
บท ท  3

ผลการวิจัย

ผลของ CU-763-10-01 ที่มีตอการหายใจ และ กระบวนการออก1ซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน ของ
ไมโตคอนเดรียที่เตรียมจากตับหนูขาว

1. ผลของ CU-763-10-01 ในขนาดตางๆ ที่มีตออัตราการใช้ออกซิเจน ของไมโตคอนเดรีย

1.1 เมือไช glutam ate + m alate เป็นสับสเตรท

รูปที่ 22 แสดง oxygraph tracings ซึ่งได้จากการวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของ
ไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ โดย polarographic oxygen  electrode technique ดังรายละเอียด  
ที่กลาวไว้ในบทที่ 2 ตัวเลขที่กำกับอยูที่ระยะตางๆ ของ oxygraph tracing คือ คาอัตราการใช  ้
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะ (state) ตางๆ โดยคำนวณออกมาเป็นจำนวน ท atom s
o /m l/m in

tracing 22 A แสดง control respiratory response ของ'ไมโตคอนเด'รียทั่ใช่ในการ 
ทดลอง ในระยะแรกของ tracing 22A สวนประกอบที่สำคัญในการทำปฏิกิริยามืเพียง ไมโตคอนเดริย 
ใน incubation m edium  ที่มื glutam ate + m alate เป็นสับสเตรทอยูในปริมาณมากเพียงพอที ่
จำเป็นต้องใช้ในการทำปฏิกิริยา ระยะนี้อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเทากับ 33.37
ท atom s O /m l/m in ระยะนีคือ state 4 respiration เมือมีการเติม ADP +Pi ลงไป จึงพบวาอัตรา 
การใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจะเพมสูงขนเป็น 200.21 ท atom s o /m l/m in  เรียกระยะนี้วา 
state 3 respiration จนกระทั่ง ADP ถูกใช้หมดไปในการทำปฏิกิริยา อัตราการใช่ออกซิเจนของ
ไมโตคอนเดรียจะลดลงเป ็น 33.37 ท atom s o /m l/m in  กลับเขาสู state 4 respiration ตามเติม 
และการที่อ ัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียถูกควบคุมด้วยการเติม ADP เรียกวา ไมโตคอน- 
เดรียมีการควบคุมการหายใจ (respiratory control) ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่สำคัญประการหนึ่งของ
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ไมโตคอนเดรีย และเรียกคาที่แสดงถึงการควบคุมการหายใจนีวา respiratory control index (RCI) 
และเป็นตัวบงชี้ถ ึงคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองว่ามีค ุณสมบัติเป็น tightly couple
mitochondria หรือไม ซึ่งคา RCI นี้จะคำนวณได้จาก อัตราการหายใจใน state 3 /  อัตราการหายใจ 
ใน state 4 ดังนั้น RCI ของไมโตคอนเดรียที่ใช้ในการทดลองนี้จึง เทากับ 200.21/33.37 ะ= 6.00 
และเมื่อเติม DNP ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น uncoupler จะทำให้การควบคุมการหายใจของไมโตคอนเดรียนี้ 
เสียไป โดยท ี่ DNP สามารถกระตุ้นให้ม ีการหายใจได้คล้าย state 3 respiration แมวาจะไมมี ADP 
อยู่ก ็ตาม (ทำให้ไมมีการสร้าง ATP) เรียกระยะนี้วา state 3u respiration ซึ่งมีผลทำให้ไมโตคอน- 
เดรียใช้ออกซิเจน อยางรวดเร็วติดตอกันไป จะเห็นได้จากอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียนี ้
จะเพิ่มขึ้นเป็น 294.75 ท atom s o /m l/m in  และการใช้ออกซิเจนนี้จะเกิดขึ้นตอเนื่องกันไป จน
กระทั่งออกซิเจนหมดไปจาก reaction cham ber (0 2 =  0) สวนคา A D P /0  = 256.32/83.42 =
3.07 ซึ่งหมายถึง ไมโตคอนเดรียสามารถสร้าง ATP ได้ประมาณ 3 โมเลก ุล (วิธีคำนวณในบทที่ 2)

tracing 22 B, 22 C, 22 D แสดงให้เห็นวา CU-763-10-01 สามารถลดอัตราการหายใจ 
ใน  state 3 และ state 3u respiration กลาวคือ เมือเติมสาร ในขนาด 5 g g  (8.24 jllM), 25 gg  
(41.22 gM ) และ 50 g g  (82.45 gM ) กอน 2 นาที จากนั้นเติม ADP +Pi พบวา CU-763-10-01 
จะทำให้อัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 ลดลง เป็น 83.42, 44.49 และ 33.37 ท atom s o/rnl/m in  
ตามลำดับ และเมื่อ เติม DNP พบวาอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3u ลดลง เป็น 127.91, 50.05 
และ 33.37 ท atom s o /m l/m in  ตามลำดับ

รูปที 23 แสดง dose-response curve ของ CU-763-10-01 พบวาในขนาด 5 gg
(8.24 JLIM), 10 g g  (16.49 gM ), 25 g g  (41.22 gM ), 35 g g  (57.72 gM ), 50 g g  (82.45 gM ), 
65 g g  (107.18 gM ), 75 g g  (123.68 gM ), 85 g g  (140.16 gM ) และ 100 g g  (165.00 gM ) 
ที่ม ีผลทำให้อัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 และ state 3u ลดลงอยางมีน ัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) 
และผลดังกลาวจะเพิ่มขึ้นตามขนาดของสารที่ให้ (dose-dependent) อัตราการใช้ออกซิเจนจะลดลง 
เร ื่อยๆ และเริ่มคงที่ ท ี่1ขนาดตั้งแ'ต 65 g g  (A) และเมื่อคำนวณเป็น เปอร์เชนต๎ (% Respiration)
เพื่อหาขนาดของ CU-763-10-01 ที่สามารถยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรีย 50 เปอร์เชนต์ หรือ 
(IC50) ซึ่งจะเทากับ 4 g g  (6.60 gM ) (B)
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1.2 เมื่อใช้ su ccin ate  เป็นสับสเตรท

รูปที 24 เป็น oxygragh tracings แสดงผลของ CU-763-10-01 ตออัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ

tracing 24 A แสดง control respiratory response โดยมีอัตราการใชออกซิเจนใน  
ระยะตางๆ กลาวคือ ใน  state 4 respiratron มีอัตราการใช้ออกซิเจนเทากับ 77.86 ท atom s 

(ว/]ท!/m in ในระยะนี้จะเติม rotenone ขนาด ใ0  pg (เพื่อยับยั้งการสงอิเลคตรอนในลูกโซหายใจใน 
com plex I) ซึ่งอัตราการใช้ออกซิเจนยังคงเดิม จากนั้นเติม ADP +Pr (เข้าสู state 3 respiratron) 
อัตราการใช้ออกซิเจนจะเพิ่มสูงขึ้นเป็น 311.43 ท atom s o /m l/m in  เมื่อ ADP ถูกใช้จนหมด อัตรา 
การใช้ออกซิเจนจะลดลงเป็น 88.98 ท atom s o /m l/m in  กลับสู state 4 respiration ตามเดิม เมื่อ 
เติม DNP ซึ่งจะเข้าสู sta te 3u respiration อัตราการใช้ออกซิเจนจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว เทากับ 
322.55 ท atom s o /m l/m in  การใช้ออกซิเจนนี้จะเกิดขึ้นตอเนื่องกันไป จนกระทั่งออกซิเจนหมดไป 

จาก reaction cham ber ( 0 2 =  0) สวนคา A D P /0  = 256.32/133.47 = 1.92 ซึ่งหมายถึง
ไมโตคอนเดรียสามารถสร้าง ATP ได ้ประมาณ 2 โมเลก ุล

tracing 24 B, 24 C, 24 D แสดงผลของ CU-763-10-01 อัตราการหายใจใน state 3 
และ State 3u respiration กลาวคือ เมื่อเติมสาร ในขนาด 5 pg (8.24 pM ), 25 p g  (41.22
pM ) และ 50 p g  (82.45 pM ) จากนั้นเติม ADP +Pi พบวา CU-763-10-01 จะลดอัตราการใช้ 
ออกซิเจนใน state 3 เพียงเล็กน้อยเทานั้น คือ 294.75, 266.94 และ 255.82 ท atom s o /m l/m in  
ตามลำดับ และ เมื่อเติม DNP พบวาอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3น ไมเปลี่ยนแปลง (5 pg )
หรือ ลดลงเพ ียงเล ็กน ้อย คือ 322.55, 305.87 และ 294.75 ท atom s o /m l/m in  ตามลำดับ

รูปที 25 แสดง dose-response curve ของ CU-763-10-01 ในขนาด 5 pg (8.24 pM), 
10 p g  (16.49 pM ), 25 p g  (41.22 pM), 35 pg (57.72 pM ), 50 pg (82.45 pM ), 65 pg  
(107.18 pM ), 75 p g  (123.68 pM), 85 pg (140.16 pM ) และ 100 pg (165.00 pM ) ซึ่งสาร 
ในขนาด 5, 10, 25, 35 และ 50 p g  จะมีผลลดอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 น ้อยมาก อยางไมมี 
นัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) แตถ้าเพิ่มขนาดของสารให้สูงขึ้นคือ 65, 75, 85 และ 100 pg จะมีผล
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ลดอัตราการใช้ออกซิเจนใน State 3 อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) สวนใน state รน
respiration สารในขนาด 5, 10, 25, 35, 50 แลซ 65 p g  จะมผลลดอัตราการใชออกซิเจนนอยมาก 
อยางไมมีนัยสำคัญทางสถิติเชนกัน (P>0.05) แตเมื่อเพิ่มขนาดสารเป็น 75, 85 และ 100 pg จะมีผล 
ลดอัตราการใช้ออกซิเจน อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0 05) (A) และ เมื่อคำนวณเป็น เปอร์เชนต์การ 
ยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรีย (% Respiration) (B)

1.3 เมื่อใช้ a -ketoglutarate เป็นสับสเตรท

รูปที่ 26 เป็น oxygragh tracings แสดงผลของ CU-763-10-01 ตออัตราการใช้
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ

tracing 26 A แสดง control respiratory response โดยมีอัตราการใชออกซิเจนใน  
ระยะตางๆ กลาวคีอ ใน state 4 respiration มีอัตราการใช้ออกซิเจนเทากับ 33.37 ท atom s 
o /m l/m in  จากนั้นเติม ADP +Pi เช้าสู sta te 3 respiration อัตราการใช้ออกซิเจนจะเพิ่มขึ้นเป็น
100.10 ท atom s o /m l/m in  เมื่อ ADP ถูกใช้จนหมด อัตราการใช้ออกซิเจนจะลดลงเทากับ 33.37 
ท atom s O/m l/m in กลับสู state 4 respiration ตามเดิม เมือเติม DNP ซึงจะเขาสู sta te  3น 
respiration อัตราการใช้ออกซิเจนจะเพิ่มขึ้นเป็น 83.42 ท atom s o /m l/m in  การ'ใช้ออกซิเจน'นื่จะ 

เกิดขึ้นตอเนื่องกันไป จนกระทั่งออกซิเจนหมดไปจาก reaction cham ber ( 0 2 =  0) สวนคา
A D P /0  = 256.32/83.42 = 3.07 ซึ่งหมายถึง ไมโตคอนเดรียสามารถสร้าง ATP ได้ประมาณ 3
โมเลกุล

tracing 26 B, 26 C, 26 D แสดงให้เห็นวา CU-763-10-01 สามารถลดอัตราการหายใจ 
ใน  state 3 และ state 3u respiration กลาวคือ เมื่อเติมสาร ในขนาด 5 p g  (8.24 pM ), 25 PO 
(41.22 pM ) และ 50 p g  (82.45 pM ) จากนั้นเติม ADP +Pi พบวา CU-763-10-01 จะทำให้อัตรา 
การใช้ออกซิเจนใน state 3 ลดลง เป็น 66.74, 38.93 และ 33.37 ท atom s o /m l/m in  ตามสำดับ 
และเมื่อเติม DNP พบวาอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3น ลดลง เป็น 72.30, 44.49 และ 33.37 
ท atom s O /m l/m in ตามลำดับ
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รูปที่ 27 กราฟแสดงผล ของ GU-763-10-01 ในขนาด 5 p g  (8.24 pM ), 25 pg
(41.22 pM ) และ 50 j-ig (82.45 pM ) ตออัตราการใช้ออกซิเจน ใน  state 3 และ state 3น พบวา 
อัตราการใช้ออกซิเจนลดลง อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05)

1.4 เมื่อใช้ (3-hydroxybutyrate เป็นสับสเตรท

รูปที่ 28 เป็น oxygragh tracings แสดงผลของ CU-763-10-01 ตออัตราการใช้
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ

tracing 28 A แสดง control respiratory response โดยมีอัตราการใชออกซิเจนใน  
ระยะตางๆ กลาวคีอ ใน  state 4 respiration มีอัตรา!ฑวใช้ออกซิเจนเทาทบ 27.01 I) atom s 
o /m l/m in  จากนั้นเติม ADP +Pi เช้าสู sta te 3 respiration อัตราการใช้ออกซิเจนจะเพิ่มขึ้นเป็น
94.54 ท atom s o /m l/m in  เมื่อ ADP ถูกใช้จนหมด อัตราการใช้ออกซิเจนจะลดลงเทากับ 27.81 
ท atom s O /m l/m in กลับสู state 4 respiration ตามเดิม เมือเติม DNP ซึงจะเขาสู state 3น 
respiration อัตราการใช้ออกซิเจนจะเพิ่มขึ้นเป็น 77.86 ท atom s o /m l/m in  การใช้ออกซิเจนนี้จะ 

เถิดขึ้นตอเนี่องกันไป จนกระทั่งออกซิเจนหมดไปจาก reaction cham ber ( 0 2 =  0) สวนคา
A D P /0  = 256.32/83.42 = 3.07 ซึ่งหมายถึง ไมโตคอนเดรียสามารถสร้าง ATP ได้ประมาณ 3
โมเลก ุล

tracing 28 B, 28 C, 28 D แสดงให้เห็นวา CU-763-10-01 สามารถลดอัตราการหายใจ 
ใน state 3 และ state 3u respiration กลาวคือ เมื่อเติมสาร ในขนาด 5 pg (8.24 pM), 25 pçj 
(41.22 pM ) และ 50 pg (82.45 pM ) จากนั้นเติม ADP +Pi พบวา CU-763-10-01 จะทำให้อัตรา 
การใช้ออกซิเจนใน state 3 ลดลง เป็น 44.49, 33.37 และ 27.81 ท atom s o /m l/m in  ตามลำดับ 
และเมื่อเติม DNP พบวาอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3น ลดลง เป็น 61.17, 33.37 และ 27.81 
ท atom s O /m l/m in ตามสำดับ

รูปที่ 29 กราฟแสดงผล ของ CU-763-10-01 ในขนาด 5 p g  (8.24 pM), 25 pg  
(41.22 piM) และ 50 pg (82.45 pM ) ตออัตราการใช้ออกซิเจน ใน state 3 และ state 3น พบวา 
อัตราการใช้ออกซิเจนลดลง อยางมีนัยสำคัญ'ทางสถิติ (P<0.05)
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2. ผลของ CU-763-10-01 ตออัตราการโซออกซิเจนใน osmotic-shocked mitochondria

ร ูปท ี 30 เป ็น  oxygragh tracings แ สดงผลของ CU-763-10-01 ตออ ัตราการโซ

ออกซ ิเจน ของไมโตคอน เดร ียใน ระยะตางๆ

tracing  30 A  ใน ระยะท ี osm ctic-shocked m itochondria อย ูในซวง prcincubate จะ 

ม ีอ ัต ราการใช ้ออกซ ิเจน เทาก ับ  27.81 ท atoms (ว/ทา!/!ท!ท แ ละเม อ เต ม สบ ส เต รท  ค ือ  NAUI1 สงไป 

เพ ื่อให ้เก ิด  state 3u respiration ท ่าให ้อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน เพ ิ่มข ึ้น เป ็น  111.23 ท atoms 

o /m l/m in  จน ไมโตคอน เดร ียใช ้ออกซ ิเจน ห ม ด  chamber

tracing  30 B osm otic-shocked m itochondria  จะ preincubate ก ับ  CU-763-10-01 

ขนาด 50 pg (82.45 pM ) จากน ั้น เม ื่อ เต ิม  N AD H  พบวา CU-763-10-01 ใน ข น าด ด ังกลาวม ีผ ลท ่า  

ให ้อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน ใน  state 3u ล ด ล ง  เป ็น  38.93 ท atoms o /m l/m in

ตารางท ี่ 3 แ สดงผลของ CU-763-10-01 ในขนาด 5 pig (8.24 piM), 25 pig (41.22 piM) 

และ 50 pg (82.45 p M ) ตออ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนใน  state 3u ของ osm otic-shocked 

m itochondria  พ บ วาอ ัต ราการใช ้ออกซ ิเจน ลดลง อ ย างม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (P<0.05)

3. ผลของสารบางตัวหรือการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบบางประการใน incubation medium
ตอการออกฤทธิของ CU-763-10-01 ท่ีมีตออัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรืย เม่ือใช้
glutamate + malate เป็น สับสเตรท

3.1 ผลของ rotenone

ตารางท ี่ 4 ผลท ี่ม ีตออ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน ของไมโตคอน เด ร ียใน  state 3 ก ลาวค ือ  ใน  

ก ล ุม ค ว บ ค ุม น ั้น  อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนใน  state 3 เทาก ับ  121.30 ±  4.27 ท atoms o /m in /m g  

protein เม ื่อ เต ิม  rotenone ขนาด 2.5 ng หร ือ  CU-763-10-01 ขนาด 5 pg (8.24 pM ), 25 pg 

(41.22 ptM) และ 50 pg (82.45 pM ) พ บ วาอ ัต ราก ารใช ้ออกซ ิเจน จะลด ลงเป ็น  50.07 ±  4 83
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หร ือ 52.77 ±  3.02, 29.63 ±  2.54 และ 21.04 ±  3.51 ท atoms o /m in /m g  prote in ต าม ลำด ับ  

อยางม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (p<0.05) และถ ้า pre incubate ไม โต ค อน เด ร ืยก ับ  rotenone ขนาด 2.5 

ng จากน ั้น เต ิม  CU-763-10-01 ในขน าดตางๆ  ด ังกลาวข ้างต ้น  พบว ่า อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน จ ะล ด ล ง  

ม ากย ิ่งข ึ้น เป ็น  31.96 ±  4.47, 21.96 ±  1.09 และ 17.38 ±  1.23 ท atoms o /m in /m g  protein 

ตาม ลำด ับ  อ ยางม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (p<0.05) ส ่วน ผลท ี่ม ีตออ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน ของไม โตคอน เด ร ืย  

ใน  state 3u ก ลาวค ีอ  ใน ก ล ุม ค วบ ค ุม น ั้น  อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนใน  state 3u เทาก ับ  127.45 ±  

2.56 ท atoms o /m in /m g  prote in เม ีอ เต ิม  rotenone ขนาด 2.5 ng หร ือ  CU-763-10-01 

ขนาด 5 pig (8.24 piM), 25 pig (41.22 piM) และ 50 pig (82.45 piM) พบวาอ ัตราการใช ้

อ อ ก ซ ิเจน จะลด ล งเป ็น  62.93 ±  6.94 หร ือ  67.23 ±  2.22, 32.88 ±  3.02 และ 19.66 ±  3.67

ท atoms O /m in /m g  prote in ตาม ลำด ับ  อ ยางม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (P<0.05) และถา proincubale 

ไม โตคอน เด ร ืยก ับ  rotenone ขนาด 2.5 ng จากน ั้น เต ิม  CU-763-10-01 ในขน าดตางๆ  ด ังกลาว  

ช ้างต ้น  พบวา อ ัต ราการใช ้ออก ซ ิเจน จะลดลงม าก ย ิ่งข ึ้น เป ็น  33.99 ±  7.21, 20.03 ±  0.87 และ

14.62 ±  1.39 ท atoms o /m in /m g  prote in ตามสำด ับ  อ ยางม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (P<0.05)

3.2 ผ ลข อ งก าร เป ล ี่ยน แ ป ลง pH ของ incubation m edium  ท ี่ pH 6.8, 7.2 และ 7.6

ตารางท ี่ 5 ผลท ี่ม ีตออ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน ของไมโตคอน เด ร ืยใน  state 3 กลาวค ัอ  ใน  

ก ล ุม ค ว บ ค ุม  อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนใน  state 3 เทาก ับ  113.00 ±  4.13 ท atoms o /m in /m g  

prote in เม ือ เต ิมสารลงไปในสภาวะท ี incubation m edium  มี pH ท ีต างก ัน ค ือ  7.2 (control), 6.8 

และ 7.6 ต าม ลำด ับ  ผ ลค ือ  เม ื่อ เต ิมสารขนาด 5 pig (8.24 piM) อ ัต ราการใช ้ออก ซ ิเจน จะลดลงเป ็น  

48.11 ±  1.08, 37.00 ±  1.76 และ 41.41 ±  2.63 ท atoms o /m in /m g  protoin ตาม ลำด ับ  เม ื่อ 

เต ิมสารขนาด 25 pig (41.22 piM) อ ัต ราการใช ้ออก ซ ิเจน จะลดลงเป ็น  30.22 ±  1.55, 25.10 ±  2.33 

และ 26.35 ±  1.76 ท atoms o /m in /m g  protein ตาม ลำด ับ  และ เม ื่อ เต ิมสารขนาด 50 pig 

(82.45 piM) อ ัต ราการใช ้ออก ซ ิเจน จะลดลงเป ็น  22.20 ±  1.94, 18.81 ±  1.29 และ 19.63 ±  1.20 

ท atoms O /m in /m g  prote in ตาม ลำด ับ  จะเห ็น วาใน สภาวะท ี่เป ็น กรดม ากข ึ้น  (pH 6.8) จ ะม ีผ ล  

ทำให ้ CU-763-10-01 ขนาด 5 pig (8.24 piM) และ 25 pig (41.22 piM) สามารถลดอ ัตราการใช ้
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ออกซ ิเจนใน  state 3 มากกวาท ี่ pH 7.2 อ ย างม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (p<0.05) ส วน ผ ลด ังก ลาว  เม ือสาร 

มีขนาด 50 pig (82.45 (_lM) น ั้นพบวา ไม ม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (p>0.05) สวน ใน สภ าวะที่เป ็นดางมาก 

ข ึ้น  (pH 7.6) ผลของ CU-763-10-01 ขนาด 5 jLig (8.24 pM ) จะลดอ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน  มากกวา 

pH 7.2 อ ยางม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (p<0.05) สวน ผ ลด ังกลาว เม ี่อ สารม ีข น าด  25 pig (41.22 f-tM) 

และ 50 pig (82.45 piM) น ั้น  ไม ม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (p>0.05) สวน ผลท ี่ม ีตออ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน  

ของไมโตคอน เดร ียใน  state 3น ก ลาวค ีอ  ใน ก ล ุม ค วบ ค ุม  อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนใน  state 3น เทาค ับ

124.10 ±  5.05 ท atoms o /m in /m g  prote in เม ือ เต ิมสารลงไปในสภ าวะท ี incubation m edium  

ม ี pH ท ี่ต างค ัน ค ือ  7.2 (control), 6.8 และ 7.6 ตาม ลำด ับ  ผ ลค ือ  เม ื่อ เต ิมสารขนาด  5 pig

(8.24 (IM ) อ ัต ราการใช ้ออก ซ ิเจน จะลดลงเป ็น  68.13 ±  4.79, 38.49 ±  2.89 และ 61.31 ±  4.99 

ท atoms O /m in /m g  prote in ตาม ลำด ับ  เม ือ เต ิมสารขนาด 25 pig (41.22 piM) อ ัตราการใช 

ออ ก ซ ิเจน จะลด ลงเป ็น  35.46 ±  3.66, 23.22 ±  2.99 และ 29.91 ±  1.24 ท atoms o /m in /m g  

prote in ตาม ลำด ับ  และ เม ื่อ เต ิมสารขนาด 50 pig (82.45 เแM) อ ัต ราการใช ้ออก ซ ิเจน จะลดลง 

เป ็น  22.20 ±  1.94, 16.95 ±  1.19 และ 18.81 ±  1.29 ท atoms o /m in /m g  prote in ต าม ลำด ับ  

จะเห ็น วาใน สภาวะท ี่เป ็น กรดม ากข ึ้น  (pH 6.8) จะม ีผ ลท ีาให ้ CU-763-10-01 ท ั้ง  3 ขนาด ลด

อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนใน  state รน มากกวาท ี่ pH 7.2 อ ย างม ีน ัยสำคัญท างสถ ิต ิ (p<0.05) สวนใน 

สภ าวะท ี่เป ็น ดางมากข ึ้น  (pH 7.6) ผลของ CU-763-10-01 ท ั้ง  3 ขนาด ตอการลดอ ัตราการใช ้ 

ออกซ ิเจน  เม ื่อ เท ียบ ค ับ  pH 7.2 น ั้น  แ ต กต างค ัน อยางไม ม ีน ัยสำค ัญ ท างสถ ิต ิ (p>0.05)

3.3 ผลของ bovine serum albumin (BSA)

การค ืกษ าผลของ BSA ในขน าดตางๆ  ค ัน  ค ือ  5, 10 และ 20 m g ตอก ารออกฤ ท ธ ิ้ข อง 

CU-763-10-01 ใน การย ับ ย ั้งก ารห ายใจของไม โตคอน เดร ีย  ตามร ูปท ี่ 31 ใน กล ุม ค วบ ค ุม อ ัต ราก ารใช ้ 

ออกซ ิเจน ใน  state 3 เทาค ับ  110.59 ±  4.73 ท atoms o /m in /m g  prote in เม ื่อไห ้ BSA ขนาด 

20 m g อ ัตราการใชออกซ ิเจนใน  state 3 เป ็น  114.83 i  4.91 ท atoms o /m in /m g  protoin 

แสดงวา BSA ไม ม ีผ ลต อก ารออ ก ฤ ท ธ ิ้ข อ ง ADP ห ร ีอ ก ลาวอ ีก น ัยห น ึ่งค ือ  BSA ไม ม ีผลกระบ วน การ  

ออกซ ิเดท ีฟ  ฟ อ ส ฟ อ ร ิล เลช ัน  ไม จ ับ ค ับ  ADP + Pi และ ส ับ ส เตรท ท ี่ใช ้ค ือ  g lutam ate -I- rnalate เม ื่อ 

เต ิม CU-763-10-01 ขนาด 5 gg (8.24 piM) อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนใน  state 3 จ ะ ล ด ล ง เป ็น

53.50 i  2.77 ท atoms o /m in /m g  prote in และ เม ือให BSA ขนาด 5, 10 และ 20 mg กอน
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เต ิม CU-763-10-01 ขนาด 5 fig  (8.24 jLiM) พบวา BSA ขนาดตางๆ  สาม ารถลดฤท ธ ิ้ข อง

CU-763-10-01 ใน ก ารย ับ ย ั้ง  state 3 respiration ล ด ล ง  เป ็น  64.34 ±  3.10, 73.16 ±  3.35 และ

82.02 ±  4.67 ท atoms o /m in /m g  prote in ต าม ลำด ับ  อ ยางม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (P<0.05)

3.4 ผลของ d ith io th re ito l (DTT)

ร ูปท ี 32 เป ็น  oxygragh tracings แ สดงผลของ DTT ตอการออกฤทธ ิ'ของ

CU-763-10-01 ใน การลดอ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน ของไมโตคอน เดร ียใน ระยะตางๆ

tracing 32 A  แสดง control respiratory response ขณ ะ,ท ีอย ู่ใน  state 4 respiration 

ม ีอ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน เทาก ับ  33.37 ท atoms (ว/ทา!/m in  เม ื่อ เต ิม  ADP + Pi อ ัตราการใช ้

ออกซ ิเจน ใน  state 3 น ี้จะ เพ ิ่ม ข ึ้น เป ็น  200.21 ท atoms o /m l/m in  และ เม ื่อ ADP ถ ูก ใช ้จน หมด 

อ ัตราการใช ้ออก ซ ิเจน จะลดลงเท าก ับ  33.37 ท atoms o /m l/m in  และเช ้าส ู state 4 อ ีกคร ั้ง  และเม ื่อ  

เต ิม  DNP อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนใน  state 3น จะเพ ิ่มข ึ้น เป ็น  294.75 ท atoms o /m l/m in

trac ing  32 B เม ื่อ เต ิม  1.04 m M  DTT อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนใน  state 4 เทาก ับ  33.37 

ท atoms O /m l/m in  เม ื่อ เต ิม  ADP + Pi อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนใน  state 3 เพ ิ่มข ึ้น เฟ ้น  200.21 

ท atoms O /m l/m in  เม ื่อ ADP ถ ูก ใช ้จน ห ม ด อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน ลดลงเท าก ับ  33.37n atoms 

O /m l/m in  ค ือก ล ับ เข ้าส ู state 4 แ ละเม ื่อ เต ิม  DNP อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนใน  state 3น จะเพ ิ่มข ึ้น  

เป ็น  289.19 ท atoms o /m l/m in  จะเห ็นวา DTT ไม ม ีผ ล ต อ  ADP และ DNP ท ี่เต ิม ลงไป

tracing  32 C แสดงให ้เห ็นวา CU-763-10-01 ในขนาด 50 fig  (82.45 jllM) สาม ารถลด  

อ ัตราการหายใจ ใน  state 3 และ state 3น เป ็น  33.37 และ 33.37 ท atoms o /m l/m in  ตาม ลำด ับ

tracing 32 D เม ื่อ เต ิม  1.04 m M  DTT กอน เต ิม  CU-763-10-01 ในขนาด 50 fig  

(82.45 fiM ) พ บวาอ ัตราการหายใจ ใน  state 3 และ state 3น เทาก ับ  33.37 และ 33.37 ท atoms 

O /m l/m in  ตาม ลำด ับ  แสดงวา 1.04 m M  DTT ไม ม ีผ ลต อก ารออ ก ฤ ท ธ ิ้ข อ ง CU-763-10-01 ใน

การย ับ ย ั้งก ารห ายใจของไมโต คอน เดร ีย
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ร ูปท ี่ 33 กราฟ แ สด งผ ล  1.04 m M  DTT ตอ CU-763-10-01 ใน ก ารออ ก ฤ ท ธ ื้ย ับ ย ั้งก าร  

หายใจของไมโตคอน เดร ีย  พ บวาเม ื่อ เต ิม  1.04 iriM  DTT ก อ น แ ถ ว จ ึง เต ิม  CU-763 1001 ขนาด

5 pg (8.24 pM ), 25 pg (41.22 (iM ) และ 50 pg (82.45 p M ) อ ัตราการหายใจใน  state 3 

และ state 3น จะม ีความ แ ตกต ่างจากกล ุ่ม ท ี่ไม ่ได ้ร ้บ  1.04 m M  DTT อยางไม ม ีน ัยส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ 

(p>0.05) ห ร ือ ก ลาวค ือ  DTT ไม สาม ารถลดฤ ท ธของ CU-763-10-01 ใน การย ับ ย ั้งก ารห ายใจของ

ไม โตคอน เด ร ียน ั่น เอง

4. ผลของ CU-763-10-01 ตอการกระตุ้นการหายใจของไมโตคอนเลรียด้วยแคลเซียม 
(calcium-stimulated respiration) เมือให glutamate + malate เป็นสับสเตรท

ผลของ CU-763-10-01 ในขนาด 5 pg (8.24 |lLM), 25 pg (41.22 p M ) และ 50 |Lig 

(82.45 p M ) ตอก ารก ระต ุ้น การห ายใจข องไม โต ค อน เด ร ียด ้วยแ ค ล เซ ียม  โด ย ป ก ต ิ ไม โตคอน เดร ืย  

จะน ัาพ ล ังงาน ท ี่ได ้จากการสงตออ ิเลคตรอน ใน ล ูก โซ การห ายใจ มาใช ้ในการสะสม แคลเซ ียม  ด ังน ั้น เม ื่อ  

ไม โตคอน เด ร ืยใน  incubation  m edium  ม ีส ับ ส เตรท ใน ป ร ิม าณ ท ี่ม ากพ อ แ ละเม ื่อ เต ิม  0.42 m M  

CaCl2 ลงใน ป ฏ ิก ิร ิย า  อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน ของไมโตคอน เดร ืยจะเพ ิ่มข ึ้น ส ูง  เม ื่อ ก ารสะสม แ ค ลเซ ียม  

เป ็น ป ร ิม าณ ท ี่เพ ีย งพ อแ ล ้วอ ัต ราการใช ้ออกซ ิเจน จะลดลง ตามร ูปท ี่ 34 ใน ก ล ุม ค วบ ค ุม เม ื่อ ได ้ร ับ  

แ คลเซ ียม  อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน จะเพ ิ่มข ึ้น เป ็น  105.96 ±  5.74 ท atoms o /m in /m cj prote in สวน  

ใน ก ล ุม ท ี่ได ้รับสารในขนาดตางๆ ด ังกลาวช ้างด ้น  ก อน แ ล ้วจ ึง เต ิม  แ คลเซ ียม  พ บ วาสารจะม ีผ ลท ำให ้ 

อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน ลดลงเป ็น  48.50 ±  2.63, 29.16 ±  1.09 และ 22.76 ±  0.88 ท atoms 

o /m in /m g  prote in ตาม สำด ับ  อ ย างม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (P<0.05)

5. ผ ลข อ ง CU-763-10-01 ตอ ATPase a c tiv ity  ของไม โตคอน เดร ีย

ผลของ CU-763-10-01 ตอ ATPase ac tiv ity  โด ย ว ัด ป ร ิม าณ  Pi ท ี่เก ิด ข ึ้น จากการสลาย  

ต ัวของ ATP (ตามว ิธ ีการในบทท ี่ 2) ตามตารางท ี่ 6 แ สด งผ ลข อง CU-763-10-01 ในขนาด

5 pg (8.24 pM ), 25 pg (41.22 pM ) และ 50 pg (82.45 p M ) ตอ ATPase a c tiv ity  ของ 

ไม โต ค อน เด ร ืยท ี่แ ยก จากตับหน ู พ บวาม ีปร ิม าณ ของ Pi เป ็น 0.44 +  0.04, 0.43 ±  0.05 และ

0.43 ±  0.04 pm ole/10 m in /m g  prote in ตามสำด ับ  ส ่วน ไม โตคอน เด ร ียใน สภ าวะป กต ิจะม ี
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ATPase a c tiv ity  ใน ก ารสลาย  ATP ม ีคาเทาก ับ  0.45 +  0.04 p.mole/10 m in /m g  protein 

ผ ลด ังก ล ่าวแ ส ด งว ่าม ีค วาม แ ต ก ต ่างจาก ก ล ุ่ม ค วบ ค ุม อ ย ่างไม ่ม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (P>0.05) และเม ื่อ

กระต ุ้น  ATPase a c tiv ity  ด ้วย  0.10 m M  DNP ว ัด ก ารสลายข อง ATP จากป ร ิม าณ  Pi ม ีคา 

เทาก ับ 2.45 ±  0.06 p.mole/10 m in /m g  protein เม ือ เต ิม  oligom ycin ขนาด 10 pg ปร ิม าณ  

Pi ม ีคา 0.50 ±  0.04 p.mole/10 m in /m g  prote in และเม ื่อให ้ CU-763-10-01 ขนาดตางๆ  ด ัง

กลาวข ้างต ้น พ บ วาป ร ิม าณ  Pi ท ี่เก ิด ข ึ้น  เทาก ับ  2.44 ±  0.06, 2.43 +  0.04 และ 2.43 ±  0.02

p.mole/10 m in /m g  prote in ตาม ลำด ับ  ผ ลด ังก ล ่าวม ีค วาม แ ต ก ต ่างจาก ก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม อ ย ่างไม ม ี

น ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (P>0.05)

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

ร ูปท ี่ 35 trac ing  35 A  แสดงการใช ้ออกซ ิเจน ของไมโตคอน เดร ีย  (กอน เต ิม ส ับ ส เตรท ท ุก  

ก ล ุม จะไดร ับ  rotenone ขนาด 10 pg เพ ือย ับ ย ังก าร  ออกช ิไดชจาก endogenous substrate) 

ก ล ุม ค ว บ ค ุม  เม ื่อ เต ิม  0.10 m M  tyram ine ไม โตคอน เด ร ียจะม ีอ ัต ราการใช ้ออกซ ิเจน  เทาก ับ 44.49 

ท atoms o /m l/m in  เม ื่อ เต ิม  0.05 m M  pargyline ซ ึ่ง เป ็น สารท ี่ม ีค ุณ สม บ ัต ิย ับ ย ั้งก ารท ำงาน ของ 

เอนไชม m onoam ine oxidase incubate กอน เต ิม  tyram ine จะเห ็นวาอ ัตราการใชออกซ ิเจน หล ัง  

เต ิม  tyram ine ม ีค าเป ็น  16.68 ท atoms o /m l/m in  (tracing 35 B) และ เม ือ เต ิม  CU-763-10 01 

ในขนาด 50 pg (82.45 (lM ) incubate กอน เต ิม  tyram ine อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน หล ัง เต ิม  

tyram ine ม ีค าเป ็น  16.68 ท atoms o /m l/m in  (tracing 35 C)

ตารางท ี่ 7 แ สดงผลของ pargyline และ CU-763-10-01 ในขนาด 5 pg (8.24 p.M), 

25 pg (41.22 p.M) และ 50 pg (82.45 p M ) ตอการออก'ซ ิ'ใดซ ์ tyram ine พบวา ท ั้ง  pargyline 

และ CU-763-10-01 ในขนาดตางๆ  ด ังก ลาว  จะสาม ารถย ับ ย ั้งก ารใช ้ออกซ ิเจน ท ี่เก ิด จาก  tyram ine 

หร ือ  ม ีผลย ับย ั้งก ารทำงาน ข องเอน ไซ ม ์ monoam ine oxidase ได ้อ ย างม ีน ัย ส ำค ัญ ท างส ถ ิต ิ (P<0.05)



รปและตารางประกอบผลการวิจัย
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ร ูปท ี่ 22 Tracing แ สดงผลของ CU-763-10-01 ในขนาด 5, 25 และ 50 pg ท ี่3ไตออ ัตราการ

ห ายใจของไมโตคอน เดร ิย  ท ั้ง .slale 3 แถะ stale 3น เรที่อใช y lu lam a le  i malate เฟ้น 

ส ับ ส เตรท

สวน ป ระก อบ ของปฏิกิริยา : 37.50 m M  HEPES buffer, ใ.88 m M  M gC l2, 86.25 

m M  KC1, 5.21 m M  potassium  glutam ate + 5.21 m M  potassium  malate, 13.02 m M  

sucrose, 0.31 m M  ADP + 0.62 m M  Pi, 0.05 m M  DNP และ CU-763-10-01 ขนาด 5, 25 และ 

50 pg ไมโตค อน เดรีย 1.95 m g pro te in /m l ปร ิม าตร ท้ังห ม ด  1.92 ml อุณหภูมิ 37 ° c

อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน ของไมโตคอน เดร ียใน ระยะตางๆ  ท ี่แสดงไว ้ใน วงเล ็บ คำน วณ ออกม า 

เป ็นจำนวน ท atoms o /m l/m in
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ร ูปท ี่ 23 Dose-response curve ของ CU-763-10-01 ในขน าดตางๆ  ท ี่ม ีตออ ้ตราการห ายใจของ

ไม โตคอน เด ร ีย  ท ัง state 3 และ state 3u เมอใช g lutam ate + m alatc เป ็น ส ับส เตรท  

(A) และ เม ื่อคำน วณ เป ็น  เปอร ์เชนต ์ (% Respiration) (B)

สวน ป ระก อบ ของป ฏ ิก ิร ิย า  : 37.50 m M  HEPES buffer, ใ.88 m M  M cjC12, 86.25 

m M  KC1, 5.21 m M  potassium  glutam ate + 5.21 m M  potassium  malate, 13.02 m M  

sucrose, 0.31 m M  ADP + 0.62 m M  Pi, 0.05 m M  DNP และ CU-763-10-01 ขนาดตางๆ  ท ี่เต ิม  

ลงไปอ ีกด ังแสดงไว ้ในร ูป  ไม โต ค อน เด ร ีย เฉ ล ี่ย  2.30 mg pro te in /m l ป ร ิม าตรท ั้งห ม ด  1.92 ml 

อุณหภูมิ 37°c

แ ต ่ล ะจ ุด ท ี่แ ส ด ง แทน คาเฉ ล ี่ย  ±  ค วาม ค ลาด เค ล ื่อน ม าต รฐาน ข องค าเฉ ล ี่ย  

จาก 4 การท ด ลอง

ทะ = 4  * p< 0 .0 5 เม ื่อ เป ร ียบ เท ียบ ก ับ  control
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ร ูปท ี่ 24 T racing แ สดงผลของ CU-763-10-01 ในขนาด 5, 25 และ 50 (ig  ท ี่ม ีตออ ัต ราก าร

ห ายใจของไมโตคอน เดร ีย  ท ั้ง  s ia le  3 และ s ia le  3น เม ื่อใช ้ succina lc  เป ็น ส ับส เตรท

สวน ป ระก อบ ของป ฏ ิก ิร ิย า  : 37.50 m M  HEPES buffer, 1.88 m M  M gC l2, 86.25 

m M  KC1, 5.21 m M  succinate, 13.02 m M  sucrose, 0.31 m M  ADP + 0.62 m M  Pi, 0.05 

m M  DNP, rotenone ขนาด 10 |ig  และ CU-763-10-01 ขนาด 5, 25 และ 50 (.ig ไมโตคอน เดร ิย

2.10 m g pro te in /m l ปร ิม าตรท ั้งห ม ด  1.92 ml อ ุณ ห ภ ูม ิ 37 ๐ C

อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน ของไมโตคอน เดร ียใน ระยะตางๆ  ท ี่แสด งไว ้ใน วงเล ็บ คำน วณ ออกม า 

เป ็นจำนวน  ท atoms o /m l/m in
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ร ูปท ี่ 25 Dose-response curve ของ CU-763-10-01 ในขน าดตางๆ  ท ี่ม ีตออ ัต ราการห ายใจของ

ไมโตคอน เด ร ีย  ท ั้ง  state 3 และ state 3u เม ื่อใช ้ succinate เป ็น ส ับ ส เตรท  (A) และ

เม ื่อคำน วณ เป ็น  เปอร ์เชนต ์ (% Respiration) (B)

สวน ประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 m M  HEPES buffer, 1.88 m M  M gC l2, 86.25 

m M  KC1, 5.21 m M  succinate, 13.02 m M  sucrose, 0.31 m M  ADP + 0.62 m M  Pi, 0.05 

m M  DNP, rotenone ขนาด 10 pg และ CU-763-10-01 ขนาดตางๆ  ไมโต ค อ น เดรียเฉลี่ย 1.96 

m g pro te in /m l ปริมาตรท ั้งหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 37 ° c

แ ต ละจ ุด ท ี่แ ส ด งแ ท น ค าเฉ ล ี่ย  ±  ควา,นคลาด เคล ี่m iมาตรฐาน ของค ่า เฉ ล ี่ย  

จาก 4 ก ารท ด ลอง

ทะ = 4  * p< 0 .0 5 เม ื่อ เบ ร ียบ เท ียบ ก ับ  control
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สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 m M  HEPES buffer, 1.88 m M  M gC l2, 86.25 

m M  KC1, 5.21 m M  oc-ketoglutarate, 13.02 m M  sucrose, 0.31 m M  ADP + 0.62 m M  Pi, 

0.05 m M  DNP และ CU-763-10-01 ขนาด 5, 25 และ 50 fig  ไมโตคอนเดร ีย  1.95 mg

prote in /m l ปริมาตรท้ังหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 37°c

รูปท่ี 26 Tracing แสดงผลของ CU-763-10-01 ในขนาด 5, 25 และ 50 |1g ที่มิตออัตราการ
หายใจของไมโตคอนเดรีย ท้ัง sta te  3 และ sta te  3น เม่ือใช oc-ketoglutarate เป็น
สับสเตรท

อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ท่ีแสดงไว้ในวงเล็นคำนวณออกมา 

เป็นจำนวน ท atoms o /m l/m in
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ส่วนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer, ใ .88 mM MgCl2, 86.25 
mM KC1, 5.21 mM oc-ketoglutarate, 13.02 mM sucrose, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,
0.05 mM  DNP และ CU-763-10-01 ขนาดตางๆ ที่เต ิมลงไปอีกดังแสดงไว้ในรูป ไมโตคอนเดรีย

เฉลี่ย 2.03 m g protein/m l ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 3 7 ° c

คาที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อIเมาตรฐานของคาเฉลี่ย 
จาก 4 การทดลอง

ท = 4 * p< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control

ร ูป ท ี่ 2 7  ก ร า ฟ แ ส ด ง ผ ล ข อ ง  C U - 7 6 3 - 1 0 - 0 1  ใ น ข น า ด  5 , 2 5  แ ล ะ  5 0  p g  ท ม ีต อ อ ัต ร า ก า ร

ห า ย ใ จ ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  ท ัง  s t a t e  3 แ ล ะ  s t a t e  3น  เม ือ ใ ช  o c - k e t o g l u t a r a t e  เป ็น

ส ับ ส เต ร ท



Ra
te 

of 
ox

yg
en 

con
sum

pti
on

 (ท
 at

om
s o

/m
in/

mg
 pr

ote
in)

ร es5



73

ส่วนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer, 1.88 mM MgCI2, 86.25 
mM KC1, 5.21 mM P'hydroxybutyrate, 13.02 mM sucrose, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,
0.05 mM DNP และ CU-763-10-01 ขนาด 5, 25 และ 50 (ig ไมโตคอนเดรีย 1.95 mg

protein/m l ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 3 7 ° c

อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ที่แสดงไว้ในวงเล็บคำนวณออกมา 
เป็นจำนวน ท atom s o /m l/m in

ร ูป ท ี่ 2 8  T r a c i n g  แ ส ด ง ผ ล ข อ ง  C U - 7 6 3 - 1 0 - 0 1  ใ น ข น า ด  5 , 2 5  แ ล ะ  5 0  j-ig ท ี่ม ีต อ อ ัต ร า ก า ร

ห า ย ใ จ ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  ท ัง  s t a t e  3  แ ล ะ  s t a t e  3น  เม ือ ใ ช  P - h y d r o x y b u t y r a t e  เป ็น

ส ับ ส เต ร ท



100
 ท 

ato
ms

 o
/m

l

minutes เ^



75

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer, 1.88 inM My(JI2, 8G.25 
mM KC1, 5.21 mM (3-hydroxybutyrate, 13.02 mM sucrose, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,
0.05 mM DNP และ CU-763-10-01 ขนาดตางๆ ที่เต ิมลงไปอีกดังแสดงไว้ในรูป ไมโตคอนเดรีย 

เฉลี่ย 2.03 m g protein/m l ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 3 7 ° c

คาที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย 
จาก 4 การทดลอง

ท = 4 * p< 0.05 เม ื่อเปรียบเทียบกับ control

ร ูป ท ี่ 2 9  ก ร า ฟ แ ส ด ง ผ ล ข อ ง  C U - 7 6 3 - 1 0 - 0 1  ใ น ข น า ด  5 , 2 5  แ ล ะ  5 0  p g  ท ี่ม ีต อ อ ัต ร า ก า ร

ห า ย ใ จ ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  ท ั้ง  s t a t e  3  แ ล ะ  s t a t e  3น  เม ื่อ ใ ช ้ ( 3 - h y d r o x y b u t y r a t e

เป ็น ส ับ ส เต ร ท
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รูปที่ 30 Tracing แสดงผลของ CU-763-10-01 ในขนาด 50 g g  ตอ state รน respiration
ของ osm otic-shockod mitochondria เมคใซ NADII เป็นสันสเตรท

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer, 1.88 mM MgCl?, 27.66 
mM KC1, 1.04 mM NADH, 0.52 ทาM sucrose และ CU-763-10-01 ขนาด 50 gn
ไมโตคอนเดรีย 2.70 m g protein/ml ปริมาตรท้ังหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 3 7°c

อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ที่แสดงไว้ในวงเล็บคำนวณออกมา 
เป็นจำนวน ท atom s o /m l/m in
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ตารางที่ 3 ผลของ CU-763-10-01 ในขนาด 5, 25 และ 50 p g  ตอ State 3u respiration
ของ osm otic-shocked  m itochondria เมือโซ NADII เป็นสับสเตรท

Rate of oxygen  consum ption
Experim ents (ท atom s o /m in /m g  protein)

Control 38.07 ±  1.77

5 p g  CU-763-10-01 (8.24 pM ) 26.40 ±  2.56 *

25 pg CU-763-10-01 (41.22 pM )
23.13 ±  2.16 *

50 p g  CU-763-10-01 (82.45 pM )
18.92 ±  1.71 *

สวนประกอบของปฏิกิริยา 37.50 mM HEPES buffer, 1.88 mM MgCI.,,
27.66 mM KC1, 1.04 mM NADH, 0.52 mM sucrose และ CU-763-10-01 ใ Vเขนาดตางๆ ดัง 

แสดงไว้ในตาราง ไมโตคอนเดรีย 2.96 m g protein/m l ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 3 7 ° c

คาที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคา.ฉลี่ย 
จาก 4 การทดลอง

ท = 4 * p< 0.05 เมอเปริยบ๓ ยบกบ control



80

y  ต า ร า ง ท ี่ 4  ผ ล ก า ร อ อ ก ฤ ท ธ ื้ร ว ม ก ัน ข อ ง  r o t e n o n e  แ ล ะ  C U - 7 6 3 - 1 0 - 0 1  ใ น ข น า ด  5, 2 5  แ ล ะ

5 0  p g  ใ น ก า ร ย ับ ย ั้ง ก า ร ห า ย ใ จ ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  ท ั้ง  s l a  Le 3 แ ล ะ  s i a l e  3น เม ือ ใ ช

g l u t a m a t e  +  m a l a t e  เป ็น ส ับ ส เต ร ท

Rate of oxygen consum ption (ท atom s o /m in /m g  protein)
Experim ents Slate 3 S late 3u

Control 121.30 ±  4.27 127.45 ±  2.56
2.5 ng rotenone 50.07 ±  4.83 * 62.93 ±  6.94 *

5 pg CU-763-10-01 
(8.24 pM )
5 p g  CU-763-10-01 +

52.77 ±  3.02 * 67.23 ±  2.22 *

2.5 ng rotenone 31.96 ±  4.47 * 33.99 ±  7.21 *

25 p g  CU-763-10-01 
(41.22 pM)
25 p g  CU-763-10-01 +

29.63 ±  2.54 * 32.88 ±  3.02 *

2.5 ng rotenone 21.96 ±  1.09 * 20.03 ±  0.87 *

50 pg CU-763-10-01 
(82.45 pM)
50 p g  CU-763-10-01 +

21.04 ±  3.51 * 19.66 ±  3.67 *

2.5 ng rotenone 17.38 ±  1.23 * 14.62 ±  1.39 *
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สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer, 1.88 mM MgCl,,
86.25 mM KC1, 5.21 mM potassium  glutam ate I 5.21 mM potassium  rnalaLe, 13.02 mM 
sucrose, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 0.05 mM DNP, rotenone ขนาด 2.5 ng และ 
CU-763-10-01 ขนาดตางๆ ที่เติมลงไปอีกดังแสดงไว้ในตาราง ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 3.18 mg 

protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 37 ๐ C

คาที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย 
จาก 4 การทดลอง

ท =  4  * p <  0 .0 5  เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ  c o n t r o l
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ตารางที่ 5 ผลการฟลียนแปลง pH ของ incubation m edium  ทีมีตอการออกฤทธิ'ของ
CU-763-10-01 ในขนาด 5, 25 และ 50 p g  ในการยับยั้งการหาแใจซกง
ไมโตคอนเดรีย ทัง state 3 และ state 3น เมือใช glutam ate + mainte เฟ้น 
สับสเตรท

Rale of oxygen consum ption (ก atom s (ว/!'ณก/ทาบ protein)
Experim ents State 3 State 3 น

Control (pH 7.2) 113.00 ±  4.13 124.10 ±  5.05
5_pg CU-763-10-01 
(8.24 pM) 
pH 7.2 (control) 48.11 ±  1.08 68.13 ±  4.79
pH 6.8 37.00 ±  1.76* 38.49 ±  2.89*

pH 7.6 41.41 ±  2.63* 61.31 ±  4.99

25 pg CU-763-10-01 
(41.22 pM) 
pH 7.2 (control) 30.22 ± 1 .5 5 35.46 ±  3.66
pH 6.8 25.10 ±  2.33* 23.22 ±  2.99*

pH 7.6 26 35 ±  1 76 29 91 ±  1 2.4
50 p g  CU-763-10-01 
(82.45 pM) 
pH 7.2 (control) 22.20 ±  1.94 22.20 ±  1.94
pH 6.8 18.81 ±  1.29 16.95 ±  1.19*

pH 7.6 19.63 ±  1.20 18.81 ±  1.29



8 3

สวนประกอบของปฏิกิริยา 37.50 mM HEPES buffer, 1.88 mM MgCl2,
86.25 mM KC1 (pH 6.8, 7.2, 7.6) 5.21 mM potassium  glutam ate -I- 5.21 mM potassium  
malate, 13.02 mM sucrose, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 0.05 mM DNP และ
CU-763-10-01 ขนาดตางๆ ที่เติมลงไปดังแสดงไว้ในตาราง ไมโตคอนเดรียเฉล ี่ย 3.05 m g
protein/m l ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 3 7 °c

คาที่แสดงเป็นคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย 
จาก 4 การทดลอง

ท =  4  * p <  0 .0 5  เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ  c o n t r o l
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สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer, 1.88 mM MgCl2, 86.25 
mM KC1, 5.21 mM potassium  glutam ate + 5.21 mM potassium  malate, 13.02 mM 
sucrose, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 0.05 mM DNP, BSA 5, 10 และ 20 my แสะ 
CU-763-10-01 ขนาด 5 p g  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.31 m g protein/ml ปริมาตรทั้งหมด
1.92 ml อุณหภูมิ 3 7 °c

คาที่แสดงแทนคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย 
จาก 4 การทดลอง

ร ูป ท ี 3 1  ก ร า ฟ แ ส ด ง ผ ล ข อ ง  B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A )  ท ีม ต อ ก า ร อ อ ก ฤ ท ธ ข อ ง

C U - 7 6 3 - 1 0 - 0 1  ใ น ข น า ด  5  p g  ใ น ก า ร ย ับ ย ัง  s t a t e  3 r e s p i r a t i o n  ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย

เม ือ ใ ช  g l u t a m a t e  +  m a l a t e  เป ็น ส ับ ส เต ร ท

ท =  4  * p <  0 .0 5  เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ  c o n t r o l
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สวนประกอบของปฏิกิริยา : 37.50 itiM HEPES buffer, า.88 m M  MgCljj, 8625 

m M  KC1, 5.21 m M  potassium  glutam ate + 5.21 m M  potassium  malate, 13.02 m M  

sucrose, 0.31 m M  ADP + 0.62 m M  Pi, 0.05 m M  DNP, 1.05 m M  DTT และ บ บ -763-10-01

ขนาด 50 pg  ไม โตคอน เด ร ีย  1.95 mg prote in /m l ปร ิม าตรท ั้งห ม ด  1.92 ml อ ุณ ห ภ ูม ิ 37 ๐ (ไ

อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจนของไมโต ค อน เด รียใน ระ ยะตางๆ ท ี่แ สด งไว้ใน ว ง เล็บคำนวณออกมา 
เป ็นจำนวน ท atoms o /m l/m in

ร ูปท ี่ 32  T r a c in g  แ ส ด งผ ล ข อ ง  d ith io th r e ito l  (D T T ) ท ี่ม ืต อ ก าร อ อ ก ฤ ท ธ ี้ข อ ง  C U -7 6 3 -1 0  01

ใน ข น าด  5 0  p g  ใน ก า ร ย ับ ย ั้ง ก า ร ห า ย ใจ ข อ ง ไ ม โต ค อ น เด ร ีย  ท ัง s t a t e  3 และ

s t a t e  3น เม ือ ใช  g lu t a m a t e  +  m a la te  เป ็น ส ับ ส เต รท
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สวน ป ระก อบ ของป ฏ ิก ิร ิย า  : 37.50 m M  HEPES buffer, 1.88 m M  M gC l?, 86.25 

m M  KC1, 5.21 m M  potassium  glutam ate + 5.21 m M  potassium  malate, 13.02 mM 

sucrose, 0.31 m M  ADP + 0.62 m M  Pi, 0.05 m M  DNP, 1.05 m M  DTT และ CU-763 10 01 

ขนาดตางๆ  ท ี่เต ๊ม ลงไปอกด ังแสดงไว ้ใน ร ูป  ไม โต ค อ !แ ด ่ร ีย เฉ ลย  1.73 m y p io te iu /m l ปร ิม 'เดร

ท ั้งห ม ด  1.92 m l อ ุณ ห ภ ูม ิ 37 ° c

คาท ี่แ สดงแ ท น คาเฉ ล ี่ย  ±  ความ ค ลาด เค ล ื่อน ม าต รฐาน ข องค าเฉ ล ี่ย  

จาก 4 ก ารทด ลอง

ร ูปท ี่ 33  ก ร าฟ แ ส ด ง ผ ล ข อ ง  d ith io th r e ito l  (D T T ) ท ี่ม ีต อ ก าร อ อ ก ฤ ท ธ ิ้ข อ ง  C U -7 6 3 -1 0 -0 1  ใน

ข น าด  5, 2 5  แ ล ะ  50  f.ig ใน ก า ร ย ับ ย ั้ง ก า ร ห า ย ใจ ข อ ง ไ ม โต ค อ น เด ร ีย  ท ั้ง s t a t e  3 และ

s t a t e  3น เม ือ ใช  g lu t a m a t e  + m a la te  เป ็น ส ับ ส เต รท

ท =  4  * p <  0 .0 5  เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ  co n tro l
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ร ูปท ี่ 34 กราฟ แ สดงผลของ CU-763-10-01 ในขนาด 5, 25 และ 50 (.ig ตอการกระต ุ้น การ

ห ายใจข องไม โต ค อ น เด ร ียด วยแ ค ล เซ ียม  (calcium -stim ulated rn.spirnt.ion) เม ือ1โซ

glutam ate + malate เป ็น ส ับส เตรท

สวน ป ระก อบ ของป ฏ ิก ิร ิย า  : 37.50 m M  HEPES buffer, 1.88 m M  M gC l2, 86.25 

m M  KC1, 0.94 m M  potassium  phosphate, 5.21 m M  potassium  glutam ate + 5.21 m M  

potassium  malate, 13.02 m M  sucrose, 0.42 m M  CaCl2 และ CU-763-10-01 ขนาดตางๆ  ที 

เต ิม ลงไปอ ีกด ังแสดงไว ้ใน ร ูป  ไม โต ค อน เด ร ีย เฉ ล ี่ย  3.11 mg pro te in /m l ป ร ิม าตรท ั้งห ม ด

1.92 m l อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 7 °c

คาท ี่แ สด งแ ท น ค าเฉ ล ี่ย  ±  ความคลาด เคล ื่อน ม าตรฐาน เของคาเฉ ล ี่ย  

จาก  4 การท ด ลอง

ทะ = 4  * p <  0 . 0 5 เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ  c o n tro l
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ตารางท ี่ 6 ผ ลข อ ง C U -7 6 3 -1 0 -0 1  ใน ข น าด  5, 2 5  แล ะ  50 p g  ท ี่ม ีผ ล ต อ  A T P a s e  a c t iv ity

ข อ ง ไม โต ค อ น เด ร ีย

ATPase ac tiv ity

Experim ents (pmole P i/10m m /m g protein)

W ithou t DNP

Control
0.45 ±  0.04

5 pg CU-763-10-01 (8.24 pM ) 0.44 ±  0.04

25 pg CU-763-10-01 (41.22 pM ) 0.43 ±  0 05

50 pg CU-763-10-01 (82.45 pM ) 0.43 ±  0.04

W ith 0.10 m M  DNP

Control
2.45 ±  0.06

10 pg o ligom ycin 0.50 ±  0.04

5 pg CU-763-10-01 (8.24 pM ) 2.44 ±  0.06

25 pg CU-763-10-01 (41.22 pM ) 2.43 ±  0.04

50 pg  CU-763-10-01 (82.45 pM ) 2.43 ±  0.02

สวน ป ระก อบ ของป ฏ ิก ิร ิย า  : 37.50 m M  HEPES buffer, 1.88 m M  MgCLj, 

86.25 m M  KC1, 16.78 m M  sucrose, 5.03 m M  ATP, 0.10 m M  DNP, o ligom ycin ขนาด 

10 pg และ CU-763-10-01 ในขน าดตางๆ  ด ังแสดงไว ้ในตาราง ไม โต ค อน เด ร ิย เฉ ล ี่ย  5.60 mg 

protem /m l ป ร ิม าต รท ั้งห ม ด  2.98 ml อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 7 °c

คาท ี่แ สด งแ ท น ค าเฉ ล ี่ย  ±  ค วาม ค ลาด เค ล ื่อน ม าต รฐาน ข องค าเฉ ล ี่ย

จาก 4 การท ด ลอง
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สวน ป ระก อบ ของป ฏ ิก ิร ิย า  0.023 M K II2P 04 p i I 7.2, ใ 3.02 m M  sucrose,

rotenone ขนาด 10 fig  , 0.10 m M  tyram ine, 0.05 m M  pargyline และ CU-763-10-01 ขนาด 

50 |ig  ไม โต ค อน เด ร ีย  3.30 m g pro te in /m l ปร ิม าตรท ั้งห ม ด  1.09 m l อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 7 °c

ร ูปท ี่ 35  T r a c in g  แ ส ด งผ ล ข อ ง  C U -7 6 3 -1 0 -0 1  ข น าด  50  J.ig ท ีม ีผ ล ต อ  m o n o a m in e  o x id a s e

a c t iv it y  ข อ ง ไม โต ค อ น เด ร ีย

อ ัตราการใช ้ออกซ ิเจน ของไมโตคอน เดร ียใน ระยะตางๆ  ท ี่แสดงไว ้ใน วงเล ็บ คำน วณ ออกม า 

เป ็นจำนวน  ท atoms o /m l/m in
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►  ตารางท ี่ 7  ผ ลข อ ง C U -7 6 3 -1 0 -0 1  ใน ข น าด  5, 25  แ ล ะ  50  jag ต อ  m o n o a m in e  o x id a s e

a c t iv it y  ข อ ง ไม โต ค อ น เด ร ีย

Experim ents

Rate of oxygen consum ption 

after 0.10 m M  tyram ine 

(ท atoms o /m in /m q  protein)

Control 14.75 ±  1.44

0.05 m M  pargyline 7.07 ±  1.13 *

5 pg CU-763-10-01 (8.24 |_lM) 10.71 ±  1.29 *

25 pg CU-763-10-01 (41.22 (iM ) 9.05 ±  1.19 *

50 pg CU-763-10-01 (82.45 |PM) 7.07 ±  1.13 *

สวน ป ระก อบ ของป ฏ ิก ิร ิย า  : 0.023 M  KH2PO^ pH 7.2, 13.02 m M  sucrose,

rotenone ขนาด 10 pg 1 0.10 ทาM  tyram ine, 0.05 m M  pargyline (18.78 pg) และ 

CU-763-10-01 ในขน าดตางๆ  ด ังแสดงไว ้ในตาราง ไม โต ค อน เด ร ีย เฉ ล ี่ย  3.45 mg prote in /m l 

ป ร ิม าตรท ั้งห ม ด  1.92 m l อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 7 °c

ค าท ี่แ สด งแ ท น ค าเฉ ล ี่ย  ±  ค วาม ค ลาด เค ล ื่อน ม าต รฐาน ข องค าเฉ ล ีย  

จาก 4 ก ารท ด ลอง

ท ะะ 4 * p< 0.05 เม ื่อ เป ร ียบ เท ียบ ก ับ  control
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