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Abstract 
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 Parkinson’s disease is a progressive neurodegenerative disorder, associated 
with the selective loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta. 
Methamphetamine (METH) is a potent psychostimulant drug that may cause neuronal 
cell degeneration. In this study, we investigated an important role of calpain-dependent 
cascades in methamphetamine-induced toxicity in human dopaminergic neuroblastoma 
SH-SY5Y cultured cell lines. In addition, the protective effect of melatonin against 
METH-induced calpain-dependent death pathway was also investigated. The results of 
the present study show that METH significantly decreased cell viability and tyrosine 
hydroxylase phosphorylation in SH-SY5Y cultured cells. Melatonin reversed the toxic 
effect of METH by inducing cell viability. In addition, melatonin was able to restore the 
reduction in mitochondrial function and phosphorylation of tyrosine hydroxylase in SH-
SY5Y treated cells. An induction of calpain expression and activity but a reduction of 
calpain inhibitor (calpastatin) protein levels were observed in SH-SY5Y cells-treated with 
METH but these effects were diminished by melatonin. Taken together, increase in 
phosphorylation of c-Jun and Bax/Bcl-2 ratio was observed in METH-treated cells. 
Calpastatin can reverse the toxic effect of METH by increasing cell viability, reducing 
phosphorylation of c-Jun and Bax/Bcl-2 ratio in METH-treated cells. These results 
implicated calpain-dependent death pathways in the processes of METH-induced 
toxicity and also indicated that melatonin and calpastatin have the capacity to reverse 
this toxic effect in SH-SY5Y cultured cells. 
Keywords: methamphetamine, calpain, calpastatin, melatonin, neuroprotection, 
dopamine cells, cell death   
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บทนํา 
  
 การเกิดโรคหรือกลุมอาการของโรคทางระบบประสาทหลายชนิดพบวามีสาเหตุมาจากการ
เกิดการเส่ือมสลายของเซลประสาท (Neurodegeneration) เชนโรค Alzheimer’s disease (AD), 
Parkinson’s disease (PD), Amyotrophic lateral sclerosis (ALS)  และ Neuronal Aging (Evans et al 
1989, Tanner and Langston 1990) จากการศึกษาวจิัยพบวามีปจจัยและสาเหตุท่ีเหนี่ยวนําใหเกิดโรค
ดังกลาวอยูหลายอันเชน ภาวะชราภาพ การไดรับสารพิษตอระบบประสาทตอเนื่องเปนเวลานาน
และการเกิดสภาวะติดเช้ือในสมอง (Langford et al 2003, Huang et al 2005) เปนตน แตอีกสาเหตุ
หนึ่งท่ีนาสนใจเปนอยางยิ่งกคื็อการไดรับสารเสพติดเปนเวลานานๆ หรือไดรับในปริมาณท่ีสูง เชน 
สารเสพติดพวก Alcohol (Zharkovsky et al 2003) Heroin (Cunha-Oliveira et al 2007) และ 
Metamphetamine (Davidson et al 2001, Cunha-Oliveira et al 2006) กพ็บวาเปนสาเหตุหนึ่งของ
การเส่ือมสลายของเซลประสาทในสมองได และจากรายงานผลการศึกษาปญหาการใชสารเสพติด
ในประเทศแถบเอเซียตะวันออกและแปซิฟกเมื่อป 2549 พบวา 9 ใน 13 ประเทศท่ีทําการศึกษา
รวมท้ังประเทศไทยมีอัตราการใชสารเสพติดจําพวกสารกระตุนระบบประสาทและความรูสึก 
(Psychostimulant) เชนแอมเฟตามีนหรือท่ีรูจักกันดีในช่ือยาบาเพิ่มมากข้ึน ประกอบกับผลการ
ศึกษาวจิัยท่ีทําการทดลองศึกษาในสัตวทดลองและในเซลประสาทท่ีเพาะเล้ียงในนํ้ายาเล้ียงเซล
พบวาสารท่ีกอใหเกดิการเสพติดดังกลาวมีผลทําใหเกิดการเส่ือมสลายของเซลประสาทในสมอง
ของสัตวทดลองหลายสวน (Cadet et al 2005, Zhu et al 2006) และในทํานองเดียวกนัก็พบวา
กอใหเกิดการเสื่อมสลายของเซลประสาทท่ีเพาะเล้ียงในนํ้ายาเล้ียงเซลอีกดวย (Cunha-Oliveira et al 
2006) ดังนั้นจงึอาจเล็งเห็นไดวาในอนาคตปญหาทางดานสุขภาพของผูใชสารเสพติดแอมเฟตามีน
นั้นจะเปนปญหาหลักไมแพกันกับปญหาดานอ่ืนๆโดยเฉพาะผลเสียของการใชสารเสพติดประเภท
นี้ท่ีมีตอสมองและระบบประสาท จึงเปนเร่ืองท่ีนาสนใจที่จะไดมีการศกึษาถึงกลไกในระดับ
โมเลกุลท่ีสารเสพติดเขาไปมีผลทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงสภาวะการทํางานของเซลโดยเฉพาะ
อยางยิ่งท่ีมีตอระบบปองกันตนเองของเซล (cellular defense system) จนทําใหเกดิการเส่ือมสลาย
ของเซลประสาทรวมท้ังทดลองศึกษาหาแนวทางในการลดผลเสียดังกลาวท่ีเกิดข้ึนกบัเซลประสาท
เพื่อทําใหเซลมีการทํางานตามปกติ และการท่ีเรามีความรูความเขาใจกลไกหรือกระบวนการใน
ระดับโมเลกุลท่ีสารเสพติดดังกลาวมีผลทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงสภาพการทํางานของเซล
ประสาทเชนไปมีผลตอการเปล่ียนแปลงการแสดงออก (expression) ของยีนหรือโปรตีนบางชนิด
อาจนําความรูดังกลาวมาพัฒนาเปนโปรตีนบงช้ี (Marker protein) ท่ีจะใชตรวจสอบความผิดปกติ
หรือการเส่ือมสลายของเซลประสาทไดดังนั้นโครงการวจิัยนีจ้ึงไดจัดทําข้ึนเพื่อศึกษาถึงกลไกระดับ
โมเลกุลท้ังในระดับยนีและโปรตีนตางๆท่ีเขาไปเกี่ยวของในกระบวนการท่ีสารเสพติดมีผลทําให
เกิดการเส่ือมสลายของเซลประสาท รวมทั้งการคนควาวิจัยอันจะไดมาซ่ึงแนวทางในการปองกัน
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หรือตานผลของการเส่ือมสลายของเซลประสาท และจะเปนแนวทางหนึ่งในการท่ีจะไดมาซ่ึงองค
ความรูพื้นฐานท่ีจะนําไปประยุกตใชในการปองกันยับยัง้หรือการวินจิฉัยการเส่ือมสลายของเซล
ประสาทอีกดวย 

 

วิธีการทดลอง 
 

1. อัตราการเสื่อมสลายของเซลประสาทโดยแอมเฟตามีน 
 ทําการเพาะเล้ียงเซลประสาทชนิด SH-SY5Y ซ่ึงเปน dopaminergic cell line ในนํ้ายา
เพาะเล้ียงเซลบน culture dish ในตูอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 5% CO2 และ 95% air 
หลังจากนัน้ใสแอมเฟตามีนท่ีความเขมขนตางๆลงไปในเซลนาน 24 ช่ัวโมง ในเซลบางกลุมจะไม
ใสสารเคมีใดๆลงไปเรียกเซลในกลุมนี้วากลุมควบคุม (Control group) หลังจากนั้นทําการวัดอัตรา
การเส่ือมสลายของเซลโดยใชเทคนิค MTT assay โดยใสสารละลาย 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) ลงในเซลเพาะเล้ียงท้ิงไว 2 ช่ัวโมง  แลวนําเซลออกมาจาก
ตูอบ เทน้ํายาเพาะเล้ียงเซลทิง้ไป แลวเติมสารละลายสวนผสมของ isopropanol และ HCl  ลงไปเพ่ือ
ทําละลาย dark blue formazan crystal แลวนําไปวัดหาคาการดูดกลืนแสง  โดยเคร่ือง 
Spectrophotometer ท่ี 560 nm. นําผลการทดลองมาเปรียบเทียบระหวางอัตราการเส่ือมสลายของ
เซลกับปริมาณความเขมขนของแอมเฟตามีนซ่ึงจะแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธระหวางปริมาณ
ของแอมเฟตามีนกับอัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาท 
2. การเปล่ียนแปลงของโปรตีนในระบบปองกันตนเองของเซลประสาท่ีเกิดการเสื่อมสลายจากผล
ของสารเสพตดิแอมเฟตามีน 
 ทําการเพาะเล้ียงเซลประสาทชนิด SH-SY5Y ซ่ึงเปน dopaminergic cell line ในนํ้ายา
เพาะเล้ียงเซลบน culture dish ในตูอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 5% CO2 และ 95% air 
หลังจากนัน้ใสแอมเฟตามีนท่ีมีความเขมขนตางๆกันลงไปในเซลสวนเซลบางกลุมจะไมไดใส
สารเคมีใดๆลงไปเรียกเซลในกลุมนี้วากลุมควบคุมท้ิงเซลไวท่ีเวลาแตกตางกัน ทําการ harvested 
cell  โดยใส SDS sample buffer ลงไปแลวทําใหเซลแตกโดยใชเคร่ือง Sonicator แลวปนแยกท่ี 
14,000 rpm  นาน 10 นาที เกบ็แยกเฉพาะสวน supernatant ไวเพื่อนําไปแยกหาแถบโปรตีนโดยวิธี 
SDS-PAGE electrophoresis หลังจากนัน้ Transfer แถบโปรตีนลงบน Nitrocellulose membrane 
แลวนําไป incubate กับ primary antiody ท่ี 4 องศาเซลเซียสนานขามคืน (12 ช่ัวโมง) หลังจากนั้น
นาํมา incubate กับ HRP-conjugated secondary antibody นาน 1 ช่ัวโมง กอนท่ีจะนาํไปทําปฏิกิริยา
กับ ECL  plus reagent แลวนําไปตรวจสอบหาการเรืองแสงของแถบโปรตีนที่เฉพาะเจาะจงตอ
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โปรตีนโดยนําแผน Nitrocellulose ไปประกบกับแผน Film หลังจากนัน้นําแผน Film ไปวัดคาความ
เขมของแถบโปรตีนโดยใชเคร่ือง Densitometer เพื่อเปรียบเทียบปริมาณของโปรตีนในแตละกลุม 
3. ผลของเมลาโทนินในการยับยั้งการเสื่อมสลายของเซลประสาทจากแอมเฟตามีน 

ทําการเพาะเล้ียงเซลประสาทชนิด SH-SY5Y ซ่ึงเปน dopaminergic cell line ในนํ้ายา
เพาะเล้ียงเซลบน culture dish ในตูอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 5%  CO2  และ 95% 
air หลังจากนัน้ใสแอมเฟตามีนหรือเมลาโทนินลงไปในเซล สวนเซลบางกลุมจะใสสารละลายเมลา
โทนินลงไป 1 ช่ัวโมงกอนท่ีจะใสแอมเฟตามีนลงไปและเซลท่ีไมไดใสสารเคมีใดๆลงไปเรียกเซล
ในกลุมนีว้ากลุมควบคุม (Control group) ท้ิงเซลไว 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นทําการวัดอัตราการเส่ือม
สลายของเซลโดยใชเทคนิค MTT assay  นาํขอมูลท่ีไดมาเปรียบเทียบอัตราการเส่ือมสลายของเซล
ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมท่ีใสแอมเฟตามีนหรือเมลาโทนินอยางเดียวและกลุมท่ีใสแอมเฟตามีน
รวมกับเมลาโทนินนอกจากนี้ยังทําการศึกษาลักษณะรูปรางของเซลประสาทและนับหาปริมาณ
จํานวนเซลท่ีเส่ือมสลายในเซลแตละกลุมโดยการยอมเซลดวยเทคนิค Immunocytochemistry 
staining โดยทําการ fix cell ดวย 4% paraformaldehyde แลวลางออกดวย PBS หลังจากนั้นนาํมาแช
ใน PBS ท่ีเติม 1% hydrogen peroxide เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิหองเพื่อลด endogenous 
peroxidase จากนั้นนําเซลมา incubate ใน 5%  normal rabbit serum ใน PBS-A (PBS + 1% BSA + 
0.3% Triton X-100) เปนเวลา 30 นาทีเพื่อลด non-specific binding แลวจึงนําช้ินเนื้อมา incubate 
กับ specific primary antibody ท่ี 4 องศาเซลเซียสนานขามคืน (12 ช่ัวโมง) เพื่อใหเซลทําปฏิกิริยา
กับ antibody จากนั้นนําเซลท่ีทําปฏิกิริยาข้ันตนแลวมาลางดวย PBS-B (PBS + 0.25% BSA + 0.1% 
Triton X-100) 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที แลวนําไปทําปฏิกิริยาข้ันท่ีสองกับ FITC-conjugated anti-Rabbit 
IgG ใน PBS-B เปนเวลา 2 ช่ัวโมงท่ี 4 องศาเซลเซียสแลวลางดวย PBS นําเซลไปปดดวย cover slip 
นํา slide ท่ีไดมาดูโดยใช confocal laser scanning microscopy เซลท่ีมี positive immunostaining จะ
เรืองแสงสีเขียวเม่ือสังเกตุเซลภายใตกลอง confocal 
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ผลการทดลอง 
 

1. ศึกษาอัตราการเสื่อมสลายของเซลประสาทโดย methamphetamine 
 เซลเพาะเล้ียงเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ methamphetamine ท่ีความ
เขมขน 1.0 และ 2.0 mM นาน 6 และ 24 ช่ัวโมงมีการเส่ือมสลายของเซลประสาทอยางมีนัยสําคัญ
เม่ือเทียบกับเซลในกลุมควบคุม (Control, 0 mM) ท่ีไมไดรับ methamphetamine (รูปท่ี 1) 
 

2. ศึกษาผลของ methamphetamine ท่ีมีตอการทํางานของไมโทคอนเดรียในเซลประสาท 
    เซลเพาะเล้ียงเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ methamphetamine (MA) ท่ีความ
เขมขน 2.0 mM นาน 24 ช่ัวโมงมีการทํางานของไมโทคอนเดรียลดลงและมีการหดตัวของเซลหรือ 
shrinkage-like cells แตมีปริมาณของ apaptotic protein หรือโปรตีน Bax เพิ่มมากข้ึน (รูปท่ี 2F. 
ลูกศร) เม่ือเทียบกับเซลท่ีมีการทํางานของไมโทคอนเดรียเปนปกติ (รูปท่ี 2F. หัวลูกศร) หรือเซลใน
กลุมควบคุม (Control) ท่ีไมไดรับ methamphetamine (รูปท่ี 2C) และผลเสียดังกลาวสามารถยับยั้ง
ไดดวยเมลาโทนิน (Mel) (รูปท่ี 2I) 
 
 

รูปท่ี 1. อัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาทโดย methamphetamine  
*p < 0.05 และ **p < 0.001 เทียบกับกลุมควบคุม 
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3. ศึกษาผลของ methamphetamine ท่ีมีตอการเปล่ียนแปลงของระดับ endogenous calpain 
inhibitor protein ในเซลประสาท 
 เซลเพาะเล้ียงเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ methamphetamine ท่ีความเขมขน 
1.0 และ 2.0 mM นาน 24 ช่ัวโมงมีระดับปริมาณของโปรตีน calpastatin (calpain inhibitor protein) 
ลดลงอยางมีนยัสําคัญเม่ือเทียบกับเซลในกลุมควบคุม (Control) ท่ีไมไดรับ methamphetamine (รูป
ท่ี 3) 
 
 
 

รูปท่ี 2. Fluorescence images ของ SH-SY5Y cells แสดงตําแหนงของไมโทคอนเดรีย 
(สีแดง) และโปรตีน Bax (สีเขียว)  
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4.  ศึกษาผลของ calpain inhibitor ท่ีมีตออัตราการเสื่อมสลายของเซลประสาทท่ีไดรับ 
methamphetamine  
 เซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ calpian inhibitor (calpastatin) ท่ีความเขมขน 
0.05, 0.5 และ 5.0 M นาน 6 ช่ัวโมงกอนท่ีจะไดรับ methamphetamine ท่ีความเขมขน 1.0 mM 
นานตอไปอีก 24 ช่ัวโมง พบวา calpain inhibitor ท่ีความเขมขน 5.0 M สามารถลดอัตราการเส่ือม
สลายของเซล SH-SY5Y จาก methamphetamineไดอยางมีนัยสําคัญ (รูปท่ี 4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3. Western blot analysis ของโปรตีน calpastatin ใน SH-SY5Y cells  
*p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม (0 mM) 
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5. ศึกษาผลของ calpain inhibitor ท่ีมีตออัตราการทํางานของ calpain enzyme, c-Jun 
phosphorylation และปริมาณของโปรตีน Bax/Bcl-2 ในเซลประสาทท่ีไดรับ methamphetamine 

เซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ calpian inhibitor ท่ีความเขมขน 5.0 M นาน 6 
ช่ัวโมงกอนท่ีจะไดรับ methamphetamine ท่ีความเขมขน 1.0 mM นานตอไปอีก 24 ช่ัวโมง พบวา 
calpain inhibitor สามารถลดการเพิ่มข้ึนของการทํางานของ calpain enzyme (รูปท่ี 5), c-Jun 
phosphorylation (รูปท่ี 6) และปริมาณของโปรตีน Bax/Bcl-2 (รูปท่ี 7) ในเซลประสาทท่ีไดรับ 
methamphetamineไดอยางมีนัยสําคัญ  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4. อัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาท SH-SY5Y  
 *p < 0.05 เทียบกับกลุม (0 M) 

รูปท่ี 5. Western blot analysis ของ calpain spectrin breakdown products (SBDP) ใน SH-SY5Y cells 
 *p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม และ #p < 0.05 เทียบกับกลุม 1.0 mM METH 
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รูปท่ี 6. Western blot analysis ของ c-Jun phosphorylation (Phospho-c-Jun) ใน SH-SY5Y cells 
*p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม และ #p < 0.05 เทียบกับกลุม 1.0 mM METH  

รูปท่ี 7. Western blot analysis ของโปรตีน Bax และ Bcl-2 ใน SH-SY5Y cells  
***p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม และ #p < 0.05 เทียบกบักลุม 1.0 mM METH 
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6. ศึกษาผลของเมลาโทนินท่ีมีตออัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาทชนิด SH-SY5Y cells ท่ีเกิด
จากเมทแอมเฟตามีน 

เซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับเมลาโทนิน (MEL) ท่ีความเขมขน 0.25 mM นาน 
1ช่ัวโมงกอนท่ีจะไดรับ methamphetamine (METH) ท่ีความเขมขน 1.0 mM นานตอไปอีก 24 
ช่ัวโมง พบวาเมลาโทนินท่ีความเขมขน 0.25 mM สามารถลดอัตราการเส่ือมสลายของเซล SH-
SY5Y จาก methamphetamineไดอยางมีนยัสําคัญ (รูปท่ี 8) 

  
 
 
 
7. ศึกษาผลของเมลาโทนินท่ีมีตอการเปล่ียนแปลงของระดับ tyrosine hydroxylase 
phosphorylation และ mitochondrial function ใน SH-SY5Y cells ท่ีไดรับเมทแอมเฟตามีน 
    เซลเพาะเล้ียงเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ methamphetamine (METH) ท่ี
ความเขมขน 0.05-2.0 mM นาน 24 ช่ัวโมงมีการลดลงของปริมาณ tyrosine hydroxylase 
phosphorylation  (รูปท่ี 9) ซ่ึงเปน rate limiting enzyme ของการสรางโดปามีน เม่ือทําการทดสอบ
การทํางานของไมโทคอนเดรียก็พบวาเซลท่ีไดรับ methamphetamine (METH) ท่ีความเขมขน 1.0 
mM นาน 24 ช่ัวโมงมีการทํางานของไมโทคอนเดรียลดลง การสังเกตุลักษณะรูปรางของเซลพบวา
มีการหดตวัของเซลหรือ shrinkage-like cells และมีปริมาณของ tyrosine hydroxylase 

รูปท่ี 8. อัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาท  
*p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม และ #p < 0.05 เทียบกับกลุม 1.0 mM METH 
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phosphorylation ซ่ึงเปน rate limiting enzyme ของการสรางโดปามีน ลดลงอยางเหน็ไดชัด   (รูปท่ี 
10F) เม่ือเทียบกับเซลท่ีมีการทํางานของไมโทคอนเดรียเปนปกติ หรือเซลในกลุมควบคุม (Control) 
ท่ีไมไดรับ methamphetamine (รูปท่ี 10C) และผลเสียดังกลาวสามารถยับยั้งไดดวยเมลาโทนิน 
(MEL) (รูปท่ี 10I) 
 

 
                 
 
 

รูปท่ี 9. Western blot analysis ของ tyrosine hydroxylase phosphorylation (p-TH)  
*p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม 
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8. ทําการศึกษาผลของเมลาโทนินท่ีมีตอการเปล่ียนแปลงของระดับ calpain, calpain SBDP และ 
calpastatin ใน SH-SY5Y cells ท่ีไดรับเมทแอมเฟตามีน 

เซลเพาะเล้ียงเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ methamphetamine (METH) ท่ี
ความเขมขน 1.0 mM นาน 24 ช่ัวโมงมีการลดลงของปริมาณโปรตีน calpastatin  (รูปท่ี 11) แตมี
การเพิ่มข้ึนของปริมาณ calpain enzyme และ calpain spectrin breakdown product ท่ีขนาด 145 kDa 
(รูปท่ี 12) แตเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับเมลาโทนิน (MEL) ท่ีความเขมขน 0.25 mM 
นาน 1ช่ัวโมงกอนท่ีจะไดรับ methamphetamine (METH) ท่ีความเขมขน 1.0 mM นานตอไปอีก 24 
ช่ัวโมง พบวาเมลาโทนินท่ีความเขมขน 0.25 mM สามารถยับยั้งการลดลงของปริมาณโปรตีน 
calpastatin  (รูปท่ี 11) และการเพ่ิมข้ึนของปริมาณ calpain enzyme และ calpain spectrin 
breakdown product ท่ีขนาด 145 kDa (รูปท่ี 12) 
 
                                 
 
                               

รูปท่ี 10. Fluorescence images ของ SH-SY5Y cells แสดงตําแหนงของไมโทคอนเดรีย 
(สีแดง) และ tyrosine hydroxylase phosphorylation (สีเขียว)  
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รูปท่ี 11. Western blot analysis ของโปรตีน calpastatin  
*p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม และ #,##p < 0.05 เทียบกบักลุม 1.0 mM METH 

รูปท่ี 12. Western blot analysis ของโปรตีน calpain และ calpain spectrin breakdown product (SBDP 
*p < 0.05, **p < 0.01 เทียบกบักลุมควบคุม และ #p < 0.05, ## p< 0.01 เทียบกับกลุม 1.0 mM METH 
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บทวิจารณ 
  
 จากผลการศึกษาวิจัยพอจะสรุปไดวาการเส่ือมสลายของไมโทคอนเดรียรวมท้ังการลดลง
ของปริมาณ calpain inhibitor สงผลใหมีการกระตุนการทํางานของเอนไซม calpain ซ่ึงอาจจะ
เหนี่ยวนําใหเกิดการเส่ือมสลายของเซลประสาทโดย methamphetamine แสดงใหเห็นวาสาเหตุของ
การเส่ือมสลายของเซลประสาทดังกลาวนาท่ีจะถูกเหนี่ยวนํามาจากการเสียสภาวะสมดุลของระบบ
ท่ีชวยยับยั้งการทํางานของเอนไซม calpain ประกอบกับมีการกระตุนการทํางานของระบบทําลาย
เซลเชนการสูญเสียการทํางานของไมโทคอนเดรียและการเพิ่มข้ึนของ apoptotic proteins เชน
โปรตีน Bax ซ่ึงจะมีผลตอเนื่องในการกระตุนการทํางานของ death signaling อ่ืนๆตอไป 
 มีการศึกษาสภาวะการทํางานของสมองของผูใชแอมเฟตามีนดวยเทคนคิ Brain imaging 
เชน PET (Positron emission tomography) และพบวาในสมองของผูใชแอมเฟตามีนมีการทํางาน
ของระบบ Dopamine ลดลง (Iyo 1992) และเม่ือศึกษายืนยันในสมองของผูเสียชีวิตท่ีเคยใชแอมเฟ
ตามีนก็ใหผลท่ีสอดคลองกัน จึงไดมีการทดลองศึกษาเพิ่มเติมมากข้ึนโดยใชสัตวทดลองซ่ึงก็ใหผล
ท่ีสอดคลองกันคือเม่ือให Methamphetamine แบบ acute toxic dose (4X5mg/kg) พบวาสมองของ
สัตวทดลองมีการเส่ือมสลายของปลายประสาท (nerve terminal) ชนิด Dopamine และ Serotonin 
(Iyo et al 1993, Cubells et al 1994, Albers et al 1995) และไดมีการศกึษายืนยันถึงผลเสียของแอม
เฟตามีนท่ีมีตอระบบประสาทโดยทําการศึกษาความเปนพิษของแอเฟตามีนท่ีมีตอเซลประสาท
แพาะเล้ียงท่ีไดจาก cortical neurons ของหนูพบวาแอมเฟตามีนท่ีความเขมขน 500 uM และโคเคน 
(cocaine) ท่ีความเขมขน 1 mM นาน 24 ช่ัวโมงมีผลทําใหมีการตายของเซลประสาทประมาณ 50%  
และพบวาท้ังแอมเฟตามีนและโคเคนมีผลทําใหเกิดการเสียการทํางานของไมโทคอนเดรียสงผล
ตอเนื่องใหมีการกระตุนการทํางานของเอนไซม caspase ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการ
เหนีย่วนําใหมีการยอยสลาย DNA (Cunha-Oliveira et al 2006) และสงผลใหมีการเสียสภาวะสมดุล
ของเซลกอใหเกิดการตายของเซลในท่ีสุด  
 ขบวนการทีแ่อมเฟตามีนทําใหเกิดการเสียการทํางานของไมโทคอนเดรียนั้นนาจะมาจาก
การท่ีแอมเฟตามีนซ่ึงมีคุณสมบัติเปน cationic lipophilic molecule จะ diffuse ผานเขาไปสะสมอยู
ภายในไมโทคอนเดรีย การสะสมของโมเลกุลที่มีประจุบวกมากๆใน cristae ของไมโทคอนเดรีย จะ
ทําใหมีการสญูเสียของ electrochemical gradient ท่ีไดมาจากขบวนการ electron transport chain 
(ETC) เนื่องจาก electrochemical gradient มีความสําคัญตอการทํางานของเอนไซม adenosine 
triphosphate (ATP) synthase และการคงสภาพของ mitrochondrial membrane ดังนั้นผลเสียท่ี
ตามมาจากความผิดปกติของการทํางานของท้ังสองสวนของไมโทคอนเดรียสามารถเหน่ียวนําให
เกิดการเส่ือมสลายของเซลได (Davidson C et al 2001) เนื่องจากไมโทคอนเดรียเปนแหลงท่ีสําคัญ
ของเซลท่ีมีการสรางพลังงานใหกับเซลในรูป ATP (adenosine triphosphate) ในสภาวะปกติ
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เอนไซม calcium ATPase ในไมโทคอนเดรียจะชวยในการดึง calcium เขามาเก็บสะสมไวภายใน
ไมโทคอนเดรียเม่ือมีการสูญเสียของ electrochemical gradient รวมกับการเส่ือมสภาพของ 
mitrochondrial membrane กจ็ะทําใหมีการร่ัวไหลของ calcium และ cytochrome c จากภายในไม
โทคอนเดรียผาน permeability transition pore (PTP) ออกมาสูภายนอกไมโทคอนเดรีย การเพิ่มมาก
ข้ึนของปริมาณ calcium และ cytochrome c ใน cytoplasm จะไปกระตุนการทํางานของ caspase-
dependent cell death signaling โดยเฉพาะอยางยิ่งเอนไซม caspase-3 ท่ีสามารถเหนี่ยวนําใหมีการ
ยอยสลาย DNA (Cunha-Oliveira et al 2006) ทําใหเกิดความผิดปกติในการสรางโปรตีนท่ีสําคัญท่ี
ตองใชในการทํางานของเซลและผลสุดทายก็จะเหนี่ยวนําใหเกิดการตายของเซลได และผลเสียท่ี
ตามมาอีกอันหนึ่งเม่ือมีการสูญเสียของเอนไซม ATP-synthase รวมกบัการเส่ือมสภาพของ 
mitrochondrial membrane กคื็อในขบวนการสราง ATP โดยขบวนการหายใจของไมโทคอนเดรีย 
(mitochondrial respiration) จะมีการสงผานอิเล็กตรอน (electron transport chain) ผานไปตามกลุม
ของโปรตีน 4 กลุม (protein complex I,II,III และ IV) ท่ีอยูบนผนังเซลช้ันในของไมโทคอนเดรียซ่ึง
จะมีผลพลอยไดคือ oxidizing agents ท้ังในรูป (form) free radicals (อนุมูลอิสระ) เชน superoxide 
anion(O2-) และ non-radicals เชน hydrogen peroxide (H2O2) ท่ีมักเรียกสารในกลุมนีร้วมกันวา 
reactive oxygen species หรือ ROS เม่ือมีการเส่ือมสภาพของ mitrochondrial membrane ก็อาจจะมี
การร่ัวซึม (leakage) ของสารเหลานี้ออกมาจากไมโทคอนเดรียมากกวาปกติโดยท่ัวไป superoxide 
สองโมเลกุลจะถูกกําจดัโดยเอ็นไซม superoxide dismutase (SOD) ไดเปน H2O2 หลังจากนั้น H2O2 
จะถูกเปล่ียนโดยเอ็นไซม catalase (CAT) และ glutathion peroxidase (GSH-Px) ไปเปนน้ํา (H2O) 
และ diatomic oxygen ในสภาวะปกติจะมีสมดุลระหวางการสรางและทําลายของ H2O2 แตเม่ือใดก็
ตามท่ีสภาวะสมดุลของเซลเสียไปเชนมีการสรางหรือร่ัวไหลออกมาจากไมโทคอนเดรียมากข้ึน
หรือมีการกําจดัลดลงก็จะทําใหเกิดการสะสมของ H2O2 และโดยขบวนการ reduction ซ่ึงจะ
เกิดปฏิกิริยาการรวมตัวกนัระหวาง H2O2 กับ Ferrous iron (Fe2+) ไดเปน hydroxyl radical (.OH) ซ่ึง
จะมีความเปนพิษสูงกวา H2O2   และมีผลในการทําลายไขมันและ DNA โดยเฉพาะไขมันท่ีเปน
สวนประกอบของผนังเซลท่ีอยูในรูปฟอสโฟไลปด (phospholipid) เกิดปฏิกริยา lipid peroxidation 
สวนการทําลาย DNA นั้นกจ็ะทําลายท้ัง DNA ของไมโทคอนเดรีย (mitochondrial DNA, mtDNA) 
และ DNA ในนิวเคลียส (nuclear DNA, nDNA) (Robb-Gaspers and Connor 1997, Cassarino and 
Bennett Jr. 1999a, Kannan and jain 2000) การท่ีโมเลกุลท่ีสําคัญตางๆภายในเซลถูกทําลายเรามัก
เรียกวาเซลตกอยูในสภาวะ “Oxidative stress” (Kannan and Jain 2000) โดยผลของ oxidative stress 
จะกอใหเกิดการสูญเสียพลังงานของเซลท่ีอยูในรูป ATP มีการลดลงของระดับ NADH (reduced 
form ของ nicotinamide adenine dinucleotide ,NAD+) และมีการสูญเสียภาวะสมดุลของแคลเซียม 
(calcium, Ca2+) และทําใหเกดิการตายของเซลในท่ีสุด  
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 เนื่องจากการเส่ือมสลายของเซลประสาทนั้นขบวนการหนึ่งท่ีเหนีย่วนําใหเกิดการตายของ
เซลก็คือขบวนการท่ีโมเลกลุท่ีสําคัญในการทํางานของเซลเชนโปรตีนหรือ DNA ถูกยอยสลายดวย
เอนไซม protease โดยเฉพาะเอนไซม protease class ในกลุม cysteine protease สองชนิดคือ 
caspase และ calpain โดยเฉพาะอยางยิ่งเอนไซม calpain ท่ีการทํางานของเอนไซมชนดินี้ในสภาวะ
ปกติจะถูกควบคุมดวย endogenous protein inhibitor ท่ีช่ือ calpastatin นอกจากนี้ยังมีปจจัยอ่ืนท่ี
สําคัญท่ีสามารถเปล่ียนแปลงสภาวะการทํางานของเอนไซมชนิดนี้ไดคือปริมาณ calcium ภายใน
เซล (Wang 2000) พบวาในสภาวะที่ภายในเซลมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณ calcium อยางมากเชนการ
ท่ีเซลประสาทไดรับสารส่ือประสาท glutamate ในปริมาณมากหรือการท่ีเซลไดรับสารพิษ marine 
toxin (Nath et al 1996) ซ่ึงเปนสารพิษท่ีกระตุนการเปดของ voltage และ ligand-gated channels ก็
สามารถท่ีจะกระตุนและเพิ่มการทํางานของเอนไซม calpain ได เนื่องจาก substrate ท่ีสําคัญของ
เอนไซม calpain ก็คือ cytoskeletal proteins, plasma-membrane-associated proteins, transcription 
factors, calmodulin dependent proteins และ signal transduction proteins ดังนัน้จะเหน็ไดวาการ
ตายหรือการเสื่อมสลายของเซลประสาทในหลายกรณีมีสวนเกีย่วของกับการเพิ่มข้ึนของการทํางาน
ของเอนไซม calpain (Wang et al 1989, Yuen and Wang 1998, Carafoli and Molinari 1998) ขอมูล
จากการศึกษาวิจัยหลายอันบงช้ีวาการเพ่ิมปริมาณหรือประสิทธิภาพการทํางานของ endogenous 
calpain inhibitor ท่ีเรียกวา calpastatin สามารถปองกันการเส่ือมสลายของเซลจากสภาวะ oxidative 
stress ไดเชนการ overexpression ของ calpastatin ในเซลเพาะเล้ียงชนิด cerebellar granule neurons 
สามารถปองกันการเกดิสภาวะ calcium overload การกระตุนการทํางานของเอนไซม calapin และ
การตายของเซลประสาทจาก glutamate-induced excitotoxicity ได (Bano et al 2005) ผลจากการ
ศึกษาวจิัยในคร้ังนี้ก็ไดผลการทดลองท่ีสอดคลองกับขอมูลขางตนคือ exogenous calpastatin 
สามารถลดอัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาทโดปามีนชนิด SH-SY5Y จากความเปนพิษของ
เมทแอเฟตามนีไดรวมท้ังยังสามารถปองกันการเพิ่มข้ึนของปริมาณ c-Jun phosphorylation ซ่ึงเปน 
transcription factors ท่ีสําคัญของ death signaling cascades และปองกนัการเพิ่มข้ึนของโปรตีน Bax 
(apoptotic pritein) จากการกระตุนดวยเมทแอมเฟตามีนไดอีกดวย   
 ผลจากการการศึกษาทดลองคร้ังนี้ไดช้ีใหเห็นถึงกลไกในระดับโมเลกุลบางสวนท่ีนาจะ
เกี่ยวของในการเหนี่ยวนําใหเกิดสภาวะที่นํามาซ่ึงการเส่ือมสลายของเซลประสาทโดยเมทแอมเฟตา
มีน ดังนั้นการทําใหเซลกลับมาอยูในสภาวะสมดุล (Homeostasis) โดยการทําใหไมโทคอนเดรียก
ลับมาทํางานไดตามปกติ ซ่ึงจะสงผลใหมีการลดการกระตุนการทํางานของ death signaling ตางๆ 
และทําใหปริมาณของ calpain inhibitor เพิ่มข้ึนสูระดับปกติทําใหสามารถยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม calpain ได ผลจากการทดลองพบวาฮอรโมนเมลาโทนินมีคุณสมบัติในการยับยั้งความเปน
พิษของเมทแอมเฟตามีนท่ีมีตอเซลประสาท SH-SY5Y ไดโดยเมลาโทนินสามารถลดการเพิ่มข้ึน
ของอัตราการเส่ือมสลายของเซลท่ีไดรับเมทแอมเฟตามีน มีผลทําใหมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณ
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โปรตีน calpastatin ทําใหไมโทคอนเดรียมีการทํางานอยางเปนปกติและการทํางานโดยท่ัวไปของ
เซลกลับคืนสูภาวะใกล เ คียงกับภาวะปกติ  ซ่ึงดูไดจากมีการทํางานของเอนไซม  tyrosine 
hydroxylase ท่ีใกลเคียงกับเซลปกติ 
 ฮอรโมนเมลาโทนิน (Melatonin) สรางมาจากตอมไพเนียล (Pineal gland) ท่ีอยูในสมอง 
ปจจุบันมีขอบงช้ีจากการศึกษาพบวาเมลาโทนินมีคุณสมบัติในการปองกันการเส่ือมสลายของเซล
ประสาท (Reiter et al 2002, Reiter et al 2003, Tan et al 2003, Chetsawang et al 2006, Chetsawang 
et al 2007) มีการศึกษาในหลอดทดลองโดยใสเมลาโทนินเขาไปในสวนผสมของไมโทคอนเดรียท่ี
ไดจากเซลสมองและเซลตับของหนู พบวามีการสราง ATP เพิ่มมากข้ึน อาจเปนไปไดวาเมลาโทนิน
ชวยลดภาวะการทําลายเซลจากอนุมูลอิสระโดยไปมีผลทําใหขบวนการสรางพลังงาน (ในรูป ATP) 
ของเซลจากไมโทคอนเดรียสมบูรณมากข้ึนจนมีพลังงานพอเพียงท่ีจะใชในขบวบการซอมแซม 
(repairing process) ของเซล (Martin et al 2002) มีการศึกษาเพื่อยนืยนัคุณสมบัติในการเปนสารตาน
อนุมูลอิสระของเมลาโทนินและพบวาเมลาโทนินชวยคงสภาพความยืดหยุน (fluidity) และลดความ
แข็งกระดาง (rigidity) ของผนังเซลไดโดยไปมีผลลดการเกิดปฏิกริยา peroxidation ของกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid, PUFA) ท่ีเกิดจากพษิของอนุมูลอิสระ เปนท่ีทราบกันดวีา
ปอดและสมองเปนอวยัวะท่ีมีความไวตอการรับรู (sensitive) ตอการเปล่ียนแปลงของปริมาณ O2 ได
มีการทดลองโดยใหหนูทดลองไดรับ 100% O2 เปนเวลา 90 นาที จนเกดิสภาวะ hyperoxia และ
เหนีย่วนําใหมีการสราง ROS เพิ่มมากข้ึน (Shaikh et al 1997) พบวาหนูท่ีไดรับเมลาโทนินจะมี
ปริมาณการถูกทําลายของ PUFA เกิดข้ึนนอยกวาหนูท่ีไมไดรับเมลาโทนิน (Garcia et al 1997, 
Garcia et al 1998) 
 การเพิ่มข้ึนของปริมาณ Homocysteine (Hcy) ในรางกายเปนสาเหตุหนึง่ของการเกิดอาการ
ผิดปกติของหลอดเลือดหัวใจ (Cardiovascular disease)  เนื่องจากเกิดการบาดเจ็บของ endothelial 
cells เกิดข้ึนอันเนื่องมาจากมีการเพิ่มข้ึนของขบวนการ Oxidative damage ไดมีการศึกษา โดยฉีด 
Hcy เขาไปใน Ventricle ของสมอง (Intracerebro ventricular, ICV)  แลวทําการศึกษาบริเวณตางๆ 
ของสมองพบวาสมองบริเวณ Hippocampus, Cortex และ Cerebellar มีการเพิ่มข้ึนของปริมาณ 
malondialdehyde ซ่ึงเปนตัวบงช้ีวาเกดิ Oxidative damage โดยขบวนการ lipid peroxidation ใน
สมอง แตในสมองของหนูท่ีไดรับ melatonin ผานเขาทางชองทอง (Intraperitoneal, IP)  เปน
เวลานาน 3 วนั กอนไดรับ Hcy ในปริมาณสูง กลับพบวาสมองหนูมีระดับของ malondialdehyde ท่ี
ต่ํา  แสดงวาขบวนการ lipid peroxidation เกิดข้ึนนอย รวมท้ังพบวามีการเพิ่มข้ึนของระดับ 
glutathione และ glutathion activity ซ่ึงเปน antioxidant ในสมองอีกดวย (Baydas 2003) 
Kaptanoglun และคณะ (2003) ไดทดลองศึกษาฤทธ์ิในการเปนสาร antioxidant ของเมลาโทนินใน
หลอดทดลอง โดยใชช้ินสวนของเนื้อสมอง, ไขสันหลัง และเสนประสาทตา (optic nerve) นํา
เนื้อเยื่อดังกลาวมาทําใหอยูในสภาพท่ีเกิด oxidative damage โดยใช ferrous ion (Fe2+) และ H2O2 
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พบวาเกิดขบวนการ lipid peroxidation เพิ่มมากข้ึน แตผลดังกลาวสามารถยับยั้งไดโดยเมลาโทนิน 
Beni และคณะ (2003) ก็ไดศึกษาพบวาเมลาโทนินสามารถลดการ translocation ของ redox-
sensitive transcription factors เชน NF-kB หรือ AP-1 ซ่ึงเปน transcription factors ของยีนในกลุม 
pro-apoptotic proteins (BAD, BID, BAX, etc.) จาก cytoplasm เขาสู nucleus ของเซลประสาทใน
สมอง และเพิม่ปริมาณของ low molecular weight antioxidants (LMWA) ในสมองของหนูท่ี
เหนีย่วนําใหเกิด Closed head injury แมวาจากการศึกษาดังกลาวจะพบวาเมลาโทนนิสามารถลด
การเกิด Oxidative damage ไดในเซลประสาทแตยังไมเปนท่ีทราบแนชัดวาผานมาทางขบวนการใด
มีขอมูลแสดงใหเห็นวาผลการลด Oxidative damage โดยเมลาโทนินอาจจะเขาไปเกีย่วของกับ
ขบวนการสงผานอิเล็กตรอนในไมโทคอนเดรีย ไดมีการศกึษาพบวา 6-OHDA ซ่ึงเปน neurotoxin 
(Woodgate et al 1999) ท่ีมีผลโดยตรงในการยับยั้งการสงผานอิเล็กตรอนท่ีโปรตีน Complex I ของ
ไมโทคอนเดรีย (Park et al 2002) มีผลทําใหเกิดการตายของเซลประสาทเนื่องจากมีการเพิ่มข้ึนของ 
Oxidative stress นั้นสามารถที่จะปองกนัไดโดยเมลาโทนิน (Mayo et al 1998) 
 ไดมีการศึกษาผลของเมลาโทนินท่ีมีตอการทํางานของ transcription factor และการสราง
โปรตีนท่ีเกี่ยวของกับการตายหรือการเส่ือมสลายของเซลประสาทในเซลประสาทโดปามีนพบวา 
เมลาโทนินสามารถยับยั้งการเส่ือมสลายของเซลประสาทโดปามีนท่ีเกดิจาก hydrogen peroxide ได
โดยเมลาโทนนิสามารถที่จะลดการเพิ่มข้ึนของการ phosphorylation ของ transcription factor 
อันหนึ่งคือ nuclear factor kappa B (NF-kB) และยังสามารถยับยั้งการ translocation ของ 
phosphoNF-kB ผานเขาไปในนิวเคลียสของเซลไดดวย นอกจากนีย้ังไดมีการศึกษาพบวาเมลา
โทนินมีผลในการลดการเพ่ิมข้ึนของอัตราสวนของ Bax/Bcl-2 โดย hydrogen peroxide ไดอีกดวย 
(Chetsawang et al 2006) 
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