูทีถ่กูกระตุนเกิดเปนภาวะเบาหวานในระยะยาวกวา 12 สัปดาห 

การเพิ่มระดับกลูโคสในพลาสมาผลักดันใหเกิดการผลิตโมเลกุลที่ใหอิเลคตรอน (electron 

donors เชน NADH/H+) จาก tricarboxylic acid cycle มากขึ้นจนมีผลตอการขนสงอิเลคตรอนเดี่ยว 

(singlet oxygen) ไปที่ออกซิเจนเกิดอนุมูลอิสระเชน superoxide หรือ reactive oxygen species (ROS) 

อ่ืนๆ เปนตน  ROS ที่เพ่ิมขึ้นจะเกิดปฏิกิริยากับ nitric oxide (NO) ซ่ึงเปนโมเลกุลที่สังเคราะหโดย

เอนไซม nitric oxide synthase (NOS) เกิดเปน peroxynitrite ทีจ่ะไปกระตุนกระบวนการตางๆ เชน 

apoptosis และ necrosis [9]  การเพิ่มระดับกลูโคสในพลาสมายังมีผลตอการลดระดับของ NO และมี

บทบาทตอการนํากระแสประสาท การควบคุมตอบสนองของระบบภูมิคุมกันและการเกาะตดิของเซลล

ควบคุมการอักเสบกับผนังหลอดเลือด [10-11]   

Adenosine เปนโมเลกุล purine nucleoside ที่เกี่ยวของกับการขนสงพลังงานในรูปของ ATP 

และ ADP และเปนโมเลกุลตัวกลางที่นําสงสัญญาณจากสิ่งเราภายนอกสูภายในเซลล (signal 

transduction) ผานการทํางานของตัวรับ (adenosine receptor, AR) บนผิวเซลลที่มีหลายชนิด (A1, 

A2A, A2B, และ A3)   ทําหนาที่หน่ึงในการควบคมุการไหลเวียนของหลอดเลือดในระบบตางๆรวมทั้ง

หัวใจ เปนทีท่ราบดีวา adenosine ปองกันเซลลหัวใจชนิด myocardium จากการบาดเจ็บจากการ
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ไหลเวียนกลบัของเลือดหลังการขาดเลอืด (reperfusion injury) โดยการเพิ่ม adenosine จากภายนอก

เซลล เพ่ิมการกระตุนผาน AR ดวย adenosine ภายในเซลล  หรือเพ่ิมการกระตุนดวยสารกลุมที่เปน 

agonists ตอตัวรบั adenosine และเกดิการบาดเจ็บเพ่ิมขึ้นเม่ือยับยั้งกลไกการปองกันดังกลาวโดยลด

การทํางานของการสงสัญญาณสูภายในเซลลโดย antagonists ตอตัวรบั adenosine ซ่ึงมีการศึกษาที่

สนับสนุนเกี่ยวกับการปองกันเซลลหัวใจจากการบาดเจ็บเชนน้ีทั้งในระดับการทดสอบในสัตวทดลองและ

งานวิจัยทางคลินิก [12-14] 

รายงานเกี่ยวกับการทํางานของ adenosine ตอการปรับระดับออกซิแดนซหรือสารอนุมูลอิสระ

พบวาการเติม adenosine จะกระตุนใหเซลลหัวใจที่เพาะเลี้ยง (cultured cardiomyocytes) ในสารอาหาร

ที่มีกลูโคสและออกซิเจนในระดับปกตใิหหลั่ง nitric oxide เพ่ิมขึ้นโดยการทํางานของ endothelial nitric 

oxide synthase ที่เพ่ิมขึน้ตามความเขมขนของ adenosine ที่เพ่ิมขึ้นทําใหปกปองไมโตคอนเดรียจาก

การทําลายโดยสารอนุมูลอิสระ (hydrogen peroxide) และการใช antagonist ตอตัวรบั adenosine ชนิด 

A2 สามารถยับยั้งการกระตุนดังกลาว  [15] 

อยางไรก็ดีจนปจจุบันยังไมมีขอมูลเกี่ยวกับการสงสัญญาณของ adenosine ในเซลลหรือระบบ

เมทาบอลิสมของ adenosine วามีผลตอกลไกการตานการตายแบบ apoptosis ของเซลลหัวใจในผูปวย

โรคหัวใจขาดเลือดที่มีภาวะที่มีกลูโคสในเลือดสูงหรือไม  คณะผูวิจัยสันนษิฐานวาเซลลหัวใจจะถูก

ปกปองจากการทําลายโดยการไหลเวียนกลับของเลือดและออกซิเจน หลังการขาดออกซิเจนในภาวะที่มี

กลูโคสในเลือดสูงในระยะสัน้ แตกลโูคสจะมีผลเสียตอเซลลเม่ือเซลลขาดออกซิเจนในระยะทีย่าวขึ้นทําให

เกิดการสะสมสารอนุมูลอิสระในเซลลมากขึ้น โดยมีการเปลี่ยนแปลงการควบคุมการตอบสนองผานสง

สัญญาณของ adenosine ในเซลลเปนกลไกควบคมุกลไกหนึ่ง  การศึกษาทางอณูชีววทิยาของการ

ควบคุมการปองกันเซลลหัวใจจากการทาํลายโดยการไหลเวียนกลบัของออกซิเจนหลังการขาดออกซิเจน

ระยะตน (early phase of hypoxia) จากการปองกันเซลลโดยกลูโคสเปนการทําลายเซลลโดยระดับ

กลูโคสที่สูงโดยเนนที่กลไกการทําวานของ adenosine นาจะอธิบายเบื้องตนเกี่ยวกับบทบาทของ 

adenosine ตอการตายของเซลลหัวใจในสภาวะของผูปวยโรคหวัใจขาดเลือดที่ไมมีโรคเบาหวานรวม แต

มีภาวะน้ําตาลในเลือดสูงเฉียบพลันจากภาวะเครียดได 
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วัตถุประสงค 

ทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระดับอณูชีววทิยาที่เกี่ยวกับผลของการสงสัญญาณของ ade-

nosine ภายในเซลล (adenosine signaling) และระบบเมทาบอลิสมเพื่อรักษาระดับของ adenosine โดย 

purine nucleotide cycle ในเซลลตวัออนของเซลลหัวใจที่มีระดับของกลูโคสที่สูงตอการตายแบบ 

apoptosis ในสภาวะที่มีการบาดเจ็บจากการไหลเวียนกลับของออกซิเจนหลังการขาดออกซิเจนในระยะ

ตนกอนการเกิดการตายของเซลลแบบ apoptosis จากสภาวะกรดในเซลล (acidic apoptosis) 

วิธีทดลอง 

1. ทดสอบการขาดออกซิเจนของเซลลหัวใจที่มภีาวะที่มีนํ้าตาลในเลือดสูงในระยะตน 

ทําการเพาะเลี้ยงเซลลตวัออนของเซลลหัวใจ (H9C2 cardiac myoblast, ATCC) ในอาหาร 

DMEM-10% FBS (Hyclone, USA) ที่ 37oC 5% CO2 เม่ือจะทําการทดสอบการขาดออกซิเจนของ

เซลลหัวใจทําการเพาะเลี้ยงเซลลจํานวน 5x105 เซลลตอหลุมในจานเลี้ยง 6 หลุม บมที่ 37oC 5% CO2 

เปนเวลา 16-17 ชั่วโมง จากนั้นเปลี่ยนอาหารที่เพาะเลี้ยงเซลลเปนชนิดที่มีระดับของกลูโคสที่สงู 

(4,500 mg/l) ที่ไมมี FBS นําจานเลี้ยงลงเพาะในโถบมที่มีออกซิเจนต่ํา (< 0.5% โดย O2 indicator) ใน

ระบบปดนาน 18, 21, และ 24 ชั่วโมง เม่ือตองการใหออกซิเจนกลับสูเซลลใหมเปดโถแลวเปลี่ยน

อาหารเลี้ยงตามชนิดที่ตองการใชทดสอบทันที เชนใชการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงใหมที่มีระดับของกลูโคสที่

สูงและเติม FBS 2% หรือเติม theophylline หรือ adenosine เพ่ิมเติม และบมที่ตูเพาะเลี้ยงปกติเปน

เวลา 3.5 ชั่วโมง 

ทําการทดสอบการกูชีพของเซลลเม่ือใหออกซิเจนกลับสูเซลลใหมโดย ทําการตรวจสอบการอยู

รอดของเซลลและการตายของเซลลทันท ี เก็บอาหารเลี้ยงเพ่ือตรวจสอบการบาดเจ็บของเซลล และเก็บ

สารสกัดเซลลใน Trizol (Gibco-BRL)  ที่ -20 oC เพ่ือการทดสอบตอไป 

2.ตรวจสอบการบาดเจ็บ การอยูรอด และการตายของเซลล 

 2.1 LDH test เพ่ือตรวจสอบการบาดเจ็บของเซลลหรือ necrosis 

ทําการตรวจสอบระดับ lactate dehydrogenase ในเซลลในแตละสภาวะทดสอบโดยใชชดุ

ทดสอบสําเร็จ (Human) วดัโดยหลักการไคเนติกที่ 37 oC และวัดการดูดกลืนแสงที่ลดลงที่ 340 นาโน

เมตร 

 2.2 MTT test เพ่ือตรวจสอบการอยูรอดของเซลล 
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 ทําการตรวจสอบระดับการทํางานของไมโตคอนเดรียโดยการเรงปฏิกิริยาสลายสาร MTT (0.5 

mg/ml) ที่ 37 oC เปนเวลา 1.5 ชั่วโมงและวัดการดูดกลืนที่ 520 นาโนเมตร หลังหยุดปฏิกิริยาและสกัด

ผลิตภัณฑ formozan ดวย dimethyl sulfoxide 

 2.3 DNA fragment analysis เพ่ือตรวจสอบการตายของเซลล 

 ทําการตรวจสอบระดับการตายของเซลลแบบ apoptosis ดวยการยอยเซลลที่บมในขั้นตอน

ตางๆดวยสารละลาย Proteinase K-SDS-NaCl ที่ 55oC ขามคืนและสกัดดวย phenol-chloroform และ

ตกตะกอนดวยเอธานอลปรมิาตร 3.5 เทาที่ -20oC 30 นาที จากนั้นนําไปตรวจสอบปริมาณดวยการ

วิเคราะหโดยเจล จากนั้นวัดและประเมนิปริมาณความเขมของ DNA fragment ดวย Genetools 

(SynGene) 

3.ตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนแปลงหลังการกูชีพของเซลล 

ตรวจสอบตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวกับการควบคุมตายแบบ apoptosis การ

เจริญเติบโตของเซลล การตอบสนองตอความเครียดของเซลล และการควบคุมการขนสงและเมทาบอลิ

สมของ adenosine โดยประเมินปริมาณเชิงเปรียบเทียบกับยีนควบคมุ 

3.1 สกัดอารเอ็นเอตามวิธขีอง Gibco-BRL วัดและปรับระดับความเขมขนของอารเอ็นเอ ทํา

ปฏิกิริยา reverse transcription โดยใช  pooled specific reverse primers สําหรับยีน  Bax, Bnip3, Nix, 

P53, P21, HIF1-alpha, HIF1-beta, AMPDs, ADSS, ADSL, ENTs และยีนควบคมุ beta-actin  

3.2 ทําการปรับสภาวะของ PCR และทําการวิเคราะหผลเบื้องตนโดยเจลเพื่อตรวจสอบวาได

ผลิตภัณฑเพียงชนิดเดียว จากนั้นจึงนําสภาวะที่เหมาะสมไปทดสอบการปรับสภาวะของ PCR ในเครื่อง 

real time PCR (RotorGene 6000) ตอไป 

3.3 ทําการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนตางๆ ตามสภาวะที่คัดเลือกไดโดยทําการ

ประเมินปริมาณเชิงเปรียบเทียบกับยีนควบคุมทุกครั้ง   

3.4 นําผลการทดสอบที่ไดไปคํานวณคา deltadelta Ct 
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ผลการทดลอง 

การเปลี่ยนแปลงสภาพของเซลลในระบบที่มีกลูโคสสูงหลงัสภาวะขาดออกซิเจน  

เม่ือบมเซลลในระบบปดที่มีออกซิเจนต่ํา 18 ชั่วโมงไมพบการบาดเจ็บของเซลลที่รุนแรงโดย

สังเกตไดจากรูปรางของเซลลที่ปกติกอนไดรับออกซิเจนกลับไปใหมและมีสภาวะที่เซลลยังถูกกูชีพได

โดยสังเกตจากลักษณะของเซลลสวนใหญยังมีรูปรางปกติเชนกันหลังไดรับออกซิเจนกลับไปใหมกวา 3.5 

ชั่วโมงเม่ือเทยีบกับเซลลทีบ่มในระบบออกซิเจนต่ํา 21 ชั่วโมง แตพบการบาดเจ็บที่สงัเกตไดจากการที่

เซลลเริ่มมีการเปลี่ยนแปลงของรูปรางเกิดขึ้นและมีระดับ Lactate dehydrogenase (LDH) ซ่ึงเปน

เอนไซมที่บงชี้ถึงการรั่วของผนังเซลลและการตายของเซลลหัวใจแบบ necrosis เพ่ิมขึ้นหลังบมในระบบ

ปดที่มีออกซิเจนต่ําตั้งแต 21 ชั่วโมงมีการบาดเจ็บเพ่ิมขึ้นเปนสัดสวนตามเวลาแบบทวคีณูและเริ่มพบ

การเปลี่ยนแปลงรูปรางเซลลเปน bleb cells ซ่ึงบงชี้ภาวะ apoptosis หลังบมในระบบปดที่มีออกซิเจนต่ํา

ที่ 24 ชั่วโมงตามลําดับ (รูปที่ 1) บงชี้วาที่เวลา 21 ชั่วโมงเซลลเริม่เกิดการบาดเจ็บระยะตนโดยสภาวะ

ออกซิเจนต่ํากอนการไดรับออกซิเจนกลับไปใหม 

รูปที่ 1  บน แสดงเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของรูปรางของเซลลรวมถึง bleb cells (ลูกศร) หลังบมในสภาวะตางๆ ตามเวลา

ที่ระบุ ลาง แสดงความสัมพันธของปริมาณ LDH และเวลาในการบมเซลลในระบบปดที่มีออกซิเจนตํ่า 

 

A, C, E ผลของเซลลที่บมในระบบ 

ที่มีออกซิเจนปกติ 18 ชม.  

21 ชม.และ 24 ชม.ตามลําดับ 

B, E, F ผลของเซลลที่บมในระบบ 

ปดที่มีออกซิเจนตํ่า 18 ชม.  

21 ชม.และ 24 ชม.ตามลําดับ 

 

 

DMEM ผลของเซลลที่บมในระบบที่มีออกซิเจนปกติ 

DMEM+Hx18hrs ผลของเซลลทีบ่มในระบบปดทีม่ี

ออกซเิจนตํ่า 18 ชม. 

DMEM+Hx21hrs ผลของเซลลทีบ่มในระบบปดทีม่ี

ออกซเิจนตํ่า 21 ชม. 

DMEM+Hx24hrs ผลของเซลลทีบ่มในระบบปดทีม่ี

ออกซเิจนตํ่า 24 ชม. 

Cardiac injury after hypoxic treatment
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รูปที่ 2 แสดงการเปรียบเทยีบรูปรางของเซลลหลังบมในสภาวะทดสอบ 

Nx_D2F เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะที่มอีอกซเิจนปกติเปน DMEM และ 2%FBS 
Rx_ หลังบมในสภาวะที่ขาดออกซิเจนและรับออกซิเจนกลับไปใหม 

D2F เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะทดสอบเปน DMEM และ 2%FBS 

D2F+TH เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะทดสอบเปน DMEM 2%FBS และ theophylline 240 μM 

D2F+Ado เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะทดสอบเปน DMEM 2%FBS และ adenosine 1 mM 

D2F+Ado/TH เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะทดสอบเปน DMEM 2%FBS theophylline 240 μM และ 

adenosine 1 mM 

เม่ือเปรียบเทยีบเซลลที่ถูกเพาะเลี้ยงในระบบปดที่มีออกซิเจนต่ํานาน 21 ชั่วโมงและไดรับ

ออกซิเจนกลับไปใหม 3.5 ชั่วโมงกับเซลลทีถู่กเพาะเลี้ยงในระบบที่มีออกซิเจนปกติพบวาเซลลทีถู่ก

เพาะเลี้ยงในระบบที่มีออกซเิจนต่ําเวลานานไดมีการเปลี่ยนรูปรางของเซลลไปหลังรับออกซิเจน

กลับไปใหมโดยมีเซลลสวนหนึ่งที่มีการหดตัวโดยโครงสรางของเยื่อหุมเซลล (cell shrinkage) 

บางสวนมีขนาดนิวเคลียสเล็กลง (nuclear condensation) และมีจํานวนเซลลที่มีลักษณะเชนนี้

เปลี่ยนไปตามระบบของอาหารที่ใชทดแทนหลงัรับออกซิเจนกลับไปใหม (รูปที ่2)    นอกจากนี้การ

ปองกันทําลายเซลลโดยการทดแทนดวยอาหารใหมเปนการลดสารที่เปนพิษตอเซลลทีเ่ซลลหลั่ง

ออกมานั้นไดถูกยับยั้งอยางชัดเจนโดยสารยับยั้งการทาํงานของตัวรบั adenosine (theophylline)  
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การตรวจสอบการอยูรอดของเซลล 

ในการตรวจสอบโดยวิเคราะหการทํางานของไมโตคอนเดรียของเซลลที่เพาะเลี้ยงในระบบที่

มีออกซิเจนปกติและเซลลที่เพาะเลี้ยงในระบบที่มีออกซิเจนต่ําในระบบปดนาน 21 ชั่วโมงและไดรับ

ออกซิเจนกลับไปใหม 3.5 ชั่วโมงพบวา ไมมีความแตกตางของการอยูรอดของเซลลในทั้ง 2 สภาวะ

อยางมีนัยสําคัญ (รูปที ่3)   

รูปที ่3 การตรวจสอบการอยูรอดของเซลลโดย MTT test  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Normoxia_test/control เปนการวดัผลการทดสอบเมื่อเล้ียงในอาหารที่มีออกซเิจนปกติของตัวอยางในสภาวะตางๆ เทียบกับ

ตัวควบคุม 

Repefusion_test/control เปนการวัดผลการทดสอบหลังจากการรับออกซเิจนกลับไปใหมของตัวอยางในสภาวะตางๆ เทียบ

กับตัวควบคุมNo change เมื่อไมไดมีการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะทดสอบ 

D2F เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะทดสอบเปน DMEM และ 2%FBS 

D2F+TH เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะทดสอบเปน DMEM 2%FBS และ theophylline 240 μM 

D2F+Ado เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะทดสอบเปน DMEM 2%FBS และ adenosine 1 mM 

D2F+Ado/TH เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะทดสอบเปน DMEM 2%FBS theophylline 240 μM และ 

adenosine 1 mM 
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การตรวจสอบการบาดเจบ็ของเซลล 

ในการตรวจสอบการบาดเจ็บของเซลลพบวา มี LDH ในอาหารเลี้ยงที่หลั่งจากเซลลที่ถูก

เพาะเลี้ยงในสภาวะที่ไมไดเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเม่ือรับออกซิเจนกลับไปใหมสูงถึงกวา 30 mU/ml 

ซ่ึงเพ่ิมจาก LDH ที่ตรวจพบในอาหารเลี้ยงเซลลหลังภาวะขาดออกซิเจน 10 mU/ml และพบวา

ปริมาณ LDH ลดลงกวา 70% เม่ือเซลลไดรับการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลใหมที่มีการเติมเฉพาะ FBS 

เม่ือเทียบกับสภาวะที่ไมไดเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลหลงัการรับออกซิเจนกลับไปใหม บงชี้วาการ

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลลดสารที่เปนพิษตอเซลลพรอมกับการทํางานของโปรตีนจากซีร่ัมชวยลดการ

บาดเจ็บของเซลล (รูปที่ 4)  นอกจากนี้การเติม theophylline 240 μM  adenosine 1mM หรือ ทั้ง 

theophylline และ adenosine รวมกันเพ่ิมลงอาหารเลี้ยงเซลลใหมในสภาวะทดสอบ ไมมีผลตอการ

เพ่ิมหรือลดการบาดเจ็บของเซลลอยางชดัเจนเม่ือเทียบกับอาหารเลีย้งเซลลใหมที่มีการเติมเฉพาะ 

FBS  

รูปที ่4 การตรวจสอบการบาดเจ็บหรือการตายแบบ necrosis ของเซลลโดยวัดปริมาณ LDH ที่รั่วมาจากเซลล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nx_D2F เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะที่มอีอกซเิจนปกติเปน DMEM และ 2%FBS 

Rx_ หลังบมในสภาวะที่ขาดออกซิเจนและรับออกซิเจนกลับไปใหม 

No change เมื่อไมไดมีการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลใหมหลังบมในสภาวะที่ขาดออกซิเจนและรับออกซิเจนกลับไปใหม 

D2F เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมเปน DMEM และ 2%FBS 

D2F+TH เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมเปน DMEM 2%FBS และ theophylline 240 μM 

D2F+Ado เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมเปน DMEM 2%FBS และ adenosine 1 mM 

D2F+Ado/TH เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใหมเปน DMEM 2%FBS theophylline 240 μM และ adenosine 1 mM 
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การวิเคราะหปริมาณ apoptosis 

การศึกษาทีผ่านมารายงานวา เซลลหัวใจหลั่งไอออนโซเดียมที่สูงออกมานอกเซลลเม่ือ

เซลลตองการลดความเปนกรดที่สูงขึ้นภายในเซลลเม่ืออยูในสภาวะออกซิเจนต่ําโดยผานการทํางาน

ของ Na+-H+ exchanger ในเซลล  ผลของการวิเคราะหปริมาณ DNA fragment แสดงวาการเปลี่ยน

อาหารใหมที่มีกลูโคสปริมาณสูงและซีร่ัม 2% เม่ือเริ่มการรับออกซิเจนกลับไปใหมทําใหลดปริมาณ

อนุมูลอิสระรวมถึงลดปริมาณไอออนโซเดียมที่สูงนอกเซลล (ซ่ึงพบวากระบวนการนี้ถูกยับยัง้ไดโดย

การบมเซลลในอาหารที่มี pH ต่ํากวา 6.9 ชวงสั้นกอนการรับออกซิเจนกลับไปใหมเชนกัน แตไมได

แสดงผลการทดสอบ)  จึงทําใหมีการลดการทํางานของกลไกที่กระตุนการทํางานของ endonuclease 

และกระบวนการ apoptosis ไปเกอืบ 50%  ในการทดสอบนี้พบวา theophylline (ตัวยบัยั้งตัวรบั 

adenosine แบบไมเจาะจง) ยับยั้งกลไกการตานการตายของเซลลโดยมีการเพิ่มปริมาณของ DNA 

fragment   นอกจากนี้ยังมีผลที่ขัดแยงเกี่ยวกับฤทธิ์ของ adenosine ในการตานกลไกการยับยั้ง 

apoptosis วา การบมเซลลดวย adenosine ในปริมาณสูงระยะยาวกระตุนการตายแบบ apoptosis 

(รูปที ่ 5)  ดังน้ันเม่ือเปรียบเทียบผลของ adenosine ตอการตายของเซลลพบวา adenosine มีผล

เพียงเล็กนอยตอการเพิ่มระดับ necrosis และลดระดับ  apoptosis (รูปที ่4 และ 5) 

รูปที ่5 การประเมินกระบวนการ apoptosis จากการวิเคราะหปริมาณ DNA fragment 

ซาย แสดงผลของการวิเคราะห DNA ที่สกัดจากเซลลจากระบบทดสอบโดย gel electrophoresis (ตามระบุในรูป)   

ขวา แสดงผลของการวิเคราะหความเขมของแถบ DNA โดยโปรแกรม Gene Tools  

Hypoxic reperfusion and treatment for protection from cell injury
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การเปรียบเทียบปริมาณระดับการแสดงออกของยีนตางๆ กับยีนควบคุมในเชิงปริมาณ 

ในการเปรียบเทียบปริมาณระดับการแสดงออกของยีนตางๆ กับยนีควบคุมในเซลลทีบ่มใน

ที่มีระดับออกซิเจนต่ํามากและไดรับออกซิเจนกลับไปใหมโดยการทดแทนดวยอาหารใหมพบวา ยีน

ของ ADSL ENT2 Bax Nix และ HIF1-β มีระดับการแสดงออกสูงกวา 3.5 เทาเม่ือเทียบกับเซลลที่

เลี้ยงในระบบที่มีออกซิเจนปกติ (รูปที ่ 6) แสดงวา เซลลตอบสนองตอระบบออกซิเจนต่ําโดยผลิต 

RNA ของยีน HIF1-α และ HIF1-β เพ่ิมขึ้น  เพ่ือปกปองเซลลจากสภาวะออกซิเดชันโดยเซลล

พยายามที่จะเพิ่มปริมาณของ adenosine ในเซลลโดยผานการเพิ่มการผลิต AMP ซ่ึงเปนสาร

ตัวกลางที่จะสลายตอได adenosine ดวยการเพิ่มการทํางานของ ADSL ซ่ึง AMP ทําหนาที่กระตุน

ปจจัยยังชีพ เชน AMP activated protein kinase นอกจากนี้เซลลยังเพ่ิมการนําเขา adenosine จาก

ภายนอกในเซลลโดย transporter เชน ENT2 เพ่ือควบคมุสมดุลยของระดับ adenosine  

ขณะเดียวกันยังพบปริมาณ RNA ของ Nix ที่ในระดับสงูกวาในเซลลปกติมากบงชีถ้ึงการกระตุนกลไก 

apoptosis ในภาวะที่มีกลโูคสสูงตางจากการตายโดยกระบวนการ apoptosis ในเซลลที่มีการสะสม

ของภาวะเปนกรดสูงซ่ึงจะกระตุน Bnip3 ซ่ึงเปน  apoptotic factor ตวัหลัก (16) 

ผลของตัวยบัยั้งตวัรับ  adenosine แบบไมเจาะจง (theophylline) 

เม่ือให theophylline กับเซลลหัวใจที่ขาดออกซิเจนและไดรับออกซิเจนกลับไปใหมพบวาใน

ขณะที่เซลลเกิด apoptosis มากขึ้น ยีนของ Bnip3 และ Nix มีการแสดงออกของยีนเพ่ิมแตพบวาการ

แสดงออกของยีน Bax มีการเปลี่ยนแปลงนอย (รูปที่ 7) บงชีว้ากลไกหารควบคุมการทํางานของ Bax 

ตางจาก Bnip3 และ Nix ที่ไมถูกควบคุมการแสดงออกของยีนโดยการกระตุนสงสัญญาณผานการ

ทํางานของตัวรับ adenosine นอกจากนี้การกระตุน apoptosis ของ theophylline ยังผาน

กระบวนการทํางานของ  p53 และ  HIF1beta ซ่ึงอาจจะควบคุม apoptotic factors ตัวอ่ืนๆ เชน  

Bnip3 Nix เปนตน 

นอกจากนี้ theophylline ยังกระตุนยีนที่เกี่ยวกับเมทาบอลิสมของ  adenosine คือ AMPD2, 

ADSL, ENT2  เสนอแนะวา ตัวรับ adenosine ทํางานปรับสมดุลเพ่ือเพ่ิมระดับ adenosine ในเซลล

ในสภาวะทดสอบ (รูปที ่7) 

ผลของ adenosine ที่เพิ่มข้ึนในเซลลจากการนําเขาจากภายนอก 

ในการวิเคราะหการแสดงออกของยีนเพ่ิมเติมโดยศึกษาผลของการเติม adenosine ใน

ปริมาณที่สูง ซ่ึงนําไปสูการเพิ่มระดับ adenosine ภายในเซลลพบวา AMP deaminase  ซ่ึงทําหนาที่
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นํา AMP กลับมาใชมีระดับเพ่ิมขึ้นจากระดับ AMPD2 RNA ที่เพ่ิมขึ้น ขณะที่ Equilibrative 

nucleoside transporter ซ่ึงทําหนาที่สง adenosine เขาเซลลมีระดับ ENT2 RNA ลดลงบงชี้ถึงความ

พยายามลดปริมาณ adenosine ภายในเซลล  นอกจากนี้การเพิ่มระดับ adenosine ภายในเซลลยัง

สงผลถึงการลดโปรตีนควบคุมการเจริญของเซลล เชน  p21 และเพิ่มระดับการแสดงออกของยีน 

Bnip3 ซ่ึงตอบสนองตอทั้งกระบวนการ apoptosis และ necrosis (รูปที ่7) 

รูปที ่6 การเปรียบเทียบปริมาณระดับการแสดงออกของยีนทดสอบกับยีนควบคมุ 

AMPD2, ADSS, ADSL ENT2, HIF1-α, 

HIF1b, P21, P53, Bax, Bnip3, Nix แสดงคา

ของยีน  AMP deaminase type2, 

Adenylosuccinate synthase,  

Adenylosuccinate  lyase, Equilibrative 

nucleoside transporter type2, Hypoxia 

inducible factor-1 alpha, Hypoxia inducible 

factor-1 beta, P21/WAF1 (cell cycle 

regulator), P53 (tunor suppressor), 3 

apoptotic factors (Bax, Bnip3, Nix หรือ 

Bnip3 related protein) ตามลําดับ 

 

 

 

 

รูปที ่7 ผลของ Theophylline และ Adenosine ตอระดับการแสดงออกของยีนทดสอบกับยีนควบคมุ เมือ่ศึกษาเปรยีบเทยีบ
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

Early phase in hypoxic reperfusion  

ในการศึกษานี้เปนการศึกษาแรกที่ศึกษาการทํางานของ adenosine ในเซลลที่ทํางานใน

การปองกันเซลลหัวใจที่อยูในสภาวะที่มีระดับของกลูโคสสูง ชวงเวลาของการขาดออกซิเจนที่ถูก

เลือกในการศกึษานี้เปนภาวะที่ยังไมปรากฏ  bleb cells หลังจากบมในสภาวะออกซิเจนต่ําที่เวลา 21 

ชั่วโมงกอนใหออกซิเจนกลับไปใหมซ่ึงเปนการขาดออกซิเจนระยะตน  เม่ือตรวจสอบปริมาณ LDH ที่

เซลลหลั่งออกมาพบวา เซลลหลั่ง LDH ในชวงดังกลาวนอยกวาเม่ือบมในสภาวะเดียวกนัที่ 24 

ชั่วโมงที่เริ่มตรวจพบ bleb cells หลังบมในสภาวะออกซิเจนต่ําถึง 50% และที่เวลา 21 ชั่วโมงนี้เซลล

เริ่มมีการบาดเจ็บชัดเจน หลังมีการใหออกซิเจนกลับไปใหมและกูชีพเซลลดวยการเปลี่ยนอาหารใหม

โดยสังเกตจากการเปลี่ยนรปูรางของเซลล (cell shrinkage และ cell condensation)  เม่ือวิเคราะหผล

ของปริมาณ LDH รวมกับผลของ DNA fragmentation ที่มี DNA fragment ปริมาณนอยมาก (<10% 

ของ DNA ทั้งหมด) เทียบกับการศึกษาอื่นๆ ที่ทดสอบเซลล H9C2 ในสภาวะที่มีออกซิเจนต่ําและ

กลูโคสสูง (16, 17) ซ่ึงพบ DNA fragment ปริมาณมากจากสภาวะเปนกรดสงู สภาวะที่ทดสอบนี้

ใหผลสอดคลองกับงานวิจัยของ Cai L และคณะซึ่งศกึษาเซลลหัวใจในสภาวะทีมี่ออกซิเจนปกติที่เกิด 

apoptosis เม่ือสัตวทดลองมีกลูโคสระดบัสูงในเลือด (18) ทําใหสรุปไดวา ในระบบทีบ่มในสภาวะที่มี

กลูโคสสูงและออกซิเจนต่ําในระยะตนนี ้ เซลลถูกทําใหบาดเจ็บจากการคั่งของอนุมูลอิสระหรือการ

ลดลงของ antioxidants ปริมาณมากมากกวาการเกิดภาวะกรดในเซลล แตผลในการศึกษานีข้ัดแยง

กับการศึกษาของคณะของ Kim MH (21) ที่พบวาการบมเซลลในกลูโคสระดับสูงกอนบมในสภาวะที่มี

ออกซิเจนต่ําและไมมีกลูโคสชวยปองกันเซลลจากการตายเมื่อเทียบกับเซลลที่บมในกลูโคสระดบัปกต ิ

เพราะกลูโคสในระดับสูงลดการทํางานของ Na+/H+ exchanger (NHE) ทําใหเกิดการลดปริมาณกรด

ภายในเซลลโดยกระตุน H+/HCO3- co-transport ซ่ึงจะทําใหระดับแคลเซียมในเซลลไมสูงและลด

สภาวะ acidic apoptosis (19-20)   

การเปลี่ยนอาหารใหมใหเซลลที่ไดรับออกซิเจนกลับไปใหมหลังบมในสภาวะที่มีออกซิเจน

ต่ําในระยะตนชวยลดปริมาณสารอนุมูลอิสระและไอออนโซเดียมนอกเซลล  ผลตามรูปที ่ 6 บงชี้วา

เซลลทําการสงัเคราะห AMP สูงขึ้นจากการที่มี ADSL สูงขึ้นอยางมาก จึงมีผลใหเกิด AMP สูงขึ้น

และมีผลตอการกระตุน AMP activated protein kinases (AMPK) โดยตรง หรือมีการชะลอการ

สูญเสีย adenosine จากเซลล ทําใหกระตุน AMP activated protein kinases (AMPK) โดยการสง

สัญญาณผานการทํางานของ adenosine receptor ในสภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา (22,23)  จากขอมูลที่
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ผานมาโดยสวนใหญระบุฤทธิ์ของ AMPK ในการยับยั้งการทําลายเซลลหัวใจจากการใหออกซิเจน

กลับไปใหม โดยเพิ่มการนําเขากลูโคส กระบวนการสลายกลูโคส และยับยั้งการใชพลังงานของเซลล 

(24-26)    

HIF1 เปนโปรตีนควบคุมทาํงานของโปรโมเตอร (transactivators) ของกลุมยีนทีต่อบสนอง

ตอสภาวะออกซิเจนต่ํา เม่ือทําการทดสอบที่มีระดับกลูโคสสูงในงานวิจัยชิ้นน้ีพบวายีน HIF1-β มีการ

แสดงออกเพิ่มขึ้นเม่ือเซลลไดรับออกซิเจนกลับไปใหม ซ่ึงขอมูลสอดคลองกับการศึกษาของ Yim S 

และคณะ (27) วายีนของ HIF1-β หรือ ARNT เทานั้นมีความจําเปนตอการตอบสนองตออินซูลินและ

การตอบสนองตอสภาวะทีมี่ออกซิเจนต่ําเม่ือทดสอบในเซลลหัวใจทีเ่พาะเลี้ยงขึ้นแตไมมีผลตอโปรตีน 

HIF1-α ในสภาวะทั้งสอง    เม่ือเปรียบเทียบกบัขอมูลที่ขัดแยงกันในการศึกษาของ Marfella R และ

คณะ (28) ที่พบวาการแสดงออกของยีน HIF1-α อาจเปนปจจัยหนึ่งสําหรับการพยากรณสภาวะการ

บาดเจ็บของเซลลโดยสารอนุมูลอิสระโดย Marfella R และคณะไดทําการทดสอบในสภาวะทีมี่ระดับ

กลูโคสในเลือดสูงเม่ือเกิดการขาดเลือดโดยบีบหลอดเลือดโคโรนารีหัวใจดานซาย เซลลหัวใจจะเกิด

การสะสมสารอนุมูลอิสระมากและเกิดการขยายของบรเิวณเซลลทีต่าย (infarct size) บริเวณกวาง

จากสภาวะนีแ้ละเกิดการขยายบริเวณเซลลทีต่ายมากขึ้นเม่ือควบคมุระดับกลูโคสในเลือดไดไมดี ซ่ึง

สภาวะนี้แปรผันกับระดับการแสดงออกของยีน HIF1-α   ขอมูลทีแ่ตกตางกันอาจเกิดจากการศึกษา

ของ Yim S และคณะและงานวิจัยชิ้นน้ีเปนการทดสอบในระดับเซลลทีเ่พาะเลีย้งขึ้นแตงานวิจัยของ 

Marfella R และคณะซึ่งทดสอบในสัตวทดลองที่มีกลโูคสในเลือดปกติที่สภาวะของการขาดเลือดที่ทํา

ใหเกิดสภาวะที่รุนแรงตอเซลลมากกวาจากขนาดของเซลลทีต่าย (> 40% ของหองหัวใจดานซาย) 

หลังไดรับเลือดไหลเวียนกลบัไปใหม  อยางไรก็ตามยงัไมมีรายงานผลการศึกษาเปรียบเทยีบ  ยีน 

HIF1-α  และ HIF1-β ในสตัวทดลอง 

Bax ถูกพบในเซลลหลากหลายชนิดและเปนโปรตีนทีท่ําหนาที่หลักในการควบคมุกลไกการ

กระตุนการเกดิ apoptosis ขณะที่ P53 และ P21/WAF1 ควบคุมกลไก apoptosis โดยเปนตัว

กําหนดการชะลอการดําเนินของวงจรชีพของเซลล (cell cycle check points) และ Bnip3 เปนโปรตีน

ที่มีบทบาททั้งกระบวนการ apoptosis และ necrosis โดยเฉพาะ apoptosis ที่เกิดจากภาวะเปนกรด

ในเซลลหัวใจ (acidic apoptosis)  ในรายงานเร็วๆ น้ีพบวา Nix ซ่ึงเปนโปรตีนควบคุมกลไก 

apoptosis ที่มีโครงสรางของโปรตีนคลาย Bnip3 มีบทบาทตอกลไกการเกดิการโตของเซลลหัวใจ 

(hypertrophy) และ cardiac fibrosis   เม่ือทําการศึกษาในเซลลในสภาวะที่มีระดับกลูโคสสงูที่ถูก
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ทําลายโดยออกซิเจนที่ไดรับกลับไปใหมหลังการขาดออกซิเจนในระยะตน พบวาระดับ RNA ของ 

Bax และ Nix เพ่ิมขึ้นชัดเจน ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาของ Ribe D และคณะ (29) ที่โปรตีนของ 

Bax เพ่ิมขึ้นเม่ือมีการทํางานของ  NADPH oxidase เพ่ิมซ่ึงผลิต superoxide radicals เพ่ิม  แตผล

การศึกษานี้ขดัแยงกับงานวิจัยของ Kim MH และคณะที่พบวาไมมีการเปลี่ยนแปลงของระดับโปรตีน

ของ Bax และ Bcl2 ในสภาวะที่เซลลหัวใจถูกปองกันจากการตายโดยการใหกลูโคสในระดบัสูงกอน

เกิดการขาดออกซิเจน (21)  

Adenosine receptor and its inhibition 

สารยับยั้งตวัรบั adenosine ชนิดที่ 2 (A2AR) มีบทบาทตอการกระตุนเซลลใหผลิต  

superoxide radicals (O2
-) โดย NADPH oxidase  เพ่ิมจนมีผลตอการลดการยับยั้งการบาดเจ็บของ

เซลลหัวใจ (29)   Theophylline ที่ใชในการศึกษานี้เปนสารยับยั้งการทํางานของตัวรบั adenosine 

แบบไมเจาะจงและยังมีฤทธิ์รวมของการยับยั้ง phosphodiesterase แบบไมเจาะจงซึ่งจะทําใหเพ่ิม

ระดับ cAMP ในเซลลดวย  แมวาสารยับยั้ง phosphodiesterase ชนิดที่ 4 จะออกฤทธิใ์นปองกันการ

ตายของเซลลแบบ apoptosis โดยการกระตุนดวย nitric oxide (30)  แตผลจากการใช theophylline 

240 μM กับเซลลที่ไดรับออกซิเจนกลบัไปใหมหลงับมในสภาวะที่มีออกซิเจนต่ําพบวา เซลลตาย

ดวย apoptosis มากขึ้น (พบ DNA fragment มากขึ้น) แสดงวา theophylline ออกฤทธิ์ยับยัง้การ

ทํางานของตัวรับ adenosine แบบไมเจาะจงมากกวา  

การศึกษาผลของ theophylline ตอการยับยั้งการทํางานของตัวรบั adenosine ของเซลลที่

อยูในสภาวะที่มีระดับกลูโคสสูงที่รอดหลังสภาวะที่มีออกซิเจนต่ําระยะตนและพบวา การแสดงออก

ของยีนที่ควบคุม purine metabolism ถกูยับยั้งโดย theophylline มีผลทําให AMP ในเซลลลดลงจาก

การที่มีระดับ RNA ของ AMP deaminase สูงขึน้มากขณะทีมี่การเปลี่ยนแปลงระดับ RNA ของ 

ADSS และ ADSL ระดับนอยกวา อาจทําใหเกิดการสังเคราะหเปลี่ยน AMP ไปเปน inosine 

monophosphate (IMP) จึงมีผลลดการทาํงานของ AMPK  นอกจากนี้ theophylline  ยังมีผลตอการ

ลดการนําเขา adenosine สูเซลลโดย ENT ซ่ึงเปนการควบคุมยอนกลับจากการที่การสงสัญญาณของ 

adenosine ลดลงเชนที่พบในเซลลของกานสมอง (brainstem) (31)  

มีขอมูลเพ่ิมเติมวาระดับการแสดงออกของยีน HIF1b เพ่ิมมากขึ้นอีกหลังไดรับออกซิเจน

กลับไปใหมเม่ือถูกยับยั้งการทํางานของตวัรับ adenosine แตไมพบปรากฏการณน้ีกับยีน HIF1a 

แสดงวา HIF1b ถูกควบคมุโดยการทํางานของตัวรับ adenosine   นอกจากนี้ตัวรับ adenosine ยังมี
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บทบาทชัดเจนตอโปรตีนทีท่ําหนาที่ควบคุมกลไกการกระตุนการเกดิ apoptosis    

การตรวจสอบระดับ RNA ของยีนหรือโปรตีนที่ทําหนาที่ควบคุมกลไกการกระตุนการเกิด 

apoptosis เชน Bax Bnip3 Nix (หรือ Bnip3L) p53 และ p21/WAF1 ทําใหรูถึงกลไกการควบคุมการ

ตอบสนองตอสภาวะออกซิเจนต่ําของเซลลหัวใจ   RNA ของยีน P53 และ Nix เพ่ิมขึ้นชัดเจนเม่ือทํา

การตรวจสอบบทบาทของตวัรับ adenosine โดยใชสารยับยั้งการทํางานของตัวรับ adenosine แบบ

ไมเจาะจง   แมวาโปรตีนของ P53 และ p21/WAF1 มีปริมาณเพิ่มขึ้นในเซลลหัวใจทีเ่พาะเลี้ยงใน

สภาวะที่มีกลโูคสสูงและในหัวใจหนูเบาหวาน (32, 33)  แตยังไมมีรายงานของผลของการยับยั้งการ

ทํางานของตัวรับ adenosine ตอการแสดงออกของ RNA ของทั้ง P53 และ p21/WAF1   Nix เปน

โปรตีนซึ่งแสดงออกในเนื้อเยื่อหลายชนดิทําหนาที่ควบคุมการโตของเซลลหัวใจโดยกลไก apoptosis 

ถูกควบคุมโดยสภาวะเครียดของเซลลผานโปรตีน Gαq และยังไมมีงานวิจัยที่สนับสนุนการทํางาน

ของ Nix ในสภาวะที่เซลลขาดออกซิเจน (34)  ดังน้ันการศึกษานี้เปนการพบการเปลี่ยนแปลงของ 

RNA ของยีน Nix หลังบมในสภาวะที่มีกลูโคสสูงและออกซิเจนต่ําระยะสั้นและไดรับออกซิเจนกลับไป

ใหมเปนครั้งแรก  สรุปไดวาในการศึกษานี้การลดปริมาณ RNA ของยีน P53 และ Nix โดยกลไกของ

ตัวรบั adenosine เปนปจจัยหนึ่งในการปองกันการตายของเซลลที่ขาดออกซิเจนในสภาวะที่มีระดับ

กลูโคสสูง 

Adenosine induced cell death 

adenosine มีบทบาทในการปองกันเซลลหัวใจชนิด myocardium จากการบาดเจ็บจากการ

ไหลเวียนกลบัของเลือดหลังการขาดเลอืด (12) adenosine กระตุนเซลลหัวใจใหหลั่ง NO เพ่ิมขึ้นโดย

การทํางานของ endothelial nitric oxide synthase (eNOS) ที่เพ่ิมขึ้นทําใหปกปองไมโตคอนเดรีย

จากการทําลายโดยสารอนุมูลอิสระ (hydrogen peroxide) [15]  ระดับกลูโคสสูงชวยเรงการผลิตของ

ทั้ง NO และ superoxide (SO) แบบไมสมดุลยในสัตวทดลองทําใหมีปริมาณ SO สูงกวา NO ถึง 7 

เทาเปนเหตุใหเกิดความผดิปกติของเซลลเยื่อบผุนังหลอดเลือดและการทําลายชวีโมเลกลุในเซลลโดย 

peroxynitrite (10)  adenosine ปริมาณที่เหมาะสมอาจชวยปรับการขาดสมดุลยน้ีได แตมีรายงานวา

ปริมาณ NO ที่สูงมากไปมีผลตอการทําลายเซลลเชนกัน (35) 

adenosine มีผลโดยตรงตอการเรงการทํางานของ AMP deaminase  ขณะที่เซลลหัวใจหมู

ที่ถูกบมในสภาวะออกซิเจนต่ําผลติ AMP deaminase ลดลง และการบมดวย adenosine กอนบมใน

สภาวะออกซิเจนต่ําชวยเรงการผลิต AMP deaminase โดยผานกลไกของตวัรับ adenosine และ 
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protein kinase C (PKC) เชนกัน นอกจากนี้ β-adrenegic agonist มีผลตอการผลิต AMP 

deaminase เชนเดียวกบั adenosine (36) ในการศกึษานี้ใหผลคลายคลึงกัน AMP deaminase ถูก

กระตุนใหผลติเพ่ิมขึ้นในสภาวะที่มีการเติม adenosine ในชวงทีใ่หออกซิเจนกลับไปใหม แตสภาวะที่

มี adenosine ภายนอกเซลลสูงมากกระตุนเซลลใหเขาสูกระบวนการ apoptosis โดย NO ที่เพ่ิมขึ้น

อยางมากอาจเกิดจากการควบคุมโดย Bnip3 ที่มีระดับมากขึ้น บงชี้ถึง AMP deaminase เปนปจจัย

หลักปจจัยหนึ่งที่เกี่ยวของกับการกระตุนกระบวนการ apoptosis โดย adenosine เน่ืองจากไมมีการ

เปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนของยีนอ่ืนที่ทําการศึกษา 
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Abstract 

Less is known about the effect of ischemic period before reperfusion injury under 
hyperglycemic stress.  Adenosine triggers the intracellular signaling that inhibits apoptotic process 
in both preconditioning and post-conditioning.  Whether either adenosine signaling or adenosine 
metabolism regulates the protective pathway in the model of ischemic reperfusion under 
hyperglycemic stress remains unclear.   Role of either adenosine metabolism or adenosine triggering 
in the mechanism of cardiac protection were evaluated in model of re-oxygenated injury after early 
period of hypoxia under high glucose.  RNA analyses of H9C2 cells after rescue from re-oxygenated 
injury demonstrated the up-regulated genes of ADSL and ENT2, Bax, Nix, and HIF1-β.  The 
antagonist for adenosine receptor, theophylline, was shown to inhibit this anti-apoptotic process.  
Expression of Bnip3 and Nix, not Bax, were stimulated when post-treated with theophylline, 
suggesting that adenosine signaling appears to be the active cardio-protective mechanism from Bax-
transcript independent cardiac apoptosis after early period of hypoxia under high-glucose stress. 
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Introduction 
Worsen prognosis and high prevalence of death in non-diabetic MI patients with stress 

hyperglycemia during onset of infarction was not associated to abnormal left ventricular function, large 
infarct size, or immediate response of inflammatory protein markers (1). Postprandial hyperglycemia in 
diabetic patients directly affected to the defects of microcirculation and diseased complications (7). 
Previous reports revealed the increased oxidative stress and stimulated pathways of inflammation in 
these occurrences (2-6).  High level of glucose forces the production of free radicals including 
superoxide, reactive oxygen species (ROS), which reacts to nitric oxide (NO) then later produces 
peroxynitrite, a stimulating substance for apoptosis and necrosis (9). Contradict evidences demonstrated 
the reduced reperfusion injury after LCA occlusion or hypoxic treatment by short-term hyperglycemia 
or pretreatment by high glucose (8, 37). It remains unclear about the effect of ischemic period before 
reperfusion injury under hyperglycemic stress.   
 Adenosine functions in regulating circulatory systems via the activation of adenosine receptors 
(A1, A2A, A2B and A3).  It is known that the increased level of extracellular adenosine to stimulate AR 
activation or agonists for AR protects myocardium from reperfusion injury.   Studies in preclinical trials 
and clinical trails suggested adenosine as a potent cardiac protector (12-14). Adenosine stimulated NO 
release in vitro by the activation of A2AR and endothelial nitric oxide synthase resulting in the 
protection of mitochondrial injury from hydrogen peroxide (15).    
 Less is known about adenosinergic effect on MI patients with hyperglycemic stress.  We 
hypothesized that evaluation of hyperglycemic effect when treating at short-term to long-term or early 
period of hypoxia could explain the critical mechanism for cardiac protection.  Adenosine mechanism 
may involve in the decreased level of reperfusion injury in MI patients with stress hyperglycemia. 
 

Materials and Methods 

Cell treatment at early period of hypoxia and re-oxygenation  
H9C2 cardiac myoblast (ATCC) was maintained in DMEM (4,500 mg/l glucose)-10% FBS 

(Hyclone, USA).  Cells were plated at 5x105 cells/well for 16 hrs before changing the medium to 
DMEM (no FBS), further incubated in closed hypoxic chamber at <0.5% Oxygen  (observed by  O2 
indicator ).  Re-oxygenation and rescue of cells by immediate change of medium to DMEM-2%FBS. 
Theophylline or adenosine was added as indicated.   After 3.5 hr-re-oxygenation, cells were assayed 
for viability test, treated for analysis of DNA fragment and harvested for RNA storage at -20 oC. 

Cell injury, viability, and cell death 
LDH test by kinetic assay (Human, USA) was performed to measure the level of cell necrosis. 

MTT at 0.5 mg/ml was used for assaying mitochondrial activity and cellular viability for 1.5 hrs.  
DNA fragmentation was analyzed for activation of endo-nuclease cleavage of chromosomal DNA 
prepared by a method using Proteinase K-SDS-NaCl/ phenol-chloroform extraction and ethanol 
precipitation and semi-quantified the weakly intensed band of DNA fragment by Genetools 
(SynGene). 

Gene expression and DNA-quantitation by real time-PCR 
RNA prepared as a method of Gibco-BRL was reverse-transcribed using pooled specific 

reverse primers of Bax, Bnip3, Nix, P53, P21, HIF1-alpha, HIF1-beta, AMPDs, ADSS, ADSL, ENTs 
and beta-actin.  Quantitative PCR was performed in RotorGene 6000 (Corbette Research, Australia). 
Data was analyzed by comparison with control gene and calculated as deltadelta Ct.   
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Results 

Increased levels of LDH release from H9C2 cells treated under high level of glucose and 
hypoxic stress was direct/exponential proportional to increased incubation time of hypoxia (Figure 
1B).  The selected early period was 21 hrs of hypoxic treatment since no bleb cell of cardiac myoblast 
after 21 hr-hypoxia was microscopically observed and the later injury which was seen as cell 
shrinkage and nuclear condensation, found after 3.5 hrs of reperfusion, indicating early phase of 
reperfusion injury under this experimental condition (Figure 1A).   Replacement of new medium 
(DMEM with 10%FBS) before period of reperfusion reduced cell injury as compared to continued 
incubation without change of medium, indicated by 10 fold reduction of LDH release (from >30 
mU/ml to <4 mU/ml), shown in figure 1C and 1D.  The rescued process was partially inhibited by 
theophylline, a non-selective adenosine antagonist, at 240 μM indicated by an increased level of DNA 
fragmentation.    

 Heart cells compensate its imbalanced intracellular pH via ………………… 

 

Discussion  

Early phase in hypoxic reperfusion  

This is first demonstration of adenosinergic effect on cardiac protection from hypoxic 
reperfusion injury under high glucose/hyperglycemia.  Though the hypoxic period is early as detected 
by no bleb cells and low LDH level before reperfusion, the fragment analysis also confirmed early 
period of hypoxia as only <10% obtained DNA fragments, contrasting to the other in vitro studies 
under acidic environment. This data is correlated to the in vivo study of hyperglycemia-induced 
apoptosis in mouse myocardium under normal aeration by Cai L et.al. (18), suggesting that at this 
early phase of hypoxic treatment, cardiac myoblasts might be damaged by reduced anti-oxidative 
status, not the intracellular acidity.  High level of glucose suppresses the activity of Na+/H+ 
exchanger (NHE) leading to lowering uptake of calcium ions, apoptosis and cardiac injury (19-20).  
However, the report of Kim MH et.al ……….………………… 
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