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เปลี่ยนเป็นเนีคโครสิส อย่างไรก็ตามเมื่อให้ชาทราทอกชินเอชในอาหารเลียงเซลล์ที่มีซีรัมเป็นเวลานานถึง 3 วัน 
จะสังเกตเห็นแถบ DNA ladder ผลการเกิดอะพอพโทสัสที่ได้สุอดคล้องกับผลการทดลองที่ย้อมเซลล์ด้วย 
propidium iodide และวัดผลฺด้วยวิธี flow cytometry กล่าวดือ เมื่อเลี้ยงเชลล์ในอาหารที่ไม่มีชีรัมพบว่าปริมาณ 
ดีเอ็นเอที่เกิดอะพอพโทสิสเพิ่มขนอย่างมีนัยสำคัญภายหลังได้รับซาทราทอกชินเอชเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในขณะ 
ที่เซลล์ที่เลียงในอาหารที่มีชีรัมพบว่า ปริมาณดีเอ็นเอที่เกิดอะพอพโทสิสเพิ่มขนอย่างมีนัยสำคัญภายหลังได้รับ 
ซาทราทอกชินเอชเป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเซลล์พิซี 12 ที่เลียงในอาหารที่ไม่มีซีรัม 
มีความไวต่อชาทราทอกชินเอชมากกว่าเชลล์ที่เลี้ยงในอาหารที่มีซีรัมโดยสามารถสังเกตผลภายใน 24 ชั่วโมงได้ 
อย่างมีนัยสำคัญ ดังนี้น ในการศึกษากลไกการออกฤทธิระดับโมเลกุลของซาทราทอกชินเอช จึงทำการเลี้ยงเซลล์ 
ในอาหารที่ไม่มีซีรัมโดยให้เซลล์ได้รับชาทราทอกชินเอชความเข้มขน 50 นาโนโมลาร์ จากนี้นย้อมเชลล์ด้วยสี 
DCFH-DA เพื่อนำมาวัดปริมาณอนุมูลอิสระโดยวิธี flow cytometry และวัดปริมาณ MDA โดยวิธี TBARS พบว่า 
ปริมาณอนุมูลอิสระและปริมาณ MDA เพิ่มขนอย่างมีนัยสำคัญที่เวลา 6 ชั่วโมง และ 36 ชั่วโมง ตามลำดับ จากผล 
การทดลองดังกล่าวอาจเป็นไปได้ว่า การเกิดอะพอพโทสิสเกิดจากการกระตุ้นอนุมูลอิสระส่งผลต่อเนื่องให้เกิด 
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เซลล์ MAPKs เป็นวิถีที่มักเกิดต่อเนื่องจากวิถีการกระตุ้นอนุมูลอิสระ จึงได้นำมาเป็นสมมติฐานของการศึกษาครั้ง 
นี้โดยนำเซลล์ที่ได้รับซาทราทอกชินเอชมาวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน MAPKs โดยวิธี Western blot พบว่าชาทรา 
ทอกชินเอชกระตุ้นการเกิด phosphorylation ของโปรตีน p38 MAPK และ JNK ที่เวลา 3-6 ชั่วโมงและ ERK1/2 
ตั้งแต่ 0.5-6 ชั่วโมง เพื่อยืนยันผลดังกล่าวจึงนำเซลล์ที่ได้รับสาร SB203580 เพิ่อยับยั้งการเกิด phosphorylation 
ของ p38 MAPK หรือที่ได้รับสาร SP600125 เพื่อยับยั้งการเกิด phosphorylation ของ JNK เป็นเวลา 1 ชั่วโมงก่อน 
ได้รับซาทราทอกชินเอชต่ออีกเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าสารยับยั้งดังกล่าวมีผลเพิ่มอัตราการอยู่รอดของเชลล์พีชี 
12 ได้อย่างมีนัยสำคัญ จากผลการทดลองอาจกล่าวได้ว่าวิถีการส่งสัญญาณภายในเซลล์ผ่านทางโปรตีน p38 
MAPK และ JNK ร่วมกับวิถีการรักษาสุมดุลของอนมูลอิสระมีบทบาทสำคัญทำให้เซลล์พีชี 12 ที่ไต้รับชาทรา 
ทอกชินเอชตายแบบอะพอพโทสุ๊ส เมื่อศึกษาฤทธิของสารต้านอนุมูลอิสระในการปกป้องเซลล์ที่ไต้รับพิษจาก
ซาทราทอกชินเอช พบว่าเชลล์ที่ได้รับชาทราทอกชินเอชร่วมกับสารตานอนุมูลอิสระ GSH, NAC หรือ trolox 
นี้นไม่สามารถเพิ่มอัตราการอยู่รอดของเซลล์ ไม่สามารถลดอัตราการตายแบบอะพอพโทสิส และไม่สามารถลด 
การเกิด lipid peroxides ได้ อย่างไรก็ตามเมื่อให้ GSH ในความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร่’ร่วมกับซาทราทอกชินเอช 
เป็นเวลา 6 ชั่วโมงพบว่าสามารถลดปริมาณอนุมูลอิสุระภายในเซลล์ได้อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ สรุปไต้ว่าเซลล์ 
พีซี 12 ที่ได้รับซาทราทอกซินเอชสามารถชักนำให้เพิ่มระดับอนุมูลอิสระเพื่อไปกระตุ้นปฏิกิริยา phosphorylation 
ในวิถี p38 MAPK และ JNK เป็นผลให้เชลล์ตายแบบอะพอพโทสิส ส่งผลให้เกิด lipid peroxides และทำให้เชลล์ 
ตายแบบเน็คโครสิสตามมา อย่างไรก็ตามการให้สารต้านอนุมูลอิสระไม'สามารถปกป้องเชลล์ที่ได้รับพิษจาก
ซาทราทอกชินเอชได้เลย /
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The purpose o f this study was to elucidate the molecular mechanism of 

satratoxin H, and the protective effect o f antioxidants on satratoxin H-induced 
apoptosis in PC12 cells. Treatment with satratoxin H decreased cell viability in a 
concentration- and time-dependency measured by MTT assay with the IC50 of 
approximately 50 nM. We evaluated the type o f cell death, floechst 33342 assay 
showed a significant increase in apoptosis after 24 h-incubation o f satratoxin H. DNA 
fragmentation by agarose gel electrophoresis confirmed that DNA ladder was entirely 
found after 1 day-incubation in serum-free medium, and then the band began fade 
suggesting that apoptosis might change to secondary necrosis. In contrast, the cells in 
serum-containing medium showed DNA ladder after 3 day-incubation. The result 
was supported by flow cytometry using propidium iodide that apoptotic cells were 
significantly augmented after 24 h- and 48 h-incubation in serum-free and in serum- 
containing medium, respectively. The results suggested that incubation of cells in 
serum-free medium was more sensitive to satratoxin H. The molecular mechanism of 
satratoxin H-induced apoptosis was therefore examined under the condition in serum- 
free medium. Treatment with satratoxin H showed a significant increase in the ROS 
level (6  h) and MDA content (36 h) detected by flow cytometry using DCFH-DA and 
by TBARS, respectively. It was implied that satratoxin H-induced apoptosis might be 
through the generation o f ROS. Since lipid peroxidation occurred during the 
decrement o f apoptosis, lipid peroxides may further induce necrosis. MAPKs, a well- 
known downstream o f ROS, were determined by Western blot analysis. Treatment 
with satratoxin H increased the phosphorylation o f p38 MAPK as well as JNK at 3-6 
h and ERK1/2 at 0.5-6 h. The activation o f MAPKs was confirmed by using MAPKs 
inhibitors. Preincubation with SB203580, a p38 MAPK inhibitor or SP600125. a 
JNK inhibitor for 1 h following by 48 h-incubation of satratoxin H significantly 
increased cell viability. The results indicated that p38 MAPK and JNK pathways 
were involved in satratoxin H-induced apoptosis. We demonstrated whether 
antioxidants could protect satratoxin H-treated cells. The coincubation of the 
antioxidants GSH, NAC, or trolox with satratoxin H resulted in no significant change 
the percentage o f cell viability, the percentage o f apoptosis, and the production of 
lipid peroxides. Meanwhile GSH (1 mM) significantly reduced the generation of 
ROS after 6 h-coincubation. It was suggested that ROS may play a role in satratoxin 
H-induced apoptosis and GSH exhibited low potential in protection o f satratoxin H- 
induced apoptosis in PC 12 cells. In conclusion, satratoxin H-induced apoptosis was 
mediated through the generation of ROS coincident with the activation o f p38 MAPK 
and JNK. These events led to the production of lipid peroxides, which may involve in 
satratoxin H-induced necrosis. However, antioxidants did not protect satratoxin H- 
induced the ROS generation and production of lipid peroxides.
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