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��� ��������������������������	
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��
����!"��#��#$%�#�����	
�� ���&$'��


������
��#�
�����������(�)�����������#$�*��+� ,-)�������������#����
��#�����	
�� �. 2551 

/$�/(������������/(��������*��+��-&�����(���(	��	� 
����	��0��!"������
����������������/��!��

�	-������������ 3��4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562 4��������������*��+�3�(������� �����!'�����!�


(��8��9-����$-�����9"�����"� �(���(	��	����-&���"��&�3������
�������,�$�����������	-���������-

����������/��!���	-������������ 4������&�"�����������0�$�
��"��(���(	��	������8��
��������"���;;��3�

�)$�
���0��/��-�#-���/��!���	-������������3� pathway 3$ ���
�������������8
��8�� pathway ���

���(�;3����(�
(#����,
"��4--�����)��6���6$�-��$��� /$���/��!���	-����������������/��!��������(�;

3����(�
(#�$'�� ����$-�����&$'30'�4--� K562 4������� erythrocytic leukemia ���&$'��
��9�'�<�� chronic 

myelocytic leukemia ����!'�,

3����*��+��-&�����(���(	��	�3������
��������"���;;��=��3�

�4--������	$����3��4--��)��6���6$�-��$��� 4�������	
����������8���30'&��'���	� ,-)����,��������%��


����	
��0	������>!"�&�3����(! 4���9�'�	
��%���������"���	���"� ����������	
���
�
���
)������)/�0��!"�

����	
���"������ �����������������
���$'����#�&��,-)�)��6� �������9�'�����3
����&�&$'������"��$� 

 9�'�	
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(#� �#��#$%�#�����	
��
�����������(�)�����������#$�*��+� ,-)���������

����#����
��#�����	
�� �. 2551 ���&$'��
��	����
��#����*��+����
���)�
(��������6
!����?�%���
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�����������+���)����'���
'�*��+���	;;��������

��"������	�� ���&$'3%'(���0"���%-�� ���
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�� ,-)(�����' ��������(�������� %���
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������6
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'���,��
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3����

�������	
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��
��)(#���
���� ��)�	�C	D 0�)��!�� 9*. �E� �E�C���+� ��
������)
��,���

�	0�
#-���*�*��!��(-	�	� =�(�	0���(�	(���,���� (�)��(�	(���,���� ���&$'3%'������
��#�3����

�	
�����������"��$��	�� ��'������3%'���-��3
3����������
������6
-#-"�� �����
��
��)(#� Assoc. Prof. Dr. 

Colleen Sweeney �����������	
�� ����8�
�� Biochemistry & Molecular Medicine, UC Davis School of 

Medicine, UC Davis Medical Center, Sacramento, California, USA �����#�(��)%��(��������,-)����(��


���"��3����*��+��	�(��)%�����$-��3�
���"�� ����
(#� $�. ����#���� *#=�	&- ���&$'��#�(��)%�

�4--��)��6�0�	$ K562 �����30'3����*��+�3�(������� ����
(#��
'�%�'�������,����	0�
#-���*�*��!��

(-	�	��#��"�����3%'(���0"���%-�� �����8�����,-)�(��������������"��$��	�� ����
(#� ����	�%�(�� C	�� 

�������#����� ���*�� ���&$'0"���%-������	
�����������"��$� �����
��
��)(#� *��!��
���������!	(#� 

��. �O;
) ,-)��
���� �"���� �#-��*� ������"��������3%'(������ (�����!!� ���3
0"�� �������-��3
,-)

���
��#��������	
�� ����
(#��������������#��"�� ���&$'3%'(���0"���%-��,-)�������-��3
���$�,�"

�'���
'� ����
��)(#�
	$� ���$�����'���
'������'�3
 ,-)����,�����
��#�3�����������	
��������  

 �#$�'���������
��)(#��#��#$%�#�����	
�� �
��)����#�/(������	
���������Q������	
���#"�

3%�" �.�
��)��� 2551 ���&$'��
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(��������6
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���!���"��
)�����,�$�������/��!���	-���������1 (WT1) 3��)$�
��� $�������	-������������ 
�������8

30'����!��
"�0�����0��=��3����!��
��
�)��6���6$�-��$����������30'��)��	�(����#�,�����/�(&$' 


�����*��+����9"�����
�"��(���(	��	������8-$�)$�
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�3�

��)��� $��������!8#��)��(�������*��+�3�(������� �����*��+�9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D!"��	-����-

��������&�/4\�������� 4 0�	$ 3��4--� U937 ����������	-������������&�/4\������'���"�4--� ,-)�����*��+�

9-����(���(	��	�!"�����"���;;��3������)!#'��������������	-������������ 3��4--��)��6���6$�-��$

���0�	$ K562 
�����*��+��
�"� ������$�(���(	��	������8��
����������� ,-)/��!���	-������������&�-

/4\���� +/+ &$'$�����#$ 3��4--��)��6���6$�-��$���0�	$ U937 ��������/(-�����	-���������������� 4 0�	$��'�

&� (exogenous Wilms’ tumor 1) /$�9"���-&�������-��/��!���	-������������ 
�����*��+��-&����

������$�(���(	��	�!"����-$-�������,-)/��!���	-������������0�	$ endogenous 3��4--��)��6���6$

�-��$���0�	$ K562 /$��-&�������(�;(��������$�(���(	��	�
�	�#�C	D-$������������ PKC� 4������"3� 

PKC signaling pathway /$�9-���&$'��$(-'����
9-���*��+���� PKC� inhibitor (GF109203x ���(���

��'��'� 0.0084 zM) !"����,�$�������,-)/��!���	-������������ (���������
���������������� PKC� ���

3%'�"�9-��
�������,�$����������,-)/��!���	-������������$'�� ���
��������*��+�!"�8���-&�!"�������

3��)$�
-��-�&� (downstream) ��� PKC pathway �
�"�/��!�� JNK ����/��!�����!�������'����������'�� 
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������
��9-���*��+����������$�(���(	��	�!"�/��!�� phospho kinase �
�"�������$�(���(	��	�

�����8-$���,�$������� phosphorylation JNK pan (T183/Y185, T221/Y223) &$' ,-)�����30' JNK 

inhibitor (SP600125 ���(�����'��'� 0.040 zM) 3%'9-���*��+������$(-'����
9-���*��+�������

���$�(���(	��	� (�������8-$���,�$�������/��!���	-������������&$' $�������-&�������(�;������

�������'��3����-$�)$�
������,-)/��!���	-������������/$�������$�(���(	��	� 
)9"���-&�����"�

��;;����� PKC ,-)�"�9"�������/��!�� JNK /$�/��!�� JNK 
)����!����)!#'����������!"�&����

/��!���	-������������ 4���(������(�;����-&���������830'����(�����'����E����������8���&�30'�����

�C	
���-&����������$�(���(	��	�
�	�#�C	D 3�������&���)�#�!�30'3�9�'�<���)��6���6$�-��$���&$'3�

���(! 
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Abstract: 

Leukemias commonly occur world-wide. The Wilms’tumor1 (WT1) protein is highly expressed 

in leukemic blast cells of myeloid and lymphoid origin. Thus, WT1 mRNA serves as a tumor marker for 

leukemias detection and monitoring disease progression. In previous studies, we found that curcumin 

could inhibit WT1 mRNA and WT1 protein levels in leukemic cell lines. However, the inhibitory 

mechanism of curcumin’s action is at present unclear. The aims of this study were to investigate the effect 

of curcumin on WT1 isoforms in U937 transfected cells and to study the inhibitory mechanism of 

curcumin on the WT1 protein signaling pathway in a K562 cell model. The WT1 (+/+) isoform showed 

the greatest inhibitory response after curcumin treatment. The inhibitory mechanism of this exogenous 

WT1 protein was related to the protein degradation mechanism. In addition, the inhibitory effect of 

curcumin in endogenous WT1 in K562 cells involved the PKC� signaling pathway. This result was in 

accordance with the results using PKC� inhibitor (0.0084 zM GF109203x) treatment. GF109203x 

decreased WT1 gene and WT1 protein expression. The downstream of PKC� pathway was determined. 

Curcumin decreased the level of phosphorylation of JNK pan (T183/Y185, T221/Y223). Thus, JNK was 

the protein signal in the endogenous inhibitory pathway. JNK inhibitor (0.040 zM SP600125) was used 
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for confirmation. The WT1 gene and WT1 protein were inhibited after SP600125 treatment. In summary, 

the PKC and JNK signaling pathway was the major inhibitory pathway of curcumin on WT1 gene and 

WT1 protein expression. Thus, this mechanism increases our basic knowledge concerning curcumin’s 

effect on leukemic cells, and then may facilitate clinical use in the future. 

 

Key words: curcumin, Wilms’ tumor 1, leukemia, K562 
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���
��0��1������ 1 
Executive Summary 

 

1. ����
#��
40�("%7�����$841� 
-���'��/�,�������)���$0"$4�*�	�6��&	#����	7��
��!�$�'��� �7�+*��%(�%��	���	�����(��!�$�'��%�)
'

	(8"�$
9!����+������+"%���
%�����:�
�$0"�7�"�"��%����"
8" )��-���'��/��
��$0"$4�*�	�6��&	#��!�-
%���� 

%�����(�)
'%��)���%�'��� (metastasis) �!�-���'��/��"	#������7�+*��	�����(�"
8" �$0"�
����%�$
���")$
����

	

:=
:=�!"+"�'�
:-��
%#
����%(��>8"+"�=

��'��/��!� =>���"?>�:
�"�8%/�
�,���$0"�������+���%"
% )���:���%��

�$
���")$
��*
��"�8�'����%�
8"��9�!�'�'�!�-���#")���>8" $4��#:
""�8%��+������:7�:
� (chemotherapy) ��:�:��

	7��
���%+"%���
%��-���'��/�*
���"(� -���@��'+"$4��#:
",����%���
A"������"�'��/�+*���$�'	(�6(���+"%��

�
%��-���'��/�,�����(���>8" )��$4�*����	7��
�����7�+*�%���
%����������:7�:
�,��$�'	:����	7���/� )
',����

$�'	(�6(����9!�=

��'��/��%(�%���98!�� (drug resistance) *

���%���,���
:�����"�'��/�!������!�"9�!� �=

��'��/����

�98!���'��

%�&'���	7��
��9! ��%��)	��!!%�!���" MDR1 )
'��-%

�-�-$���"���	�� -�������-%

�-�-$���"�'�7�

*"�����+"%���
:��!!%��%�=

��7�+*��������"�'��/�	'	�+"�=

�"�!�
� 	���
+*��=

��'��/���!
���%�������(�	�� 

�
8�C���,���
:�����"�'��/� =>��	����?�:,��+"�=

��'��/�*
��C�"(�����%
" ���" �'��/�����"� �'��/�$!� )
'�'��/�

��/��
9!���� �$0"��"  

 �'��/���/��
9!����*�9!
(������� (leukemia) �$0"%
#���!��'��/�����::�!����	#� ($�'��& 30% �!��'��/����

�:)-���@��'+"��/% $�'%!:�����'��/���/��
9!�����"(��@��:�

" (acute leukemia) )
'�'��/���/��
9!�����"(�

��98!�
� (chronic leukemia) -���@��' �'��/���/��
9!�����"(��@��:�

"��!#:
�(%��&�	��-���@��'!�����(�� ALL =>��

�%(��>8"$�'��& 3-4 �����!��/% 100,000 �" *�9!����%
: 1/3 �!��'��/�����%(�+"��/%+"$4��#:
"�:���$4�*����$J�� 

Leukemia +"�
�*�
������+*����!#:
�(%��&�+"%���%(�-��	�����	#�+"$�'���,�� )
'�:��������$J������%(����'�98!��

�
%���'��/���/��
9!�����%(��>8"�����"9�!���%�����%���
%����������:7�:
��$0"�'�'��
�������"�" �
�"
8"��9�!%��

�
%�����$J��-���'��/���/��
9!��������98!������:7�:
� )
'�������"�!����$J���'��/���/��
9!���� (leukemia) ����:���

�%������!�%
:%��)	��!!%�!���" MDR1 -�����$!���=/"���!�%��)	��!!%�
8�)�� 19-75% �!����$J�����,��,���7�����

:7�:
� (untreated AML)  �
�"
8"�7�+*����:������$J��)��
'�"�'��%��)	��!!%�!���" MDR1 ���)�%����%
")
'�7�+*�

���
��!%���
%����������:7�:
����"������')�%����%
"!!%,$���� "!%��%"�8�7�+*����:���%��)	��!!%�!���" MDR1 

	����?:!%?>�!
����	������!%���%(�%���98!��+"���$J��,��  

 ��%%���>%�� cell proliferation +"�'��/���/��
9!�����:���-$���" WT1 "
8"���
��!%���%(�%��):���=

�

�>��7�+*���%��)	��!!%�!� -$���" WT1 ���	����%)
'	����?+���$0" tumor maker +"���$J���'��/���/��
9!����,��

)
':��:!%?>������#")���!��'��/�-��-$���"����7�*"�����+"%��%�'�#�"%���7���"�!�-$���" WT1 =>���7�*"������$0" 

transcription factor +"%��,$�
:%
: DNA (DNA-binding) -��$%�()
��   WT1 +"�'��/��"(�!9�"�'��*"������$0" 

tumor suppressor -��-$���" WT1 ��%��)	��!!%���	���>8"��9�!�7�*"�����+"%����:�#�,��+*��=

�����������(�$%�(

)	��!!% +"�'�'*

��
��:��� WT1 "���'�$0" oncogene ���� +"���$J������$0"
(��������:�����%��)	��!!%�!� 

WT1 $�'��& 1,000-10,000 ���� ��9�!����:%
: normal bone marrow )
' normal peripheral blood  

��%%���>%����(��)�%�!� �
�!���!���(��("��!�����$0"�(���!�'��/���/��
9!�����
8��"(� K562 

(erythrocytic leukemia), U937 (monocytic leukemia), HL60 (myeloblastic leukemia), )
' Molt4 (lymphoblastic 
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leukemia) �:���	����?�7�
���=

��'��/���/��
9!�����
8� 4 �"(�,������% �
�"
8"�>�,���7�%���>%���

�!�	��

	%
���!���(��(" =>��,��+������������"���,���$0"�(���!�=

���9�!�>%���
�!���!���(��("��!��"�$V�*��� (��"�(
������!��

�
") ��%%����
!��:�����!���(��("�������������"���,���$0"�(���!�=

� "
8"���
+"%���
:�
8�%��)	��!!%�!���"

�(
������!���
",��+"�=

��'��/���/��
9!�����"(� K562 ,���
8��'�
: WT1mRNA )
' -$���"�(
������!���
" =>��%��


�
��!�%��)	��!!%�!���"�(
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�


/��!�� WT1 &$'����3���),��-��$,-)&���)$��,!"��	����'�� 3���)���
)�
��	��������	������3�

9�'�<����������)��6���6$�-��$��� ���
���������
�"�/��!�� WT1 ���"���������'����
���,�$����������

����������'����
�����	$ cell proliferation, cell differentiation ������������	$ cell apoptosis ����3�

�4--��)��6���6$�-��$��� (11, 12) $'���%!#�������	
��
��&$'*��+�8�����,�$���������� WT1 ,-)/��!�� 

WT1 3�/�(�)��6���6$�-��$������������� ,-)�
�"������8������,�$���������30'���� biological 

marker 3����������(����#�,�����/�(�)��6���6$�-��$���0�	$!"�� > ���&�8��3�/�( minimal 

residual disease (MRD) ���$'�� (9,13)  

�O

#
��������+�/�(�)��6���6$�-��$��������	�����
)���+�$'�����3%'���(��
��
�$ 4���3%'9-$�

���3��)�),�����������+� ,!"��������+�&�&$'�)�)%����
)�
�"����(��
��
�$������3%'��	$9-�'���(���

��
9�'�<��,-)3�
��(�����"�9-3%'��	$���$�����3�9�'�<���)��6�$'�� ���3%'������+�$'���(��
��
�$&�"&$'9-

!�����,����9�'���+�!'����� /$��
�"��4--��)��6��������	����	������/��!��0�	$%�������9	��4--���	��

������� ���%�'����3������
���������4--� 4������������"���-�-��/(/��!�� (P-glycoprotein) 4����-&�

3������'����-�-��/(/��!���������9-
���(��
��
�$���3%'��
9�'�<�������)�)��-������� ���3%'�4--��)��6�

��'���-&����
)�?�����!����� �����(������"��$����4--��)��6� 

$����������	���*��!��
��&$'������('�%�������&$'��
��C���0�!	 ����������30'�������!'��

�)��6� ,-)��������%�'����3�������
��-����\./�&���������$�����3%'�����!�
����!"���������� 4�����

���!'��������!'����(#���
�!	��������8����������!'���)��6�,-)�����8-$���,�$���������� MDR1 

&$' ,-)������$���!'����9-�'���(����'����"����(��
��
�$ /$�����$-�����3%'(�����3
��
������&$'��


����%�����
�	/=(���������)
�� �0"� ��	�� ��	� �	� ��	�&�� ,-)��)����� ����!'� /$�����)��"���	��

��	��0����������������C	D�����0����"� �(���(	��	���$� (curcuminoids) �������C	D�����������!'����#��-�	��), 

!'����������
, !'������-�����C#� (anti-mutagen) ,-)���!'���)��6� (anti-tumor) ���
��������

�����8��
�������,�$�����������)��6�&$'$'�� $������
����������"���3
���
)����������(���(	��	���$����

&$'
����	��0����30'�����0"��3�����?����� ,-)���+��)��6�%-��0�	$&$' 
�����*��+��
�"��(���(	��	

���$���)��
$'�������)��
 3 0�	$ (�� �(���(	��	� (curcumin)   $���!���4��(���(	��	� 

(demethoxycurcumin) ,-)
��$���!���4��(���(	��	� (bisdemethoxycurcumin) 4�����/(����'�����

,!�!"����� (14-17) /$��������(���(	��	�������(#���
�!	�������!'���)��6� (antitumor-promoting) ,-)

���!'�����,
"�!������4--��)��6� (antiproliferative activities) (18-21) ����������� MDR modulator 
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$'�� 
�����*��+����9"����&$'�
,-'��"��(���(	��	������8��
�������,�$����������� WT1 mRNA 

,-) WT1 protein 3��4--��)��6���6$�-��$��� ����	
������������*��+�%��-&�����(���(	��	� !"����

��
�������,�$���������� WT1 �����)$�
 WT1 mRNA ,-) WT1 protein /$�30'�	C� ���*��+�%��)$�


���,�$������� protein kinase !"��>����(����������"��(���(	��	���9-3������
�������������$'�� 

������
���"� WT1 protein !'�������8����)!#'�3%'������/$�����!	�\���\! ���*��+��"������
��������

�������
�"����������
���� isoform 3$ 4�������%-"�������&�"�����*��+� ���
�����
�����*��+�������&$'$�

&�
�8�� protein-DNA binding ���
�	���/��/��!��������� WT1 promoter $������3�����$-��3�(����

������3%'&$'��(�(�����'3%�"�"� WT1 protein ����8��(�
(#�$'�� protein kinase 0�	$3$ ,-)�(���(	��	�

��
�������,�$���������� WT1 �����)$�
 WT1 mRNA ,-) WT1 protein &$'��"��&� 

 

�!�
�,����	���	 

/�(�)��6�&�"�����,!"�����O;%���C����#�������(�;�����)��*���3%'��	$�����;����0��	!���

��)0���,-)�	����-���("�30'
"��3�������+����
�-����
����������"����� ,!"/�(�)��6���������O;%�

��C����#����/-�$'�� ����
�	;,-)���,��"��)
�� (metastasis) ���/�(�)��6�
��#$�'�����3%'

����0��	!���� ����9-��
����-����,�-�����-�
4�
4'��3��)$�
/��-�#-�����	$����3��4--��)��6���� 4���


�8��
�$����6���&�"���������'�3
������ ,!"�
�"������-����,�-��%-"����
)���������������)�)���/�(

�#�,������ �O

#
��������30'�(��
��
�$ (chemotherapy) ��
�
�����(�;���3�������+�/�(�)��6�%-��

0�	$/$�����)3��O

#
��&$'�������Q����!'���)��6�3%'����)�	�C	=��3�������+�/�(�)��6�&$'$�

�	������ ,!"�O;%�������(�;������3%'������+�$'���(��
��
�$&�"��)�
(��������6
 ,-)&�"����)�	�C	=��(��

�4--��)��6���	$���$����� (drug resistance) %-��
�����&$'��
��!'���)��6���"��!"������� �4--��)��6����$�����


)��-��+�)������(�;(�� �����,�$���������� MDR1 ,-)��-�-��/(/��!�������� /$������-�-��/(

/��!��
)���%�'����3������
�����
���4--����3%'����!'���)��6��)��3��4--��'��-� �"�9-3%'

�4--��)��6�����!�������0��	!��� ����>���&$'��
��!'���)��6� 4��������8�
&$'3��4--��)��6�%-��>0�	$

$'����� �0"� �)��6��!'��� �)��6���$ ,-)�)��6���6$�-��$��� ����!'�  

 �)��6���6$�-��$���%���-	�(����� (leukemia) �����-#"�����)��6�����

"������#$ (��)��� 30% 

����)��6�����
)/$�����)3��$6� ��)��
$'���)��6���6$�-��$���0�	$����
�-�� (acute leukemia) ,-)

�)��6���6$�-��$���0�	$�������� (chronic leukemia) /$�����) �)��6���6$�-��$���0�	$����
�-����

�#
�!	��������/$�����)��"���	�� ALL 4�����	$������)��� 3-4 ���!"��$6� 100,000 (� %�����"���
 1/3 

����)��6������	$3��$6�3��O

#
���
�"��O;%�9�'�<�� Leukemia 3�
��%��$�0���3%�"���#
�!	�����3����

��	$/�(�������#$3���)��*&�� ,-)�
�"���9�'�<�������	$=��)$��������+��)��6���6$�-��$�����	$����$'��

������
���"���������+�$'���(��
��
�$�����)�)��-���������� $�����������������+�9�'�<��/�(�)��6���6$
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�-��$������$������(��
��
�$ ,-)�����������9�'�<���)��6���6$�-��$��� (leukemia) ����
�"��������'����


���,�$���������� MDR1 /$���������46�!�������,�$����!���,!" 19-75% ���9�'�<�����&�"&$'����(��


��
�$ (untreated AML)  $���������3%'���
�"�9�'�<��,!"-)(�
)�����,�$���������� MDR1 ���,!�!"��

���,-)���3%'��9-!"�������+�$'���(��
��
�$����"����
),!�!"��������&�$'�� ���
��������3%'���
�"�

���,�$���������� MDR1 �����8
��8����!��������!"������	$���$�����3�9�'�<��&$'  

 
�����*��+� cell proliferation 3��)��6���6$�-��$����
�"�/��!�� WT1 ������9-!"������	$

���,
"��4--�
�����3%'�����,�$������� /��!�� WT1 ���������,-)�����830'���� tumor maker 3�

9�'�<���)��6���6$�-��$���&$',-)
"�
��8��(����#�,������)��6�/$�/��!��������%�'����3������)!#'�

������������/��!�� WT1 4������%�'�������� transcription factor 3����&�
�
��
 DNA (DNA-binding) 

/$���!	,-'�   WT1 3��)��6�0�	$����
)��%�'�������� tumor suppressor /$�/��!�� WT1 �����

,�$����������������������%�'����3����(�
(#�&�"3%'�4--������(���9	$��!	,�$���� 3��)�)%-�����

�
�"� WT1 �"�
)���� oncogene $'�� 3�9�'�<���������-	�(������
�"������,�$������� WT1 ��)��� 

1,000-10,000 ��"� ���������
��
 normal bone marrow ,-) normal peripheral blood  


�����*��+���	��,����� 9-����(���(	��	�!"�(��������	+!"��)��6���6$�-��$�������0�	$ 

K562 (erythrocytic leukemia), U937 (monocytic leukemia), HL60 (myeloblastic leukemia), ,-) Molt4 

(lymphoblastic leukemia) �
�"������8���-���4--��)��6���6$�-��$������� 4 0�	$&$'$���� $������
��&$'

������*��+�9--���������$�(���(	��	� 4���&$'30'(�����'��'����&�"�����	+!"��4--������*��+�9-���

�(���(	��	�!"������?�%��� (����	-������������) 
������$-���
�"��(���(	��	����(�����'��'����&�"����

�	+!"��4--� ������9-3������
�������,�$�����������	-������������&$'3��4--��)��6���6$�-��$���0�	$ 

K562 &$'�����)$�
 WT1mRNA ,-) /��!���	-������������ 4������-$-�������,�$�����������	-����

����������� �"�9-!"������
�������,
"�!������4--��)��6���6$�-��$���3%'�'��-� ��"��&��6!��������

����	
������%�$ �
�"����*��+�3��"������-&�3������)!#'���������� %����-&������
�������

���������/��!���	-������������ $'���(���(	��	� ���&�"�����*��+�3��4--��)��6���6$�-��$��� %-�����

�$-��,-)���*��+����
,!"������"� /��!���	-������������ ���� transcription factor ����������/(��� 

���
�����
������$-������
����"��(���(	��	���$������8��
�������,�$�����������	-������������ 

����3��)$�
��6�������6��� ,-)/��!��&$'������"��$� 4���
��(���������C�3������
����/$��(���(	��	

���$���
����"���;;��=��3��4--� �
�"��(���(	��	���$����� �����8��
����������������/��!��

&(��� (protein kinase) &$'%-��0�	$ /$�����) protein kinase C (PKC), protein kinase A (PKA) %��� 

protein p38 MAPK $������
�������8����&�&$'�"� protein kinase 0�	$3$0�	$%������
�
�����(�;3�

��)
�����3������)!#'�������������/��!���	-������������ 3��4--��)��6���6$�-��$��� ���
�����

���*��+�3�(������� ��������8!�
(��8��&$'������"��$��"�  �(���(	��	������8��
����������������
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/��!���	-������������ &$'��"��&� ,-)�������'����
/��!��&(���0�	$3$  ���*��+�(������� �������*��+�

����#"���'�8��9-����(���(	��	�!"�����"���;;���������)!#'�����������������	-������������ 3��)$�
 

intracellular signal transduction pathway ����������'���-3�������+�9�'�<���)��6� /$�30'������$�(���(	�

�	����9-	!3�-��+�)������������
�������,�$�����������	-������������!"�&�3����(! 4���
)��

��)/�0�����3�������
)9-��$��3%'�(���(	��	������8�����
$�	�C	
�!������30'������!'���)��6���6$

�-��$���3����(! 

 

�$����	 �/)0! #��3�$ '$��

3��4�� 

�)��6� (�� �-#"�/�(�����	$
���4--�����"�������(���9	$��!	���$������ (DNA) %������

���C#���� �"�9-3%'�4--�������
�	;�!	
/! ,
"�!���������	��
������4--���"����$��6� ,-)�����"���!	 


����
���3%'��	$�'�������9	$��!	 ,-)3�����#$�6
)���3%'��	$���!������4--�3��'����������� ������
��

��$�-��$&��-���� 8'��4--��)��6��%-"���� ��	$���"3������)3$�6
) �����0��� �)��6�!�������)�����0"� �)��6�

��$, �)��6�����, �)��6��!'���, �)��6�����$-��, �)��6���6$�-��$���, �)��6�!"�������%-��� ,-)�)��6��

9	�%��� ����!'� /�(�)��6������O;%������C����#����/-� �������%!#���!����)��� 13% ���(�

!�� ����%�$ 4�����
����������"� 6 -'��(� 3��. �.*. 2537 ��
�����9�'�<��/�(�)��6������"� 18 -'��(�

,-)��9�'�<��3%�"��)��� 9 -'��(� 3��#�> �. 4����������%!#����������0��	!�������$�
 1 ���9�'�<�����

����0��	!����%�$������)��* 
���8	!	���9"����/�(�)��6� ��,��/�'���	��������������"��'��-) 50 (22) 

���������(����������/-�&$'(�$�����&�'�"�3��. 2563 ����/-� 
)��(�!��$'��/�(�)��6������"� 11 -'��

(� ,-)
)��	$����3���)��*��� ���-����Q�� (���������)��*&��) �����"� 7 -'��(� ������
�����O

��

%-����"������������'����
�����	$/�(�)��6� 

���%!#,-)�O

������"����	�3%'��	$/�(�)��6������"$'�����%-����)��� (�� ��	$
���	��,�$-'��

%���=������"����� 4����O

#
������0�������"��)��6��"��3%;" ��	$
�����%!#&$',�" ����"��)��6����

��������3���%��,-)�(�����$��� �0"� ����	+
�� �0����������0��� ��-\����4	� (alfatoxin) ����"��)��6����

��	$
��������� �"�� ���&�/$(���
�� (Hydrocarbon) ����(�����30'3���)
�����8�����%�� 0���&�

/!�4��	� (nitosamine) ��9����%�������
�����'��9'� �������6�4���� �#-!��&�/��-!
��,��,$$ �0���

&���� &����!�
�����

� &�����	�,��,�
�	-/-�� (human papilloma virus) ���!	$�0������C	3
&�'3�

!�
 
����!	����
����"�� �0"� �����

#%���,-)$����#�� ����!'� ���
����������	$
��(���9	$��!	

=��3��"�����%���(���9	$��!	���$'�����C#����4����������"���'�� �0"� �$6������(����	�����,!"

�����	$��/���������)��6���6$�-��$��� ����!'� �����=��	(#'�������
���"��,-)=��)�#�/=0����� �0"� 

�����$&�!��	�
��0�	$ �0"� &�!��	��� ,-)  4� ����!'� 
)�%6��"� �)��6��"��3%;"�����%!#��
��

�	��,�$-'�� $������ �)��6��6�"�
)����/�(��������8 �?����� &$'�0"��$�����
/�(!	$�0�������> (Hill 
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R.P,Tannock IF,1987)  4������%!#,-)�O

���%-"����
)�"�9-3%'��	$(���9	$��!	����)

���(�
(#�

����
�	;,-),
"�!������4--� (cell growth) /$���

)��	$
�������;������������������������%�'����

0)-�,-)(�
(#����,
"�!������4--� (tumor suppressor gene) %�����

)��	$
�������������������"�

��!	�����������)!#'����,
"�!������4--� (oncogene) ���������%-"����&$'��
��;;��
���	��,�$-'��
)

9-	!/��!������� 5 0�	$ �����������
���(�
(#�����
�	;�!	
/!����4--� (�� /��!��������%�'��������

�����)!#'�����
�	;�!	
/! %��� growth factor   /��!��������%�'��������!����
�����)!#'����

�
�	;�!	
/!���"���9	��4--�%��� receptor    /��!��������%�'�������� GTP-binding protein (G-protein) ���"3!'

9����4--�$'��3�(����
��;;��
�� receptor   /��!��������%�'����������6�&4�� kinase ���"=��3�&4

/!�-��� ,
"�������6�&4�� tyrosine kinase ,-)��6�&4�� serine/threonine kinase  /��!��������"3�

�	��(-���%��� nuclear protein ���%�'����(�
(#���������������� �0"� ����transcription factor 

/$�(���9	$��!	�������%-"����
)���������������)�)���/�(�#�,������  ,-)
�����*��+����

9"�����
�"�3���)
�����,
"�!������4--� (cell proliferation)  /$�����)�4--��)��6�����
�#�0�	$
)

�
���,�$�����������	-������������ (Wilms’ tumor 1 gene %��� WT1 gene) 4����������������"
�,��

�'���������/(�/�/4�(�"��� 11 !��,%�"� 11p13  (6, 23-25) /$�
)��'��/��!�����������"��	-������������ 

%��� Wilms’ tumor 1 (WT1) 4�����-��+�)���/��!������ zinc finger motif protein ��)��
$'����$�)

�	/�  ����%�$ 429  !�� ,-)���"�����(�;���" 2 �"��&$',�" �"����� 4 zinc fingers ����-��$'�� carboxyl 

terminal !���,!"��$�)�	/���� 307 8�� 429 4��������"��������%�'����3����
�
��
 DNA (DNA binding 

domain) ,-)����"��%����&$',�"�"���-��$'�� amino terminal 4�����)��
$'����$�)�	/� proline ,-) 

glutamine ���"��� �����"�����������"� transreguratory domain ���%�'����(�
(#���)
����� transcription 

����4--� ���
�����3�
���"�����
�	����)%�"����$�)�	/���� 226 8�� 254 
)����$�)�	/� leucine 

4��� > ���������"� leucine zipper  ��
���%�'��������!���-��3������	������C�����)%�"��/��!����


/��!�� (protein-protein interaction) ,-)����
�"������%-��!��,%�"�������%�'����3����
�
��
/��!��!��

����     3��)�),���
�"�,-'���� WT1 ��(������(�;���3����(�
(#������	$�)��6� ������"� �������4��

�����4��� (tumor suppressor gene)  (7,8)  (���������(���9	$��!	����4--�������
��������9	$��!	&� 

/��!���	-��������������,�$�������������� ��������%�'����3����(�
(#�&�"3%'�4--������(���9	$��!	

,�$���� ,-)����	-������������������������"��������'����
�����	$�	-��������� (Wilms’ tumor) $'�� 4���

�
3��$6� ��0���������"� childhood kidney tumor ������
���	-������������
)���%�'�3������
����&�"3%'��	$

�4--��)��6� /$���
��������
�	;����4--�3���E
����4--� (cell cycle) $���������������	-��������������	$���

�-�����C#� %���������9	$��!	&� ���3%'&�"����8(�
(#���E
����4--�&$' 
�����3%'��	$�	-���������3�����#$ 

,!"3��)�)%-���
�"��	-����-������������/��!�������������)��6�%������/(��� (oncogene) �����"� /$� 

Prof. Dr. Sugiyama 3������/�4��� ��)��*;���#<� (9, 26-28) 4����
�"�����	-�������������������'����
���
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��	$�)��6���6$�-��$��� %������������"�-	�(����� (leukemia) ,-)���� tumor marker 3�-	�(��������$'�� 3�

9�'�<���������-	�(����� �
�"������,�$�������/��!���	-������������ ��)��� 1,000-10,000 ��"� �����

����
��
�4--�3�&���)$����!	 (normal bone marrow) ,-)3��4--���6$�-��$��!	 (normal peripheral 

blood) (10, 13, 29-31) /$���!	,-'�/��!���	-������������ ��
�
�����(�;3����(�
(#���)
�����

,�"!��/$���!	3���)
�������'����6$�-��$ (hematopoiesis) �
�"������8!��
�
��	�����!	&$'3�

&���)$�� ,-)3�!"�������%-��� (lymph node) 
���'���-%-��>�'���-�
�"�/��!���	-��������������


�
��3����(�
(#������Q���������4--�����3�����	�	����$� (erythroid cells), ����	-��$� 

(myeloid cells) ,-) -	�\��$� (lymphoid cells) ���*��+���������
�)��6���6$�-��$����
�"�3��"�� 

downstream ��� signal transduction 3��4--��)��6���6$�-��$��� ����	
���
�"�/��!���	-��������������

�"���������'����
�����	$���,�$��������������������'����
���,
"��4--� (cell proliferation) ,-)���

��Q���������4--� (cell differentiation) ������������	$���!������4--� (cell apoptosis) ����3�

�4--��)��6���6$�-��$��� /$���������	$�����-����,�-�����=��3��4--�����
)�
�"������,�$�������

/��!���	-���������������������=��3��4--� ,-)/��!���	-���������������,�$������"��������=��3�

�4--�&�"&$'��	$
��(���9	$��!	���/��!���	-������������ (non mutation gene) ,!"��"��3$ ����/��!��

�	-���� �������� ���������"����!	  ��������������!	$'��     !"���&$'�����*��+�/$�30'  antisense 

oligonucleotide �������	-������������ �������$��
��
�4--��)��6���6$�-��$��� �
�"�����	-���������

��������,�$��������'��-� ,-)-$�����	$���,
"�!������4--����3�9�'�<��-	�(����� (32,33) ���
�����

����
�"�/��!���	-���������������%�'�����������/(��� &�"30" tumor suppressor (34-40) 
���'���-

$���-"�����3%'����	
��,-)����	���*��!����3
���
)*��+�8�����,�$�����������	-������������  ,-)

/��!���	-������������3��)��6���6$�-��$������������� /$��
�"������830'���,�$�������������$�0��


"�0�� (marker) ���%��
���������(����#�,������)��6���6$�-��$���0�	$!"��> ���&�8�����!��
%�

�=��) minimal residual disease (MRD) 3�9�'�<���)��6���6$�-��$������$'�� (10-12, 13, 41,42) 

������+�3�9�'�<��,-)�)��6�,!"-)0�	$
)&�"�%������� /$�%-�����������+�(���)�),��
)

(�
(#�/�(3%'��
 (remission) %-��
������
)�?���������-�
����4��� (relapse) /$�3�������+�
)30'��

�(��
��
�$ (chemotherapeutic drug)  ��������+� (radiotherapy)  ����-��8"��&���)$�� (bone marrow 

transplantation) /$����3%'�(��
��
�$���$����"����
����� %��������'��=��	(#'���� biological therapy 

/$����30' interferon ��
�4--��)��6�&$'
��0�	$ 4�����9-�'���(������������+�(�� %-�����3%'�(��
��
�$ 

(chemotherapy) �������-���4--��4--��)��6�4��������,
"�!����6�,!"3���)�$�������(��
��
�$�6���-��

�4--���!	$'��    �"��������+�$'����������+� (radiotherapy) ��9-�'���(������3%'��%���9�
)�"�� 9	�


�	���$���-"��
),%'� (�� �"������-��8"��&���)$�� (bone marrow transplantation) 9�'�<��
)������!"�

���!	$�0���&$'�"��   $����������	���*��!��
���#"�('�%�,-)*��+�������$
��C���0�!	%�����0��#�&��
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����������30'������!'���)��6����������� ������
����,��(���(	$�"���0��#�&�� %���������$���&$'
��

��0�����"�
)��(��������	+�'�� ������
������������
�	/=(���3�0��	!��)
�����������",-'�/$�����)

��0��#�&������
'���������%��������-������8�������30'3�������+�/�(�)��6� �������������
��������$


����0��#�&����9-3�������+�/�(�������)�	�C	=������
��"���
������(��)%�������������9-�'���(������

�'����"�$'�� $������
������0��#�&��%-��0�	$���8�������30'������!'���)��6� &$',�" ��0��#�&�����

�����30'
�	/=(������%�� �0"�  ��	� ��	�&�� �	� �"� !)&(�' 3
�)���$ ��	�� ,-)��)����� ����!'� 

Anuchapreeda ,-)(�) (43) &$'*��+�9-����(���(	��	� !"� P-glycoprotein (Pgp) 
�9	����

�4--��)��6�����$-��0�	$ KB-V1 �
�"��(���(	��	����(�����'��'���� 1 8�� 10 &�/(�/�-��� �����8-$

�)$�
���,�$������� Pgp ,-) MDR1 mRNA  /$��	C� Western blot ,-) reverse transcription-

polymerase chain reaction (RT-PCR)  ,-)
�����*��+�����	�%�(�� (44) �
�"��(���(	��	������8-$

���,�$���������� WT1 ����3��)$�
������8�$�%��,-)���,�-�%�� (translation)    Duvoix ,-)

(�) (45) �
�"��(���(	��	������80�����3%'��	$���!��,

 apoptosis pathway 3��4--��)��6�0�	$ 

K562 ,-) Jurkat /$��)$�
��� procaspase 8 ,-) procaspase 9 -$-�   Anuchapreeda ,-)(�) (46) 

&$'*��+�9-���(��������	+����(���(	��	�!"��4--��)��6�0�	$ K562 ,-)���,�$�����������	-����

�������� �
�"�����)$�
(�����'��'�����(���(	��	���� 5-15 zM &�"�����	+!"��4--��)��6� K562 /$��	C� 

MTT ,-)��������8-$���,�$������� �	-������������ ��6���������� ,-)/��!���	-������������ /$�

�	C� RT-PCR ,-) Western blot !��-��$�
 ���
��������&$'*��+�3��4--��)��6���6$�-��$������9�'�<��

�)��6���6$�-��$���0�	$!"��> (47) �
�"��(���(	��	�(�����'��'� 10 zM �����8-$���,�$�������

����	-������������ /$������$ �	-������������ ��6���������� $'���	C� RT-PCR 


�����*��+�����%�$���
)�%6�&$'�"����*��+�3��"������-&�3������)!#'�������������

/��!���	-���������������&�"0�$�
���� 3��4--��)��6���6$�-��$��� %-������$-��,-)���*��+����


,!"������"� /��!���	-������������ ���� transcription factor ����������/(��� ���
�����
������$-�����

�
����"��(���(	��	���$������8��
�������,�$�����������	-������������ ����3��)$�
��6�������6��� 

,-)/��!��&$'������"��$� 4���
��(���������C�3������
����/$��(���(	��	���$���
����"���;;��=��3�

�4--� �
�"��(���(	��	���$����� �����8��
����������������/��!��&(��� (protein kinase) &$'%-��

0�	$ /$�����) protein kinase C (PKC), protein kinase A (PKA) %��� protein p38 MAPK $������
��

�����8����&�&$'�"� protein kinase 0�	$3$0�	$%������
�
�����(�;3���)
�����3������)!#'����

���������/��!���	-������������ 3��4--��)��6���6$�-��$��� ���
��������*��+�3�(������� ��������8

!�
(��8��&$'������"��$��"�  �(���(	��	� �����8��
����������������/��!���	-������������ &$'��"��&� 

,-)�������'����
 /��!��&(���0�	$3$  ���*��+�(������� �������*��+�����#"���'�8��9-����(���(	��	�!"�

����"���;;���������)!#'�����������������	-������������ 3��)$�
 intracellular signal transduction 
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pathway �����!�
(��8��8���-&���������
���� ,-)�����'���-3�������+�9�'�<���)��6� /$�30'���

���$�(���(	��	����9-	!3�-��+�)������������
�������,�$�����������	-������������!"�&�3����(! 

4���
)����)/�0�����3�������
)9-��$��3%'�(���(	��	���$������8�����
$�	�C	
�!������30'������!'��

�)��6���6$�-��$���3����(! 

 

�%���#����	 

 �)��6���6$�-��$��� %���-	�(����� (Leukemia) (48, 49) (��/�(�)��6���6$�-��$ �������	��
�����

���������"��9	$��!	����4--���6$�-��$!���"�� ���&�"�����8�
�	;&�����!��,�"&$' 3�&���)$��
)�
 

neoplastic %��� leukemic cells 
����������'�&��
��$
���4--���!	 (normal cells) ���3%'�������'���4--�

��!	�����30'���&$'�'����"���!	 
��&�"�������!"����$�����=��)��$#- ����-��$ (hemostasis) &$' 

�
�"��)��6���6$�-��$��������-#"�3%;"���/�(�����(����#�,���������� ,-)�4--�!'������	$�������

�)��6�,-)���!�
����!"�������+�
),!�!"��&�,-'�,!"0�	$����)��6���6$�-��$���$'�� 

 

��	'%�����",��
�#	5�#
5"#$��",�� 

 �����8,
"��)��6���6$�-��$��� &$'���� 2 �-#"�3%;" (50) (�� 

  Acute leukemias %����-#"�������������$��6� �#�,�� 3�&���)$���
�����	���������

�4--��)��6���"��!"������� (progressive proliferation) ,-)������)������4--�!���"��������� immature 

precursor cells (blasts) ,-)���4--���!	�'��3���),��-��$ (peripheral blood) �
��	��������	��


�������6$�-��$������������� (leukocytosis) ,!"
������6&�"�
 ,!"
)���4--����&�"�������Q�����&�

�����4--�!��,�" (undifferencial) 
�������� ,-)��
�
=��)/-%	!
�� ,-)4�$&$' (anemia) ��
�����

���6$�-��$ (platelet count) ��
!���%�����!	�6&$' &�"("���
 �����)���/!9	$��!	 (organomegaly)  

 Chronic leukemias %����-#"���������$����	�/�(0'� ���3%'��"�
)!��
�
���
)30'��-���� 

3�&���)$��
)�
�4--���6$�-��$���!���"��,-) �4--�����������Q�����&������4--�!��,�" ,-'� 

(differentiated cells) 
�������� 3���),��-��$ ,-)�
�4--�&$'�#��)$�
���# !���,!"�4--�!���"�� 

(blasts) 
�8���4--�!��,�" (mature cells) ��
�������6$�-��$��� (WBC count) ���8�������� ��
&�"�
 

�4--�!���"���6&$' �
=��)/-%	!
���-6��'�� 
��������6$�-��$�"�������!	 �
���,��"��)
��!�����

�4--��)��6�&$' 3������)����&$'
"�� �0"� !�
 �'�� ,-)!"�������%-��� ���3%'��	$ organomegaly ������
��

�����)���������9	$��!	 

���
�������������8,
"�0�	$����)��6���6$�-��$��� 
���4--�!'������	$��6$�-��$��������)��6�

&$'���� 2 0�	$3%;" (�� myelogenous (non-lymphoid) leukemia ��
0�	$ lymphoid leukemia ��������

���,
"����� 2 ,

��'�$'�����
)&$'�-#"�3%;"��� leukaemia $����� 
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1. Acute myeloblastic leukemias (AML) �� leukemic cells �����4--�3���� myeloid �����

$����	�/�(��6� 

 

           
 

           	���!� 1.  ,�$� blood picture ���9�'�<���������/�(�)��6���6$�-��$���0�	$ AML 

 

2. Acute lymphoblastic leukemias (ALL) �� leukemic cells �����4--�3���� lymphoid �����

$����	�/�(�����6� 

 

                        
 

            	���!� 2.  ,�$� blood picture ���9�'�<���������/�(�)��6���6$�-��$���0�	$ ALL 
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3. Chronic myelocytic leukemia (CML) �� leukemic cells �����4--�3���� myeloid �����

$����	�/�(0'� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

            	���!� 3.  ,�$� blood picture ���9�'�<���������/�(�)��6���6$�-��$���0�	$ CML 

 

 

4. Chronic lymphocytic leukemia (CLL) �� leukemic cells �����4--�3���� lymphoid �����

$����	�/�(0'� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

 	���!� 4.  ,�$� blood picture ���9�'�<���������/�(�)��6���6$�-��$���0�	$ CLL 
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��		�%�"����� 

 
�����*��+��)
�$�	�������)��6���6$�-��$����
�)��6���6$�-��$���3�9�'3%;"�����"��$6�

��)��� 10 ��"� ,-)�
3�0�������"�3�%;	���)��� 2 ��"� �
&$'3��#��-#"����# ,!" ALL �
���

3��$6� �"�� AML �
���3�9�'3%;" CML ,-) CLL �
���3�9�'3%;"����-��(�8�����������# ���&�"�


3��$6� /$� CLL 
)�
�'�����3�(�&�� �
9�'�<�����3%�"��)��� 8-10 ���!"��. 3���)0��� 

100,000 (� ,-)���� acute ,-) chronic ��"�>��� 

  

��#��3��	#��"�	� 

 ���%!#���,�'
�	����&�"���
,�"0�$ ,!"��
,
"����&$'���� 2 ���%!#$����� 

�O

��=����� (Environmental factor) &$',�" 

1. ���&$'��
�������� /$�����) ionizing radiation 
)���3%'��/������������)��6���6$�-��$&$'

�����"�(���!	/$�����&�  

2. ���&$'��
����(��
��0�	$ �0"� benzene, organic solvent 0�	$!"��> %����� �0"� 

chroramphenecal, phenylbutazone, cytotoxic drugs 
����� alkylating agents ����!'� 

3. ���!	$�0���&����
��0�	$ �0"� human lymphotropic virus type 1 (HTLV-I) ��
�"�/�( T-cell 

leukemia/lymphoma !����, HTLV-II ��
�"�/�( Hairy-cell leukemia !���� ,-) Epstein-

Barr virus ��
�"�/�( Burkitt’s lymphoma !���� 

�O

��=��3� (host factor) &$',�" 

1. �0���0�!	 (race) 3�0��0���0�!	!"����� ���
)��/������������)��6�!"��0�	$��� ,-)��!�����

!"�����$'�� �
�"�0�9	���� (caucasian) ����!��������� �)��6���6$�-��$��������"�0�9	��� 

2. ���C#���� (genetic) �
�"�;�!	����'�����3�-'0	$3�����-��$�$������ �����/������������)��6�

��6$�-��$&$'3�-'�(������ �������/�(����	&$'�����8"����$������C#���� 

3. �����/(�/�/4�9	$��!	 �0"� ����-�
��� (translocation), �����$%��&� (deletion), ����-�
%��

�'�� (inversion), �����	��
����� (extra chromosome) �-� �%-"�������3%'��/������������)��6�

&$'�����"�(���!	����&� 

4. �����=��	(#'����������%���
���"�� (immunodeficiency) �6��/������������)��6���6$�-��$&$'

�����"�(���!	����&� ������
���-&�������
�$ leukemic cells 
���"�� 

5. �����&���)$���������������� (chronic marrow dysfunction) �0"� myelodysplastic syndrome 

(MDS), myeloproriferiferative disorder (MPD), aplastic anemia (AA), paroxymal nocturnal 

hemoglobinuria (PNH) �-� ��
���&���"��������)��6���6$�-��$&$'3����(!  
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��	'%�����",��
�#	5�#
5"#$��",����
 FAB classification (50) 

 ������
�� acute leukemia ���� ,
"�����0�	$�"��> %-��%-��0�	$!��0�	$��� leukemic cells 

��� predominate 
�����3%'��(����#"����3����,
"�0�	$ 3��.  1976 FAB classification ����-#"�,����0��

������*� ����	��� ,-)�����+ ������� �������
��,��0�	$,-)�����0������ acute leukemia /$���*��

����E��
��-��+�)������E���	��� (cell morphology) ��� leukemic cells 3���������-��$,-)&�

��)$�� ����'��$'���� Romanosky ��)��
��
����'�� cytochemistry ,-) immunophenotyping ,!"!'��

����9�'�<��������&�"&$'��
������+� ������
��������+�
)���3%'-��+�)��� morphology ��-����,�-�&�  

 

1. Acute myeloblastic leukemias (AML) 

 M0 Acute myeloblastic leukemia without differentiation  

 M1 Acute myeloblastic leukemia with minimal differentiation 

 M2 Acute myeloblastic leukemia with maturation 

 M3 Promyelocytic leukemia, hypergranular 

 M3v Pormyelocytic leukemia, hypogranular (microgranular) variant 

 M4 Acute myelocytic leukemia 

 M4 eo Acute myelocytic leukemia 

 M5a Acute monoblastic leukemia without differentiation  

 M5b Acute monoblastic leukemia with differentiation 

 M6 Acute erythroleukemia 

 M7 Megakeryocytic leukemia 

 

2. Acute lymphoblastic leukemias (ALL) 

 L1 Lymphoblastic leukemia with homogeneity 

 L2 Lymphoblastic leukemia with heterogeneity 

 L3 Burkitt’s type lymphoblastic leukemia 

Cytochemistry stains 

 Cytochemistry stains (�� ����'����%������3%'��	$��
�	������������(��0�	$3$0�	$%����������

��3

)!��
%��)�����"3��4--� ������"� specific stain ,-'�
���'���	��,�$-'����
> ���&�"������(��

0�	$�������"$'�������!������'�� ������"� counter stain 4���
)���3%'���!��
��
����(��0�	$����>�"������ 

������
����	$��������
����
���3%'�%6�0�$�
����� ������
�� leukemic cells ,!"-) stage ,!"-) lineages ��

����(��%������&4��=��3��4--����!"����� !����"����� cytochemistry stain ��$��!"�&���� 
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  Myeloperoxidase (MPO) 

 �������&4������
3� primary granule ��� myeloid cells !���,!" myeloblasts %��� promyelocyte 


�8�� PMN /$��� activity �����������-��$�
 ������� maturity ������� 3� monocytic cells ��
!	$��
��> 

3� lymphocytic cells 
)&�"!	$���-� 
��30',�� AML ���
�� ALL &$'   

%-����� (�� MPO �����	�	�	�� oxidation ��
 hydrogen peroxide ����� di-amino benzedine 

(DAB) 3� solution &$'!)���������!�-,$� ���&�"-)-������ ����� counter stain $'�� methyl green 
)���3%'

����%6�0�$�
����� �'�(���)��� (�� MPO �-��!���"�� (��30'!����"������$3%�" 

 Sudan black B (SBB) 

 ���������30'�'�� phospholipid ��������"
� primary  (azulophilic) ,-)  secondary (specific) 

granules ��� granulocytic cells �"��3� monocytic cells ��
!	$����� lysosomal granules &$'�-6��'�� 

SBB �'��!	$��$��3� late myeloblasts ,-) early promyelocytes �%6�&$'0�$�
������ counter stain $'�� 

neutral red 30'������ AML ���!	$�� ,�����
�� ALL ����!	$��  

 %-����� ��������'����/$�!��!"� phospholipid ������� passive biochemical ,-)(�!�����"&$'

��� 

 Oil red O (ORO) 

 ���������30'�'�� neutral fat �����
� lymphoid cells /$� lymphoblasts 
)!	$��,$���'�3� 

cytoplasm �%6�&$'0�$����� counter stain $'�� methyl green 8'��'�������	�&���
���3%' myeloblasts !	$��

&$'�-6��'�� 30'������ ALL ���!	$�� ,�����
�� AML ���&�"!	$��  

 %-����� ��������'����/$�!��!"� neutral fat ������� passive biochemical ���!�!�����"&$'��� 

 Specific esterase (SE) �	�� chloroacetate esterase 

 �������&4��3��-#"� lysosomal enzyme ����
3� azuophilic granules ��� myeloblasts ���

("���'��
),�",-'� ����&� ,-)��
�
&$'3� erythroblasts ���/�( erythroleukemia %��� erythremic-

myelosis %��� Di Guglielmo’s syndrome (M6) �
�"� SE (�� isoenzyme ��� 1, 2, 7, 8 ,-) 9 ��� 

esterases 4���3� myeloblasts 
)�
����� isoenzymes ��� 2, 7 ,-) 9 ��"����� 30',�� myeloblasts ���!	$�� 

���
�� monoblasts ���&�"!	$�� 3�M4 ,-) M5  

 %-����� (�� ES  �����	�	�	����
 napthol AS-D chloroacetate (NASDCA) ��� pH 7.4-7.6 &$' 

halogenated naphthol ester ,-'������	�	�	����
 diazonium salt &$'!)�����,$��$ 8'� 30' pararosaniline 

���� chromogen �%6�0�$�
������ couner stain $'�� methyl green 8'�30'  fast blue BB ,�� 
)&$'!)�����

������	� �%6�0�$�
������ counter stain $'��  neutral red %��� safranin �'�(���)��� (�� SE 8�� inhibit $'�� 

���� ��$ (����'�� ,-) &�/�$�� 
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 Non-specific esterase (NSE) 

 &$',�" esterase isoenzyme ��� 3, 4, 5 ,-) 6 ��������	�	�	��&$'��
 substrate %-��0�	$ ������"3� 

azulophilic granules ��� myeloblast ���("���'��
),�",-'� ����&� 30',�� monoblast ���
�� myelblast 

3� M4 ,-) M5 

 %-����� (�� NSE �����	�	�	����
 alpha-naphthyl acetate &$'����  alpha-naphthyl ��
 acetate 

,-'� alpha-napphthyl �����	�	������
 diazonium salt &$' azo dye ��,$��$  

 Periodic acid shiff (PAS)  

 ��������'����/$�!����
 glycogen, mucoprotein, glycoprotein, glycolipid ,-) polysaccharide  

 %-����� periodic acid 
) oxidized 3%' glycol ��-�������� aldehyde ,-'�&�
�
��
 shiff reagent 

&$'�� magenta (0������"��) ���!	$���� 3 ,

 (�� diffuse (!	$������
���� cytoplasm) , granular (!	$������


#$�-6�> ���� cytoplasm) ,-) block (!	$��������6$3%;"���� cytoplasm) �
�"� lymphocytes, granulocyte, 

monocytes ,-) megakaryocytes 3%'9-
�������"��3%;" PAS 
��&�"("������)/�0��3� acute leukemia 

���
����� sideroblastic anemia, iron deficiency anemia, thalassemia, severe haemolytic anemia ,-)


�������� myelodysplastic syndrome  ���3%'9-
��&$'$'�� 

 Pussian blue stain (PB) 

 ����������'�� hemosiderin %��� iron granule ��������"3� erythrocytic cells !���,!"�)�) monoblast 

����&�
�8�� orthochromatic normoblast 30'������ erythroblast 3� erythroleukkemia (M6) ,-)���

�����8 30'�'��!)����4--�3��O����) �����!��
 hemosiderinuria &$'$'��  

 %-����� (�� hemosiderin �����	�	�	����
 ferocyanide &$' ferric-ferocyanide ��������	��%6�0�$�
�

����� counter stain $'�� neutral red %��� safranin �
�"� hemosiderin ���� passive biochemical ���(�!�����"

&$'��� 

 Acid phosphatise (ACP) 

 �������&4������
3� lysosome ��� hematopoitic cells �#�0�	$
)�� AP !"��
�� isoenzyme dye 

��� !���,!" 0, 1, 2, 3, 3b, 4  ,-) 5 !���)�)����	��3�����&\\?�
�������� electrophoresis  

 %-����� (�� AP �����	�	�	�� hydrolysis ��
 naphthol AS-BI phosphate &$' naphthol AS-BI ,-'�

&������
 fast garnet GCB salt (chromogen) &$'!)�����,$� �%6�&$'0�$����� counter stain $'�� methyl 

green �
�"� lymphocyte ,-) lymphoblatst 
)!	$��,$� �����'���-6�> �'���$���%���%-���'�� 

��)/�0����� AP (�� 3� hairy cell leukemia 
)&�"8�� inhibit $'�� tartaric acid ������"� tartrate resistant 

3���)��� lymphoblast 3� leukemia 0�	$����
)8�� inhibit &$' ������"� tartrate sensitive   
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 Leukocyte alkaline phosphatase (LAP) 

 �������&4������
3� granule ��� PMN ��
�
&$'!���,!"�)�) promyelocyte ������
�8�� PMN 

,!"
)&�"�
3��4--� ��� series ����>  

 %-����� (�� LAP �����8!�$ naphthol ���
�� naphthol-phosphate ���30'���� substrate ,-'�

���&������
 diazonium salt  &$' azo dye ��������	�$�� ���&�"-)-������ ,-)����%6�0�$����� counter stain 

$'�� neutral red %��� safranin ����"��9-3%'$� PMN 
����� 100 !�� $��"�,!"-)!��!	$������'�������3$ 

3%'(),��
�� 0 (&�"!	$��) ,-) 1+, 2+ , 3+ 8�� 4+ !��(�����'������������	� ,-'����(),������%�$ 

LAP score ���!�����"� 20 30'������ CML ,�����
�� leukemoid reaction (infection) ���
)�� LAP score ���

��"�������� (�� �����"� 150 /$�3�(���!	
)�� LAP score ��)��� 50-150 (),�� 

 

Immunophenotyping  

 (�����!��
%� surface ,-) intracellular marker ���
�����)��� cells %��� leukemic cells $'���	C�

��� immunology /$����30' monoclonal antibody ���!	$�-����������,��%��� fluorescent dyes 3����

!��
!	$!�� ������"� immunofluorescence ,-'�
��30'�	C���� fluorescence microscopy %��� flow 

cytometry 3����!��
,��0�	$����4--� 4����	C������������8�������)�#�!�30'3����!��
�	�	
���,-)

!	$!��������+�/�( hematologic malignancy /$�����) leukemia &$'������"��$� 

 %-�������� immunophenotyping (�� �4--�3�,!"-) lineage ,-) ,!"-) stage of 

differenciation %��� maturation 
)�� specific marker ����0�	$ surface ,-) intracellular marker ���

,!�!"�����&� ���3%'�����830'�����%���&�"�� �����������'����� marker �%-"����3����
"�
�� 

lineage %��� stage of maturation &$' 4������&���"���������0�	$��� leukemia &$' $����������'���������

,����� surface ,-) intracellular marker $'�� monoclonal antibody 
)0"���	�	
���,-),��0�	$��� 

leukemia &$' /$�
)���%-��
�����30'��(�	(�	C������!	���/-%	!�	�������&� �0"� ����'�� 

Romanosky stain �����!��
$� morphology ��� leukemic cell ,-)���30'��(�	(�	C�����	�*+���/-%	!

�	��� �0"� cytochemistry stain �����!��
$�����(��=��3��4--��"�� /$�����&�
)&�"!��
 

immunophenotyping �"�����!��
��� morphology $������ immunophenotyping 
���������!��
������

9- ���&$'
�����!��
��� morphology ��,-'�  

 

��		��)�  

 1. ���30'���(��
��
�$ (��������+�$'�������
�$�)��6� 4���,
"�������� 3 0�	$ &$',�" 

 - Anti-metabolite �"��3%;"���� purine %��� pyrimidine antaginists ��� inhibit DNA synthesis 


�������8-$�)$�
���,
"�!����� leukemic cells &$' 
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 - Alkylating ����������� alkyl group ��������8�"��4--�&$'���� resting ,-) proliferation stage ���

���� leukemic cells ,-) normal cells  

 - Nucleotide analogue ������������)��
 DNA %��� RNA &$' ,-)������
����������(��)%� ���

3%'��
�������,
"�!��&$' 

,-)3��O

#
���	�����30'��%-��0�	$�"��������������"� multi-drug combination  

 2. ������,������� �������30',���������'�&����-���4--��)��6� /$�����)3�&���)$�� �	��30'

�"����
������+�$'�����(��
��
�$  

 3. ����-��8"��&���)$�� ��������&$'����,

 autologous transplantation (�� ������ stem cell 

���9�'�<�����3���)����� complete remission ��������������
�$ leukemic cell 3%'�%-���'������#$ 

(minimal residual disease; MRD) ,-'�
������-�
��'�&��!	�3%'9�'�<�� ���9"�����&$'��
�(��
��
�$,-)�����


��
�$��"���#,����,-'� ��������
�$ leukemic cell 3%'&$'�������#$ %�����
���,

 allergic transplantation 

(�������� stem cells ���9�'
�	
�(����� histocompatibility %��� human leukocyte antigen (HLA) 

�%���������
9�'�<���������#$ ��������
)&$'�� graft rejection %��� graft versus host �'������#$ ,%-"����
)��6
 

stem cell &$',�" bone marrow, peripheral blood %��� cord blood �6&$' 

 4. Suportive treatment (��������+�!�������,

��)(�
��)(������� 3%'9�'�<����

(#�=��0��	!���$�����#$��"����
)���&$' /$�����)3��)�)�'��> ����������/�(&�"("��$�,-'� 

 

��	��0�� (turmeric) ��0����	���*��!��(�� Curcuma longa Linn ��0����'�� Curcuma domestica 

Valeton 0�������;(�� turmeric 
�$���"3���*� Zingiberaceae ��0����'��8	�����,!�!"��������&�(�� ��	�� 

(����&�) ��	���<� ��	��,�� ��	��$� ��	����� ��	��%��� ��	��%�� (�0���3%�") ���%�	�� %�	�� (=�(3!') !��� 

(�)�%�����-���,����0�) �)�� (�)�%�����-,�"�"�����)  ��	��0��������0���(�������-���������&� ��

-��+�)�����%�'����&�" ��,�"�,�����������)
��,!������������'��!���'����� ����-��������3�

��)��*,8
���4��!)�����������3!' !���,!"�	��$�� &�� 
��(-���* *��-���� �	�/$���4�� &!'%��� ���)
�

&��'� ,-)
���"�������)��*
�� /$���)��*�	��$��������)��*9�'9-	!���3%;"����#$���/-� �"�����

30'������&$',�" �%�'��$,-),%'� /$�0"�����#����	����6
����������&$',�"0"�����# 9 8�� 10 �$��� ���%��


��)��*&�� ��	��0��������#�&������	�������30'3������)��
��%��,-)�����+�/�(!"��> ������

�)�)��-����,-'� �0"� /�(��������
�)

����"����%�� C�!#�	��� �'���"�� ��
-�3���)���)��%��  

/�(9	�%��� ��\��/-%	!���%��
�!��   /�(��$�� (51, 52)  /�(�)��6�0�	$!"��> (21) ������
����

�����%��,-)����(��������(�;(�� ����������)�%� ,-)�%�'�������(���(	��	� 4�������C	D��
������������
 

(anti-inflammatory effect) ��
����,
(������ (antibacterial agent) ��
�����0����� (antifungal agent) ��
�������

�"��-�����C#� (antimutagen) ��
������)
��������4	�$0��� (antioxidation) 4����-&�3����!'���)��6�
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,-)!'�����,
"�!������4--��)��6����&�"���
,�"�0�$ ,!"�����������*��+��"������)��
�����

(#���
�!	�������!'����	�	�	�� oxidation ,-)!'����������

)�����8��
������)
����� ��	$�)��6�

,-)���,
"�!������4--��)��6�&$' 

��������C	D (active ingredients) ������(�;3���	��0��&$',�" �(���(	��	���$� (curcuminoids) 4���

��)��
$'��������(�; 3 0�	$&$',�"�(���(	��	� (curcumin), $���!���4��(���(	��	� 

(demethoxycurcumin) ,-) 
��$���!���4��(���(	��	� (bisdemethoxycurcumin) 4�����/(����'�����,!�-

!"����� (������ 5) ������� 3 0�	$�����(#���
�!	3����$�$�-��,��3�0"��(������(-�����������8����%6�

&$'!���,!" 420-425 ��/���!� (nm) ������(�;���� 3 0�	$�����(#���
�!	����#�&$'$����� 

1.  Bis-(feruloyl)methane %��� 1,7-bis(4hydroxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione %��� �(���

(	��	� ����)��� 49% �����(��!8#����%�$ ������%���/��-�#- 368.39  ��!�/��-�#-(�� C21H20O6 ����9�

���%-����'� &�"-)-������ -)-��&$'
'���-6��'��3�������� ,-)-)-��&$'$�3�,�-����-� �)4	/!� /����

-	�&�-(�- (propylene glycol) ��$�����'���'��'� ,-)�
�4��  ��������!�-,$�3����-)-��$"�� ���%-���

3����-)-����$ 4���0"�������	$�����-������
)���"��� pH ��)��� 8-9 ,-)��
#$%-���%-����"��� 183�C 

$��,�$�3������� 5 

2.  Feruloyl-(p-hydroxycinnamoyl)methane %���$���!���4��(���(	��	� ����9����%-��� ��
#$

%-���%-������)��� 168 �C �
��)��� 28.7% �����(��!8#����%�$ ,-)����!�/��-�#-(�� C20H18O5 

$��,�$�3������� 2 

3.  Bis (p-hydroxycinnzmoyl)methane %���
��$���!���4��(���(	��	� ����������%-����'� ��
#$

%-���%-���� 224�C �
&$'��)��� 22.3% �����(��!8#����%�$ ,-)����!�/��-�#-(�� C19H16O4 $��

,�$�3������� 2 


��(#���
�!	���������$�(���(	��	���$�
����	��0�� /$�����)����(���(	��	�������

(#���
�!	�������!'���)��6� ,-)���!'�����,
"�!������4--��)��6� (18, 19, 21) 4���
�����*��+�

�
����!'�����
�"�������$
����	��0�������(���(	��	� $���!���4��(���(	��	� ,-)
��$���!���4��(���(	�-

�	� ��9-!"������
�������,�$�����������	-������������ ����3� leukemic cell line ,-)�4--��)��6���6$

�-��$��� 

����	-������������ (Wilms’ tumor 1 gene %��� WT1) ����������8��('��
(����,��3��. (*. 1899 

/$� Max Wilms 4���3�0"��,��&$'������*��+�3�9�'�<��/�(�)��6����&!3��$6����������"� Wilms’ tumor 

%��� nephroblastoma  !"��� Call ,-)(�) (6) ������� Gessler ,-)(�) (53) &$'������*��+�,-)�
�"�

����	-������������������!��,%�"����"
�,���'���������/(�/�/4�(�"��� 11 ,-)��(��������)��� 50 kb 

4�����������)��
&�$'���"�� exon ����%�$ 10 exons �������	$��)
����� transcription 
)&$' mRNA ���

�����$��)��� 3 kb ,-)�������	$��)
����� translation 
)&$'/��!�����������"��	-������������ (Wilms’ 



19 

tumor 1;WT1) 4��������$!���,!" 48 8�� 55 kDa �������"��
��)
����� RNA alternative splicing (24, 25, 

54, 55), RNA editing (56) ,-) translation initiation (57) �����	$���� 4���
����)
������%-"����
)�"�9-

3%'��	$�����%���&�"���"����� exon ��� 5 4��� �����"�����8�$�%�� 3%'&$'��$�)�	/�  17  !��   (± 17 amino 

acids)   ,-)��$�)�	/�  3  !��&$',�"   lysine, threonine ,-) serine (± KTS) !��
�	��� exon ��� 9 

�)%�"�� zinc fingers ��� 3 ,-) 4  (������ 6 ,-) 7) 
����)
������'��!'��"�9-3%'&$'/��!������%�$  4 

0�	$ (isoforms) &$',�" /��!�� �	-������������ �������$�)�	/�(�
����%�$���� WT1(+/+) isoform %��� 

wild type, �	-������������ ����������$%��&������$�)�	/� 3 !�� (KTS) ���� WT1 (+/-) isoform, �	-����

�������� ���&�"����$�)�	/� 17 !������ WT1 (-/+) isoform ,-) �	-������������ ����������$%��&����

��$�)�	/����� 17 !��,-) KTS ���� WT1 (-/-) isoform /$�
�����*��+����,�$�������/��!���	-����

�������� $'���	C� Western blot 
)�
,8
���/��!�� 2 ,8
$'����� ,8
$'��
�
)����,8
��� WT1 

(+/+) ,-) WT1 (+/-) ������%���/��-�#-��)��� 54 8�� 55 kDa �"��,8
$'��-"������,8
��� WT1 (-/+) 

,-) WT1 (-/-) 4���������%���/��-�#-��)��� 48 8�� 49 kDa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 5 ,�$�/(����'����� curcumin, demethoxycurcumin ,-) bisdemethoxycurcumin 

 


�����*��+���������
���,�$�����������	-������������ 3�9�'�<��/�(�)��6�0�	$!"��> �
�"�

���������%�'���������������4�
�����4������ (tumor suppressor gene) ,!"��"��&��6!�����*��+�3�9�'�<��

�)��6���6$�-��$��������
�"������,�$�����������	-������������ (wild type) ���������3��4--��)��6�

��6$�-��$���!���"������3��-#"���� myeloid ,-) lymphoid cells (10,31, 35, 58, 59) ,-)
�����*��+�

����
����"��)$�
���,�$�����������	-������������ ����,��9�9����
�������������� (prognosis) 

���9�'�<��/�(�)��6���6$�-��$��� (60, 61) ��������
���,�$�����������	-�����������������	������3�
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9�'�<������-�
������/�(���(���� (relapse) (62) ���
�����
�����*��+���� Yamagami ,-)(�) (35) ���

�
�"����30' WT1 anti-sense �����8���
)-$����
�	;�!	
/!����4--��)��6���6$�-��$���&$' ���
�����

3����*��+���� Menssen ,-)(�) (12) &$'�-"��8��8��������46�!����,�$�����������	-������������ 

,-)/��!���	-������������ 3��4--��)��6���6$�-��$������9�'�<���)��6���6$�-��$����-#"�!"��> �
�"���

�)$�
���,�$�����������	-������������ ,-)/��!���	-������������ 3��)��6���6$�-��$���0�	$ acute 

myeloblastic leukemia (AML), pre B-cell acute lymphoblastic leukemia, acute lymphoblastic leukemia 

(ALL) ,-) T-cell acute lymphoblastic leukemia (�� 93%, 86%, 80% ,-) 74% !��-��$�
 4���
��

(�����'����%�$���&$'�-"����������3%'�����8��#�&$'�"�����	-������������ 3�9�'�<���)��6���6$�-��$�������

���%�'�����������/(��� (oncogene) �����"��������4�
��-��4������ /$����*��+����,�$����������

�	-������������ �������&$'%-���	C�$'������0"� ���30' Western blot analysis (34, 59), Quantitative reverse 

transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) (10, 63-66) ����!'� /$����*��+�����%�$ �
�"����

,�$�����������	-������������ ��	��������"��0�$�
�3�9�'�<��/�(�)��6���6$�-��$��� ����������
����
��


(���!	 3���)�$���������*��+�����������'����
������������/��!���	-������������ �
�"�/��!���	-��

���������� �������%�'�������� transcription factor 3%'��
���!"��> ����������'����
 ��)
�����,
"�!�����

�4--��)��6��0"� Egr-1, PDGF-A, Bcl-2 ,-) c-Myc ����!'� (67) 4����"�9-3%'�-&�3����(�
(#������	$

�4--��)��6�����&�  $������
��9-���*��+�����%�$����-"����,-'����3%'�����830'���,�$����������

�	-������������ ,-)/��!���	-������������ ����$�0��
"�0�� (marker) ���%��
!��
%�(����#�,�� (severity) 

,-)�������/�( (prognosis) 3�9�'�<���)��6���6$�-��$������&�8���=��)����������'���0"� minimal 

residual disease (MRD) &$' (35, 68-70) 

Ye ,-)(�) (71) �
�"������	$ phosphorylation ���/��!���	-������������ ��� PKC ,-) PKA 
�	��� 

C-terminal domain �������	-������������ ��9-��
���������������� protein-DNA binding 3�������

%�'�������� tumor suppressor    Bentov ,-)(�) (72) �
�"� insulin-like growth factor I %��� IGF-I 

�����8-$���,�$���������� WT1 3���)
�����8�$�%��  (transcription)  /$�����"���;;��

9"�����$'��  MAPK pathway     Ito ,-)(�) (73) &$'������*��+�%�'�����������	-������������ 0�	$ 

17AA (+) WT1 3������
�������!��,

 apoptosis ����4--��)��6�0�	$ K562 �
�"�3�������������

��� !'����*���"����� DNA-binding zinc-finger 3�������%�'����$���-"��$'�� ���
���������
�"����

�	-������������ 0�	$ 17AA (+)KTS(-) �����8��
���������������� proapoptotic Bax 3��"�� upstream 

mitrochondria �����)
����� intrinsic pathway  
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������ 6 ,�$�/(����'���������	-������������ 3��)$�
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���>3�	����?,����	�"$�� 

1. �����*��+�9-����(���(	��	�!"��	-������������&�/4\�������� 4 0�	$ 3��4--��)��6���6$�-��$���

���)�-����0�	$ K562 /$���*����(�!��� 17AA (+) WT1 ,-) 17AA (-)WT1 

2. �����*��+�9-����(���(	��	�!"�����"���;;��=��3��4--�3������)!#'��������������	-����-

��������3��4--��)��6���6$�-��$������)�-����0�	$ K562 
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��@!��	�"$�� 

 

1. ��	#+��#$!D��#G$$?
�#	5�#
5"#$��",�����" K562 '$� U937 

���)�-�����4--��)��6� 4�������	
��30'�4--��)��6�0�	$ K562 ,-) U937 
)8�����)�-����3���%���-����

�4--� RPMI1640 (GIBCO-BRL) ����� pyruvate 110 mg/ mL, 10% fetal calf serum ,-) HEPES 10 mM ��� pH 

7.2 – 7.4 ���������)�-����3�!�'�����(���
��&$���&4$� 5 % ,-)���#�%=��	 37°C 

 

2. ��	
Q�)��$,��#��	?���
�������$?
��#
�	?���V��GW�	?
 

 ������
��/$���!	,-'�3��4--� U937 �����,�$����������� WT1 mRNA ,-)/��!���	-���������

������",-'��)$�
%���� ,!"�)$�
�	-������������/��!�����)$�
���!������ ,-)����������� transfected WT1 

isoforms ,!"-)�����'�&� 
)�
�"��)$�
���,�$����������� WT1 mRNA ,-)/��!���	-������������ 
)��

��	��������������"���!	%-����"� ����������
����
��
�4--�(�
(#� (cell control) ,-) mock control ,-)�����

�������$��
$'���(���(	��	�(�$�"��)$�
���,�$����������� WT1 mRNA ,-)/��!���	-������������ 

�"�
)-$-���"���%6�&$'0�$
��&�/4\��������������'����
�����
�������������$�(���(	��	�
�	�#�C	D 

 

3. ��	��$��!� 

������ transfect �4--� U937 4��������4--���������,�$�������/��!���	-�������������'�� $'��

��(�!�������� WT1 isoforms 4 0�	$(�� WT1 17AA (+) KTS (+), WT1 17AA (+) KTS (-), WT1 17AA (-) 

KTS (+),WT1 17AA (-) KTS (-) /$�30' Lipofectin $������!��$��!"�&���� 

���0	���"��$���6������ WT1 ,!"-)0�	$ (WT1 +/+, WT1 +/-, WT1 -/+ %��� WT1 -/-) �0����!"���
�

-���	$0�	$ pcDNA 3.1(+) (&$'��
(�����#�(��)%�
�� Osaka University Graduate School of Medicine, 

Suita, Osaka, Japan) 
����������-���	$���9��,!"-)0�	$��'���"�4--��
'�
'�� (Escherichia coli ������C#� 

DH5-�) $'���	C� heat shock %-��
������!��
��
/(/-�����(�$�"�
)&$'��
�-���	$���9�� /$�(�$�-���

/(/-�������4���(�$�"�&$'��
�-���	$���9���������
���%���-�����0���0�	$ LB agar ���9��,���	4	-	� 100 

zg/ml ����	��0	��$���6��� $'���	C� PCR ,-)!��
��
9-9-	!$'���	C��	�-(/!�/\��4��
� 1% agarose gel 

�����
����
��
 �-���	$���&�"&$'�0����!"�$���6��� %-��
�����&$'/(/-�������&$'��
�-���	$���9�����/(/-��

��������	����	���
���%�� LB agar ���9��,���	4	-	� 50 zg/ml ,-'���� /(/-��4����� �-���	$���&$'��
���

9������	����	���3� LB broth ���9��,���	4	-	� 100 zg/ml ,-)���$�-���	$
���4--��
'�
'��$'���	C� 

Plasmid midipreparation: Alkaline lysis  
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4. ��	�	����%+$��
�"�!���$�V"�"��� restriction enzyme  

����-���	$��9����
 Buffer R ,-)���&4��!�$
�����) (HindIII, 
�	+�� Fermentas, USA) 
"����

�#�%=��	 37°C ��� 16 0���/�� %�#$��	�	�	��/$����,0"3�����,�6� ��� 10 ���� ���&�!��
��
$'���	C��	�-(

/!�/\��4��
� 1% agarose gel �����
����
��
 1 Kb DNA ladder marker (
�	+�� Fermentas, USA) 

 

5. ��	����!�#,�����#G$$?#���%����!�#�X� mammalian cell 

����-���	$���9��������$&$'��9����
 K buffer, 0.1% BSA ,-)���&4��!�$
�����) (PvuI, 
�	+�� 

Takara Bio Inc. ;���#�) 
"�����#�%=��	 37°C ��� 4 0���/�� %�#$��	�	�	��/$����,0"3�����,�6� ��� 10 ���� 

���&�!��
��
$'���	C��	�-(/!�/\��4��
� 1% agarose gel �����
����
��
 1 Kb DNA ladder marker 

%-��
���������0	���-���	$���!�$$'�����&4��,-'�
����� 5 ng 9����
��%��0�	$ incomplete medium 1640 


����� 150 zl ,-) superfect transfection reagent (
�	+�� Qiagne, USA) �!	�-�3�
���-�����4--�������4--� 

U937 
����� 5 x 104 cells/ml 
"�����#�%=��	 37°C ����� 5 % (���
��&$���&4$� ��� 48 0���/�� %-��
������

��6
�4--�,-)�O��-'���4--�$'�� PBS 
����� 4 (���� ,-'����
�4--�3%'&$' 1 x 104 cells/ml $'����%�� 

RPMI1640 ����� 10% FBS ��!'��,
(������ ,-)�� G418 %-��
�������-����3� 
�� 96 %-#� /$��!	�%-#�-) 

100 zg ��� 14 ��� 4����4--� U937 ���&�"&$'��
����-���	$��'�&�
)&�"�����8�
�	;3���%������� G418 &$' 

,!"/(-�����4--� U937 ���&$'��
���  �-���	$��'�&�
)�����8�
�	;&$' %-��
������������(�$�-���/(-�

,-)!��
��
�)$�
���,�$�����������	-������������ ,!"-)0�	$ ,-) mock �����
����
��
�4--� U937 

���&�"&$'������8"�������'�&� $'���	C� �	C� PCR ,-)!��
��
9-9-	!$'���	C��	�-(/!�/\��4��
� 2% agarose 

gel /$�30' primer (�� 

WT1 primer 

WT1 primer forward (�� 5’-GACCTGGAATCAGATGAACTTAG-3’ 

WT1 primer reverses (�� 5’-TTCTGACAACTTGGCCACCG-3’ 

GAPDH primer 

GAPDH primer forward (�� 5’-CGAAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3’ 

GAPDH primer reverses (�� 5’-AGCCTTCTCGGTGGTGAAGAC-3’ 

���
�����&$'!��
��
���,�$�������/��!��$'���	C� Western blot /$�3��������-���/(-���30'!'����

���,�$������� WT1 �����"� 3 ��"�����������
����
��
�4--� U937 ���&�"&$'��
���8"�������'�&� �"�� 

mock !'�������,�$������� WT1 ��"���
 U937 ���&�"&$'��
���8"�������'�&� %-��
�����(�$�-���/(-�&$'

,-'���������*��+���
������$�(���(	��	�
�	�#�C	D  



25 

6. ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y�����	��	'�"����,����	�!���$?
��#
�	?���V��GW�	?
 

���/(-����(�$�-���&$'��*��+��)$�
�������
�	; (growth curve) ,-)(��������	+������

���$�(���(	��	�
�	�#�C	D ��
�4--� U937 ���&$'��
������8"�������'�&� $'���	C� MTT assay 

%-��
������������!��
��
9-������ transfect $'��������$����"����� nuclear extract ��

!��
��
$�9-������,�$�������/��!���	-������������ $'���	C� Western Blot 4��������8�!����/$� ��� 

nuclear protein ���,��&$'��,��/$�30' SDS-PAGE ,-)�(-�����'��/��!��&����,9"� nitrocellulose %-��
��

����,9"� nitrocellulose 
)8�� block nonspecific binding site $'�� 5% nonfat dry milk %-��
�������!	� mouse 

anti-WT1 4��������8
�
&$'��"��
�����)��
/��!���	-������������ ,-'�
���!	� goat anti-rabbit ���!	$�-��$'�� 

horseradish peroxidase ������!��
��
9-/$�30'  SuperSignal
�

 Enhance Chemilumines- cence (Pierce) 

,-'����&���)�
��
\�-�� X-ray (Amersharm) 4���9-���&$'�����8���&���$(�����'����,8
���&$'/$�30' 

�(����� scanning densitometry 

  �����!��
��
����
�'��,-'��������$��
�4--���������� transfect $'���	-������������&�/4\�������� 

4 &�/4\���� ���������$��
$'��������$�(���(	��	�����)$�
(�����'��'���� 10 zM �����)�)��-� 2 ��� 

%-��
�������������	�(��)%���	���/��!���	-������������/$� Western blotting �����!'�����*��+��"����

���$�(���(	��	�3%'9-3������
�������,�$�������/��!���	-������������3�&�/4\����0�	$3$�������#$ 

�����
���
��
0#$(�
(#����&�"&$'�$��
$'���(���(	��	� ,-)�����
����
��
�4--� K562 ��������,�$����

���/��!���	-������������������ (30'��������� positive control)  

 

7. ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��������
�����,����	�!���$?
����� (WT1 protein stability) [�

#G$$?
�#	5�#
5"#$��",�����" U937 �!�>�� transfect "����!���$?��#
�	?������" +/+ 

  
������
�"�������$�(���(	��	������8-$���,�$�������/��!���	-���������������� ��

)��	$


��������������$/��!��&���9-���-��/��!���	-�������%������3%'(����0��	! (half life) ���/��!���	-�������

����-�$���������*��+����
���������*��+�������	��
���"�������/��!���	-�������3��4--���6$�-��$���0�	$ K562 

-$-������8���-�����"����
������$�(���(	��	�
�	�#�C	D /$������#!	E�� (��������������$�(���(	��	������8

-$���,�$����/��!���	-������������&$'���� ������$�(���(	��	�
�	�#�C	D��
&�-$(����0��	!���/��!���	-��

����������/$��������'����
��)
��������-��/��!��/$������*����6�&4�� ubiqutin    /$�3����*��+����
)

30' cycloheximide ��
������)
���������(��)%�/��!��3%�" /$�������!�����*��+� (������4--����!'�����

*��+��-����3���%���-�����4--���� 50 zM ��� cycloheximide �����%���&�"�� 15 zM ���������$�(���(	��	� 

������-���� 0, 3, 6, 12 ,-) 24 0���/�� %-��
����������4--�$���-"�������$/��!�� ,-)������,��/��!��
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���&$'/$�30' SDS-PAGE ,-)�������	�(��)%�/��!��$'���	C� Western blot /$��(-�����'��/��!��&����,9"� 

nitrocellulose %-��
������,9"� nitrocellulose 
)8�� block nonspecific binding site $'�� 5% nonfat dry milk 


�������������'��/��!��$'�� antibody WT1 (C-19) %��� anti �-actin (AC15) /$�/��!��,�(!	�8��30'����

!��(�
(#���	��!� (loading control) %-��
�������!	� goat anti-rabbit %��� goat anti mouse ���!	$�-��$'�� 

horseradish peroxidase ������!��
��
9-/$�30'  SuperSignal
�

 Enhance Chemiluminescence (Pierce) 

%-��
��������$(�����'����,8
$'���(����� %-��
������������������9-���*��+����������$�(���(	��	�!"�

(���(�!�����/��!���	-������������/$����30' cycloheximide $'�����30' MG132 4������������
���� 

proteasome (proteasome inhibitor) /$�-$��������� ubuqintin /$�������!�� (������4--����!'�����*��+�

�-�����"����
��%���-�����4--������ 5 zM ��� MG132 �����,-)&�"�� 15 zM ���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D 

��� 12 0���/�� %-��
����������4--������$/��!�� ,-)/��!��8��,��$'��/$�30' SDS-PAGE ,-)������

!��
��
/��!��$'���	C� Western blot 

 

8. ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��������
�����,����	�!���$?
��#
�	?��� (WT1 protein stability) 

[�#G$$? K562 


�����*��+����9"�����
�"�������$�(���(	��	������8-$���,�$�����������	-������������ 

mRNA 3��4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562 &$'���� 3���)������&�"�����
8���-&����������$�(���(	�

�	��"������-$���,�$�����������	-������������ mRNA &$'��"��&� $�������-&�������(�;���!'��

������*��+� (��9-���������$�(���(	��	�!"�(���(�!���������	-������������ mRNA /$�30' Actinomycin 

D &���
������)
����� transcription ���3%'&�"���������(��)%� ����	-������������ mRNA 3%�" /$�3�

���*��+���������#!	E�� (��������$�(���(	��	������8-$���,�$��������	-������������ mRNA &$'���� 

��

)�������'����
�-&����������-��(���(�!���������	-������������ mRNA /$�������!�����*��+� (��

�4--� K562 8���-�����"����
 actinomycin D ��� 1 0���/�� %-��
�������-�����"����
��%���-�����4--������

%���&�"��������$�(���(	��	� ,!"���(��� actinomycin D ���" /$��-����!"���� 0, 6 ,-) 12 0���/�� %-��
������

����4--�$���-"�������$ RNA $'��0#$���$�����6
��� RNeasy ���
�	+�� Qiagen %-��
��������� RNA ������$

&$'����������-����3%'���� cDNA /$�30'0#$�����6
��� High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit ,-)

%-��
��������6
 cDNA &�'��� -20ºC 
���"�
)�����30' 

/��,��������-���� total RNA ���� cDNA (�� 

����!����� 1 .�#�%=��	 25°C ��� 10 ���� 

����!����� 2 �#�%=��	 37°C ��� 120 ���� 



27 

����!����� 3 �#�%=��	 85°C ��� 5 ���� 

����!����� 4 �#�%=��	 4°C 

���!��
��
���,�$���������� WT1 /$� Real Time PCR ���/$����30' 0#$ WT1 TaqMan 

probe ���
�	+�� Applied Biosystems (Hs01103754_m1)  

3�����	�(��)%� relative WT1 expression levels ���/$���� cDNA ���&$'�������
��
��$����� 

1:6.25, 1:25, 1:100, 1:400 ,-) 1:1600 %-��
��������� 9 zl ���,!"-)����
��
���!	�3� 11 zl ��� master 

mix (1zl ��� WT1 probe ,-) 10 zl ��� 2x master mix) 
������������ activate WT1 Taqman probe Gold 

polymerase ��� 95ºC �����)�)��-� 10 ���� !"�
����������!�� PCR ���/$�30'/��,��� 95ºC �����)�)��-� 

30 �	���� ,-) 63ºC �����)�)��-� 60 �	���� 
����� 40 ��
 /$� standard cure ������� WT1 ,-) GAPDH 

&$'��
������������
��
����� mRNA ����4--� K562 leukemic cells ����	�(��)%�9-��� Real Time PCR 

���/$����30'/��,���3����(�����
�� I cycle� iQ Bio-Rad ������ normalization ��������
��	��!�

������ load �����

)&�"��"���� /$�30'��� GAPDH ����!�����
��	��!�3�!����"���$������ �������$-�� 2 

4��� 3���-��$������ ,-) 3 (����3��)�)��-����,!�!"����� 

 

9. ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
�������	��%��D���	'�"����,����	�!�V�#�� (protein kinase) [�

#G$$? K562  

������
���(����������"��(���(	��	���9-!"������
����������������/��!��&(��� /$�����) PKC, 

PKA, ,-) P38 MAPK  ,!"3��4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562 ���&�"���
�"�/��!��&(���0�	$3$�����9-

!"�������������/��!���	-������������ 4����"�9-���3%'�4--�,
"�!�� (cell proliferation) ����$-��
)

������*��+�9-����(���(	��	�!"�����"���;;��=��3��4--� /$����*��+�$'���	C� Protein Microarray �"��

�����!'�����*��+�$��"�%-��
������$��
$'���(���(	��	�,-'� ��/��!��&(���0�	$3$����������'����
���

-$-����/��!���	-������������ %-��
��������������
,-'�3%'�������$-�� /$�����4--� K562 ��*��+����

,�$�������/��!��&(������(�$�"��"�
)�������'�� /$�$��"���"�3��4--� K562 ����	�������'����"�3$ 

%-��
����������4--����&$'�����$����"�����/��!�����&4/!�-��� (cytoplasm) /$�30'0#$���$ NE-PER
�

 

(Pierce) %-��
���������/��!�����,��&$'��,��/$�30' SDS-PAGE ,-)�(-�����'��/��!��&����,9"� 

nitrocellulose %-��
������,9"� nitrocellulose 
)8�� block nonspecific binding site $'�� 5% nonfat dry milk 

%-��
�������������'��$'�� antibody !"�/��!��&(���0�	$����> 30'�	C���� reprobe /$�30'������ Restore� 

Western Blot Stripping ,-)�'��$'�� anti-GAPDH �����30'����!��(�
(#���	��!� (house keeping gene) 4���

�����8
�
&$'��"��
�����)��
/��!�� GAPDH ,-'�
���!	� goat anti-rabbit ���!	$�-��$'�� horseradish 
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peroxidase ������!��
��
9-/$�30'  SuperSignal
�

 Enhance Chemiluminescence (Pierce) ,-'����&�

��)�
��
\�-�� X-ray (Amersharm) 4���9-���&$'�����8���&���$(�����'����,8
���&$'/$�30' �(����� 

scanning densitometry �����������*��+���	���/��!��&(������,�$����3��4--� K562 ����
�'��,-'� 

%-��
�������������$��
$'�� �(���(	��	����(�����'��'� 5, 10, ,-) 15 zM 4�������(�����'��'����&�"�����	+

!"��4--� �����)�)��-� 48 0���/�� �����$�9-����(���(	��	�!"������
����/��!��&(��� �������/��!���	-����

�������� �����
����
��
0#$(�
(#� ,-)30' protein kinase inhibitor ���/��!��&(���0�	$������������� 

positive control ,-)������������������9-����$-�� �"�/��!��&(��� ��9-!"�������������/��!���	-����

��������
�	� ��� /$�����$-�����30' protein kinase inhibitor �����(���
�����)!"�/��!��&(���0�	$����> &�"

�"�9-!"�/��!��&(���!������> (specific protein kinase inhibitor �0"� 88 zM hydroxytamoxifen %��� 660 

nM chelerythrine chloride  %��� 590 nM hexadecyl phosphoholine ���
�����)!"� PKC �������"���$���, 11 zM 

adenosine 3',5'-cyclic-monophosphothioate, RP-Isomer ���
�����)!"� PKA �������"���$��� ����!'� �'���-
�� 

http://www.sigmaaldrich.com/Area_of_Interest/Biochemicals/Enzyme_Explorer/Key_esources/Protein_Kin

ase_Explorer/PK_Inhibitor_Specificity.html) 

 

10. ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y '$� protein kinase inhibitor ���	�"�%��	'�"����,��

�!���$?
��#
�	?��� �"���@! reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) '$� real time 

PCR 

�����*��+��-&����/��!��&(��� !"�������������/��!���	-������������,-'� ������������������

9-����$-���"� /��!��&(���0�	$������9-!"����,�$�����������	-������������$'�� $������
��&$'

������*��+�9-��������(���(	��	� ,-) protein kinase inhibitor !"����,�$�����������	-������������ /$�

����$-�����30' protein kinase inhibitor �����(���
�����)!"�/��!��&(���0�	$����> (specific protein kinase 

inhibitor $�����&$'�-"����,-'��'��!'�) ��30'�����*��+��"������/��!��&(���8����
�������������,-'� �"�9-���

3%'���,�$�����������	-������������-$-�$'��%���&�" ,-)9-����$-������&�3�����$�����
���

�$��
$'���(���(	��	�%���&�" ����$-�����/$��������4--���6$�-��$���0�	$ K562 ���������$��
$'��

�(���(	��	����(�����'��'� 5, 10 ,-) 15 zM ������� protein kinase inhibitor 3���%�� RPMI1640 ����� 10% 

fetal calf serum ,-) HEPES 10 mM ��� pH 7.3 �����)�)��-� 2 ���3� 25 cm2 culture flask /$���0#$(�
(#�

����!�������
����
 %-��
��������������$ total RNA !������!��!"�&����  
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����!���� total RNA  

���������$��� total RNA $'��������$ TRIZOL® reagent 4������� mono-plastic solution ��� 

phenol ,-) guanidine isothiocyanate ���� single step RNA solution %-��
������!����"�������6
&$'�����%�

��	������ total RNA /$������$("����$�$�-��,����� 260 ,-) 280 /$� total RNA ����!����&$'(��

���*
�� DNA ,-)/��!�� ��!���"�����("����$�$�-��,����� 260/280 (��
)��("���"���
 1.6-1.8 �����

-)-��$'�������-��� ,-)(�������	������ total RNA ���&$'���� zg/ml /$�30'��!� 1 OD = 40 zg/ml 

%-��
������3%'�����������*��+����,�$����/$�30' PCR 0�	$ RT-PCR 

 

����!�������� RT-PCR  

��� total RNA ���&$'����	��� 10 pg 8�� 1 zg ����������	����	���/$� 30' SUPERSCRIPT™ One-

step RT-PCR (Invitrogen) /$�30' primers ,-) condition ���%��
*��+�$����� 

WT1 primers ��)��
$'�� 

 Sense primer ���%��
 exon7 (�� 5’-GGCATCTGAGACCAGTGAGAA-3’ 

 Antisense primer ���%��
 exon10 (�� 5’-GAGAGTCAGACTTGAAAGCAGT-3’ 

�-actin primer ��)��
$'�� 

 Sense primer (�� 5’-GTGGGGCGCCCCAGGCAC-3’ 

 Antisense primer (�� 5’-GTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3’ 

/$�/��,��������-���� mRNA ���� cDNA 30'�#�%=��	 60°C �����)�)��-� 30 ���� �"��

/��,������30'3������� amplification (�� denature ��� 94°C �����)�)��-� 1 ����, annealing ��� 64°C ����

�)�)��-� 1 ���� ,-) primer extension ��� 72°C �����)�)��-� 1.5 ���� ����
����� 30 ��
 ,-'� hold &�'��� 

4°C %-��
��������� DNA �������&$'
���	C������� PCR ����	��� 10 zl ����� gel electrophoresis /$�30' 

1% agarose gel ,-) loading dye (6X) ��	��� 2 zl (Bromphenol blue 0.25%, glycerol 30%) ,-)30'

��),�&\\?� 100 volts ������-� 45 ���� ,-)30' standard marker (�� 1 Kd ladder marker %-��
�������"��$�

$'�� UV light ,-)��$(�����'����,8
���&$'/$�30'�(����� scanning densitometry 
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11. ,�D������	�����`���$,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y ���	�"�%��	'�"����,���!� WT1 �"���@! real 

time PCR  

��� RNA ������$&$'����������-����3%'���� cDNA /$�30' Moloney murine leukemia virus reverse 

transcriptase (Promega, Madison, WI) ,-)��6
&�'��� -20ºC 
���"�
)�����30' 

���!��
��
���,�$���������� WT1 /$� Real Time PCR ���/$����30' 0#$��� primers ,-) 

probe $�����(�� 

WT1 primers ,-) probe 

WT1 forward primer (F1): 5’GATAACCACACAACGCCCATC3’ 

WT1 reverse primer (R1): 5’CACACGTCGCACATCCTGAAT3’ 

WT1 probe: 5’FAM-ACACCGTGCGTGTGTATTCTGTATTGG-TAMRA3’ 

�-actin primers ,-) probe 

�-actin forward primer: 5’CCCAGCACAATGAAGATCAAGATCAT3’ 

�-actin reverse primer: 5’ATCTGCTGGAAGGTGGACAGCGA3’ 

�-actin probe: 5’FAM-TGAGCGCAAGTACTCCGTGTGGATCGGCG-TAMRA3’ 

3�����	�(��)%� relative WT1 expression levels ���/$���� cDNA ���&$' (3.0 zl ���%��
 WT1 ,-)     

2 zl ���%��
 �-actin) �������!	� PCR buffer (100 mM Tris-HCl, pH 8.3; 500 mM KCl; 3 mM MgCl2) ����� 

200 zM dNTP, 1.25 U AmpliTaq Gold (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 0.5 zM forward 

,-) reverse primers ������� 200 nM TagMan probes $�����,�$���,-'��'��!'� %-��
������������ activate 

AmpliTaq Gold polymerase ��� 95ºC �����)�)��-� 10 ���� !"�
����������!�� PCR ���/$�30'/��,��� 

95ºC �����)�)��-� 30 �	���� ,-) 63ºC �����)�)��-� 60 �	���� 
����� 50 ��
 /$� standard cure ������� 

WT1 ,-) �-actin &$'��
�������� serial dilution ��� mRNA ����4--���?�%��� $'���(����� Chromo4 Real-

Time PCR ,-)�	�(��)%�9-$'��/��,��� Optical monitor 3 ������ normalization ��������
��	��!������� 

load �����

)&�"��"���� ���/$�30' �-actin gene expression ����!�����
3�!����"���$������ ����$-��������� 

2 4��� ,-)(�����("����,�$�����������	-������������
��("� 2-		CT (normalized fold difference)  

 

12. ��	'�$�$��	�"$����D��
" 

1. 9-
�����*��+�9-����(���(	��	�
�	�#�C	D3�������-���4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� 

transfect $'���	-���������������� 4 &�/4\����/$���)��	�
��("� IC50 �����
����
��� ���
�����&$'������

�����
����
��
 wild type U937 ,-) mock control 
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2. �����)��	�9-����(���(	��	�
�	�#�C	D3������
�������,�$���������� WT1 ������������8

��)��	�/$�$���	��������� WT1 ����������
����
��
0#$(�
(#� 
�����*��+�$'�� real time PCR  

3. ��������)��	�9-����(���(	��	�
�	�#�C	D!"������
�������,�$���������� WT1 ����,

����&�

!��(�����'��'� ,-)�)�)��-������	���������%���&�" 

4. ��������)��	�9-����(���(	��	�
�	�#�C	D�"���9-!"����-$��!�����,
"��4--�%���&�" 

5. �������	�(��)%��'���-���&$'�����
"�
��(���,!�!"������'���- 
�����*��+�9-����$-�� ������

����$-������%�$ 3 (����3��)�)��-����,!�!"����� (3 time independent study) /$�("� mean ± SD ���&$'

������	�(��)%�(���,!�!"������8	!	,

 One-Way ANOVA $'��/��,��� SPSS ,-'����("����&$'��

�����
����
(���,!�!"����"����������(�;����8	!	 ���("�(����0��������'��-) 95, p<0.05 

 

13. ��	���" total RNA ,��#G$$?
�#	5�#
5"#$��",�����" U937 �!�>�� transfect "�����$?
��#
�	?���V��G

W�	?
 ����	�% real time PCR 

3�������$ total RNA ����4--��)��6�!"��>���� 
)30'�����������6
��� High pure Isolation RNA Kit 

(Roche, Germany) ,-)�!	� RNaseOUT™ (RNase inhibitor) 0.5 8�� 1 zl ������?��������������������&4�� 

RNase 
��������������6
 RNA ������$&$'��� -70°C 
���"�
)�������$-�� /$�,
"��"��%������������%�

��	���,-)(���
�	�#�C	D��� RNA ������$&$'$'�������$("����$�$�-��,�� (OD) ���(������(-��� 260 ,-) 

280 ��/���!� $'���(����� UV spectrophotometer /$����: 

(�����'��'� RNA (zg/ml)  = ("� OD ��� 260 nm x (�����'��'���� RNA ��� 1 OD 

    (40 zg/ml) x dilution factor 

 

(���
�	�#�C	D��� RNA  =   ("� OD ��� 260 nm 

          ("� OD ��� 280 nm 

 

 /$�("�(���
�	�#�C	D��� RNA ������$&$'����
)!'����("����"�)%�"�� 1.6 8�� 2.0 
��
)8���"����$ RNA 

&$'(���
�	�#�C	D��� 

 

14. ��	���	�
��,�� total RNA 

 ���%���	���(�����'��'���� total RNA ���&$'/$������$("����$�$�-��,�����(������(-��� 260 

,-) 280 nm $'���(����� UV spectrophotometer /$� total RNA ����!����&$'(�����*
�� DNAase, RNAase 
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,-) Proteinase ��!���"��("����$�$�-��,����� 260 nm/ 280 nm (��
)��("���)��� 1.6-2.0 /$�(�����


���	C����$����� 

1. �!	������-�����	��!� 198 zl ,-) total RNA 2 zl (�
��
�� 100 ��"�) -�3� microcentrifuge tube 

9��3%'��'���� 

2. ���&���$("����$�$�-��,����� 260 ,-) 280 nm $'���(����� UV spectrophotometer  /$�30'����

�-������
*���� 

3. �����(�����%�(�����'��'���� Total RNA /$�30'��!� 1 OD ��("���"���
 40 zg/ml ,-'�(��

$'�� dilution factor (X100) 
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�$��	�"$�� 

 

�$��	�"$���!� 1. �$��	��$��!� 

������ transfect �4--� U937 4��������4--���������,�$�������/��!���	-�������������'�� $'��

��(�!�������� WT1 isoform 4 0�	$(�� WT1 17AA (+) KTS (+), WT1 17AA (+) KTS (-), WT1 17AA (-) 

KTS (+),WT1 17AA (-) KTS (-) /$�30' Lipofectin $������!��$��!"�&�������0	���"��$���6������ WT1 ,!"-)

0�	$ (WT1 +/+, WT1 +/-, WT1 -/+ %��� WT1 -/-) �0����!"���
�-���	$0�	$ pcDNA 3.1(+) (&$'��
(���

��#�(��)%�
�� Osaka University Graduate School of Medicine, Suita, Osaka, Japan) 
����������-���	$

���9��,!"-)0�	$��'���"�4--��
'�
'�� (Escherichia coli ������C#� DH5-�) $'���	C� heat shock %-��
������

!��
��
/(/-�����(�$�"�
)&$'��
�-���	$���9�� /$�(�$�-���/(/-�������4���(�$�"�&$'��
�-���	$���

9���������
���%���-�����0���0�	$ LB agar ���9��,���	4	-	� 100 zg/ml ����	��0	��$���6��� $'���	C� PCR ,-)

!��
��
9-9-	!$'���	C��	�-(/!�/\��4��
� 1% agarose gel �����
����
��
 �-���	$���&�"&$'�0����!"�$���6�

�� %-��
�����&$'/(/-�������&$'��
�-���	$���9�����/(/-����������	����	���
���%�� LB agar ���9��

,���	4	-	� 100 zg/ml ,-'���� /(/-��4����� �-���	$���&$'��
���9������	����	���3� LB broth ���9��,���	

4	-	� 100 zg/ml ,-)���$�-���	$
���4--��
'�
'��$'���	C� Plasmid midipreparation: Alkaline lysis ($��,�$�

3���� 8-12) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 8. ,�$����!��
��
/(-���� Escherichia coli ������C#� DH5-� �����
�-���	$��-"� 

Marker (M)   C1   C2   C3     C4    C5   C6   C7    C8   C9   C10 Vec 
      1kb 

750 bp 
500 bp 
250 bp
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	���!� 9. ,�$����!��
��
/(-���� Escherichia coli ������C#� DH5-� �����
�-���	$$���6������

9�� 0�	$ WT1 +/+  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 10. ,�$����!��
��
/(-���� Escherichia coli ������C#� DH5-� �����
�-���	$$���6������

9�� 0�	$ WT1 +/-  

 

 

750 bp 

500 bp 

250 bp 

WT1 +/+ (474 + 60 = 534 bp) 

      M            C1     C2     C3   C4  C5   C6   C7    C8   C9    C10   Vec 

WT1 +/- (474 + 51 = 525 bp)

            M           C1   C2    C3    C4    C5   C6    C7   C8    C9   C10  Vec 

 
 

750 bp 

500 bp 

250 bp 
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	���!� 11. ,�$����!��
��
/(-���� Escherichia coli ������C#� DH5-� �����
�-���	$$���6������

9�� 0�	$ WT1 -/+  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 12. ,�$����!��
��
/(-���� Escherichia coli ������C#� DH5-� �����
�-���	$$���6������

9�� 0�	$ WT1 -/- 

 

WT1 -/+ (474 + 9 = 483 bp) 

            M           C1   C2    C3    C4    C5   C6    C7   C8    C9   C10  Vec 

WT1 (474 bp) 

M           C1    C2    C3   C4   C5   C6   C7   C8    C9   C10  Vec 

 
 

750 bp 

500 bp 

250 bp 

 
 

750 bp 

500 bp 

250 bp 
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��	�	����%+$��
�"�!���$�V"�"��� restriction enzyme  

����-���	$��9����
 Buffer R ,-)���&4��!�$
�����) (HindIII, 
�	+�� Fermentas, USA) 
"����

�#�%=��	 37ºC ��� 16 0���/�� %�#$��	�	�	��/$����,0"3�����,�6� ��� 10 ���� ���&�!��
��
$'���	C��	�-(-

/!�/\��4��
� 1% agarose gel �����
����
��
 1 Kb DNA ladder marker (
�	+�� Fermentas, USA) ($��

,�$�3���� 13) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 13. ,�$����!��
��
�-���	$���/(-�&$'$'�����&4��!�$
�����)0�	$ HindIII ,-)!��
��
$'���	C�

�	�-(/!�/\��4��
� 1% agarose gel 

 

��	����!�#,��#G$$?#���%����!�#�X�#G$$?���" mammalian cell 

����-���	$���9��������$&$'��9����
 K buffer, 0.1% BSA ,-)���&4��!�$
�����) (PvuI, 
�	+�� 

Takara Bio Inc. Japan) 
"�����#�%=��	 37ºC ��� 4 0���/�� %�#$��	�	�	��/$����,0"3�����,�6� ��� 10 ���� 

���&�!��
��
$'���	C��	�-(/!�/\��4��
� 1% agarose gel �����
����
��
 1 Kb DNA ladder marker ($��

,�$�3������� 14) %-��
���������0	���-���	$���!�$$'�����&4��,-'�
����� 5 ng 9����
��%��0�	$ 

incomplete medium 1640 
����� 150 zl ,-) superfect transfection reagent (
�	+�� Qiagne, USA) �!	�-�

3�
���-�����4--�������4--� U937 
����� 5 x 104 cells/ml 
"�����#�%=��	 37ºC ����� 5 % (���
��&$���&4$� 

10000
8000
6000
5000
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

750
500
250

WT1 +/+     WT1 -/+       WT1 -/-       Mock         WT1 +/-  
Marker      uncut   cut    uncut  cut   uncut   cut  uncut  cut   uncut  cut 
1 kb 
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��� 48 0���/�� %-��
��������6
�4--�,-)�O��-'���4--�$'�� PBS 
����� 4 (���� ,-'����
�4--�3%'&$' 1 x 104 

cells/ml $'����%�� RPMI1640 ����� 10%FBS ��!'��,
(������ ,-)�� G418 %-��
�������-����3� 
�� 96 

%-#� /$��!	�%-#�-) 100 zl ��� 14 ��� 4����4--� U937 ���&�"&$'��
����-���	$��'�&�
)&�"�����8�
�	;3�

��%������� G418 &$' ,!"/(-�����4--� U937 ���&$'��
����-���	$ ��'�&�
)�����8�
�	;&$' %-��
������������

(�$�-���/(-�,-)!��
��
�)$�
���,�$���������� WT1 ,!"-)0�	$ ,-) mock �����
����
��
�4--� 

U937 ���&�"&$'������8"�������'�&� $'���	C� RT-PCR ,-)!��
��
9-9-	!$'���	C��	�-(/!�/\��4��
� 2% 

agarose gel ($��,�$�3������� 15) ,-)�	C� Real time PCR ($��,�$�3������� 16) ���
�����&$'!��
��
���

,�$�������/��!��$'���	C� Western blot ($��,�$�3������� 17) 4����
�"�������� WT1 (+/+) isoform ��"�����

��������8������!��
��$���,�$������	���������$'���	C� Western blot &$' $������
��&$'������!��
���,�$�

���/��!�� WT1 3� WT1 isoform �����"���������� transfect ��'�&����������89-	!/��!�� WT1 (exogenous 

protein) &$'��	��������� ����������
����
��
 wild type U937 ,-) mock control /$���*��%-����� 

immunopercipitation ,-) Western blot �
�"� WT1 (+/-), (-/+) ,-) (-/-) isoform �����89-	!/��!�� WT1 

��	������ ($��,�$�3������� 18) ����������
����
��
 wild type U937 ,-) mock control ,-)���������
����
("�

��
 �-actin (loading control) %-��
������&$'������(�$�-���/(-���*��+�3�����$-��!"�&�/$�(�$�-���


�� ���,�$������� WT1 �����"� 3 ��"�����������
����
��
�4--� U937 ���&�"&$'��
���8"�������'�&� �"�� 

mock !'�������,�$������� WT1 ��"���
 U937 ���&�"&$'��
���8"�������'�&� %-��
�����(�$�-���/(-�&$'

,-'���������*��+���
������$�(���(	��	�
�	�#�C	D 
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	���!� 14. ,�$����!��
��
�-���	$���/(-�&$'$'�����&4��!�$
�����)0�	$ PvI ,-)!��
��
$'���	C��	�-(

/!�/\��4��
� 1% agarose gel 

 

 

	���!� 15. !��
��
�)$�
���,�$���������� WT1 ,!"-)0�	$ ��������'�&�3��4--��
'��)��6���6$�-��$���

0�	$ U937 ����������
����
��
 wild type U937 ,-) mock /$��	C� RT-PCR ,-)!��
��
$'���	C��	�-(/!�

/\��4��
� 2% agarose gel 
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	���!� 16. !��
��
�)$�
���,�$���������� WT1 ,!"-)0�	$ ��������'�&�3��4--��
'��)��6���6$�-��$���

0�	$ U937 ����������
����
��
 wild type U937 ,-) mock /$��	C� real time PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 17. !��
��
�)$�
���,�$�������/��!�� WT1 ,!"-)0�	$ ��������'�&�3��4--��)��6���6$�-��$���

0�	$ U937 ����������
����
��
 wild type U937 ,-) mock control /$��	C� Western blot 
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	���!� 18. !��
��
�)$�
���,�$�������/��!�� WT1 ,!"-)0�	$ ��������'�&�3��4--��)��6���6$�-��$���

0�	$ U937 ����������
����
��
 wild type U937 ,-) mock control /$��	C� Immunoprecipitation ,-) 

Western blot 

 

 

�$��	�"$���!� 2.  ��	
Q�)���	#�	�(#��%��,��#G$$?
�#	5�#
5"#$��",�� wild type U937 '$� U937 �!�>�� 

transfect "��� WT1 isoform 

���*��+�����
�	;����4--��)��6���6$�-��$��� wild type U937 ,-) U937 ���8�� transfect $'���	-��

����������&�/4\���� 4 0�	$ (�� WT1 (+/+), WT1 (+/-), WT1 (-/+), WT1 (-/-) ������� mock control /$����

������)�-����3���%���-�����4--������)�)��-� 1-10 ��� /$�,!"-)��������

������4--�$'���	C� Trypan blue 

exclusion �

���������4--�3�,!"-)���!�����,�$�$��!������� 1, 2, 3, 4, 5 ,-) 6 ,-)������ 19, 20, 21, 22, 

23, 24 ,-) 25 !��-��$�
 /$�("�
�����*��+�����
�	;�!	
/!����4--���� �����30'�����%�
#$��	��!'�������

�!�����4--�������$��
������$ ��"���%��)�� 
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��	���!� 1. ,�$�
������4--� wild type U937 �����
&$'3� 10 ��� 

 

����!� ������#G$$? (x 105 cells/ml) 

0 0.1 

1 0.2 

2 0.34 

3 0.8 

4 1.62 

5 3.16 

6 5.5 

7 13.3 

8 14.9 

9 14.4 

10 9.06 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 19. ���\,�$�9-����
�	;�!	
/!����4--��)��6���6$�-��$��� wild type U937 
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��	���!� 2. ,�$�
������4--� U937 ���8�� transfect $'�� vector ��-"� (mock) �����
3� 10 ��� 

 

����!� ������#G$$? (x 105 cells/ml) 

 Mock 5D8 Mock 3B3 Mock 3C9 

0 0.1 0.1 0.1 

1 0.18 0.18 0.19 

2 0.31 0.3 0.31 

3 0.77 0.78 0.78 

4 1.47 1.46 1.48 

5 2.73 2.78 2.75 

6 4.92 5 4.82 

7 10.8 10.6 10.4 

8 13.1 13.2 13 

9 13.5 13.8 13.9 

10 11.7 11.8 11.8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 20. ���\,�$�9-����
�	;�!	
/!����4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� transfect $'�� vector ��-"� 

(mock control) 

Mock control U937
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��	���!� 3. ,�$�
������4--� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (+/+) �����
3� 10 ��� 

 

����!� ������#G$$? ( x105 cell/ml) 

 WT1 (+/+)/1C7 WT1 (+/+)/2E10 

0 0.1 0.1 

1 0.187 0.2 

2 0.35 0.355 

3 0.8 0.78 

4 1.49 1.5 

5 2.97 2.91 

6 5.1 5.2 

7 11.6 11.3 

8 13.7 13.4 

9 13.9 13.8 

10 11.7 11.8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 21. ���\,�$�9-����
�	;�!	
/!����4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (+/+) 
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��	���!� 4. ,�$�
������4--� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (+/-) �����
3� 10 ��� 

 

����!� ������#G$$? (x 105 cells/ml) 

0 0.1 

1 0.19 

2 0.32 

3 0.74 

4 1.65 

5 3.15 

6 5.06 

7 11 

8 14 

9 8.6 

10 5.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 22 ���\,�$�9-����
�	;�!	
/!����4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (+/-) 

 

WT1 (+/-) 1G9
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��	���!� 5. ,�$�
������4--� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (-/+) �����
3� 10 ��� 

 

����!� ������#G$$? (x 105 cells/ml) 

0 0.1 

1 0.2 

2 0.36 

3 0.81 

4 1.75 

5 3.5 

6 5.5 

7 14 

8 15 

9 8.1 

10 5.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 23. ���\,�$�9-����
�	;�!	
/!����4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (-/+) 
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��	���!� 6. ,�$�
������4--� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (-/-) �����
3� 10 ��� 

 

����!� ������#G$$? (x 105 cells/ml) 

0 0.1 

1 0.2 

2 0.36 

3 0.81 

4 1.75 

5 3.5 

6 5.5 

7 14 

8 15 

9 8.1 

10 5.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 24. ���\,�$�9-����
�	;�!	
/!����4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (-/-) 

 

WT1 (-/-) 1D6

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

������

�	

�

��
��






� (x
10

5  c
el

ls
/m

l)



47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 25. ���\��#����9-����
�	;�!	
/!����4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� transfect $'���	-������������

���� 4 &�/4\���� ������� mock control ,-) wild type U937 

 

�$��	�"$���!� 3.  ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y�����	���$��#G$$? U937 �!�>�� transfect 

"�����$?
��#
�	?���V��GW�	?
  

 ���*��+���C	D���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D!"�������-���4--� U937 ���8�� transfect $'�� 4 &�/4

\����4�����)��
$'�� WT1 (+/+), (+/-), (-/+) ,-) (-/-) ��� WT1, mock control ,-) wild U937 
��9-���

�$-���
�"� �(���(	��	�
�	�#�C	D 3%'9-3�������-���4--��)��6���6$�-��$������� U937 ���8�� transfect $'��

�	-���������������� 4 &�/4\���� ������� mock control ,-) wild type U937 &$' 
����������
����
9-���

�$-��/$�30'("�(�����'��'�����(���(	��	�
�	�#�C	D3�������-���4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� 

transfect $'���	-���������������� 4 &�/4\���� ������� mock control ,-) wild type &� 50% %������������"� 

“IC50” /$��4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� transfect $'���	-���������������� 4 &�/4\������� 30'(���

��'��'�����(���(	��	�
�	�#�C	D3����������3%'�4--�$���-"��-$-�(����%���� (�����(�����'��'� 21 zM ���%��


�4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (+/+) isoform /(-� 1C7 ,-), WT1 (+/-) isoform 

/(-� 1G9 ���(�����'��'� 19 zM, WT1 (-/+) isoform /(-� 1D6 ���(�����'��'� 24 zM, WT1 (-/-) isoform 

/(-� 1E9 ���(�����'��'� 23 zM (,�$�$��!������� 7 ,-)������ 26) 
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��	���!� 7. ���*��+���C	D���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D!"�(��������	+!"��	-������������&�/4\�������8�� 

transfect ��'�&��4--��)��6���6$�-��$���0�	$ U937 ,-) wild type U937 

 

���
#,�
,��,��#��	?���
��%	��3�@�Y  ({M)  

���",�� U937 transfected cells 
IC20 IC50 

Wild type U937 cell 9 ± 0.6 15 ± 1.0 

Mock control cell 8 ± 1.7 17 ± 2.2 

WT1 (+/+)/1C7 16 ± 0.8 21* ± 1.0 

WT1 (+/-)/1G9 11 ± 1.2 19 ± 0.2 

WT1 (-/+)/1D6 13 ± 0.3 24* ± 0.6 

WT1 (-/-)/1E9 13 ± 0.5 23* ± 0.4 
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	���!� 26. 9- cytotoxicity ���&$'
������$��
������$�(���(	��	�
�	�#�C	D!"� WT1 isoform ��������'���"

�4--��)��6���6$�-��$��� U937 
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�$��	�"$���!� 4. ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y�����	'�"����,���!���$?
��#
�	?��� 

(Wilms’ tumor1; WT1) [�#G$$?
�#	5�#
5"#$��",�� U937 �!�>�� transfect "�����$?
��#
�	?���V��GW�	?
 

"�����@! real time PCR 


�����*��+�9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D�����8����C	D���-���4--��)��6���6$�-��$��� 

U937 ���8�� transfect $'���	-������������&�/4\����, mock control ,-) wild type U937 
������
��&$'

������*��+�9-����(���(	��	�
�	�#�C	D!"��)$�
���,�$���������6�������6����������	-������������ (WT1 

mRNA) /$�30'(�����'��'����&�"�����	+!"��4--� �����)�)��-� 2 ��� ���������$-�� 3 (���� (3 time 

independent study) 3��)�)��-����,!�!"����� /$��-���30'(�����'��'����������$���&�"�����	+!"��4--� ���

("� IC20 $��,�$�3�!������� 8 ��30'3�����$��
 �����!'�����$���C	D����(���(	��	�
�	�#�C	D/$�!��!"����

-$���,�$�����������	-������������ ,-)������������%-���-����&�"3%'9-����$-��&��������'����
����"�

��;;�������������
���!������4--����� �)���/!4�� (apoptosis) ,-)��6(/(�4�� (necrosis) /$�30'�	C� Real 

time PCR 
��9-����$-���
�"��(���(	��	�
�	�#�C	D�����8-$���,�$�����������	-������������ 0�	$ 

WT1 (+/+) isoform ��������'���"�4--��)��6���6$�-��$��� U937 &$'�'��-) 57 ± 0.03 %��������8��
�������

,�$����&$'�'��-) 43 ���������
��
0#$(�
(#� (vehicle control) ��"����������(�;����8	!���("�(����0����������

�'��-) 95, p<0.05 ����������
����
��
0#$(�
(#�  �"���4--���� ���� WT1 (+/-), WT1 (-/+) ,-) WT1 (-/-) 

�
�"�&�"�����8-$�)$�
���,�$�����������	-������������&$' $��,�$�9-����$-��3�!������� 8 ,-)

������ 27 

 

��	���!� 8. 9-��������
����
����������46�!����,�$��������	-������������3�&�/4\����!"��> �����������

�$��
$'��������$�(���(	��	�
�	�#�C	D /$��	C� real time PCR 

 

	�"�%��	'�"����,����$?
��#
�	?���#�5
��	?#�5�#� (	���$�)  

��	�"$�� 
Wild type U937 Mock control WT1 (+/+) WT1 (+/-) WT1(-/+) WT1 (-/-) 

0#$(�
(#� 

(vehicle control) 

100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 

0#$*��+� 

(treatment) 

85 ± 0.06 81 ± 0.01 57* ± 0.03 82 ± 0.01 110 ± 0.07 123 ± 0.01 

 

%����%!#: �(�����%��� * ,�$�("�(���,!�!"����"����������(�;����8	!	 ���("�(����0��������'��-) 95, p<0.05 
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	���!�  27. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D!"��)$�
���,�$�����������	-������������&�/4\���� ���

����$-�� 3 (��������)�)��-�,!�!"����� (3 time independent study) 

%����%!#: �(�����%��� * ,�$�("�(���,!�!"����"����������(�;����8	!	 ���("�(����0��������'��-) 95, p<0.05 

 

�$��	�"$���!� 5. ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y�!����
#,�
,��V
�#�X�+�)���#G$$? �����	

'�"����,���!���$?
��#
�	?��� ���" +/+ �!����#,�����#G$$?
�#	5�#
5"#$��",�� U937 

 
�����*��+�9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D!"����,�$�����������	-������������ (WT1) 3�

,!"-)&�/4\�������� �
�"��(���(	��	�
�	�#�C	D�����8-$���,�$��������	-������������ 0�	$ WT1 (+/+) 

isoform $��9-����$-����� 4 $������
��&$'������(�$�-��� WT1 (+/+) isoform ��������*��+�9-���(���

��'��'�����(���(	��	�
�	�#�C	D!"��)$�
���,�$�����������	-������������ /$�30'(�����'��'� (�� 10, 15 

,-) 20 zM �����)�)��-� 2 ��� $'���	C� real time PCR 
��9-���*��+��
�"�%-��
������$��
$'��(���

(	��	�
�	�#�C	D �4--������,�$��������)$�
�	-��������������6�������6��� ��"���
�'��-) 83 ± 0.05, 59 ± 

0.02 ,-) 38 ± 0.05 !��-��$�
 %����)$�
���,�$�����������	-������������-$-�!��(�����'��'����

��	������ (���'��-) 17, 41 ,-) 62 !��-��$�
 ����������
����
��
0#$(�
(#� /$����� 3 (�����'��'�����(���

��'��'����3%'9-3����-$�)$�
���,�$�����������	-���������������,!�!"����"����������(�;����8	!	 ���("�

(����0��������'��-) 95, p<0.05 ����������
����
��
0#$(�
(#� $��,�$�3�!������� 9 ,-)������ 28 
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��	���!� 9. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D ���(�����'��'���� 10, 15 ,-) 20 zM !"��)$�
���,�$����

�������	-������������ (%) (mean + SD) 3��4--��)��6���6$�-����� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (+/+) 

isoform  

 

	�"�%��	'�"����,����$?
��#
�	?��� #�5
��	?#�5�#� (	���$�) 
 

�3"��	�"$�� 
�	�D��!� 1 �	�D��!� 2 �	�D��!� 3 Mean + SD 

0#$(�
(#� 100 100 100 100 ± 0 

(�����'��'� 10 zM 87 78 83 83* ± 0.05 

(�����'��'� 15 zM 60 57 59 59* ± 0.02 

(�����'��'� 20 zM 42 33 38 38* ± 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!�  28. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D ���(�����'��'���� 10, 15 ,-) 20 zM !"��)$�
���,�$����

�������	-������������3��)$�
��6�������6��� /$��	C� real time PCR /$��������$-������%�$ 3 (���� ���

�)�)��-�,!�!"����� (3 times independent study) 

%����%!#:  Vehicle control = 0#$(�
(#� �(�����%��� * ,�$�("�(���,!�!"����"����������(�;����8	!	 ���("�(����0�������

�'��-)95, p<0.05 
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�$��	�"$���!� 6. ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y�!����
#,�
,�� 15 {M [�	���#�$��!�

'��������� �����	'�"����,���!���$?
��#
�	?��� ���" +/+ �!����#,�����#G$$?
�#	5�#
5"#$��",�� U937 

 
�����*��+�9-������,�$�����������	-������������-$-�!�����(�����'��'�����(���(	�-    

�	�
�	�#�C	D�����	��������� !"���&$'������*��+�9-����)�)��-�3����
"�!"����,�$�����������	-����

�������� /$�30'(�����'��'���� 15 zM �����)�)��-� 1, 2 ,-) 3 ��� 
�����*��+��
�"����,�$�������

����	-������������%-��
���$��
$'���(���(	��	�
�	�#�C	D��"���
�'��-) 61 ± 0.06, 36 ± 0.05 ,-) 25 ± 0.03 

!��-��$�
 %��������8-$���,�$����&$'�'��-) 39, 64 ,-) 75 !��-��$�
 ����������
����
��
0#$(�
(#� 

/$��)�)��-����� 3 �)�)3%'9-3����-$�)$�
���,�$�����������	-������������ ���,!�!"����"����

������(�;����8	!	 ���("�(����0��������'��-) 95, p<0.05 ����������
����
��
0#$(�
(#� $��,�$�3�!������� 10 

,-)������ 29 

 

��	���!� 10. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D �)�)��-� 1, 2 ,-) 3 ���(�����'��'� 15 zM !"��)$�
���

,�$���������� WT1 (%) (mean + SD) 3��4--��)��6���6$�-����� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (+/+) 

isoform 

 

	�"�%��	'�"����,����$?
��#
�	?��� #�5
��	?#�5�#� (	���$�) 
 

�3"��	�"$�� 
�	�D��!� 1 �	�D��!� 2 �	�D��!� 3 Mean + SD 

0#$(�
(#� 100 100 100 100 ± 0 

������ 1  66 55 61 61* ± 0.06 

������ 2 40 31 36 36* ±0.05 

������ 3 22 27 25 25* ± 0.03 
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	���!�  29. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D �)�)��-� 1, 2 ,-) 3 ��� ���(�����'��'� 15 zM !"��)$�
���

,�$�����������	-������������ /$��	C� real time PCR �������$-�� 3 (��������)�)��-�,!�!"����� (3 times 

independent study) 

%����%!#:  Vehicle control = 0#$(�
(#� �(�����%��� * ,�$�("�(���,!�!"����"����������(�;����8	!	 ���("�(����0�������

�'��-)95, p<0.05 

 

�$��	�"$���!� 7. ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y�!����
#,�
,��	�"�%����~ �����	'�"����

,����	�!���$?
��#
�	?��� (Wilms’ tumor1 protein; WT1 protein) ���" +/+ �!����#,�����#G$$?
�#	5�#
5"

#$��",�� U937 

 
�����*��+����,�$�������/��!���	-������������ 
���4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� 

transfect $'�� 4 isoform ��� WT1 �
�"� WT1 (+/+) isoform �����,�$�������/��!���	-������������ /$�

�	C� Western blot ���
��������������*��+����,�$����/��!���	-���������������&�/4\��������4���

��)��
$'�� WT1 (+/-), (-/+) ,-) (-/-) ���&�"�����8!��
��$$'���	C� Western blot &$' $������
����*��

%-�������� immunoprecipitation ��������!��
��$���,�$�������/��!���	-���������������&�/4\���� 

$���-"���'��!'� �
�"��4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� transfect $'���	-������������&�/4\���� �����

,�$�������/��!���	-�����������������	�������������������
����
��
 wild type U937 ,-) mock control $��

,�$�3������� 13 ,-)
��9-���*��+�����(���(	��	�
�	�#�C	D!"����,�$�����������	-������������ �
�"�
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�����8��
�������,�$�����������	-������������ 0�	$ WT1 (+/+) &$'$�����#$ $������
��&$'�����*��+�9-���

�(���(	��	�
�	�#�C	D!"��)$�
���,�$����/��!���	-������������ /$�30'(�����'��'����&�"�����	+!"��4--� (�� 

10, 15 ,-) 20 zM �����)�)��-� 2 ��� ,-'�������!��
��$�)$�
���,�$�������/��!���	-������������

/$��	C� Western blot �
�"����(�����'��'� 3 �)$�
 �����,�$�������/��!���	-������������ ��"���
�'��-) 

70 ± 2.3, 58 ± 6.3 ,-) 33 ± 4.7 !��-��$�
 %��� �����8-$���,�$����/��!���	-������������ &$'!��

(�����'��'������	������ %-�����������
��	��!�����
("���
/��!�� �-actin (��-$-��'��-) 30, 42 ,-) 67 

!��-��$�
 ����������
����
��
0#$(�
(#� /$����� 3 (�����'��'�����(�����'��'�3%'9-3����-$�)$�
���

,�$�������/��!���	-������������ ���,!�!"����"����������(�;����8	!	 ���("�(����0��������'��-) 95, p<0.05 

����������
����
��
0#$(�
(#� $��,�$�3�!������� 11 ,-)������ 30 

 

��	���!� 11. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D ���(�����'��'���� 10, 15 ,-) 20 zM !"��)$�
���,�$����

���/��!���	-������������ (%) (mean + SD) 3��4--��)��6���6$�-����� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (+/+) 

isoform 

 

	�"�%��	'�"����,����	�!���$?
��#
�	?��� (	���$�) 
 

��	�"$�� 
�	�D��!� 1 �	�D��!� 2 �	�D��!� 3 Mean + SD 

0#$(�
(#� 100 100 100 100 ± 0 

(�����'��'� 10 zM 72 68 68 70* ± 2.3 

(�����'��'� 15 zM 64 58 57 58* ± 6.3 

(�����'��'� 20 zM 36 35 27 33* ± 4.7 
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	���!�  30. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D ���(�����'��'���� 10, 15 ,-) 20 zM !"��)$�
���,�$����

���/��!���	-������������ /$��	C� Western blot �������$-�� 3 (��������)�)��-�,!�!"����� (3 times 

independent study) 

%����%!#:  Vehicle control = 0#$(�
(#� �(�����%��� * ,�$�("�(���,!�!"����"����������(�;����8	!	 ���("�(����0�������

�'��-)95, p<0.05 
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�$��	�"$���!� 8. ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
���!����
#,�
,�� 15 {M [�	���#�$��!�'��������� ���

��	'�"����,����	�!���$?
��#
�	?��� ���" +/+ �!����#,�����#G$$?
�#	5�#
5"#$��",�� U937 


�����*��+�9-������,�$�������/��!���	-������������ -$-�!�����(�����'��'�����(���

(	��	�
�	�#�C	D�����	��������� !"���&$'������*��+�9-����)�)��-�3����
"�!"����,�$�������/��!��

�	-������������ /$�30'(�����'��'���� 15 zM �����)�)��-� 1, 2 ,-) 3 ��� 
������$-���
�"�����)�)��-� 

1- 3 ��� �����,�$�������/��!���	-������������%-�����������
����
("���
 �-actin ��"���
�'��-) 61 ± 

5.5, 36 ± 4.8 ,-) 22 ± 5.8 !��-��$�
 %��������,�$�������/��!���	-������������ -$-�!���)�)��-����

��	��������"���
�'��-) 20, 48 ,-) 68 !��-��$�
 ����������
����
��
0#$(�
(#� /$��)�)��-����� 3 3%'9-3�

���-$�)$�
���,�$�������/��!���	-������������ ���,!�!"����"����������(�;����8	!	 ���("�(����0�������

�'��-) 95, p<0.05 ����������
����
��
0#$(�
(#� $��,�$�3�!������� 12 ,-)������ 31 

 

��	���!� 12. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D ���(�����'��'� 15 zM 3��)�)��-� 1, 2 ,-) 3 ��� !"��'��

-)����)$�
���,�$�������/��!���	-������������ (mean ± SD) 3��4--��)��6���6$�-����� U937 ���8�� 

transfect $'�� WT1 (+/+) isoform 

 

	�"�%��	'�"����,����	�!���$?
��#
�	?��� (	���$�) 
 

��	�"$�� 
�	�D��!� 1 �	�D��!� 2 �	�D��!� 3 Mean + SD 

Vehicle control 100 100 100 100 ± 0 

������ 1  74 83 84 61* ± 5.5 

������ 2 47 56 54 36* ± 4.8 

������ 3 15 24 26 22* ± 5.8 
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	���!�  31. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D �)�)��-� 1, 2 ,-) 3 ��� ���(�����'��'� 15 zM !"��)$�
���

,�$�������/��!���	-������������ /$��	C� Western blot �������$-�� 3 (��������)�)��-�,!�!"����� (3 

times independent study) 

%����%!#:  Vehicle control = 0#$(�
(#� �(�����%��� * ,�$�("�(���,!�!"����"����������(�;����8	!	 ���("�(����0��������'��

-) 95, p<0.05 
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�$��	�"$���!� 9. ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y�!��*���#�
���
������	���	'%�����,�� 

#G$$?
�#	5�#
5"#$��",�� U937 �!�>�� transfect "��� WT1 +/+  

 
��9-���*��+�9-����(���(	��	�
�	�#�C	D ���(�����'��'� 10, 15 ,-) 20 zM 3��4--��)��6���6$

�-��$��� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (+/+) isoform �����)�)��-� 2 ��� �
�"�������$�(���(	��	�
�	-

�#�C	D �����8-$��!�����,
"�!������4--�&$' 
�� 8.6 X 105 cells/��� �%-�� 2 X 105 cells/��� ���(�����'��'� 

20 zM 4�����!�����,
"�!��
)-$-�!��(�����'��'������	��������� ����������
����
��
0#$(�
(#� $��,�$�3�

������ 32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 32. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'��%��)��,-)�=��)����%��)��!"���!�����

,
"�!������4--��)��6���6$�-��$��� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 (+/+) isoform 
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�$��	�"$���!� 10 ��	
Q�)��$V�,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y�����	$"$�,����	�!���$?
����� (+/+) 

���" exogenous [�G$$?
�#	5�#
5"#$��",�����" K562 

  ���*��+�����������*��+��-&����-$-����/��!���	-������������0�	$ +/+ 4�������/��!���	-����

��������0�	$ exogenous ����$-��&$'������*��+�9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D!"������������� 

pCMV promoter ������
��/��!���	-������������0�	$ exogenous ��	$
�������)!#'����������������/��

/��!��� pCMV 3���(�!������ pcDNA 3.1(+) 4���&�"&$'��	$
�������)!#'�������������/��!���	-����

�������� $������
��&$'������*��+�8���-&����������$�(���(	��	�
�	�#�C	D!"�/��/��!��� pCMV �"������8

�"�9-!"����-$���,�$�������/��!���	-������������0�	$ +/+ &$'��"��&� ���*��+����/$�30' pcDNA3.1 

(+) ���8�����
,!"�/$����,������ GFP, epidermal growth factor receptor 2 (ErbB2), ErbB3 %��� leucine-

rich repeats and immuglobulin-like domains protein 1 (Lrig1) ���!"����"��
��� c-myc ������������,

!����"��

3����*��+� %-��
�����������'���"�4--� K562 /$��	C� transfection �����3%'�4--��������'��/��!��$���-"��

����� ,-)30'3����*��+��"��(���(	��	���9-!"�/��/��!��� pCMV ����"�9-!"������'��/��!��%���&�" ���

�$-�����/$����)�-�����4--�3���%�����)�-�����4--������,-)&�"��������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 

15 zM %-��
��������������$�)$�
���,�$�������/��!��$'���	C� Western blot 
�����*��+��
�"� 

%-��
����� treat �4--�$'���(���(	��	�
�	�#�C	D ���,�$�������/��!�� GFP ���"3�0"�� 100 ± 0.5 8�� 104 

± 5 
������$-��3� 2 clones ,-)�����"��-) 2 4��� $��,�$�3��!������� 13 ������ 33 ���,�$�������

/��!�� ErbB2 (676) ���"3�0"�� 96.5 ± 1.5 8�� 104 ± 5 
������$-��3� 2 clones ,-)�����"��-) 2 4��� $��

,�$�3��!������� 14 ������ 34 ���,�$�������/��!�� ErbB3 ���"3�0"�� 101.5 ± 0.5 8�� 103 ± 4 
�����

�$-��3� 2 clones ,-)�����"��-) 2 4��� $��,�$�3��!������� 15 ������ 35 ,-)���,�$�������/��!�� 

Lrig1 ���"3�0"�� 99 ± 1 8�� 99 ± 2 
������$-��3� 2 clones ,-)�����"��-) 2 4��� $��,�$�3��!������� 16 

������ 36 $������������$�(���(	��	�
�	�#�C	D
��&�"��9-!"������������� pCMV promoter ������
��&�"

�����8-$���,�$�������/��!�� GFP, ErbB2, ErbB3 ,-) Lrig1 ����������
����
��
0#$(�
(#� ��"����

������(�;����8	!	 ���("�(����0��������'��-) 95, p>0.05  $��,�$�3�!������� 13-16 ,-)������ 33-36 
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��	���!� 13. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"��)$�
���,�$�������/��!�� 

GFP (%) (mean ± SD) ��� insert �����'�&�3� pcDNA 3.1 (+) ,-'������'���"�4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562  

 

Clone A1  Clone A2 ��	�"$�� 

�	�D��!� 1 �	�D��!� 2 Mean + SD �	�D��!� 1 �	�D��!� 2 Mean + SD 

0#$(�
(#� 100 100 100 100 100 100 

15 zM curcumin (4������ 1) 99 101 104 ± 5 101 100 100  ± 0.5 

15 zM curcumin (4������ 2) 102 100 101 ± 1 103 100 101.5 ± 1.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 33. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"��)$�
���,�$�������/��!�� GFP 

���8����'��/$� pCMV promoter ��������'���"�4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562  
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��	���!� 14. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"��'��-)����)$�
���,�$�������

/��!�� ErbB2 (676) (mean ± SD) ��� insert �����'�&�3� pcDNA 3.1 (+) ,-'������'���"�4--��)��6���6$�-��$���

0�	$ K562 

 

Clone A1  Clone A2 ��	�"$�� 

�	�D��!� 1 �	�D��!� 2 Mean + SD �	�D��!� 1 �	�D��!� 2 Mean + SD 

Vehicle control 100 100 100 100 100 100 

15 uM curcumin 99 109 104 ±5 95 98 96.5 ± 1.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 34. 9-����(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"��)$�
���,�$�������/��!�� ErbB2 (676) ���

8����'��/$� pCMV promoter ��������'���"�4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562 
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��	���!� 15. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"��'��-)����)$�
���,�$�������

/��!�� ErbB3 (mean ± SD) ��� insert �����'�&�3� pcDNA 3.1 (+) ,-'������'���"�4--��)��6���6$�-��$���0�	$ 

K562 

 

Clone A1  Clone A2 ��	�"$�� 

�	�D��!� 1 �	�D��!� 2 Mean + SD �	�D��!� 1 �	�D��!� 2 Mean + SD 

Vehicle control 100 100 100 100 100 100 

15 uM curcumin 99 107 103 ± 4 99 104 101.5 ± 0.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 35. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"��)$�
���,�$�������/��!�� 

ErbB3 ���8����'��/$� pCMV promoter ��������'���"�4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562 
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��	���!� 16. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"��'��-)����)$�
���,�$�������

/��!�� Lrig1 (mean ± SD) 4��� taq $'�� c-myc ���,�����'�&�3� pcDNA 3.1 (+) ,-'������'���"�4--��)��6���6$

�-��$���0�	$ K562 

 

Clone A1  Clone A2 ��	�"$�� 

�	�D��!� 1 �	�D��!� 2 Mean + SD �	�D��!� 1 �	�D��!� 2 Mean + SD 

Vehicle control 100 100 100 100 100 100 

15 zM curcumin 100 98 99 ± 1 97 101 99 ± 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 36. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"��)$�
���,�$�������/��!�� Lrig1 

���!"���
��� c-myc ���8����'��/$� pCMV promoter ��������'���"�4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562
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�$��	�"$���!� 11 ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y������
�����,����	�!���$?
��������" 

+/+ (protein stability) �!����#,�����#G$$?
�#	5�#
5"#$��",�� U937 


�����*��+��"���
�"�������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM �����8���-$-����

/��!���	-�������0�	$ +/+ ��������'���"�4--� U937 ,-)���*��+��"��%�'��������
����"�������������$�(���(	�    

�	�
�	�#�C	D�����8-$���,�$�������/��!���	-������������0�	$ +/+ &$'����&�"�������'����
���������

���$�(���(	��	�&���9-!"������������� pCMV promoter (������ 28-36) $������
��&$'������*��+�8��9-���

������$�(���(	��	�
�	�#�C	D!"�(���(�!�����/��!���	-������������0�	$ +/+ ��������'���"�4--� U937 /$����

�4--� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 0�	$ +/+ �-�����"����
 cyclohexamide (������������(#���
�!	3����

��
���� ���&4�� peptidyl transferase ��� 80S 3� eukaryotic ribosomes ,!"&�"��
���� 70S 3�,
(������) 3�

�=��)�����,-)&�"��������$ �(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM 
�����*��+��
�"����-$-����

/��!���	-������������0�	$ +/+ 3��4--� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 0�	$ +/+ ��(����������'����


��)
��������-��/��!���	-������������������
��("�(����0��	!����4--����8���-����3� cycloheximide ���(���

��'��'� 50 zM  �"����
 ������$�(���(	��	�
�	�#�C	D ���(�����'��'� 15 zM ��("�,!�!"��
���4--�0#$(#�(�
 

(�4--�����-����3���%���-�����4--����������) cycloheximide ���(�����'��'� 50 zM ,!"&�"�� ������$�(���(	��	

�
�	�#�C	D ���(�����'��'� 15 zM) /$�("�(����0��	!����4--�0#$(�
(#���("���"���
 15.1 0���/�� �"���4--����8��

�-����3� cycloheximide ���(�����'��'� 50 zM �"����
 ������$�(���(	��	�
�	�#�C	D ���(�����'��'� 15 zM ��("�

��"���
 3.6 0���/�� $��!������� 17 ,-)������ 37 4���,!�!"�������"����������(�;����	8	! ���("�(����0�����������'��

-) 95, p<0.05  

 

��	���!� 17 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"�(���(�!��%���("�(����0��	!���

/��!���	-������������0�	$ +/+ 3��4--� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 0�	$ +/+ 

�3"��%�3
 (vehicle control) �3"��	�"$�� (treatment) 	���#�$� 

(0���/��) �	�D��!� 1 �	�D��!� 2 �	�D��!� 3 Mean ± SD �	�D��!� 1 �	�D��!� 2 �	�D��!� 3 Mean ± SD 

0 100 100 100 100 ± 0 100 100 100 100 ± 0 

3 44 88 85 72 ± 14 21 39 53 38 ±9 

6 32 68 63 54 ± 11 9 43 45 32 ± 11 

12 30 73 54 52 ± 12 3 1 6 2 ± 1 

24 21 47 48 39 ± 9 1 1 3 1 ± 0.5 

("�(����0��	! (half life) = 15.1 0���/�� ("�(����0��	! (half life) = 3.6 0���/�� 
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	���!� 37. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM �"����
 cyclohexamide ���(�����'��'� 50 

zM !"�(���(�!�����/��!���	-������������0�	$ +/+ 3��4--� U937 ���8�� transfect $'�� WT1 0�	$ +/+ ,-)

��$�)$�
���,�$�������/��!���	-������������/$��	C� Western blot 
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�$��	�"$���!� 12 ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
��%	��3�@�Y������
�����,����	�!���$?
����� (WT1 

protein stability) [�#G$$? K562  


�����*��+��
�"����-$-����/��!���	-������������3��4--� K562 /$��-�����"����
 

cyclohexamide �����,-)&�"��������$�(���(	��	�
�	�#�C	D 4���30'(�����'��'��$�����
����������$-��3��4--� 

U937 
��9-����$-���
�"����-$-����/��!���	-������������&�"�������'����
��)
��������-��/��!��

�	-������������������
��("�(����0��	!����4--� K562 ���8���-�����"����
������$�(���(	��	���("�&�",!�!"����


�4--� K562 &�"&$'�-�����"����
������$�(���(	��	�
�	�#�C	D /$�("�(����0��	!����4--� K562 ����-�����"����
 

cyclohexamide ,-)&�"��������$�(���(	��	�$'����("���"���
 12.6 0���/�� �"���4--� K562 ����-�����"����
 

cyclohexamide ,-)��������$�(���(	��	�
�	�#�C	D�"��$'����("���"���
 14.4 0���/�� $��,�$�3�!������� 18 ���

��� 38 ���
��������&$'������*��+������������9-��� cyclohexamide /$�30' MG132 4������� proteasome 

inhibitor �����*��+�������-��/��!��/$�9"����)
�������� proetasome 
�����*��+��
�"����-$-����

/��!���	-������������������-�����"����
 MG132 �����,-)&�"��������$�(���(	��	�
�	�#�C	D,�$�9-���-$-�

���/��!���	-���������������&�",!�!"����� $��,�$�3�!������� 19 ,-)������ 39 

 

��	���!� 18 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"�(���(�!��%���("�(����0��	!���

/��!���	-������������0�	$3��4--� K562 

 

�3"��%�3
 (vehicle control) �3"��	�"$�� (treatment) 	���#�$� 

�	�D��!� 1 �	�D��!� 2 �	�D��!� 3 Mean ± SD �	�D��!� 1 �	�D��!� 2 �	�D��!� 3 Mean ± SD 

0 100 100 100 100 ± 0 100 100 100 100 ± 0 

3 70 62 88 73 ± 10 60 55 80 65 ±8 

6 72 46 74 64 ± 7 67 53 50 57 ± 9 

12 44 64 30 46 ± 9 39 30 68 46 ± 10 

24 37 39 16 30 ± 5 43 42 34 39 ± 6 

("�(����0��	! (half life) = 12.6 0���/�� ("�(����0��	! (half life) = 14.4 0���/�� 
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	���!� 38. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"�(���(�!�����/��!���	-������������

/$�30' cyclohexamide ,-)��$�)$�
���,�$�������/��!���	-������������/$��	C� Western blot 
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��	���!� 19 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM !"���)
��������-��/��!��/$�9"�� 

proteasome pathway /$�30' MG 132 3��4--� K562 

 

��	�"$�� �	�D��!� 1 �	�D��!� 2 �	�D��!� 3 Mean ± SD 

0#$(�
(#�                  &�"�� MG 132 100 100 100 100 ± 0 

15 uM curcumin 32 22 15 23 ± 5 

0#$(�
(#�                  �� MG 132 100 100 100 100 ± 0 

15 uM curcumin 24 16 10 17 ± 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 39. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D ���(�����'��'� 15 zM ������������)�-�����"����
 MG 132 3�

�4--� K562 !"���)
��������-��/��!��/$�9"�� proteasome pathway ��$�)$�
���,�$�������/��!��

�	-������������/$��	C� Western blot 
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�$��	�"$���!� 13 ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
���%	��3�@�Y������
�����,����$?
��#
�	?���#�5
��	?

#�5�#� (WT1 mRNA stability) [�#G$$? K562 �!�>�� transfect "��� WT1 ���" +/+ �"���@! real time PCR 

 
��9-���*��+��
�"����-$-�����)$�
�	-��������������6�������6��� (WT1 mRNA) �����8���-����

3�������$�(���(	��	��
�	�#�C	D���(�����'� 15 zM ����&�"�������'����
��)
��������-���	-��������������6�

������6��� /$�9-���*��+���C	D���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D!"�(���(�!����� WT1 mRNA �
�"�("�

(����0��	!����	-��������������6�������6�������4--� K562 3��=��)�����%���&�"������$�(���(	��	�
�	�#�C	D 

�
�"�("�(����0��	!��� WT1 mRNA ��("����&�",!�!"����� /$�("�(����0��	!����4--� K562 ����-����3��=��)���

&�"��������$�(���(	��	�
�	�#�C	D ��("���"���
 6.03 0���/�� 3���)����4--� K562 ����-����3��=��)��������

���$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM ��("���"���
 6.66 0���/�� $��,�$�3�!������� 20 ,-)������ 40 

 

��	���!� 20 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'� 15 zM !"�(���(�!��%���("�(����0��	!����	-����

����������6�������6���0�	$ +/+ 3��4--� K562 ���8�� transfect $'�� WT1 0�	$ +/+ 

 

�3"��%�3
 vehicle control �3"��	�"$�� (treatment) 	���#�$� 

�	�D��!� 1 �	�D��!� 2 �	�D��!� 3 Mean ± SD �	�D��!� 1 �	�D��!� 2 �	�D��!� 3 Mean ± SD 

0 100 100 100 100 ± 0 100 100 100 100 

6 24 48 51 41 ± 9 55 76 83 71 ± 8 

12 11 22 50 28 ± 12 12 28 35 25 ± 7 

("�(����0��	! (half life) = 6.03 0���/�� ("�(����0��	! (half life) = 6.66 0���/�� 

 

 

 

 

 

 

 

	���!� 40. 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM �"����
 actinomycin D !"�(���(�!������	-����

�����������6�������6��� ������*��+�/$�30'�	C� real time PCR 
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�$��	�"$���!� 14 ��	
Q�)��$,����	���"#��	?���
�������	��%��D���	'�"����,����	�!�V�#��  

 
�����*��+��'��!'�,�$�9-����$-����"��0�$�
��"����-$-�������,-)/��!���	-������������


�����$��
$'��������$�(���(	��	�
�	�#�C	D3��4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562 ����&�"�������'����


��)
��������-�� mRNA ,-)/��!���	-������������ $�������-&�������-$-�������,-)/��!���	-����

���������"�
)�������'����
�����
�������������������
�� ����"���;;��=��3��4--����/��!���	-���������

��� 3��4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562 ����"�9-���3%'�4--��)��6������,
"�!�� 4������&�"������������	
�����

0�$�
� 3��
����!'�&$'�(���9�'������������
�'��,-'��"��(���(	��	������8��
�������,�$�������/��!��

&(���&$'%-��0�	$ /$�����)/��!��&(���4� (Protein kinase C; PKC) ,-)����(���9�'�������"� /��!�� 

WT1 ��
 PKC �"�
)��(����������'�����%���&�"? ,-)��"��&�? $������3�����$-�����&$'�$-��������*��+�

9-���������$�(���(	��	� !"������
�������,�$�������/��!��&(��� /$�30'�	C� Western blot ,-)*��+�

9-���������$�(���(	��	�!"�/��!��������%�'����3�����"���;;�� (Signaling proteins) ����> /$���*��

�	C������� protein microarray 
������$-���
�"�������������$��
$'��������$�(���(	��	�
�	�#�C	D ���

(�����'��'� 15 zM �����)�)��-� 48 0���/�� �
�"��(���(	��	������8-$�)$�
���,�$�������/��!��

&(���4�0�	$,�-\� (protein kinase C�) &$'3��4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562 ���������
��
0#$(�
(#� 

����$-��&$'���������$/��!��
���"������4--���,
�� (membrane) 4�������
�	�������� activated protein 

kinase C ���)�����"
�	������ ������4--�8����)!#'�%����4--������ active ,-)����$-�����&$'30' �-actin ����

!�����
��	��!� (loading control) 
������$-���
�"� PKC� ���)$�
���,�$�������-$-� 38% ����� treat 

$'�� �(���(	��	� (������ 41) �"�����*��+�3�/��!��&(���4� 4�!'� (protein kinase C�) ,-)/��!��&(���4� 

,$-!'� (protein kinase C�) �
�"�%-��
������$��
$'���(���(	��	� &�"�
�����-����,�-������	���

/��!��&(���4����� 2 0�	$ (������ 42 ,-) 43 !��-��$�
) ,-)�����������*��+�9-���������$�(���(	��	�
�	

�#�C	D!"����,�$�������/��!��&(���&(���
� (protein kinase B) ����3������� phosphorylated PKB 

form (p-Akt) ,-) non-phosphorylated PKB form (Akt) �
�"�&�"�������-����,�-����,�$�������

/��!��&(���&(���
� (protein kinase B) ����3������� phosphorylated PKB (p-Akt) ,-) non-

phosphorylated PKB form (Akt) (������ 44 ,-) 45) $������
�������8��#��
����!'�&$'�"�/��!��&(���4�

,�-\� �"�
)��(����������'����
���-$-�����)$�
���,�$����������,-)/��!���	-������������3�

�4--��)��6���6$�-��$���0�	$ K562 �"�� ��!��&(���4� 4�!'�, ,$-!'�, /��!��&(���
� &�"�"�
)�������'����


���-$-����/��!���	-������������ ������������$��
$'��������$�(���(	��	�
�	�#�C	D 
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	���!� 41 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM �����)�)��-� 48 0���/�� !"����,�$����

���/��!��&(���4� 0�	$,�-\� (protein kinase C�) 3��4--� K562 /$��	C� Western blot 

 

          
	���!� 42 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM �����)�)��-� 48 0���/�� !"����,�$����

���/��!��&(���4� 0�	$4�!'� (protein kinase C�) 3��4--� K562 /$��	C� Western blot 
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	���!� 43 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM �����)�)��-� 48 0���/�� !"����,�$����

���/��!��&(���4� 0�	$,$-!'� (protein kinase C�) 3��4--� K562 /$��	C� Western blot 

 

           
 

	���!� 44 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM �����)�)��-� 48 0���/�� !"����,�$����

���/��!��&(���
� (protein kinase B) 0�	$ non-Phosphorylated form 3��4--� K562 /$��	C� Western blot 
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	���!� 45 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM �����)�)��-� 48 0���/�� !"����,�$����

���/��!��&(���
� (protein kinase B) 0�	$ Phosphorylated form 3��4--� K562 /$��	C� Western blot 

 

 ���
��/��!��&(���4�,-)/��!��&(���
�,-'� ���&$'-��������*��+�9-���������$�(���(	��	

�
�	�#�C	D ���(�����'��'� 15 zM �����)�)��-� 48 0���/�� !"����,�$�������/��!��3� pathway ����> ���

$'�� �0"�3� pathway ��� tyrosine kinase /$�������*��+�9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D!"����

,�$�������/��!�� Src 3����������� non-phosphorylated form (Tyr 416 ,-) 527) 9-����$-���
�"�

�(���(	��	������8-$���,�$�������/��!�� Src ������"3������� non-Phosphorylated form (Tyr 416) -� 

23% ���������
��
0#$(�
(#� ,-)���
��	��!�$'�� �-actin (������ 46) �"�� non-phosphorylated form (Tyr 

527) ����&�"�
�����-����,�-�%-��
����� treat $'��������$�(���(	��	�
�	�#�C	D (������ 47) 

 

         
	���!� 46 9-���������$�(���(	��	�
�	�#�C	D���(�����'��'� 15 zM �����)�)��-� 48 0���/�� !"����,�$����

���/��!�� Src 0�	$ non-Phosphorylated form (Tyr 416) 3��4--� K562 /$��	C� Western blot 


