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บทคัดย่อ 

เอนไซมส์เตอรอยดไ์ฟวแ์อลฟารีดกัเทสมีความส าคญัในการเมตาโบไลซ์ฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน 

ไปเป็นแอนโดรเจนท่ีมีฤทธ์ิมากข้ึนคือ ไดไฮโดรเทสโทสเทอโรน (DHT) ซ่ึงมีความเก่ียวขอ้งในการเกิดโรค

หลายชนิดไดแ้ก่ ต่อมลูกหมาโต ศีรษะลา้นจากฮอร์โมนเพศชาย และสิว วธีิในการทดสอบฤทธ์ิตา้นเอนไซม์

ไฟวแ์อลฟารีดกัเทสจึงเป็นกุญแจส าคญัในการคน้พบสารใหม่ๆเพื่อพฒันาต่อไปเป็นยา ในการศึกษาน้ีทาง

ทีมวิจยัไดพ้ฒันาวิธีในการทดสอบฤทธ์ิตา้นเอนไซมไ์ฟวแ์อลฟารีดกัเทสโดยไม่ใชส้ารรังสีและใชเ้คร่ืองมือ 

LC-MS แหล่งของเอนไซม์ไฟวแ์อลฟารีดักเทสนั้นได้มาจาก LNCaP (human prostate cancer cells) ซ่ึงมี

เอนไซมไ์อโซฟอร์มท่ี 1 ในการพฒันาวิธีการทดสอบฤทธ์ินั้น ระบบท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาเอนไซม์ไดถู้ก

พฒันาและปรับให้เหมาะสมดงัน้ี การปริมาณเอนไซม์กบัสารตั้งตน้เทสโทสเทอโรนท าปฏิกิริยากนัอย่าง

เหมาะสม การใชค้วามเขม้ขน้ของ NADPH-cofactor และระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบ่มปฏิกิริยาเอนไซม์ 

ความสามารถในการทนตวัท าละลายชนิด DMSO ของปฏิกิริยาเอนไซม์ วิธีการทดสอบประสิทธิภาพท่ี

พฒันาข้ึนน้ีไดท้  าการตรวจสอบความถูกตอ้งตามไกดไ์ลน์โดยใชต้วัแปลดงัต่อไปน้ี  1) signal to background 

ratio (S/B)  2) signal to noise ratio (S/N), 3)the signal window (SW) และ 4) zeta factor Z′ . ในการทดสอบ

ฤทธ์ินั้นไดท้  าปฏิกิริยาใน 96-well plates และตรวจวดั DHT ท่ีสร้างข้ึนหลงัจากปฏิกิริยาดว้ย LC- MS จาก

การทดลองพบวา่ S/B, S/N, SW และ Z′ factor มีค่าท่ียอมรับไดต้ามไกด์ไลน์และยงัพบวา่ความสามารถใน

การท าการทดลองซ ้ า (reproducibility) ในการศึกษาระหวา่งวนั นั้นมีค่าผนัแปรท่ีต ่ากวา่เกณฑ์ท่ีก าหนดไว ้

และยามาตรฐาน dutasteride และ finasteride มีการยบัย ั้งและแสดงค่าท่ีสอดคลอ้งกบัรายงานวิจยัท่ีผ่านมา 

ในการศึกษาน้ีไดป้ระยกุตใ์ชว้ิธีท่ีพฒันาข้ึนกบัสมุนไพรไทยจ านวน 11 ชนิด พบวา่สารกดัสมุนไพร 2 ชนิด

มีฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีดีไดแ้ก่ Impatiens balsamina L. และ Curcuma longa L. ซ่ึงมีค่า IC50  ท่ี  5.4±0.2 และ 9.0±1.2 

µg mL-1 ตามล าดับ จากการศึกษาน้ีได้ประสบความส าเร็จในการพัฒนาวิธีใหม่ท่ีใช้ในการทดสอบ

ประสิทธิภาพการยบัย ั้งเอนไซมไ์ฟวแ์อลฟารีดกัเทสท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง (selectability) ความสามารถใน

การท าซ ้ า (reproducibility) และมีความน่าเช่ือถือและเป็นเคร่ืองมือท่ีมีค่าในการหาสารใหม่ๆเพื่อพฒันาเป็น

ยาต่อไป    
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Abstract 

Steroid 5-reductase (S5αR) plays an important role in metabolizing testosterone into active 

androgen dihydrotestosterone (DHT) which is involved in many androgen dependent disorders, such as 

androgenic alopecia, benign prostatic hyperplasia and acne. The method for screening for S5αR inhibition 

is key in finding new antagonists. In this study, the label-free S5αR inhibitory assay using LC-MS was 

developed. S5αR type 1 enzyme was obtained from LNCaP prostate cancer cells. The enzymatic assay was 

optimized for enzyme-substrate (testosterone) concentration, NADPH-cofactor concentration, solvent 

tolerance, enzyme activity stability and incubation time. The developed assay was validated by measuring 

the signal to background ratio (S/B), the signal to noise ratio (S/N), the signal window (SW) and the zeta 

factor Z′ in accordance with published bioassay guidelines.  The enzymatic reaction was performed in 96-

well plates and DHT formation was determined by LC- MS. S/B, S/N, SW and Z′ factor were well above 

acceptable criteria and the reproducibility was good using Z′ factor other 3 days and further validated by 

dutasteride and finasteride inhibition.  The method was successfully applied to quantify S5αR inhibitory 

activity of some Thai herbal extracts. Two plant extracts, Impatiens balsamina L. and Curcuma longa L. 

showed IC50 at 5.4±0.2 and 9.0±1.2 µg mL-1 and are therefore promising sources of new S5αR inhibitors. 

The assay has high selectability and reproducibility and suited to medium throughput screening required by 

phytochemistry.  


