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คาํนํา 
 

 รายงานการวจิยัฉบบัน้ี ทําขึ้นเพื่อเป็นรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ต่อทุนอุดหนุนการวิจยั ที่ได้รบัการ
สนับสนุนจากสาํนักงานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั (สกว.) ร่วมกบัมหาวทิยาลยัเชยีงใหม่ ปี 2555 โดยโครงการนี้เป็น
โครงการทีศ่กึษากลไกของเคอรค์วิมนิต่อโปรตนีทรานสครปิชัน่แฟกเตอรจ์าํเพาะทีล่ดการควบคุมการแสดงออกของยนี
วลิ์มทูเมอร์วนั และการชะลอการเขา้สู่วฎัจกัรของเซลล์ ซึ่งทีม่าของการศกึษาในครัง้น้ี เพื่อต้องการตอบคําถามและ
สนบัสนุนผลการทดลองทีผ่่านมาว่า เคอรค์วิมนิมกีลไกอย่างไรในการยบัยัง้การแสดงออกของยนีวลิม์ทเูมอรว์นัรวมทัง้
โปรตนีวลิม์ทเูมอรว์นั ซึง่กลุ่มวจิยัของเรามรีายงานวา่เคอรค์วิมนิสามารถยบัยัง้การส่งสญัญาณในระดบัอณูชวีโมเลกุล
ของโปรตนีวลิม์ทเูมอรว์นัใน pathway ทีเ่กีย่วขอ้งกบั PKCα และโปรตนี JNK ซึง่สาํคญัในการควบคุมการแบ่งเซลล์
ของมะเรง็เมด็เลอืดขาว โดยมโีปรตนีวลิม์ทเูมอรว์นัเป็นโปรตนีทีส่าํคญัในการควบคมุการแสดงออกของยนีวลิม์ทเูมอร-์
วนัดว้ย แต่เน่ืองจากโปรตนี JNK มคีวามเกีย่วขอ้งกบัโปรตนี AP1 โดยตรง จงึเป็นคาํถามของการทดลองว่า AP1 มี
ความเกีย่วขอ้งอย่างไรกบัการแสดงออกของโปรตนี WT1 ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว การทดลองน้ีไดใ้ชเ้ซลล ์K562 
ซึง่เป็น erythrocytic leukemia ทีไ่ดม้าจากผูป้่วย chronic myelocytic leukemia (CML) เป็นตน้แบบในการศกึษา
กลไกของเคอร์ควิมนิในการยบัยัง้การส่งสญัญาณภายในเซลล์ที่เกิดขึ้นในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ซึ่งงานวจิยัน้ี
สามารถนําใชไ้ปอา้งองิ และเป็นแนวทางสาํหรบังานวจิยัชิน้อื่นๆต่อไปในอนาคต ซึง่ผูว้จิยัหวงัเป็นอย่างยิง่ว่า รายงาน
การวจิยัฉบบัน้ีจะเป็นประโยชน์ต่อนักวจิยัท่านอื่น ทีท่าํงานเกีย่วกบัทางดา้นสมุนไพรและมะเรง็ รวมทัง้ผูท้ ีส่นใจทัว่ไป
ไดเ้ป็นอยา่งด ี
 ผู้วจิยัขอขอบคุณ ทุนอุดหนุนการวจิยัจากสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวจิยั (สกว.)และมหาวทิยาลยั-
เชยีงใหม ่ปี 2555 ทีไ่ดม้อบเงนิสนบัสนุนการศกึษาน้ีจนประสบความสาํเรจ็ตามเป้าหมายทีต่ ัง้ไวเ้ป็นอยา่งด ี
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บทคดัย่อ : 

เคอรค์วิมนิ (curcumin) เป็นสารประกอบออกฤทธิข์องขมิน้ชนั ซึ่งมคีุณสมบตัเิป็นสารตา้นมะเรง็ นอกจากนี้

ยงัพบว่าเคอรค์วิมนิมฤีทธิท์ีส่าํคญัในการยบัยัง้องคป์ระกอบทีส่าํคญัของเซลลม์ะเรง็ทีส่่งผลผลต่อการเพิม่จาํนวนของ

เซลลม์ะเรง็ดว้ย เช่นโปรตนีทรานสครปิชัน่แฟกเตอร ์วลิม์ทเูมอรว์นั (Wilms’ tumor 1 หรอื WT1) โดยงานวจิยัทีผ่่าน

มาพบว่าเคอร์ควิมนิมคีวามเกี่ยวข้องกบัการยบัยัง้การส่งสญัญานภายในเซลล์ที่ผ่านมาทางโปรตีนไคเนสซีอลัฟ่า 

(PKCα) และซจีนูเอน็เทอมนิอลไคเนส (c-Jun N-terminal kinase) ซึง่มผีลในการยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนีวลิม์-

ทเูมอรว์นั จากรายงานการวจิยัพบวา่โปรตนี WT1 มคีุณสมบตัเิป็นทัง้อองโคยนี (oncogene) และทเูมอรซ์พัเพรสเซอร์

ยนี (tumor suppressor gene) ในมะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิดเฉียบพลนั รวมทัง้มะเรง็ทางเลอืดอื่นๆ พบว่ามกีารเพิม่ขึน้

ของโปรตนี WT1 ทีส่งูขึน้ ทาํใหเ้กดิลกัษณะการดาํเนินโรคทีไ่ม่ด ี(poor prognosis) โดยโปรตนีวลิม์ทเูมอรว์นั ทีพ่บใน

เซลล์มะเร็งเม็ดเลอืดเหล่าน้ีมีรูปแบบเป็นแบบอองโคยนีมากกว่า เมอร์ซัพเพรสเซอร์ยีน ในการศึกษาน้ีได้ศึกษา

ต่อเน่ืองจากการศกึษาทีผ่า่นมาถงึกลไกการยบัยัง้การแสดงออกของยนีวลิม์ทเูมอรว์นั โดยเคอรค์วิมนิ จากการทดลอง

พบว่าโปรตนีซจีนู (c-Jun) ซึง่เป็นโปรตนีซพัยนิูต (subunit) ของโปรตนีเอพวีนั (AP1) มผีลต่อการแสดงออกของยนี

วลิม์ทเูมอรว์นั ในเซลลส์ายพนัธุม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 ซึง่จากการทาํซจีนูน๊อคดาวน์ (c-Jun knock-down) 

หรอืการยบัยัง้การส่งสญัญานของผ่านโปรตนีซจีนูและจนูเอน็เทอมนิอลไคเนส (JNK/c-Jun pathway) มผีลทาํใหล้ด

การแสดงออกของยนีวลิม์ทเูมอรว์นัในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว การศกึษาโดยใชท้านชโินนทเูอ (Tanshinone IIA) ซึง่

มคีุณสมบตัเิป็นสารยบัยัง้การจบัของโปรตนีเอพวีนั (Jun/Fos) กบัดเีอน็เอโปรโมเตอร ์ทดสอบพบว่าเมื่อยบัยัง้การจบั

กนัของเอพวีนักบัดเีอน็เอมผีลทาํใหก้ารแสดงออกของโปรตนีวลิม์ทเูมอรว์นัลดลงไปดว้ย จากการทดลองน้ีเคอรค์วิมนิ
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มผีลในการยบัยัง้โปรตนี c-Jun ซึง่มคีวามเกีย่วขอ้งกบัโปรตนีจนูเอน็เทอมนิอลไคเนส ทาํใหล้ดการแสดงออกของยนี

วลิม์ทเูมอรว์นั 
 
คาํหลกั: เคอรค์วิมนิ, วลิม์ทเูมอรว์นั, เอพวีนั, ซจีนู, มะเรง็เมด็เลอืดขาว, K562 
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Abstract:  

Curcumin, the active component of turmeric, is under intense investigation for its anti-cancer 
properties. Curcumin has been found to effect the expression of a number of important players in cancer, 
including the WT1 transcription factor. Our previous study revealed that curcumin-mediated inhibition of 
PKCα and c-Jun N-terminal kinase (JNK) signaling contributes to curcumin-mediated down-regulation of 
WT1. WT1 has been purported to have both oncogenic and tumor suppressor functions. In acute leukemia 
and other hematological malignancies, WT1 expression is elevated, associated with poor prognosis and likely 
plays an oncogenic role. In this study we further investigated the mechanism by which curcumin leads to 
WT1 down-regulation. We find that the c-JUN transcription factor is required for robust WT1 expression in 
K562 leukemia cells and that knock-down of c-JUN or inhibition of its upstream kinase JNK (Jun N-terminal 
kinase) leads to WT1 down-regulation, underscoring the essential role of the JNK/c-JUN pathway in driving 
WT1 expression in leukemia cells.  Tanshinone IIA, an inhibitor of AP-1 (JUN/FOS) binding to DNA similarly 
leads to inhibition of WT1 expression. In curcumin treated leukemia cells, c-JUN binding to the WT1 proximal 
promoter is significantly decreased, strongly suggesting that curcumin inhibits WT1 expression, at least in 
part, through preventing c-JUN-mediated expression.  
 
Key words: curcumin, Wilms’ tumor 1, AP1, c-Jun, leukemia, K562 
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Executive Summary 
 
1. Introduction to the research problem and its significance 

Turmeric, which is also known as curcumin (Curcuma longa Linn) is one of the most popular herbs 
used for medical treatment, due to its wide variety of medicinal properties such as anti-inflammatory, 
antibacterial, antifungal, antioxidant, anticarcinogen, antimutagen, and anticancer properties. The active 
constituents of turmeric are known as curcuminoids, yellow pigmented substances isolated from the rhizome 
of turmeric. This active extract can be subdivided into three distinct components: pure curcumin, 
demethoxycurcumin, and bisdemethoxycurcumin. Curcuminoids are a group of diet-derived agents that are 
being clinically evaluated as chemopreventive agents for major cancer targets, including breast, prostate, 
lung, stomach, duodenal, colon cancers, and leukemias (1, 2). Curcuminoids, especially pure curcumin, have 
strong anticancer agent and anti-tumor progression properties (3-5). 

Wilms’ tumor 1 (WT1) gene encodes 48–57 kDa nuclear protein. There are four zinc fingers which 
act as a transcriptional activator or repressor. This protein will bind to DNA target sequences, depending on 
the cellular or chromosomal context. The WT1 gene is involved in growth regulation and is among a group of 
genes that are necessary for the induction of differentiation (6-8), such as platelet-derived growth factor A 
(PDGF-A) chain (9), c-myc, bcl-2 (10), colony-stimulating factor-1 (CSF-1) (11), transforming growth factor-1 
(TGF-1) (12), insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R) (13), insulin-like growth factor II (14), retinoic 
acid receptor- (RAR-) and RNA metabolism (15-17). Thus, it is critical for development of the gonads, 
kidneys, liver, spleen, heart, and mesenchymal structure (18-20). Somatic homozygous mutation or loss of 
WT1 predisposes for the pediatric kidney cancer Wilms’ tumor (6, 7). In normal hematopoietic cells, WT1 is 
expressed at high levels in a subset of progenitors and is found at low levels in mature cells (21-27). In 
addition, many study observations support the notion of WT1 as a potential oncogene in the development of 
human leukemia. The WT1 is highly expressed in most leukemias (28-31) and expression is further 
increased upon relapse of the disease (32).  

The WT1 gene is located on the human chromosome 11q13. In addition, four different isoforms of 
WT1 which resulted from the combination of two alternative splices have been reported in WT1-expressing 
cells (32). Alternative splice I insert 17 amino acids (+17AA) in exon 5 and alternative splice II insert 3 amino 
acids (+KTS) in exon 9 which exists between zinc-fingers 3 and 4, and yields four isoforms. There are WT1 
17AA(+) KTS(+), 17AA(+)KTS(-), 17AA(-)KTS(+), and 17AA(-)KTS(-), each of which is considered to have 
different functions. All of the four isoforms were expressed in primary human solid cancers, including lung 
cancer (33), Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) (34), sarcoma (35), and human primary 
leukemia (36). Among the four WT1 isoforms, WT1 17AA(+)KTS(+) isoform was dominantly expressed in all 
of the cancers examined. The results showing that constitutive expression of WT1 17AA(+)KTS(+) isoform 
rescued the growth inhibitory effect of WT1 antisense oligomers on cancer cells (37) indicated the 
contribution of WT1 17AA(+)KTS(+) isoform to the growth of cancer cells (38). The functions of WT1 
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17AA(+)KTS(-) isoform involve to block differentiation of T lymphoid progenitor cells and in the tumorigenesis 
of lymphoid malignancy (39). Moreover, it also increased the expression levels of Bcl-2 gene in G401 
rhabdoid cells (40), indicating that the WT1 gene might be involved in suppression of apoptosis. While, the 
WT1 17AA(-)KTS(+) isoform involve to induce G1 arrest in osteosarcoma cell line. Whereas the WT1 17AA(-
)KTS(-) isoform induced G1 arrest in osteosarcoma cell lines (41). Moreover it inhibited G1/S progression 
and accelerated differentiation in 32D cl3 murine myeloid progenitor in response to G-CSF (42). These 
results indicate that each of the WT1 isoforms has different functions and play important roles in 
leukemogenesis and tumorigenesis. Cancers are characterized by abnormal control of proliferation. The WT1 
gene is involved in the promotion of cell cycle, as was indicated by findings that suppression of WT1 
expression induced G2/M or G1 block in human leukemia K562 cells and HER2/neu overexpressing breast 
cancer cells, respectively (43, 44).  

Interestingly, Anuchapreeda, et al. (45) showed that all three curcuminoids affected to cell viability 
and proliferation in three lukemiac cells, K562, U937, and HL-60 cells and also showed the inhibitory effects 
of curcumin on WT1 gene expression in leukemia patient’s cells and four leukemic cell lines (K562, Molt4, 
HL-60, and U937) (45-47). Furthermore, curcumin was also shown to induce cell death in two leukemic cells, 
K562 and Jurkat cells (48) and demonstrated that the dietary component of curcumin at 3.5 μg/mL, the low 
concentration, induces apoptosis in human leukemia HL-60 cells (49).  

The inhibitory mechanism of pure curcumin on WT1 gene expression has been investigated 
recently. The inhibitory mechanism of pure curcumin passes through Protein Kinase Cα (PKCα) signaling 
cascade via c-Jun N-terminal Kinase (JNK) (50). However, normally, JNK was reported to activate the c-Jun 
transcription factor that promotes cell proliferation and cell differentiation in cancer cells. The c-Jun is one of 
protein binding to c-fos as heterodimeric complex of AP-1 (Activated Protein-1) transcription factor. Upto 
date, the complete inhibitory signaling cascade of WT1 gene expression has not been concluded. The signal 
cascade between c-Jun related AP1 as well as WT1 are not clear for WT1 gene expression, it should be 
further explored to reveal the complete signaling pathway of WT1. Thus this study should be further 
investigated how JNK protein promotes WT1 gene expression in leukemic cell lines using K562 as a 
leukemic model. The possible signaling molecule, especially the transcription factor binding to WT1 gene 
promoter might be the WT1 or the AP-1 (c-Jun/c-fos complex) as transcription factor candidate that stimulate 
the WT1 gene expression in leukemia cells.  

Morover, as known that noncytotoxic dose of curcumin decreased leukemic cell proliferation and did 
not involve in cell apoptosis pathway. Thus, the inhibitory mechanism of curcumin on leukemic cell might be 
involved in cell cycle arrest induction via c-Jun also. The c-Jun of AP-1 was reported to trigger cell cycle 
progression via the restriction point (51). The previous report showed that the WT1 gene is involved in the 
promotion of cell cycle, as was indicated by findings that suppression of WT1 expression induced G2/M or 
G1 block in human leukemia K562 cells (43-44). However the inhibitory mechanisms of non-cytotoxic dose of 
curcumin via JNK on cell cycle arrest have not been reported. All of these knowledge findings are the final 
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data to conclude the possible inhibitory mechanisms of curcumin on WT1 gene expression and cell cycle 
arrest. 

The aims in this study are to investigate the specific transcription factor binding to WT1 gene 
promoter on WT1 gene expression and cell cycle arrest involed in inhibitory effects of curcumin. These the 
aims are based on the notion that the decreasing of WT1 gene expression by pure curcumin might be 
related with cell cycle arrest and intracellular signaling pathway. 
 
2. Objectives 

2.1 To investigate the possible transcription factor related to the JNK activation on WT1 promoter 
activation in K562 cell model. 

2.2 To investigate inhibitory mechanism of JNK inhibitor and curcumin on cell cycle arrest in K562 
cell line. 

2.3 To investigate inhibitory protein molecule involved in cell cycle arrest in K562 cell line. 
 
3. Methodology 
3.1 Cells and cell culture conditions 
 Cell lines used in this study were K562 cell (human erythroid leukemia). It was maintained in RPMI 
1640 containing 10 mM HEPES, 1 mM L-glutamine, 100 Units/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin, and 
supplemented with 10% fetal bovine serum.  The cell line was incubated in humidified 95% air, 5% CO2 and 
atmosphere at 37°C. 
 
3.2 Effect of JNK inhibitor on AP-1 or WT1 protein binding to WT1 gene promoter 
3.2.1 Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assay 

The concept of Chromatin immunoprecipitation or ChIP is an experimental form of 
immunoprecipitation used to investigate the interaction between protein and DNA in the cell.  It aims to 
determine whether specific proteins are associated with specific genomic regions, such as transcription factor 
on its promoters or other DNA binding sites, and possibly defining cistromes. Also, ChIP aims to determine 
the specific location in the genome that various histone modifications are associated with, indicating the 
target of the histone modifier. The method, briefly: protein with chromatin in a cell lysate is temporarily 
bonded, the DNA-protein complexes (chromatin-protein) are then sheared and DNA fragments associated 
with the proteins of interest are selectively immunoprecipitated, then the associated DNA fragments are 
purified and sequences are determined. These DNA sequences are supposed to be associated with the 
protein of interest in vivo 
 Cells will be treated with JNK inhibitor (40 nM of SP600125) compared to 15 M curcumin as a 
positive control and followed by 37% formaldehyde (final concentration was 0.37%) for 10 min in room 
temperature to crosslink histone and DNA. Then, cross linking reaction will be stopped by adding 1.25 M 
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glycine (final concentration was 0.125 M) and washing the treated cells twice with cold PBS.  Cells will be 
resuspended in cell lysis buffer (5 mM PIPE, 85 mM KCl, 1% NP40, and protease inhibitors) and incubated 
on ice for 15 min then centrifuged at 5,000 rpm at 4°C for 5 min. Nuclei pellet will be resuspended in nuclei 
lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS, and protease inhibitors) and incubated on ice 
for 10 min. Nuclei solution will be sonicated and then centrifuged at 14,000 rpm at 4°C for 10 min. Cell 
supernatant will be collected and added with 25 μl Strep A cell then incubated on rotating platform for 15 min 
to preclear chromatin. The precleared chromatin will be centrifuged at 14,000 rpm at 4°C for 4 min. 
Immuneprecipitation buffer including protease inhibitors will be added to the collected preclear chromatin 
solution and added Anti-WT1 (C-19) or -AP1 antibody. IgG and RNA polymerase II will be used as a 
negative and positive control, respectively. Precleared chromatin lysate will be rotated on platform at 4°C 
overnight. Twenty five microlitres of Strep A cell will be added to immunoprecipitated antibody/protein/DNA 
complex and rotated on platform for 15 min at room temperature to precipitate the immunoprecipiated 
complexes. The immunoprecipiated complex pellets will be centrifuged at 14,000 rpm at room temperature 
for 4 min. The pellets will be washed twice with dialysis buffer and four times with immuneprecipitation buffer. 
The immunoprecipiated complexes will be eluted with elution buffer (50 mM NaHCO3, 1% SDS). The eluate 
will be added with 5 M NaCl and incubated at 65°C overnight to reverse formaldehyde cross linking. RNase 
A will be added to the reversal of cross links (final concentration was 100 μg/ml) and incubated at 37°C for 
30 min. DNAs will be purified by Qiaquick PCR kit (Qiagne, CA, USA) and analysed by PCR. 
 
3.2.2 Primer design 

 Sequence of human WT1 promoter region will be referred from GenBank accession No. U77682. 
Primer design programs that will be used in this study are Primer3 Input (version 0.4.0), UCSC Genomic 
Bioinformatic and Vector NTI advance 10. The primers of WT1 promoter will be designed in each 500 bp. 
The WT1 promoter primer sequence No.1 consisted of forward primer (CTGAACGGACTCTCCAGTG) and 
reverse primer (CGCTGCCTTGAACTCCTTAC). The WT1 promoter primer sequence No.2 consisted of 
forward primer (GGCCCCTCTTATT TGAGCTT) reverse primer (CAAGAGGAA GTCCAGGATCG). 
 
3.2.3 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 

To confirm AP-1 or WT1 binding to WT1 promoter, after the corresponding treatments (40 nM of 
SP600125), nuclear fractions were isolated from JNK inhibitor treated K562 cells as previously experiment 
(9.2.1). For the EMSA, the oligonucleotides containing the consensus sequences for WT1 were end labeled 
with [32P] ATP using T4 polynucleotide kinase, and purified using Chroma Spin-10 columns. Samples were 
incubated with the labeled oligonucleotide (20,000–30,000 cpm) for 20 min at room temperature in 1X 
binding buffer (10 mM Tris-HCl buffer, pH 7.5, containing 4% (v/v) glycerol, 1 mM MgCl2, 0.5 mM EDTA, 0.5 
mM DTT, 50 mM NaCl and 0.05 mg/ml poly(dI-dC). The products were separated by electrophoresis in a 6% 
(w/v) nondenaturing polyacrylamide gel using 0.5 3 TBE (45 mM Tris/borate, 1 mM EDTA, pH 8.3) as the 
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running buffer. The gels were dried and the radioactivity was quantified in a Phosphoimager 840 (Amersham 
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). 
 
3.2.4 Supershift assay to confirm the type of transcription factor 
 To confirm whether or not the transcription factor that binds to the WT1 specific consensus 
sequence, the supershift experiment were performed by using 1 l of antibody specific to that of 
transcription factor to nuclear extract in 10 l reaction mixture and then the reaction was incubated for 60 
min on ice. The reaction mixture was determined by EMSA as described in section 9.2.3. 
 
3.3 Effect of JNK inhibitor WT1 promoter activity 
3.3.1 Reporter gene assay 
 WT1 promoter construction vectors were kindly gifted by Professor Dr. Takashi Murate (Department 
of Medical Technology, Nagoya University Graduate School of Heath Sciences, Japan). The construct vector 
consisted of 1.8 kb-fragment covering the of 5’ region of exon1 of the WT1 gene promoter, including the 
WT1 binding site. The three construct vectors of -1807, -301, and -224 bp from TSS of exon1 of WT1 
promoter were inserted into pGL3 basic vector. The pGL3 basic vector and renilla or -galactosidase vectors 
were used as vector control and internal control, respectively. K562 cells were co-transfected with the 
construct vector and renilla or bata-galactosidase for 24 h and then treated with 40 nM of SP600125 (JNK 
inhibitor) compared to 15 M curcumin as a positive control. The co-transfected cells were lysed by lysis 
buffer.  Luciferase activity of the lysis solution was measured using a Dual-Luciferase Reporter Assay Kit 
(Promega, USA), -galactosidase Assay Kit (Promega, USA) and a GloMax 96 Microplate Luminometer with 
dual injections (Promega, USA). 
 
3.4 Effect of curcumin on related proteins in cell cycle arrest 
3.4.1 Evaluation of cell cycle progression 

Cells were washed with PBS and then serum-starved for 48 hr in RPMI medium containing 0.1% 
(v/v) FBS. Re-entry into G1 phase of cell cycle was initiated by replacement of the starvation medium with 
complete medium containing 40 nM of SP600125 (JNK inhibitor) and 15 μM pure curcumin. After 0, 12 and 
24 hr, cells were collected and washed with PBS. The analysis of nuclear DNA was performed using the 
CycletestTM Plus DNA Reagent Kit. Propidium iodide-stained nuclei were analyzed by flow cytometry and 
the percentages of cells in the G0-G1, S, and G2-M phases of the cell cycle were determined by using the 
Mod Fit LT cell cycle analysis software (Verity Software, Topsham, ME). 

 
3.4.2 Effect of JNK inhibitor and curcumin on cell cycle protein defects. 

Cells (2 x 105 cells/ml) were treated with 40 nM of SP600125 (JNK inhibitor) and 15 μM pure 
curcumin for 24 h and then harvested and washed twice with ice-cold PBS. After washing, the cells were 
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lysed with lysis buffer, mixed to resuspend and the extract was rocked gently at 4°C for 30 min. Then the cell 
lysate was centrifuged at 10,000 rpm for 15 min, and the supernatant was transferred into a clean test tube. 
Whole protein concentration was measured using Lowry’s method (DC Protein Assay Kit; BioRad, USA). The 
membrane containing cell cycle related proteins was treated with blocking buffer for 1 h on a rocking 
platform. After 1 h, the blocking buffer was removed. Whole protein (500 μg) was added to the antibody-
spotted membrane and incubated overnight at 4°C on the rocking platform. Then the membrane was washed 
with 1X washing buffer three times, for 10 min each. After washing, the membrane was treated with an 
antibody cocktail (human phospho-kinase antibody) and further incubated for 2 h at room temperature on a 
rocking platform. Then the membrane was washed three times with 1X washing buffer, for 10 min each. The 
membrane was treated with Streptavidin-HRP and incubated for 30 min at room temperature on a rocking 
platform.  Then the membrane was washed three times with 1X washing buffer, for 10 min each. The signal 
was generated by adding an enhanced chemiluminescence reagent (Thermo Scientific, USA) and detected 
using the Alpha Innotech imaging station with AlphaEase FC Software that was used to capture and quantify 
images. 
 
3.4.3 Effect of JNK inhibitor and curcumin on protein markers in cell cycle arrest 
3.4.3.1 Whole protein lysate (crude protein)  

K562 cells were treated with 40 nM of SP600125 (JNK inhibitor) and 15 M curcumin for 24 h. 
Treated cells will be washed twice with cold PBS and lysed with cold RIPA buffer (50 mM Tris, 0.1% SDS, 
1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA) containing protease inhibitor and incubated on ice for 30 
min. Then cell lysate will be centrifuged at 10,000 rpm for 10 min. The supernatant will be collected into a 
new tube and kept at -20°C until use. Whole protein lysate contains membrane, cytosolic and nuclear 
proteins. 
3.4.4 Western blot analysis 

Samples will be loaded into 12% sodium dodecylsulfate (SDS)-polyacrylamide gel for 
electrophoresis. Cyclin E, D1, and B protein detection will be performed using primary rabbit polyclonal anti-
cyclin E, anti-cyclin D1, and anti-cyclin B (Santa Cruz, CA, USA), respectively. GAPDH or -actin will be 
detected using mouse monoclonal anti -actin (AC15) (Sigma-Aldrich, MO, USA) at 1:1,000, followed by 
staining with HRP conjugated goat anti-rabbit IgG (Investrogen, CA, USA) at 1:10,000 dilution for anti-cyclin 
E, anti-cyclin D1, anti-cyclin B and GAPDH protein detection and HRP conjugated rabbit anti-mouse antibody 
(Investrogen, CA, USA) at 1:10,000 for -actin detection. Proteins will be visualized by the SuperSignal® 
protein detection kit (Thermo Scientific, Miami, USA) and an Alpha Innoted gel imaging system (Cell 
Biosciences, Inc., CA, USA). Densitomet ry will be quantitated using Alpha Innotech software. 
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3.5 Statistical Analysis 
Statistical analysis was performed with SPSS software (version 10.0). All experiments were 

performed in duplicate and repeated at least three times. The data were expressed as the mean  standard 
error of sample mean (s.e.m.). Statistical differences between the means were tested by one-way ANOVA. 
Probability values P<0.05 were considered significant. 
 
4. Schedule for the entire project and expected outputs 
 
Year Research plan Output 

1-2 Investigate the possible transcription factor related to 
the JNK activation on WT1 promoter activation for 
WT1 gene expression in K562 cell model. 

- Examine the effect of curcumin and JNK 
inhibitor on AP-1 binding to WT1 gene 
promoter by ChIP assay. 

- Examine the effect of curcumin and JNK 
inhibitor on WT1 binding to WT1 gene 
promoter by ChIP assay. 

- Investigate the effect of curcumin or AP-1 or 
WT1 inhibitors on WT1 promoter function by 
reporter gene. 

To get the new knowledge about the 
specific transcription factor to bind to 
the WT1 promoter and regulate WT1 
gene expression. 

This knowledge will be published in 
the journal. 

2-3 To confirm the possible transcription factor related to 
the JNK activation on WT1 promoter activation for 
WT1 gene expression in K562 cell model. 

- To confirm the effect of curcumin and JNK 
inhibitor on AP-1 or WT1 binding to WT1 
gene promoter by EMSA. 

- To confirm the specific transcription factor by 
Supershift assay. 

To get the new knowledge about the 
specific transcription factor to bind to 
the WT1 promoter and regulate WT1 
gene expression. 

This knowledge will be published in 
the journal. 

2-3 Investigate inhibitory mechanism of non toxic dose of 
curcumin on cell cycle arrest in K562 cell line by 
Protein microarray. 

 

To get the new knowledge of 
noncytotoxic dose of curcumin on 
leukemic cell cycle arrest.  

This knowledge will be published in 
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the journal. 

3 Investigate the non toxic dose of curcumin on 
regulatory protein control in cell cycle in K562 cell line 
by regulatory control inhibitors. 

To get the new knowledge of 
noncytotoxic dose of curcumin on 
leukemic cell cycle arrest.  

This knowledge will be published in 
the journal. 

 
5. Expected paper publications  
1. Curcumin inhibits Wilms’ tumor 1 (WT1) gene expression through the JNK and AP1 or WT1 transcription factor in 

leukemic K562 cells, FEBS Letters (Impact factor 3.601). 
2. Noncytotoxic dose of curcumin suppresses cell proliferation and induces cell cycle arrest in K562 cells, Acta 

Pharmacol Sin (Impact factor 1.909). 
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สารบญัอกัษรย่อ 
 

%       Percent 
°C      Degree celsius 

  cm3      Square centrimetre 
μl      Microliter 
ml      Milliliter 
nm       Nanometer 
M      Molar 
ALL       Acute lymphoblastic leukemia 
AML       Acute myeloblastic leukemia 
AP1      Activated protein 1 
CDK     Cyclin dependent kinase 
CLL       Chronic lymphocytic leukemia 
CML      Chronic myelocytic leukemia 
CO2       Carbon dioxide 
ddH2O       Deionized distilled water 
DNA     Deoxynucleic acid 
DMSO       Dimethyl sulfoxide 
EDTA       Ethylenediamine tetraacetic acid 
FBS       Fetal bovine serum 
HCl      Hydrochloric 
HEPES  N-2-Hydroxythylpiperazine-N-2-ethanesulphonic 

acid 
IC20       Inhibitory concentration at 20% growth  
JNK     c-Jun N-terminal kinase 
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รายละเอียดผลการด าเนินงานของโครงการ 

1. สรปุย่อ (Summary)  

      งานวจิยัน้ีเป็นการศกึษาต่อเน่ืองจากการวจิยักลไกการยบัยัง้การแสดงออกของยนีวลิ์มทูเมอร์วนั 

(Wilms’ tumor1 หรอื WT1) โดยปญัหาของการวจิยัเกดิจากความไมแ่น่ใจของกลไกการกระตุน้การแสดงออกของ

ยนี WT1 ในเซลล ์K562 (chronic myelocytic leukemia) โดยโปรตนี c-Jun N terminal kinase (JNK) ซึง่น ามาสู่

ปญัหาของการวจิยัหลกัในครัง้น้ี เน่ืองจากโดยทัว่ไปแลว้ JNK เป็นโปรตนีทีม่บีทบาทหน้าที่เตมิ phosphate ใหก้บั

โปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งโดยเฉพาะ AP1 (Activated Protein 1) ซึง่เป็นโปรตนีซึง่มอีงคป์ระกอบแบบ heterodimer ของ

โปรตนียอ่ย c-Jun และ c-Fos อกีทัง้ยงัไมม่รีายงานวา่สามารถกระตุน้การท างานของโปรตนี WT มาก่อน จงึท าให้

เกดิความสงสยัว่า การท างานของยนีโปรโมเตอรข์อง WT1 ทีม่ผีลต่อการเกดิการแสดงออกของยนี WT1 ใหเ้ป็น 

WT1 mRNA และโปรตนี WT1 ตามล าดบันัน้โปรตนี WT1 หรอื AP1 เป็นตวัท าหน้าทีค่วบคุมการแสดงออกของยนี 

WT1 กนัแน่ เน่ืองจากที่บรเิวณยนีโปรโมเตอร์ของ WT1 มทีัง้ consensus sequence ของ WT1 

(GGCTCCCACAC) และ AP1 อยูด่ว้ยกนั (TGAGTGA) เพื่อท าใหค้วามกระจ่างของกลไกในสว่นน้ี จงึไดท้ าการ 

ศึกษาและทดลอง โดยเริ่มต้นจากการศึกษาความเข้มข้นของสารที่จะน ามาใช้เพื่อการทดสอบ ทางผู้วิจยัได้

ท าการศกึษาผลของความเป็นพษิ (cytotoxicity) ของสารทัง้ 3 ชนิดคอื เคอรค์วิมนิ (curcumin) Tanshinone IIA  

(c-Jun inhibitor) และ SP600125 (JNK inhibitor) จากผลการทดลองพบวา่เมื่อเปรยีบเทยีบความเป็นพษิของสาร

แต่ละชนิดโดยใชค้่าความเขม้ขน้ของสารสกดัที่สามารถท าลายเซลล์เมด็เลอืดขาวได ้50 เปอรเ์ซน็ต์ (inhibitory 

concentration at 50%) หรอื IC50 ที ่24 ชัว่โมง มคี่า IC50 เท่ากบั 37.5, >100 และ 62.5 µM ตามล าดบั มคี่า IC20 

ซึง่เป็นค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล์ ซึ่งจะถูกน ามาใชใ้นการศกึษาการแสดงออกของยนี WT1 

ในการทดลองถดัไป พบวา่ใหค้่า IC20 ทีเ่วลา 24 ชัว่โมงเท่ากบั 17.7, 2.1 และ 6.2 µM ตามล าดบั เมื่อศกึษาผลของ

สารทัง้ 3 ชนิดต่อการแสดงออกของยนี WT1 พบวา่เคอรค์วิมนิ มผีลยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนี WT1 เป็นไป

ตามความเขม้ขน้ทีเ่พิม่มากขึน้ (5, 10 และ 15 µM) ทีร่ะยะเวลา 24 ชัว่โมง ใหผ้ลการยบัยัง้เท่ากบั 13.3, 22.3 และ 

53.8% สว่น Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) มผีลยบัยัง้ เท่ากบั 17.4, 43.2 และ 40.1% และไดท้ าการศกึษา 

SP600125 (JNK inhibitor) เปรยีบเทยีบผลการทดลองดว้ย ซึ่งใหผ้ลในการยบัยัง้ เท่ากบั 7.9, 18.9 และ 23.6% 

ตามล าดบั นอกจากน้ียงัไดท้ าการ confirm ผลการทดลองของ Tanshinone IIA ที ่48 ชัว่โมง ผลการทดลองพบวา่ 

Tanshinone IIA สามารถลดการแสดงออกของโปรตนี WT1 ลง 9.9 ± 3.6%, 33.3 ± 9.4% และ 57.0 ± 12.2% เมื่อ

ใช ้Tanshinone IIA ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 µM ตามล าดบั ดงันัน้จะพบวา่สารทัง้ 3 ชนิดสามารถลดการ

แสดงออกของโปรตนี WT1 ไดเ้ช่นเดยีวกนั ต่อมาไดท้ าการศกึษาผลของเคอรค์วิมนิต่อการเกดิ WT1-DNA และ c-

Jun-DNA complex พบวา่เคอรค์วิมนิสามารถยบัยัง้การเกดิ WT1-DNA complex ไดโ้ดยเฉลีย่เท่ากบั 31% เมื่อ

เทยีบกบัชุดควบคุม (vehicle control) และสามารถยบัยัง้ c-Jun-DNA complex ไดเ้ท่ากบั 56% แต่อยา่งไรกต็าม

การจบักนัระหวา่ง c-Jun และ DNA นัน้พบวา่เกดิน้อยกวา่ WT1-DNA complex โดย c-Jun-DNA complex เกดิขึน้

เพยีง 51.6% เท่านัน้เมื่อเปรยีบเทยีบกบั WT1-DNA complex (ใหเ้ป็น 100%) และเมื่อท าการศกึษาเพิม่เตมิโดย

การใช ้Tanshinone IIA ผลการทดลองพบว่า Tanshinone IIA สามารถยบัยัง้ WT1-DNA และ c-Jun-DNA 

complex ลง 94% และ 54% ตามล าดบั เมื่อเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม ดงันัน้ จงึสามารถสรุปไดว้า่ โปรตนี AP1 
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น่าจะมคีวามส าคญัต่อการแสดงออกของยนี WT1 อยา่งไรกต็ามการยบัยัง้ Protein-DNA binding จ าเป็นตอ้งมี

การศกึษาผลของ เคอรค์วิมนิ c-Jun inhibitor (Tanshinone IIA) และ JNK inhibitor (SP600125) ต่อการท างาน

ของยนี WT1 โดยวธิ ีReporter gene (Luciferase activity) จากผลการศกึษาพบวา่เคอรค์วิมนิ c-Jun inhibitor 

(Tanshinone IIA) และ JNK inhibitor (SP600125) ทีค่วามเขม้ขน้ 15 µM สามารถยบัยัง้การท างานของยนี WT1 

ลง 39.28, 30.59 และ 79.09% ตามล าดบั ซึง่แตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ที ่95% (p<0.05) 

ผลการทดลองได้ท าการ confirm ผลการทดลองอกีครัง้ด้วยการท า c-Jun knockdown พบว่าเมื่อท าการ 

knockdown การแสดงออกของยนี c-Jun มผีลท าใหก้ารแสดงออกของโปรตนี WT1 ลดลง 33% ซึง่ท าใหท้ราบวา่

การยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนี c-Jun สง่ผลต่อการสดงออกของโปรตนี WT1 ดว้ย ดงันัน้จงึเป็นไปไดว้า่ทัง้ c-

Jun/AP1 และ WT1 มกีารท างานรว่มกนั ในการกระตุน้การแสดงออกของยนี WT1 จากการศกึษาผลของเคอรค์วิ-

มนิ ต่อการชะลอตวัของวฏัจกัรเซลล ์(cell cycle arrest) โดยวธิ ีflow cytometry พบวา่สารสกดัเคอรค์วิมนิทีค่วาม

เขม้ขน้ 10 และ 15 µM ซึง่เป็นความเขม้ขน้ทีไ่มเ่ป็นพษิต่อเซลล ์ทีร่ะยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมงมผีลท าใหเ้ซลล์

ชะลอการเจรญิเตบิโตอยูท่ีร่ะยะ G2/M และจากการศกึษาผลของ SP600125 ซึง่เป็น JNK inhibitor พบวา่ใหผ้ล

ของการชะลอการเจรญิเตบิโตของเซลล ์K562 ทีใ่นระยะ G2/M เช่นเดยีวกนั เมื่อศกึษาโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งการการ

เกดิ cell cycle arrest โดยการศกึษาโปรตนี cdc2 (CDK1), cyclin A และ cyclin B พบวา่หลงัจากทดสอบดว้ย 

เคอรค์วิมนิ และ SP00125 ทีค่วามเขม้ขน้ 5, 10 และ 15 µM เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง cyclin B และ cdc2 ลด

ระดบัของการแสดงออกลงไดอ้ยา่งชดัเจน สว่น Tashinone IIA พบวา่ทัง้ cyclin A, cyclin B และ cdc2 ลดการ

แสดงออกลงทัง้หมด   

 

2. วตัถปุระสงคข์องโครงการ (Objectives) 

1. เพื่อศกึษาโปรตนี transcription factor ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการกระตุน้ของโปรตนี JNK ทีท่ าหน้าที่

ควบคุมการท างานของโปรโมเตอรข์อง WT1 (WT1 promoter activation) ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืด

ขาวเพาะเลีย้งชนิด K562  

2. เพื่อศกึษากลไกของ JNK inhibitor และ curcumin ต่อการชะลอการเขา้สู่วฏัจกัรเซลล ์(cell cycle 

arrest) ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562 

3. เพื่อศึกษาโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการชะลอการเข้าสู่วฏัจกัรเซลล์ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว

เพาะเลีย้งชนิด K562 

 

3. ความส าคญัและท่ีมา (Introduction to the research problem and its significance) 

 เน่ืองจากปจัจุบนัมผีูป้ว่ยเป็นมะเรง็และเสยีชวีติจากโรคมะเรง็จ านวนมาก ซึง่มะเรง็เมด็เลอืดขาวเกดิจากที่

เซลลเ์มด็เลอืดในไขกระดกูเจรญิเตบิโตผดิปกต ิท าใหม้กีารสรา้งเซลลเ์มด็เลอืดทีผ่ดิปกตอิอกมามากในกระแสเลอืด

โดยเฉพาะเซลลเ์มด็เลอืดตวัอ่อน (blast cell) สง่ผลใหม้รีะบบการท างานของเซลลเ์มด็เลอืดเสยีไป จากการศกึษาที่

ผ่านมาของ Sugiyama และคณะ (1) พบวา่ยนีวลิม์ทเูมอรว์นั (Wilm’s tumor 1;WT1) ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว

ท าหน้าทีเ่ป็นอองโคยนี (oncogene) นอกจากน้ีการศกึษาของ Yamagami และคณะ (2) พบวา่การใช ้WT1 anti-

sense เพื่อยบัยัง้การแสดงออกของยนี พบว่าสามารถลดการแบ่งตวัของเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวได ้ดงันัน้ WT1 



  เอกสารปกปิด หา้มเผยแพรก่่อนไดร้บัอนุญาต 

4 
 

จงึน่าที่จะมบีทบาทส าคญัในการควบคุมการแบ่งตวัของเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว และจากการศกึษากลไกการส่ง

สญัญาณภายในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว เพื่อกระตุน้การท างานของโปรตนี WT1 ในการควบคุมการแสดงออกของ

ยนี WT1 โดย Semsri และคณะ (3) พบวา่การท างานของโปรตนี WT1 มคีวามเกีย่วขอ้งกบัการสง่สญัญาณภายใน

เซลล ์(cell signal transduction) โดยผ่านโปรตนีทีส่ าคญัคอื protein kinase C alpha (PKCα) และ c-Jun N-

terminal kinase (JNK) ซึง่เป็นการคน้พบครัง้แรก ปกตแิลว้โปรตนี JNK จะมบีทบาทในการกระตุน้การท างานของ

โปรตนี activating protein 1 (AP1) ซึง่เกดิจากการท างานรว่มกนัของโปรตนี c-Jun และ c-Fos (c-Jun/c-Fos 

heterodimer)โดย JNK จะท าหน้าทีใ่นการเตมิหมูฟ่อสเฟต (phosphorylation) ใหก้บัโปรตนี c-Jun เพื่อท าใหเ้กดิ

การรวมตวักบัโปรตนี c-Fos และจากการศกึษาของ Roman และคณะ (4) พบว่าโปรตนี c-Jun สามารถจบักบั 

DNA ทีบ่รเิวณ consensus sequence ซึ่งเป็นบรเิวณทีส่ าคญัทีเ่ป็นทีจ่บัของโปรตนี AP1 หรอืทีเ่รยีกว่า AP1 

binding site โดยการจบักนัของโปรตนี AP1 กบั DNA มกัเกีย่วขอ้งหรอืสง่ผลท าใหเ้กดิการแบ่งตวัของเซลล ์(cell 

proliferation) และเกี่ยวขอ้งกบักระบวนการถอดรหสั (transcription) ของยนีต่างๆ ทีโ่ปรตนี AP1 เขา้ไปจบัที่

บรเิวณโปรโมเตอร์ โดยเฉพาะหากมกีารเหน่ียวน าของ 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) (5) จาก

การวเิคราะห์ล าดบัเบสดา้นปลาย 5’ ของยนี ซึ่งเป็นส่วนโปรโมเตอร์ของยนี WT1 พบว่ามลี าดบัเบสสัน้ๆ คอื 

TGACTCA ซึง่เป็นต าแหน่งที่ส าคญัต่อการจบัของโปรตนี AP1 ทีอ่ยูท่ีโ่ปรโมเตอรข์องยนี WT1 จะถูกเหน่ียวน าให้

เกดิการกระตุน้กระบวนการถอดรหสัของยนี WT1 จงึท าใหเ้ป็นทีน่่าสนใจว่าการแสดงออกของยนี WT1 น่าจะมี

ความเกี่ยวขอ้งกบัโปรตนี AP1 หรอืโปรตนี AP1 ร่วมกบั WT1 กเ็ป็นได้ ซึ่งน าไปสู่การทดลอง โดยการใช ้
Tanshinone IIA (AP1-DNA binding inhibitor) และ SP600125 (JNK inhibitor) มาเป็นอุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการศกึษา

ผลของ AP1 ต่อระดบัการแสดงออกของโปรตนี WT1 โดย Tanshinone IIA เป็นสารทีส่กดัไดจ้ากโสม มคีุณสมบตัิ

ในการยบัยัง้การจบัของ AP1 กบั DNA หรอืทีเ่รยีกวา่ AP1-DNA binding inhibitor ดงันัน้ในการศกึษาน้ีจงึมี

สมมุตฐิานวา่ ถา้ AP1 มบีทบาทในการแสดงออกของยนี WT1 จรงิ เมื่อท าการยบัยัง้การท างานของ AP1 โดยใช ้

AP1-DNA binding inhibitor (Tanshinone IIA) แลว้ การแสดงออกของยนี WT1 ในระดบัโปรตนี กน่็าจะมรีะดบั

ลดลง ซึง่การลดลงของกรแสดงออกของยนี WT1 นัน้น่าจะมคีวามเกีย่วขอ้งกบัการยบัยัง้วฏัจกัรเซลล ์(cell cycle 

arrest) ดว้ย 

 
4. ทบทวนเอกสาร (Review Literature) 

 มะเรง็เมด็เลอืดขาว (Leukemia) คอื กลุ่มอาการทีม่กีารสรา้งหรอืเพิม่จ านวนของเซลลเ์มด็เลอืดตวัอ่อน 

(blast cells) หรอืเซลลเ์มด็เลอืดขาวตวัแก่ (mature leukocyte) มากผดิปกต ิโดยสามารถเกดิไดท้ัง้ในไขกระดกู 

(bone marrow) และในกระแสโลหติ (blood circulation) ส าหรบัลกัษณะอาการโดยรวมของมะเรง็เมด็เลอืดขาว คอื 

พบเซลล์มะเรง็เขา้ไปเจรญิเตบิโตแทนทีไ่ขกระดูกและรบกวนการท างานของไขกระดูก จากนัน้จงึมกีารกระจายตวั

ของเซลลม์ะเรง็ไปสูอ่วยัวะอื่นๆ และในรายทีไ่มไ่ดร้บัการรกัษาผูป้ว่ยจะเสยีชวีติในทีส่ดุ 

 ความผิดปกติของเซลล์เมด็เลือดที่เป็นมะเร็งน้ี สามารถเกิดขึ้นได้กบัการเจรญิในทุกระยะทัง้การเพิม่

จ านวน (proliferation) การพฒันาการของเซลล ์(differentiation) รวมไปถงึการแก่ตวัของเซลล ์(maturation) และ

สามารถจดัจ าแนกชนิดของมะเรง็เมด็เลอืดขาวตามการเจรญิ (cell maturity) ไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่คอื มะเรง็เมด็เลอืด

ขาวชนิดเฉียบพลนั (acute leukemia) ซึง่การด าเนินโรคเกดิขึน้อยา่งรวดเรว็ ท าใหพ้บเซลลม์ะเรง็ทีม่ลีกัษณะเป็น
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เซลลเ์มด็เลอืดตวัอ่อนเป็นจ านวนมาก และมะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิดเรือ้รงั (chronic leukemia) ซึง่การด าเนินโรคจะ

ช้ากว่าท าให้พบเซลล์มะเรง็ทัง้ในรูปเซลล์ตวัอ่อนและเซลล์ตวัแก่ นอกจากอาศยัหลกัเกณฑ์การเจรญิเตบิโตของ

เซลลแ์ลว้ ยงัสามารถจดัแบ่งไดโ้ดยอาศยัหลกัเกณฑข์องสายการเจรญิเตบิโตของเซลล์ (cell lineage) ซึง่จะท าให้

แบ่งมะเรง็เมด็เลอืดขาวออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มคอื กลุ่ม lymphoid และกลุ่ม myeloid โดยกลุ่ม myeloid จะรวมเอา 

granulocytic, monocytic, megakaryocytic และ erythrocytic leukemia เขา้ไวด้ว้ยกนั นอกจากน้ีหากอาศยัทัง้

หลกัเกณฑข์องการเจรญิเตบิโตของเซลล ์(cell maturity) ควบคู่กบัสายการเจรญิเตบิโตของเซลล ์(cell lineage) มา

จดัจ าแนกประเภทของมะเรง็เมด็เลอืดขาว จะท าใหส้ามารถจดัแบ่งไดเ้ป็น 4 กลุ่มใหญ่ คอื acute lymphoblastic 

leukemia (ALL), acute myeloblastic leukemia (AML), chronic lymphocytic leukemia (CLL) และ chronic 

myelocytic leukemia (CML)  

 

สาเหตขุองการเกิดมะเรง็เมด็เลือดขาว 

1. การตดิเชือ้ไวรสั (viral infection) เช่น Human-T-lymphocyte leukemia virus (HTLV) ส าหรบัสาเหตุที่

ท าใหเ้กดิมะเรง็เมด็เลอืดขาวนัน้สนันิษฐานว่าเกดิจากการที่ยนีของไวรสั HTLV ไดส้อดแทรกเขา้ไประหว่างยนี

ต่างๆ ของเซลล์เมด็เลอืด ดงันัน้จงึท าใหข้อ้มลูทางพนัธุกรรมผดิไปจากปกต ิและการแปลรหสัผ่านยนีผดิเพีย้นไป

จากเดมิ จนเป็นสาเหตุท าใหเ้ซลลเ์สยีกลไกในการควบคุมการแบ่งเซลล ์(cell differentiation) และการเจรญิเตบิโต

ของเซลล ์(cell maturation) ตามวฏัจกัรทีค่วรจะเป็น 

2. สารเคมบีางชนิดทีท่ าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของยนีและขอ้มลูทางพนัธุกรรมภายในเซลล ์เช่น สารใน

กลุม่ benzene 

3. สารรงัสทีีม่บีทบาทท าใหส้ารพนัธุกรรม (DNA) เกดิการแตกหกัซึ่งอาจสง่ผลใหเ้กดิขอ้มลูผดิพลาดใน

ระหวา่งการซ่อมแซมสาย DNA 

4. ความผดิปกตใินการสรา้งและการท างานของโครโมโซม เช่น Philadelphia chromosome (Ph’) ใน 

hematopoietic cells คอื มกีาร translocation ของแขนขา้งยาว (long arm) ของโครโมโซมคู่ที ่22 ไปต่อกบัแขน

ขา้งยาวของโครโมโซมคู่ที ่9 (22q-,9q+) ท าให ้c-Abl proto-ongcogene ซึง่ปกตอิยูบ่นแขนขา้งยาวของโครโมโซม

คู่ที ่9 (translocate) เกดิการยา้ยต าแหน่งไปอยูบ่นโครโมโซมคู่ที ่22 ซึง่เป็นต าแหน่งทีใ่กลก้บั breakpoint cluster 

region (Bcr) จนเกดิเป็น Bcr-Abl hybrid oncogene ซึ่งมผีลให ้gene amplification และ transcription ที่

เปลี่ยนแปลงไป ท าใหไ้ด้โปรตนีที่มขีนาดใหญ่ขึน้จากปกต ิและเป็นโปรตนีที่มกีารท างานของ tyrosine kinase 

เพิม่ขึน้มากกว่าปกต ิและไม่สามารถควบคุมได ้จึ่งสามารถกระตุ้นใหเ้ซลลเ์กดิการแบ่งตัวอยู่ตลอดเวลาในขณะที่

การเจรญิไปเป็นเซลลต์วัแก่ (mature cells) ทีล่ดลง 

5. พนัธุกรรม กล่าวคอื หากในประวตัคิรอบครวัมสีมาชกิป่วยเป็นโรคมะเรง็เมด็เลอืดขาว พบวา่มโีอกาสที่

ลกูหลานจะเป็นโรคน้ีมคีอ่นขา้งสงู 

6. เชื้อชาต ิพบว่าอุบตัิการณ์ของโรคมะเรง็เมด็เลอืดขาวสูงมากกว่าปกตใินคนบางเชื้อชาต ิเช่น ใน

ประชากรอเมรกิามอุีบตักิารณ์สงูกวา่ประชากรญีปุ่น่ทัว่ๆไป ยกเวน้ในเมอืงฮโิรชมิาและนางาซาก ิซึง่เป็นเมอืงทีเ่คย

มปีระวตัไิดร้บัสารกมัมนัตรงัสจีากระเบดิปรมณู 

 



  เอกสารปกปิด หา้มเผยแพรก่่อนไดร้บัอนุญาต 

6 
 

ยีนและโปรตีนวิลม์ทเูมอรว์นั (Wilms’  tumor 1 (WT1) gene and WT1 protein) 

 ในปี ค.ศ. 1899 Max Wilms ไดค้น้พบยนีวลิม์ทเูมอรว์นั (Wilms’  tumor 1 gene หรอื WT1 gene) เป็น

ครัง้แรก โดยไดท้ าการศกึษาในผูป้่วยโรคมะเรง็ไตในเดก็ที่เรยีกว่า  nephroblastoma หรอืวลิ์มทูเมอร ์(Wilms’ 

tumor) ซึง่เป็นมะเรง็ทีพ่บไดบ้่อยในเดก็ อุบตักิารณ์ของโรคในเดก็เกดิใหมม่ชีวีติรอดประมาณ 1 รายต่อ 10,000 – 

20,000 ราย (6) เดก็ทีเ่ป็นโรคน้ีจะมกีารท าหน้าทีข่องไตทีผ่ดิปกต ิจากการศกึษาในระดบัอณูชวีโมเลกุลสามารถ

พสิจูน์ไดว้า่ยนี WT1 เป็นยนีหนึ่งทีม่คีวามเกีย่วขอ้งกบัการเกดิวลิม์ทเูมอร ์(7) 

 

โครงสร้างและหน้าท่ีของยีนและโปรตีนวิลม์ทูเมอรว์นั 

 ในปี ค.ศ. 1990 Call และคณะ (8) ไดค้น้พบวา่ยนี WT1 มตี าแหน่งอยูบ่นแขนขา้งสัน้ของโครโมโซมคู่ที ่

11 บรเิวณ region ที ่1 band ที ่3 (11q13) มขีนาด 50 kb (รปูที ่1) ยนี WT1 ประกอบดว้ย 10 เอกซอน เมื่อเกดิ

กระบวนการถอดรหสั (transcription) จะไดเ้อม็อารเ์อน็เอ (mRNA) ทีม่ขีนาด 3 kb และเมื่อเกดิกระบวนการ

ถอดรหสัจะไดโ้ปรตนีทีเ่รยีกวา่ โปรตนีวลิม์ทเูมอรว์นั (WT1 protein) ซึง่โปรตนี WT1 มลีกัษณะเป็นซงิกฟิ์งเกอร์-

โมทฟี (zinc finger motif) โครงสรา้งหลกัประกอบดว้ยสว่นซงิกฟิ์งเกอร ์ทัง้หมด 4 อนัทางปลายดา้นคารบ์อกซลิ 

ท าหน้าทีจ่บักบัดเีอน็เอ (DNA-binding domain) และสว่นปลายดา้นกรดอะมโินจะมกีรดอะมโินชนิดโพรลนีและ 

กลตูามนีจ านวนมาก ดงัแสดงในรปู 2 ซึง่ท าหน้าทีก่ระตุน้ใหเ้กดิกระบวนการถอดรหสัของยนี ท าใหโ้ปรตนี WT1 มี

หน้าทีเ่ป็นทรานสครปิชัน่แฟกเตอร ์(transcription factor) มหีน้าทีส่ว่นใหญ่อยูภ่ายในนิวเคลยีสของเซลล ์

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 1 ต าแหน่งของยนี WT1 อยูบ่นโครโมโซมคูท่ี ่11 แขนขา้งสัน้ บรเิวณ region ที ่1 band ที ่3 (11p13) 

 

ยีนและโปรตีนวิลม์ทเูมอรว์นักบัการเกิดมะเรง็เมด็เลือดขาว 

 ในปี ค.ศ. 1995 Sugiyama และคณะ (1) ได้ท าการศกึษาเกี่ยวกบัการแสดงออกของยนีWT1 ใน

เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิดต่างๆ และพบวา่มกีารแสดงออกของยนี  WT1 ชนิดดัง้เดมิทีส่งูมากขึน้ในเซลลม์ะเรง็

เมด็เลอืดขาวตวัอ่อนทัง้ในกลุ่มของสายมยัอลิอยด ์(myeloid) และลมิพฟ์อยด ์ (lymphoid) และยงัพบวา่ระดบัการ

แสดงออกของยนี WT1 แปรผกผนักบัการท านายโรคในผูป้่วยมะเรง็เมด็เลอืดขาวและพบการแสดงออกของยนี 

WT1 ทีเ่พิม่ขึน้ในผูป้ว่ยทีก่ลบัมาเป็นโรคซ ้าอกีครัง้ (relapse) จากผลการศกึษาจงึสรุปไดว้า่ยนี WT1 ในเซลลม์ะเรง็

เมด็เลอืดขาว ท าหน้าทีเ่ป็นอองโคยนี (oncogene) นอกจากน้ียงัมกีารศกึษาของ Yamagami และคณะ (2) พบวา่ 

การใช ้WT1 anti-sense สามารถลดการเจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวได ้และจากการศกึษาของ Mens- 



  เอกสารปกปิด หา้มเผยแพรก่่อนไดร้บัอนุญาต 

7 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 2 ต าแหน่งของยนี WT1 และโครงสรา้งพืน้ฐานของโปรตนี WT1 ซึง่มลีกัษณะเป็นซงิกฟิ์งเกอร ์ (Zinc finger) 

4 อนั และทีป่ลาย C-terminal และพบวา่มโีพรลนีและกลตูามนีจ านวนมากที ่ translegulatory domain ทีป่ลาย N-

terminal มสีว่นทีเ่รยีกวา่ alternative splices อยู ่ 2 บรเิวณ บรเิวณแรกสามารถสอดแทรกกรดอะมโินได ้ 17 ตวั 

สว่นที ่2 สามารถแทรกกรดอะมโินได ้3 ตวัระหวา่ง Zinc finger ตวัที ่3 และ 4 

 

sen และคณะ (9) ท าการศกึษาเปอรเ์ซน็ตก์ารแสดงออกของยนีและโปรตนี WT1ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวของผู้- 
ป่วยมะเรง็เมด็เลอืดขาวกลุ่มต่างๆ พบว่ามกีารแสดงออกของโปรตนี WT1 ดงัน้ี acute myeloblastic leukemia 
(AML) 93%, pre B-cell acute lymphoblastic leukemia 86%, acute lymphoblastic leukemia (ALL) 80% และ 
T-cell acute lymphoblastic leukemia 74% จากการศกึษาทัง้หมดสามารถสรุปไดว้า่ยนี WT1 ในผูป้่วยมะเรง็เมด็
เลอืดขาวนัน้ท าหน้าที่เป็นอองโคยนีมากกว่ายนีทูเมอร์ซพัเพรสเซอร์ และพบว่ามกีารแสดงออกของยนี WT1 
เพิ่มขึ้นอย่างชดัเจนในผู้ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว เมื่อเปรียบเทียบกบัคนปกติ ดงันัน้ท าให้สามารถใช้การ
แสดงออกของยนีและโปรตนี WT1 เป็นดชันีบ่งชี ้(marker) ส าหรบัตรวจหาความรุนแรง (severity) และการ
พยากรณ์โรค (prognosis) ในผูป้ว่ยมะเรง็เมด็เลอืดขาวได ้
 

Transcription factor activator protein 1 (AP1) 

 AP1 เป็นโปรตนีทปีระกอบดว้ยโปรตนี c-Jun และ c-Fos ทีร่วมตวักนัแบบ heterodimer ถูกควบคุมการ

แสดงออกโดย mitogen-activated protein kinase (MAPK) โดยเอนไซม ์MAPK (10-12)  ซึง่เป็นกลุ่มของ serine-

threonine kinase จะท าหน้าทีใ่นการควบคุมการท างานของโปรตนี AP1 ในขัน้ตอนก่อนกระบวนการถอดรหสั 

(transcription) ในหลายๆยนีพบวา่ TPA สามารถเหน่ียวน าใหเ้กดิกระบวนการถอดรหสั (transcription) ซึง่ TPA 

เป็นสารทีท่ าหน้าทีใ่นการกระตุน้การท างานของ PKC และสง่ผลใหเ้กดิการกระตุน้การท างานของโปรตนี AP1 จาก

การวเิคราะหล์ าดบัเบสในดา้นปลาย 5’ ของยนีโปรโมเตอร ์พบวา่มลี าดบัเบสสัน้ๆคอื TGACTCA ซึง่เป็นต าแหน่งที่

ถูกเหน่ียวน าใหเ้กดิการกระตุน้กระบวนการถอดรหสั (transcription) โดย TPA จากการศกึษาของ Lee และคณะ

(13) พบว่า AP1 มผีลต่อการกระตุน้กระบวนในการถอดรหสัโดย การจบัทีบ่รเิวณ TPA responsive element 

(TRE) sequence ทีย่นีโปรโมเตอร ์และสามารถกระตุน้การเกดิกระบวนการถอดรหสัไดใ้นหลอดทดลอง การศกึษา

น้ีใชย้นี human metallothionein IIa เป็นตน้แบบในการศกึษา โดยการศกึษาก่อนหน้าน้ีพบวา่ AP1 มบีทบาทเป็น 
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oncogene (v-jun) และพบวา่มบีรเิวณทีจ่บัของ AP1 ทีค่ลา้ยกนัมากกบัโปรตนี GCN4 ซึง่เป็น transcription factor 

ในกระบวนการถอดรหสัของยสีต ์จากการศกึษาโปรโตอองโคยนี (protooncogene) c-Jun พบวา่สามารถ encode

โปรตนีทีส่ามารถจบักบั DNA ได ้พบวา่มโีครงสรา้งและบทบาททีเ่หมอืนกบัโปรตนี AP1  ซึง่มาทราบภายหลงัวา่ c-

Jun เป็นองคป์ระกอบหน่ึงของโปรตนี AP1 และจากการศกึษาเมื่อไมน่านมาน้ีพบวา่โปรตนี c-Jun และ c-Fos มี

การรวมตวักนัเป็นโครงสรา้งทีเ่รยีกวา่ AP1 ซึง่มคีวามสามารถในการจบัอยา่งจ าเพาะกบับรเิวณโปรโมเตอรข์องยนี

ทีม่ ีsequence แบบจ าเพาะส าหรบัโปรตนี AP1 

 

โปรตีน c-Jun และ c-Fos (14) 

 โปรตนี c-Jun สามารถจบักบัสาย DNA ไดซ้ึง่จะจบัทีต่ าแหน่งของ AP1 binding site โดยทีอ่าจจะมกีาร

จบักบัโปรตนีอกีตวัหน่ึงทีเ่ป็นแบบ homodimer เช่น จบักบัโปรตนี c-Jun อกีตวัหน่ึง (c-Jun/c-Jun homodimer) 

แลว้ไปจบัที ่DNA แต่พบวา่การจบันัน้ไม่ดเีท่ากบัการฟอรม์ heterodimer ระหวา่ง c-Jun และ c-Fos ถงึแมว้่า

โปรตนี c-Fos จะไมส่ามารถกบั DNA ดว้ยตวัเอง แต่จะสามารถจบัจ าเพาะกบั DNA เมื่อจบักบัโปรตนี c-Jun โดย 

heterodimer จะจบักบั AP1 ไดจ้ะตอ้งมกีารกระตุน้การเตมิหมูฟ่อสเฟต (phosphorylation) ของกรดอะมโินเซอรนี 

(serine) ทีต่ าแหน่ง 63 และ 73 ทางดา้น N-terminal transactivation domain (TAD) ของ โปรตนี c-Jun โดยอาศยั

เอนไซม ์c-Jun N-terminal kinase (JNK) โดยการเตมิหมูฟ่อสเฟตน้ี เป็นการกระตุน้ใหม้กีารท างานของโปรตนี    

c-Jun และการท างานของโปรตนี c-Fos จะมกีารกระตุน้โดยโปรตนี extracellular signal-regulated kinase (ERKs) 

ซึง่จะท าใหม้กีารกระตุน้การท างานของโปรตนี c-Fos ดงัแสดงในรปูที ่3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 3 โครงสรา้งและสว่นประกอบของ AP1  

(ดดัแปลงจาก http://www.imgt.org/IMGTeducation/Tutorials/Cancer/_FR/Oncogene/fosju.html) 

 

http://www.imgt.org/IMGTeducation/Tutorials/Cancer/_FR/Oncogene/fosju.html
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Tanshinone IIA 

 Tanshinone IIA (15) เป็นสารประกอบหลกัทีไ่ดจ้ากการสกดัรากของโสม (Salvia miltiorrhiza) (รปูที ่

4A) โสมเป็นพชืสมุนไพรที่น ามาใช้ในรกัษาโรคต่างๆ เช่น โรคหลอดเลือดหวัใจและโรคมะเร็งต่างๆ ซึ่ง 

Tanshinone IIA (รูปที่ 4B) น้ีมฤีทธิใ์นการต้านการอกัเสบโดยลดการสงัเคราะห์ TNF-α และ IL-1β สาร 

Tanshinone IIA ใชเ้ป็นสารตา้นอนุมลูอสิระโดยสามารถลดระดบัของสารอนุมลูอสิระ เช่น iNOS และ reactive 

oxygen species (ROS) และใชใ้นการป้องกนัการถูกท าลายของเซลลป์ระสาท นอกจากน้ี Tanshinone IIA ยงัมี

ฤทธิใ์นการยบัยัง้เซลล์มะเรง็ต่างๆ ได้ เช่น มะเรง็ตบั มะเรง็ล าไสใ้หญ่ มะเรง็เต้านม มะเรง็ปอด และมะเรง็ต่อม

ลกูหมาก โดยมผีลต่อโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสง่สญัญาณต่างๆ ภายในเซลล ์เช่น โปรตนี p53, STAT3 (signal 

transducer and activator of transcription 3) และ phosphoinositide 3-kinase/AKT เป็นตน้ (16, 17) พบวา่ 

Tanshinone IIA สามารถเหน่ียวน าใหเ้กดิการตายแบบอะพอพโตซสิ (apoptosis) ไดใ้นเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว

เพาะเลีย้งชนิด HL60 และ K562 โดยกระตุน้การท างานของโปรตนี caspase 3 แต่กย็งัไมม่กีารรายงานกลไกทีม่ี

ฤทธิย์บัยัง้การท างานของเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิดเรือ้รงัทีช่ดัเจน 

 

(A)             (B) 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

รปูท่ี 4 (A) ลกัษณะล าตน้และรากของ Salvia miltiorrhiza หรอืโสม 

(ทีม่า: http://kaleidoscope.cultural-china.com) (B) แสดงลกัษณะโครงสรา้งของ Tanshinone IIA 

 
SP600125 

SP600125 เป็นสารสงัเคราะหท์ีม่สีตูรโมเลกุลคอื C14H8N2O ดงัแสดงในรปูที ่5 มคีุณสมบตัหิลายอยา่ง 

เชน่ สามารถยบัยัง้การแบง่ตวัของเซลลม์ะเรง็ ยบัยัง้การแบ่งตวัของเซลลม์ะเรง็และเซลลเ์อนโดทเีรยีล (endothelial 

cells) ในระยะ G2 ของวฏัจกัรเซลล ์(cell cycle) และยงัพบวา่มคีุณสมบตัเิป็นตวัยบัยัง้การท างานของโปรตนี JNK 

(JNK inhibitor) โดยท าหน้าทีย่บัยัง้ไมใ่ห ้JNK เตมิหมูฟ่อสเฟตใหก้บัโปรตนี c-Jun ทีเ่ป็น heterodimer ของโปรตนี 

AP1 complex ซึ่งสาร SP600125 น้ีมกัน ามาใชเ้พื่อเป็นอุปกรณ์ทีนิ่ยมใชใ้นการศกึษาผลของ JNK ต่อโปรตนี

เป้าหมายทีต่อ้งการทดสอบ เช่นในการศกึษาในครัง้น้ีตอ้งการศกึษาผลของโปรตนี JNK ต่อการท างานของโปรตนี 

WT1 เป็นตน้ 
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รปูท่ี 5 ลกัษณะโครงสรา้งทางเคมขีองสาร SP600125 

 

วฏัจกัรเซลล ์(Cell cycle) 

ในการแบ่งตวัของเซลล์เพื่อเพิม่จ านวนเซลล์นัน้จะต้องผ่านวฏัจกัรเซลล์ การควบคุมวฏัจกัรเซลล์เพื่อให้
ภายในเซลลอ์ยูใ่นภาวะสมดุล เป็นสิง่จ าเป็นในการควบคุมปรมิาณเซลล์ และความถูกตอ้งของขอ้มลูพนัธุกรรมภาย 
ในเซลล์ หากมีความผิดปกติเกิดขึ้นในกระบวนการดงักล่าว ท าให้เซลล์ ไม่มีการแบ่งตวัและจะมีกระบวนการ
ซ่อมแซมตวัเอง เพื่อให้เซลล์มคีวามผดิปกติและสมบูรณ์ดงัเดิมก่อนเขา้สู่รอบการแบ่งตวัต่อไปหากไม่สามารถ
ซ่อมแซมไดใ้นทีสุ่ด เซลลจ์ะถูกก าหนดใหเ้ขา้สูโ่ปรแกรมการตายของเซลลใ์นทีสุ่ด หากเซลลม์คีวามผดิปกตขิองดี
เอน็เอ ความผดิปกตใินสว่นของกลไกการควบคุมการซ่อมแซมดเีอน็เอรวมไปถงึกลไกการควบคุมวฎัจกัรเซลล ์จะ
สง่ผลท าใหเ้ซลลเ์กดิความผดิปกต ิซึ่งจะท าใหน้ าไปสูก่ารเกดิมะเรง็ไดใ้นทีส่ดุ  (18) เน่ืองจากเซลลภ์ายในร่างกาย
แต่ละเซลล์นัน้มอีายุที่แตกต่างกนั ดงันัน้จงึต้องมอีตัราของการสรา้งเซลล์ใหม่มากน้อยแตกต่างกนัขึน้อยู่กบัชนิด
ของเซลล ์บางเซลลไ์มม่กีารสรา้งใหมเ่ลย เช่นเซลลป์ระสาท (neuron cell) เซลลก์ลา้มเน้ือ (skeletal muscle cell) 
เป็นตน้ เซลลเ์หล่าน้ีตลอดชวีติของเซลลจ์ะอยูท่ีร่ะยะ G1 เสมอ วฏัจกัรเซลลแ์บง่ออกเป็น 4 ระยะคอื G1, S, G2 และ 
M โดยระยะ G1, S และ G2 จะเป็นช่วงของอนิเตอรเ์ฟส (interphase) ซึง่เป็นช่วงทีย่งัไมม่กีารแบ่งตวัของเซลล ์แต่
จะเป็นชว่งทีม่กีารเตรยีมความพรอ้มเพื่อเขา้สูร่ะยะของการแบ่งตวัของเซลลค์อื ระยะ M (M phase) จุดควบคุมการ
เขา้สูว่ฏัจกัรเซลล ์นัน้เราเรยีกวา่ restriction point เป็นการตรวจสอบเซลลใ์หพ้รอ้มก่อนการแบ่งตวัของเซลล ์และ
ระยะยอ่ย G1, S, G2 และ M ของวฏัจกัรเซลล ์กจ็ะมกีารตรวจสอบเช่นกนัเราเรยีกน้ีวา่วา่บรเิวณเหล่า cell cycle 
checkpoints โดยมโีปรตนีทีท่ าหน้าทีค่วบคุมอยู ่โดยในระยะ G1 checkpoint นัน้ถูกควบคุมดว้ยโปรตนี p53 ซึ่ง
เป็นโปรตนี tumor suppressor ท าหน้าทีใ่นการยบัยัง้เซลลท์ีผ่ดิปกตเิขา้สูร่ะยะ S แลว้ท าใหเ้ซลลเ์ขา้สูโ่ปรแกรม
การตายของเซลล ์(cell apoptosis) (19) 

ระยะอนิเตอรเ์ฟสเป็นระยะทีไ่มม่กีารแบ่งตวัของเซลล ์แบ่งออกเป็น 3 ระยะยอ่ย (G1, S และ G2) ในระยะ 

G1 (Gap1) เป็นระยะทีเ่ซลลเ์ตรยีมตวัก่อนทีจ่ะมกีารสรา้งดเีอน็เอ ซึ่งเป็นระยะทีเ่ซลลม์กีารสงัเคราะหโ์ปรตนีหรอื

สารชวีโมเลกุลทีส่ าคญั และจ าเป็นต่อการแบ่งเซลลใ์หพ้รอ้ม หลงัจากทีก่ารแบ่งเซลลเ์สรจ็เรยีบรอ้ยแลว้และยงัไม่มี

การสงัเคราะห์ดเีอน็เอ เป็นจุดที่ส าคญัที่สุดของวฏัจกัรเซลล ์เน่ืองจากเป็นจุดเริม่ต้นของการเตรยีมพรอ้มเพื่อการ

แบ่งเซลล์ ดงันัน้เซลล์ที่ต้องการที่จะแบ่งตวันัน้ เซลล์จะต้องมคีวามพร้อมที่จะแบ่งตวั ไม่มคีวามผดิปกติภายใน

เซลล ์โดยเซลลจ์ะมกีารกระตุน้การสงัเคราะหโ์ปรตนีทีค่วบคุมการท างานทีส่ าคญั เช่น มกีารสรา้ง cyclin D มากขึน้ 

โปรตนี cyclin D น้ีจะรวมกบัเอนไซม ์cyclin-dependent kinase (CDK4 และ 6) เป็น cyclin D/CDK4-CDK6 แลว้

ถูกกระตุน้ใหท้ างานดว้ยเอนไซม ์CDK activating enzyme (CDK= cyclin H/CDK7) โดยการเตมิฟอสเฟตแก่ 

cyclin D/CDK4/CDK6 แลว้ cyclin D/CDK4/CDK6 ท างานเตมิโดยเตมิหมู่ฟอสเฟตแก่โปรตนี retinoblastoma 

(Rb) ซึง่ปกตจิะมหีมูฟ่อสเฟตจ านวนน้อย (hypophosphorylation) และอยูร่วมกบัโปรตนี E2F ท าใหโ้ปรตนี E2F 
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ไม่สามารถกระตุ้นการสงัเคราะห์โปรตีนได้ แต่เมื่อโปรตีน Rb ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตจ านวน มากขึ้น (hyper-

phosphorylatation) (18) โปรตนี Rb กจ็ะหลุดออกจากโปรตนี E2F ท าใหโ้ปรตนี E2F เป็นอสิระและสามารถ

กระตุน้การสงัเคราะหโ์ปรตนีอื่นๆทีจ่ าเป็นในวฏัจกัรเซลล ์จากนัน้โปรตนี cyclin E ซึง่ถูกสงัเคราะหม์ากขึน้ จะเขา้

ไปรวมกบัเอนไซม ์CDK2 เป็น cyclin E/CDK2 ซึง่สามารถยอ้นกลบัไปเพิม่การท างาน (positive feedback) ของ

กระบวนการโดยการเตมิหมูฟ่อสเฟตแก่โปรตนี Rb ขณะเดยีวกนักจ็ะมกีารสรา้งโปรตนี cyclin A ขึน้มาซึง่จะมารวม

กบัเอนไซม์ CDK2 เป็น cyclin A/CDK2 ไปยบัยัง้การท างานของโปรตนี E2F ท าให้วฏัจกัรเซลล์ผ่านช่วง 

restriction point (R) ในชว่งทา้ยของระยะ G1 โดยทีจุ่ด restriction point เมื่อผ่านแลว้กจ็ะด าเนินต่อไปเขา้สูร่ะยะ S 

โดยไมห่ยุดหรอืยอ้นกลบั แมจ้ะไมม่กีารกระตุน้จากสารกระตุน้การแบ่งเซลล ์หรอืไมโตเจน (mitogen) ในเซลลบ์าง

ชนิดทีไ่ม่มกีารแบ่งตวัต่อไป เช่นเซลลป์ระสาทจะเขา้สูร่ะยะพกัทีเ่รยีกว่า ระยะ G0 ซึ่งไม่มกีารสงัเคราะหโ์ปรตนีที่

จ าเป็นในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ การควบคุมวฏัจกัรเซลล์ในระยะ G1 นอกจากเซลล์จะสร้างโปรตีนที่ท าหน้าที่

กระตุน้ใหม้กีารด าเนินไปของวฏัจกัรเซลลแ์ลว้ เซลลย์งัควบคุมการด าเนินไปของวฏัจกัรเซลลโ์ดยการสรา้งโปรตนีที่

สามารถยบัยัง้วฏัจกัรเซลลท์ีร่ะยะ G1 ไดแ้ก่โปรตนีในกลุ่มของโปรตนี inhibitor of CDK4/alternative reading 

frame family หรอื (INK4a/ARF family) ไดแ้ก่โปรตนี P15, P16, P18 และ P19 ซึง่สามารถทีจ่ะยบัยัง้การท างาน

ของ cyclin D/CDK4/CDK6 และโปรตนีอกีกลุ่มทีเ่รยีกว่า cip/kip family ที่จะยบัยัง้การท างานของทัง้ cyclin 

D/CDK4/CDK6, cyclin E/CDK4/CDK6 และ cyclin A/CDK2 ไดแ้ก่โปรตนี p21, p27 และ p57 โปรตนีเหล่าน้ีจะ

ควบคุมใหว้ฏัจกัรเซลล์ด าเนินไปอย่างปกต ิหากโปรตนีเหล่าน้ีท างานไม่สมบูรณ์จะท าใหม้กีารแบ่งเซลลท์ี่ควบคุม

ไมไ่ดซ้ึง่เป็นสาเหตุหนึ่งของการเกดิเซลลม์ะเรง็ 

ระยะ S (synthesis) เมื่อเซลลม์กีารสง่สญัญาณทีจ่ะแบ่งตวั จะเริม่มกีารสงัเคราะห์ดเีอน็เอเพิม่จ านวนขึน้ 

และมกีารเตรยีมสารชวีโมเลกุลทีจ่ าเป็นต่างๆ ไว ้ระยะน้ีปรมิาณของดเีอน็เอ จะเพิม่เป็น 2 เท่าจากปกต ิซึง่ม ีcyclin 

A/CDK2 เป็นตวัควบคุมที่ส าคญั การด าเนินไปของวฏัจกัรเซลล์จะเขา้สู่ระยะต่อไป เมื่อมกีารสงัเคราะห์ดเีอน็เอที่

ถูกต้อง หากมคีวามผดิพลาดในการสงัเคราะห์ดเีอน็เอหรอืดเีอน็เอถูกท าลาย จะกระตุ้นใหม้กีารสรา้งโปรตนี p53 

ซึง่จะไปกระตุน้ใหม้กีารสงัเคราะหโ์ปรตนี p21 ท าใหก้ระบวนการในวฏัจกัรเซลลห์ยุดชัว่คราว เพื่อใหเ้ซลลม์เีวลา

ซ่อมแซมดเีอน็เอ แต่หากดเีอน็เอมคีวามผดิพลาดมากหรอืถูกท าลายจนซ่อมแซมไม่ได ้โปรตนี p53 กจ็ะชกัน าให้

เซลลต์ายแบบอะพอพโตซสี (apoptosis) โดย p53 จะเพิม่ขึน้เมื่อเกดิความเสยีหายของดเีอน็เอ (DNA damage) 

แลว้ไปกระตุน้ใหเ้กดิการสงัเคราะหโ์ปรตนี p21 ในเซลลท์ีเ่กดิเป็นมะเรง็มกัจะพบวา่ p53 เกดิการกลายพนัธุแ์ลว้ไม่

สามารถที่จะควบคุมวฏัจกัรเซลล์ จงึท าใหเ้ซลล์ที่ผดิปกตเิกดิการเจรญิเตบิโตอย่างไม่สามารถควบคุมไดแ้ละเกดิ

เป็นเซลล์มะเรง็ นอกจากโปรตนี p53 แล้วเราจะพบว่าโปรตนี Rb เป็นโปรตนีอกีหน่ึงชนิดที่ท าหน้าที่ในการ

ควบคุมวฏัจกัรเซลล์ การพฒันาการของเซลล ์(cell differentiation) และ การตายของเซลลแ์บบอะพอพโตซสี โดย

โปรตนี Rb เป็น phosphoprotein ทีม่จี านวนกรดอะมโิน 928 ท าหน้าทีเ่ป็นตวัยบัยัง้การท างานของ E2F (trans-

cription factor) ซึ่งเป็นโปรตนีทีจ่ าเป็นในระยะ S ท าหน้าทีก่ระตุน้และควบคุมวฏัจกัรเซลล ์ดงันัน้ Rb จงึช่วย

ควบคุมวฏัจกัรเซลล ์ท าหน้าทีเ่ป็นโปรตนียบัยัง้มะเรง็ (tumor suppressor) คอืเมื่อเซลลเ์กดิความผดิปกตนิัน้ E2F 

ทีจ่บัอยูโ่ดยปกตกิบั Rb ทีไ่ม่ได ้phosphorylate จะไม่สามารถท างานได ้โดยไม่สามารถจบัไดก้บัยนีโปรโมเตอร ์

(promoter gene) และกระตุน้การเกดิถอดรหสั (transcription) เมื่อเซลลท์ีต่อ้งการเขา้สูร่ะยะ S จะพบวา่ Rb จะถูก

เตมิฟอสเฟต แลว้ E2F กห็ลุดออกจาก Rb แลว้เขา้ไปจบัไดก้บัโปรโมเตอรข์องยนี และกระตุน้การเกดิการถอดรหสั
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ของยนี กรณีใดกต็ามที ่Rb เกดิการกลายพนัธุ์จะท าใหเ้ซลลม์กีารแบ่งตวัอย่างไม่หยุดท าใหเ้กดิมะเรง็ไดเ้ช่นกนั 

จากการศกึษาในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด CML เราจะพบว่าเซลลต์วัอ่อน (blast cell) ทีพ่บใน CML มกั

เกีย่วขอ้งกบัการเกดิกลายพนัธุข์อง p53 tumor suppressor นอกจากโปรตนี p53 และ Rb ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเป็น 

tumor suppressor (20) ยงัพบวา่มโีปรตนีอกีชนิดหน่ึงทีท่ าหน้าทีเ่ป็น tumor suppressor คอื โปรตนีวลิม์ทเูมอรว์นั 

(Wilms’ tumor 1 หรอื WT1) ซึ่งถูกก าหนดการสรา้งมาจากยนี WT1 โดยลกัษณะของโปรตนีจะเป็นแบบ zinc 

finger motif ในสว่นของโปรตนี WT1 พบวา่มคีวามส าคญัมากในการควบคุมการเกดิมะเรง็ เมื่อมคีวามผดิปกตขิอง

เซลลเ์น่ืองจากยนีทีผ่ดิปกตไิป พบวา่โปรตนี WT1 มกีารแสดงออกทีส่งูขึน้เพื่อท าหน้าทีใ่นการควบคุมไมใ่หเ้ซลลท์ี่

มคีวามผดิปกตแิสดงออกซึง่จดัอยูใ่นกลุ่มของ tumor suppressor และยนี WT1 มรีายงานว่าเกี่ยวขอ้งกบัการเกดิ

โรค Wilms’ tumor ในเดก็ มชีื่อเรยีกวา่ childhood kidney tumor การแสดงออกของยนี WT1 พบวา่มลีกัษณะของ

การแสดงออกทีเ่ฉพาะทีม่ากกวา่โปรตนี p53 และ Rb ซึง่โปรตนี WT1 มกีารแสดงออกเฉพาะบางที ่เช่น พบใน 

gonads, uterus, kidney และ mesothelium เป็นตน้ นอกจากโปรตนี WT1 จะท าหน้าทีเ่ป็น tumor suppressor 

แลว้ในระยะหลงัยงัพบว่าโปรตนี WT1 มบีทบาทเป็นอองโคยนี (oncogene) และเกี่ยวขอ้งกบัการเกดิมะเรง็เมด็

เลอืดขาว และเป็น tumor marker ในมะเรง็เมด็เลอืดขาว อกีดว้ย ในผูป้่วยทีเ่ป็นมะเรง็เมด็เลอืดขาว พบวา่มกีาร

แสดงออกของ WT1 ประมาณ 1,000-10,000 เท่า เมื่อเทยีบกบัเซลลเ์มด็เลอืดขาวในไขกระดกู และในกระแสเลอืด

ปกต ิ

ระยะ G2 เป็นระยะภายหลงัจากการสงัเคราะหด์เีอน็เอ (DNA synthesis) มกีารสงัเคราะหโ์ปรตนีทีจ่ าเป็น

ส าหรบัการแบง่ตวัของเซลล ์รวมทัง้โปรตนีทีค่วบคุมวฏัจกัรเซลลใ์นระยะถดัไปเพื่อใหเ้ซลลพ์รอ้มในการแบ่งตวัของ

เซลล ์โดยมกีารท างานของโปรตนี cyclin A/CDK4/CDK6 ในระยะน้ีเป็นระยะทีน่านทีส่ดุ ส าหรบัวฏัจกัรเซลล ์โคร-

มาตนิจะมลีกัษณะตดิสจีาง (heterochromatin) 

ในระยะ M เป็นชว่งระยะเวลาสัน้ๆ ทีเ่ซลลม์กีารแบ่งตวั (mitosis) ระยะน้ีโครโมโซมจะcondense มากและ

ไม่มกีารสงัเคราะหอ์ารเ์อน็เอ (เน่ืองจากโครมาตนิ condense มากท าให ้ RNA polymerase เขา้ท างานไม่ได)้ 

ระยะเวลาในแต่ละระยะ จากการศกึษาในเซลลม์ะเรง็เพาะเลีย้ง (cell line) พบวา่ ระยะ G1, S, G2 และ M ใชเ้วลา 5, 

7, 3 และ 1 ชัว่โมง ตามล าดบั ดงัแสดงในรปูที ่6 

 

เคอรคิ์วมิน (Curcumin) 

เคอรค์วิมนิเป็นสารประกอบหลกัทีพ่บในเหงา้ของขมิน้ชนั (Curcuma longa Linn.) ซึง่เป็นพชืทีใ่นตระกูล 
Zingiberacae เป็นพชืทอ้งถิน่ ปลกูงา่ย สามารถพบไดท้ัว่ไปในบรเิวณเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้(21) ดงัแสดงในรปู
ที ่7  

จากการศกึษาที่ผ่านมา พบว่าขมิ้นชนัมสีารออกฤทธิท์ี่ส าคญัคอื เคอร์ควิมนิอยด์ (curcuminoids) ซึ่ง
ประกอบไปดว้ยสารเคอรค์วิมนิอยดห์ลกัคอื เคอรค์วิมนิ (curcumin I) (รปูที ่8ก) รอง ลงมาคอืดเีมททอกซเีคอรค์วิ-
มนิ (demethoxycurcumin หรอื curcumin II) (รปูที ่8ข) และบสิดเีมททอกซเีคอรค์วิมนิ (bisdemethoxycurcumin 
หรอื curcumin III) (รปูที ่8ค) ตามล าดบั (22) โดยเคอรค์วิมนิจะมปีรมิาณมากทีส่ดุในเคอรค์วิมนิอยดร์วมและพบวา่ 
ผงขมิน้ทีไ่ดจ้ากการบดเหงา้ของขมิน้ชนัจะมเีคอรค์วิมนิอยดอ์ยูป่ระมาณรอ้ยละ 2-5 เป็นสารสเีหลอืง เคอรค์วิมนิมี
คุณสมบตัทิางชวีภาพทีห่ลากหลาย เชน่ มฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระ (23, 24) ฆา่เชือ้แบคทเีรยี(25) แกป้วด ยบัยัง้การ 
อกัเสบ (26, 27) ชว่ยสมานแผล (28) และยงัสามารถท าลายเซลลม์ะเรง็ไดอ้กีดว้ย (29, 30) จากการศกึษาทางดา้น 
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รปูท่ี 6 วฏัจกัรเซลลแ์ละการควบคุมวฏัจกัรเซลลโ์ดยโปรตนีในกลุม่ cyclin, CDK และ tumor suppressor(31) 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 7 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องขมิน้ชนั (ก) เป็นไมล้ม้ลุก สงูประมาณ 30-90 เซนตเิมตร ใบเดีย่ว มสีเีขยีว 
แทงออกมาจากเหงา้เรยีงเป็นวงซอ้นทบักนัรปูใบหอก กวา้ง 12-15 เซนตเิมตร ยาว 30-40 เซนตเิมตร (ข) ดอก
เป็นช่อ แทงออกมาจากเหงา้ แทรกขึน้มาระหว่างกา้นใบ รูปทรงกระบอก กลบีดอกสเีหลอืงอ่อน ใบประดบัสเีขยีว
อ่อนหรือสนีวล บานครัง้ละ 3-4 ดอก (ค) ส่วนของเหง้าของขมิ้นชนัจะอยู่ใต้ดิน รูปทรงไข่และมแีขนงรูป
ทรงกระบอกแตกออกดา้นขา้ง 2 ดา้น (ง) ซึง่เน้ือในเหงา้สเีหลอืงสม้ มกีลิน่เฉพาะ และ (จ) แสดงภาพของผงของ
ขมิน้ชนัภายหลงัการอบแหง้และน าไปบด (ภาพถ่ายโดย ทรงยศ อนุชปรดีาและสงิหค์ า ธมิา) 
 

ก ค จ 

ข ง 
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เภสชัจลนศาสตร ์(pharmacokinetics) ในหนูทดลองพบวา่เคอรค์วิมนิทีใ่หโ้ดยผ่านทางการรบัประทานนัน้ มกีารดดู
ซมึผ่านล าไสไ้ดน้้อย โดยมปีระมาณ รอ้ยละ 75 ของเคอรค์วิมนิทีร่บัประทานจะถูกขบัออกมาทางอุจจาระและทาง
ปสัสาวะอกีเลก็น้อย (32) เมื่อฉีดเคอรค์วิมนิเขา้ทางช่องทอ้งของหนูกย็งัคงใหผ้ลเช่นเดียวกนั นอกจากน้ียงัพบวา่มี
เคอรค์วิมนิอยู่ในน ้าดปีระมาณรอ้ยละ 11 (33) แสดงใหเ้หน็วา่ร่างกายมกีารดดูซมึเคอรค์วิมนิเพยีงเลก็น้อยเท่านัน้ 
ส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปของเมแทบอไลต์ เช่น ไดไฮโดรเคอรค์วิมนิ (dihydrocurcumin) และเตตระไฮโดรเคอรค์วิมนิ 
(tetrahydrocurcumin) (รปูที่ 8ง) โดยผลติภณัฑ์เมเทบอไลต์ทีไ่ดจ้ะเขา้จบักบัโมโนกลูเคอโรไนด ์(monoglucu-
ronide) (33, 34) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 8 โครงสรา้งทางเคมขีองสารเคอรค์วิมนิอยด ์ซึง่ประกอบไปดว้ย (ก) เคอรค์วิมนิ (ข) ดเีมททอกซีเ่คอร-์ควิมนิ 
(ค) บสิดเีมททอกซีเ่คอรค์วิมนิ และ (ง) เมแทบอไลตข์องเคอรค์วิมนิชนิดเตตระไฮโดรเคอรค์วิมนิ (ภาพโดย ปวเรศ 
ปญัญาใจ) 
 

จากการศกึษาในหลอดทดลอง (in vitro) และในร่างกายของสิง่มชีวีติ (in vivo) พบว่าสารเคอร์ควิมนิ
สามารถยบัยัง้กลไกการเกดิมะเรง็ (carcinogenesis) ได ้3 ระยะดว้ยกนั ไดแ้ก่ กระบวนการสง่เสรมิเกดิมะเรง็ 
(tumor promotion) กระบวนการสรา้งหลอดเลอืดใหม ่(angiogenesis) และการเจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเรง็ (tumor 
growth) โดยเคอรค์วิมนิจะเขา้ไปยบัยัง้การเจรญิ เตบิโตทีเ่กดิจากการกระตุน้ดว้ยไมโตเจนของโมโนนิวเคลยีเซลล ์
(mitogen-induced proliferation of mononuclear cells) ยบัยัง้การกระตุน้การท างานของเซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิด 
นิวโทรฟิล (neutrophil) และลมิโฟไซต ์(lymphocyte) และยงัยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเรง็ทีเ่กดิจากการ
กระตุน้ของ platelet derived growth factor (PDGF) ในกลา้มเน้ือเรยีบ (smooth muscle) อกีดว้ย (35) นอกจากน้ี
ยงัมกีารศกึษาพบว่าเคอรค์วิมนิสามารถยบัยัง้การท างานของโปรตนีไคเนส (protein kinases) (36, 37) และที่
ส าคญัมกีารใชข้มิน้ชนัหรอืเคอรค์วิมนิในชวีติประจ าวนั เช่น การรบัประทาน หรอืใชเ้ป็นสมุนไพรรกัษามาเป็นเวลา
ชา้นาน โดยอยู่ในสว่นผสมของต ารบัยาแผนโบราณเป็นสว่นใหญ่ และยงัไม่พบผลขา้งเคยีงหรอืความเป็นพษิใดๆ 
ต่อผูท้ีไ่ดร้บั (38) 

ก 

ข 

ค 

ง 
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จากการศกึษาผลของเคอรค์วิมนิต่อโปรตนีเป้าหมายในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว ทัง้โปรตนี WT1 และ FLT3 
โดยเฉพาะโปรตนี WT1 นัน้ Anuchapreeda และคณะ พบวา่เคอรค์วิมนิอยดส์ามารถยบัยัง้การแสดงออกของ WT1 
ทัง้ในระดบั mRNA และโปรตนีในเซลลส์ายพนัธุ์มะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 (39) รวมถงึในเซลลม์ะเรง็จาก
ผูป้่วยมะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด acute myeloid leukemia (AML), acute lymphoid leukemia (ALL) และ chronic 
myeloid leukemia (CML) ไดอ้กีดว้ย (40) และเมื่อท าการศกึษาเพิม่เตมิในเซลลส์ายพนัธุม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด
อื่นๆ ไดแ้ก่ U937, Molt4 และ HL-60 พบวา่เคอรค์วิมนิสามารถลดการแสดงออกของยนี WT1 ไดเ้ช่นกนั (41) เมื่อ
ศกึษากลไกการออกฤทธิข์องเคอรค์วิมนิในเซลลม์ะเรง็สายพนัธุเ์มด็เลอืดขาวชนิด K562 พบวา่เคอรค์วิมนิสามารถ
ยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนี WT1 โดยผา่นโปรตนีไคเนส ซ ีแอลฟา (protein kinase C alpha หรอื PKCα) (42) 
และเมื่อท าการศกึษาผลของเคอรค์วิมนิต่อโปรตนี FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) พบวา่เคอรค์วิมนิสามารถ
ยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนี FLT3 ในเซลลส์ายพนัธุม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด EoL-1 ไดเ้ช่นเดยีวกนั และสง่ผล
ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลลโ์ดยเหน่ียวน าใหว้ฎัจกัรของเซลลช์ะลอตวั (cell cycle arrest) อยูท่ีร่ะยะ G0/G1 (43) 
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วิธีการทดลอง (Methods) 

 

1. การเพาะเลี้ยงเซลลส์ายพนัธุม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562 
เซลลส์ายพนัธุม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 (chronic myelocytic leukemia) เลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ 

RPMI-1640 (GIBCO-BRL) ทีป่ระกอบดว้ย penicillin ความเขม้ขน้ 100 units/ ml streptomycin ความเขม้ขน้ 100 
µg/ml L-glutamine ความเขม้ขน้ 1 mM และ fetal bovine serum (FBS) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 ที ่pH 7.2-7.4 ใน
ตูเ้พาะเลีย้งเซลลท์ีม่คีารบ์อนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 อุณหภมู ิ37๐C และมคีวามชืน้สมัพทัธท์ีร่อ้ยละ 80 
 
2. การเตรียมเซลล ์
 เกบ็เซลลส์ายพนัธุม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิดต่างๆ ท าการป ัน่ลา้งเซลลด์ว้ย PBS ทีค่วามเรว็ 200 × g เป็น
เวลา 5 นาท ีทัง้หมด 3 ครัง้ จากนัน้ปรบัปรมิาณเซลลใ์หม้คี่าเท่ากบั 1.0 x 106 cells/ ml/ plate ปรมิาตร 10 ml ใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 ในจานเลี้ยงเซลล์ และน าไปบ่มไวใ้นตู้ที่มคีาร์บอนไดออกไซด์รอ้ยละ 5 และมี
อุณหภมู ิ37๐C ทีม่คีวามชืน้สมัพทัธร์อ้ยละ 80 เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
 
3. การศึกษาผลของสารสกดัเคอรคิ์วมิน Tanshinone IIA และ SP600125 ต่อการยบัยัง้การเจริญเติบโตของ
เซลลส์ายพนัธุม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562 โดยวิธี MTT 
 น าเซลล ์ K562 มาป ัน่ลา้งเซลลด์ว้ย PBS ทัง้หมด 3 ครัง้ จากนัน้ปรบัปรมิาณเซลลใ์หม้คี่าเท่ากบั 1.0 x 
104 cells/ 100 µl / well ในอาหารเพาะเลีย้งเซลล ์complete RPMI-1640 ใน 96-well tissue culture plate และ
น าไปบ่มไวใ้นตูท้ีม่คีารบ์อนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 และมอุีณหภูม ิ37๐C เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาเตมิ
สารสกดัเคอรค์วิมนิ Tanshinone IIA และ SP600125 ทีค่วามเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 3.1, 6.2, 12.5, 25, 50 และ 
100 µg/ml ในอาหารเลีย้งเซลล ์โดยใชค้วามเขม้ขน้ละ 3 หลุม (3 ซ ้า) ปรมิาตรหลุมละ 100 µl เตมิอาหารเลีย้งเซลล์
ทีม่ ีDMSO ลงไปเพื่อใชเ้ป็นชุดควบคุม (vehicle control) หลุมละ 100 µl แลว้บ่มเซลลแ์ละสารสกดัในตูท้ี่มี
คารบ์อนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 และมอุีณหภมู ิ37๐C เป็นเวลา 48 ชัว่โมงต่อ เมือ่ครบเวลาตามทีก่ าหนดแลว้ น าเซลล์
ทีบ่่มไวม้าดดูอาหารเลีย้งเซลลอ์อกปรมิาตรหลุมละ 100 µl และเตมิสารละลาย MTT หลุมละ 15 µl แลว้น าไปบ่มต่อ
ในตูท้ีม่คีารบ์อนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 และมอุีณหภูม ิ37๐C เป็นเวลา 4 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาจงึคว ่า plate เพื่อก าจดั
ของเหลวออกใหห้มด เหลอืแต่เฉพาะผลกึฟอรม์าซาน (formazan) ทีก่น้หลุม แลว้จงึเตมิ DMSO หลุมละ 200 
ไมโครลติร เพื่อละลายผลกึฟอร์มาซาน สุดท้ายน าสารละลายที่ได้ไปวดัค่าการดูดกลนืแสงด้วยเครื่องอ่านไมโคร
เพลท (microplate reader) ทีค่วามยาวคลื่น 578 nm โดยใชค้่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 630 nm เป็น
ตวัอา้งองิ ค านวณค่ารอ้ยละการมชีวีติของเซลล ์(% cell viability) โดยเทยีบกบัหลุมทีเ่ป็นชุดควบคุมทีม่กีารเตมิ 
DMSO โดยก าหนดใหห้ลุมทีเ่ป็นชุดควบคุมมรีอ้ยละการมชีวีติรอดของเซลล ์(% cell viability) เท่ากบั 100 ดงั
สมการทีแ่สดงดา้น ล่าง 
 

รอ้ยละการมชีวีติของเซลล ์= (คา่เฉลีย่ของ OD จากหลุมทดสอบ) × 100 
                                                  (คา่เฉลีย่ของ OD จากหลุมควบคุม)  
 

 ท าการศกึษาความเป็นพษิของสารสกดัเคอรค์วิมนิ Tanshinone IIA และ SP600125 ต่อการเจรญิของ
เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวโดยวธิ ีMTT ทัง้หมด 3 ครัง้ ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั จากนัน้จงึน าคา่ทีไ่ดจ้ากการทดลองทัง้ 
3 ครัง้ มาเขยีนเป็นกราฟเฉลี่ยแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของสารสกดักบัรอ้ยละการมชีวีติรอดของ
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เซลล ์และหาค่าความเขม้ขน้ทีท่ าใหเ้ซลลต์ายรอ้ยละ 50 ของเซลลท์ัง้หมด (Inhibitory concentration at 50% 
growth หรอื IC50) เปรยีบ เทยีบฤทธิใ์นการท าลายเซลลม์ะเรง็ของสารสกดับรสิทุธิเ์คอรค์วิมนิอยดแ์ละเตตระไฮโดร-
เคอรค์วิมนิ ในเซลลส์ายพนัธุม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวแต่ละชนิด และค่าความเขม้ขน้ทีท่ าใหเ้ซลล์ตายรอ้ยละ 20 ของ
เซลลท์ัง้หมด (Inhibitory concentration at 20% growth หรอื IC20) เพื่อใชใ้นการศกึษาผลของสารสกดัเคอรค์วิมนิ 
Tanshinone IIA และ SP600125 ต่อการแสดงออกของโปรตนี WT1 ในเซลลส์ายพนัธุม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด 
K562 ต่อไป 
 
4. การศึกษาผลของสารสกดัเคอรคิ์วมิน Tanshinone IIA และ SP600125 ต่อการแสดงออกของโปรตีน 
WT1 ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562 โดยวิธี Western blot 

4.1 การเตรียมเซลล ์   
  น าเซลล ์K562 มาปรบัปรมิาณเซลลใ์หม้คีวามเขม้ขน้ 1.0 x 105 cells/ ml ในอาหารเลีย้งเซลล ์complete 

RPMI-1640 ทีม่สีารสกดับรสิทุธิเ์คอรค์วิมนิอยดท์ัง้ 3 ชนิดและเตตระไฮโดรเคอรค์วิมนิทีค่วามเขม้ขน้ทีค่่า IC20 บ่ม

ไวใ้นตูท้ีม่คีารบ์อนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 และมอุีณหภูม ิ37๐C ทีม่คีวามชืน้สมัพทัธร์อ้ยละ 80 เป็นระยะเวลา 48 

ชัว่โมง 

4.2 การเตรียมโปรตีน 
เกบ็เซลลแ์ลว้ป ัน่ลา้งดว้ย PBS ทีเ่ยน็ 3 ครัง้ น าเซลลไ์ปสกดัโปรตนีรวมโดยใชน้ ้ายา RIPA buffer ผสมให้

เขา้กนักบัเซลลแ์ละบ่มไวใ้นอ่างน ้าแขง็เป็นเวลา 1 ชัว่โมง โดยป ัน่ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex ทุก 10 นาท ีเมื่อครบ
เวลา น าตวัอย่างไปป ัน่ตกตะกอนทีค่วามเรว็ 5,000 × g เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็สว่นใส (supernatant) ซึ่งเป็น
โปรตนีรวม น าเอาสว่นใสไปวดัปรมิาณโปรตนีทีส่กดัไดด้ว้ยวธิ ีFolin-Lowry เทยีบกบัโปรตนี BSA มาตรฐาน วดัค่า
การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 750 nm ดว้ยเครื่อง spectrophotometer น าค่าทีว่ดัไดม้าเทยีบกบักราฟโปรตนี
มาตรฐานและค านวณหาปรมิาณโปรตนีจากตวัอยา่งทีส่กดัได ้

4.3 การวดัปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของ Folin-Lowry 

ท าการวดัปรมิาณโปรตนีรวมดว้ยวธิ ีFolin-Lowry เพื่อค านวณหาปรมิาณของโปรตนีทีจ่ะน าไปศกึษาการ

แสดงออกของโปรตนีทีส่นใจ ไดแ้ก่ cyclin B และ cdc2 ดว้ยวธิ ีWestern blot ต่อไป 

วิธีการทดลอง 

เตรยีมโปรตนีมาตรฐาน BSA (1 mg/ml) เพื่อใชเ้ป็น stock solution จากนัน้เตรยีมสารละลายโปรตนีจาก 

stock solution ใหม้คีวามเขม้ขน้เริม่ตัง้แต่ 25 µg/ml จนถงึความเขม้ขน้ 200 µg/ml ดงัตารางที ่1 

เตรยีมตวัอยา่งทีต่อ้งการทดสอบปรมิาณ 20 µl ลงในน ้าปลอดออิอน ปรมิาตร 480 µl ในหลอด 13 mm  

100 mm จากนัน้เตมิ alkaline copper solution (Reagent C) ปรมิาณ 2.5 ml ลงในทุกหลอด ผสมสารละลายให้

เขา้กนั ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 10 นาท ีครบเวลาเตมิ Folinciocalteu phenol reagent ปรมิาณ 250 µl ลง

ในทุกหลอด ผสมใหเ้ขา้กนั ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูม ิหอ้งเป็นเวลา 30 นาท ีสารละลายจะเปลีย่นเป็นสนี ้าเงนิ โดยความ

เขม้สขีองสารละลายจะแปรผนัตรงกบัปรมิาณโปรตนี ครบเวลาน าไปวดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 750 nm 

ดว้ยเครื่อง spectrophotometer ท าการหาปรมิาณโปรตนีโดยค านวณเปรยีบเทยีบกบักราฟโปรตนี BSA มาตรฐาน 

ดงัแสดงในรปูที ่9 
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ตารางท่ี 1 ปรมิาณสารในการเตรยีมโปรตนีมาตรฐาน BSA ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ 

 

 

 

 

 

 

         รูปท่ี 10 แสดงกราฟโปรตีน BSA มาตรฐาน 

 

 

 

 

รปูท่ี 9 กราฟโปรตนี BSA มาตรฐาน 

 
 

Concentration of BSA (µg/tube) 
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4.4 การวิเคราะห์หาโปรตีนโดยเทคนิค Sodium dodesyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) และ Western blot 

แยกโปรตนีดว้ย SDS-PAGE ทีม่ ี polyacrylamide gel ความเขม้ขน้รอ้ยละ 12 แยกโปรตนีโดยใชค้วาม
ต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลท ์แลว้ยา้ยโปรตนีจากเจลลงมาสูแ่ผน่ PVDF ทีค่วามต่างศกัยไ์ฟฟ้า 30 โวลท ์ขา้มคนื  
 น าแผ่น PVDF มาตรวจหาโปรตนี WT1 โดยเทยีบกบัโปรตนี GAPDH ซึง่ท าหน้าทีเ่ป็น internal control 
เตมิ skim milk (blocking buffer) ทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 5 ลงบนแผ่น PVDF เพื่อก าจดั non-specific binding site 
เขย่าเป็นเวลา 2 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิห้อง เติมแอนติบอดีต่อโปรตีน WT1 และ GAPDH เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ที่
อุณหภูมหิอ้ง เมื่อครบเวลาแลว้ลา้งดว้ย PBS ทีม่ ีtween  รอ้ยละ 0.1 (washing buffer) 6 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ีเตมิ
แอนตบิอดชีนิดทีส่องทีเ่ชื่อมต่อกบัเอน็ไซม์ Horse radish peroxidase (HRP) ซึง่จ าเพาะกบัแอนตบิอดชีนิดแรก 
เขยา่เป็นเวลา 2 ชัว่โมงทีอุ่ณหภูมหิอ้ง ลา้งแผ่น PVDF ดว้ย washing buffer 6 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ีจากนัน้น าแผ่น 
PVDF มาท าการตรวจสอบโดยวธิ ีenhanced chemiluminescense (ECL) โดยใช ้ LuminataTM Forte Western 
HRP substrate (Merk Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) การเปล่งแสงของปฏกิริยิาเคมทีีเ่กดิขึน้โดยใช้
ฟิลม์ X-ray และน าผลทีไ่ดไ้ปหาความเขม้ขน้ของแถบโปรตนีไดด้ว้ยโปรแกรม Quantity One 

ศกึษาผลของสารสกดัเคอรค์วิมนิ Tanshinone IIA และ SP600125 ต่อการแสดงออกของโปรตนี WT1 ใน
เซลล์ต้นก าเนิดมะเรง็เมด็เลอืดขาว ทัง้หมด 3 ครัง้ ที่ระยะเวลาที่แตกต่างกนั จากนัน้เมื่อวเิคราะห์ขอ้มูลโดยการ
เปรยีบเทยีบค่า arbitrary unit ทีส่ามารถวดัไดจ้ากโปรแกรม Quantity One และและท าการวเิคราะหส์ถติจิากผล
การทดลองโดยวธิ ีOne-way ANOVA 
 
5. การศึกษาผลของเคอรคิ์วมิน Tanshinone IIA ต่อการยบัยัง้ WT1 protein-DNA binding และ AP1-DNA 
binding โดยวิธี ChIP assay 

Chromatin immunoprecipitation หรอื ChIP เป็นการศกึษาโดยใชห้ลกัการ immunoprecipitation เพื่อ
วเิคราะหก์ารจบักนัของโปรตนี (transcription factor) ทีส่นใจ กบับรเิวณโปรโมเตอรข์องยนีทีเ่ราสนใจทีจ่ะศกึษา 
การทดลองท าโดยเตรยีมเซลลท์ีท่ดสอบดว้ยเคอรค์วิมนิ และ Tanshinone IIA ความเขม้ขน้ 15 M เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง หลงัจากนัน้ท าการ fix ดว้ย 37% formaldehyde (final concentration เท่ากบั 0.37%) เป็นระยะเวลา 10 
นาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง ท าใหเ้กดิ crosslink ระหวา่ง histone กบั DNA เมื่อเกดิ crosslink เรยีบรอ้ยแลว้ใหห้ยุด
ปฏกิริยิาโดย 1.25 M glycine (final concentration เท่ากบั 0.125 M) แลว้ลา้งเซลลด์ว้ย PBS ทีเ่ยน็  น าเซลลม์า 
resuspend ใน cell lysis buffer (5 mM PIPE, 85 mM KCl, 1% NP40, and protease inhibitors) แลว้ทิง้ไวใ้นอ่าง
น ้าแขง็เป็นระยะเวลา 15 นาท ีแลว้ป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 5,000 rpm ที ่4°C เป็นเวลา 5 นาท ีจะได ้nuclei pellet 
ออกมา หลงัจากนัน้ resuspend ใน nuclei lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS และ 
protease inhibitors) แลว้บ่มไวใ้นอ่างน ้าแขง็ เป็นเวลา 10 นาท ีน า nuclei solution  ไป sonicate แลว้ป ัน่เหวีย่งที่
ความเรว็ 14,000 rpm อุณหภูม ิ4°C เป็นเวลา 10 นาท ีหลงัจากนัน้เกบ็ cell supernatant แลว้เตมิ 25 µl Strep A 
cells แลว้บ่มไวบ้น rotating platform เป็นเวลา 15 นาท ีเพื่อ preclear chromatin เมื่อครบเวลาแลว้ป ัน่เหวีย่งที่
ความเรว็ 14,000 rpm ทีอุ่ณหภูม ิ4°C เป็นเวลา 4 นาท ีหลงัจากนัน้ท า immuneprecipitation โดยเตมิ immuno-
precipitation buffer ทีม่ ีprotease inhibitors ใน preclear chromatin solution และเตมิ anti-WT1 (C-19) (Santa 
Cruz, CA, USA) หรอื anti-c-Jun (ACTIVE MOTIF, USA) antibody เตมิ IgG และ RNA polymerase II ส าหรบั
เป็น negative และ positive control ตามล าดบั น า precleared chromatin lysate ไป rotate บน platform ที่
อุณหภูม ิ 4°C เป็นเวลาขา้มคนื (overnight) เตมิ Strep A cells (25 µl) ทีเ่ตรยีมไวเ้ตมิลงไปใน immuno-
precipitated antibody/protein/ DNA complex แลว้ rotate บน platform เป็นระยะเวลา 15 นาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 
เพื่อ precipitate ใหเ้กดิ immunoprecipiated complexes ท าการป ัน่เหวีย่งที ่14,000 rpm ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 
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4 นาท ีเพื่อเกบ็ immunoprecipiated complex pellets หลงัจากนัน้ลา้ง pellets 2 ครัง้ ดว้ย dialysis buffer และ 4 
ครัง้ดว้ย immuneprecipitation buffer น า immunoprecipiated complexes ไป elute ดว้ย elution buffer (50 mM 
NaHCO3, 1% SDS) หลงัจากนัน้เตมิ 5 M NaCl และบ่มไวท้ี ่ 65°C เป็นระยะเวลาขา้มคนื เพื่อ reverse 
formaldehyde cross linking และเตมิ RNase A (final concentration เท่ากบั 100 µg/ml) แลว้บ่มไวท้ี ่37°C เป็น
เวลา 30 นาท ีน า DNAs ที ่purified โดยใช ้Qiaquick PCR kit (Qiagen, CA, USA) แลว้ท าการวเิคราะหโ์ดย PCR 
 
Primer design ส าหรบั PCR 

 Sequence ของ human WT1 promoter region ถูกอา้งองิมาจาก GenBank (accession No. 
U77682) โดยใช ้Primer design programs ทีใ่ชใ้นการศกึษาน้ีคอื Primer3 Input (version 0.4.0), UCSC 
Genomic Bioinformatic and Vector NTI advance 10 โดย primers ของ WT1 promoter จะถูกออกแบบส าหรบั
วเิคราะหใ์นจ านวน 500 bp ล าดบัของ WT1 promoter primer No.1 ประกอบดว้ยสว่นของ forward primer 
(CTGAACGGACTCTCCAGTG) และ reverse primer (CGCTGCCTTGAACTCCTTAC) สว่น WT1 promoter 
primer sequence No.2 ประกอบดว้ย forward primer (GGCCCCTCTTATTTGAGCTT) reverse primer 
(CAAGAGGAA GTCCAGGATCG) 

 
6. การศึกษาผลของเคอรคิ์วมิน Tanshinone IIA และ SP600125 (JNK inhibitor) ต่อการท างานของ WT1 
promoter 
 WT1 promoter construction vectors ส าหรบั Luciferase ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก Professor Dr. 

Takashi Murate (Department of Medical Technology, Nagoya University Graduate School of Heath 

Sciences, Japan) โดย construct vector ประกอบดว้ย 1.8 kb-fragment ของ 5’ region ของ exon 1 ของยนี 

WT1 promoter ซึง่ม ีWT1 binding site อยูด่ว้ย การทดลองน้ีใช ้construct vectors ทีเ่ป็น -301 bp จาก TSS ของ 

exon 1 ของ WT1 promoter ทีแ่ทรกใน pGL3 basic vector และใช ้pGL3 basic vector และ -galactosidase 

vectors เป็น vector control และ internal control ตามล าดบั น าเซลล์ K562 มา co-transfected  ดว้ย construct 

vector และ -galactosidase เป็นระเวลา 24 ชัว่โมงแลว้ treat ดว้ย เคอรค์วิมนิ Tanshinone IIA และSP600125 

ทีค่วามเขม้ขน้ 15 µM หลงัจากนัน้ท าการแตกเซลลด์ว้ย lysis buffer  แลว้ศกีษา Luciferase activity โดยใช ้Dual-

Luciferase Reporter Assay Kit (Promega, USA) ดว้ยเครื่อง GloMax 96 Microplate Luminometer with dual 

injections (Promega, USA)และวเิคราะหป์รมิาณของ -galactosidase โดยใช ้-galactosidase Assay Kit 

(Promega, USA) 

 
7. การศึกษาผลของสารเคอรคิ์วมิน Tanshinone IIA และ SP600125 ต่อการยบัยัง้การแบ่งตวัของเซลล์
ผ่านวฏัจกัรเซลลด้์วยวิธีโฟลไซโตเมตทรี (Flow cytometry) ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด 
K562  

การศกึษาวฏัจกัรของเซลล์จะเป็นการวเิคราะห์ปรมิาณ DNA content ดว้ยวธิโีฟลไซโตเมทร ี(Flow 

cytometry) โดยท าการยอ้ม DNA ดว้ย Propidium Iodide (PI) ซึ่งลกัษณะปรมิาณการตดิสฟีลูออเรสเซนส ์

(fluorescence) ของ DNA จะเป็นสดัสว่นโดยตรงต่อจ านวน DNA content ในแต่ละเซลล ์สามารถแบ่งลกัษณะ
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ปรมิาณการตดิสฟีลูออเรสเซน เป็น 3 ลกัษณะ แสดงผลออกมาในรูปของความสมัพนัธร์ะหว่างปรมิาณ DNA 

content และจ านวนเซลล ์ดงัแสดงในรปูที ่10 

 

 

 

 

 

 

 
รปูท่ี 10 ตวัอยา่ง normal cell cycle distribution 

(ทีม่า: http://ajpcell.physiology.org/content/304/10/C927) 

 

7.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562 ในอาหารท่ีมีสารเคอรคิ์วมิน หรือ 

SP600125 หรือ Tanshinone IIA 

เพาะเลีย้งเซลลใ์หม้ปีรมิาณความหนาแน่นของเซลลเ์ท่ากบัรอ้ยละ 80 (80% cell confluence) จากนัน้เพิม่ปรมิาณ 

(expand) เซลลเ์พื่อเตรยีมเซลลใ์หห้ยุดอยูท่ีร่ะยะ G0 โดยป ัน่ลา้งเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 หรอื Molt4 

ดว้ย PBS ที ่1,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีทัง้หมด 3 ครัง้ ปรบัปรมิาณเซลลใ์หม้คี่าเท่ากบั 3.2  106 cells/ 8 ml 

ดว้ยอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI-1640 ทีม่ ีFBS รอ้ยละ 0.5 ท าการเพาะเลีย้งในตูบ้่ม CO2 ทีม่ ีCO2 รอ้ยละ 5 และมี

อุณหภูม ิ37°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ครบเวลาท าการป ัน่ลา้งเซลลเ์ช่นเดมิ แลว้ปรบัปรมิาณเซลลใ์หม้คี่าเท่ากบั 8.0 

 105 cells/ 8 ml/ plate ดว้ยอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI-1640 ทีม่ ีFBS รอ้ยละ 10 ท าการเพาะเลีย้งเซลลท์ีป่รบั

ปรมิาณแลว้ในอาหารทีเ่ตมิสารเคอรค์วิมนิหรอื SP600125 หรอื Tanshinone IIA ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ทีไ่มเ่ป็นพษิ

ต่อเซลล ์3 ระดบั ไดแ้ก่ 2.5, 5 และ 10 µM ในเซลล ์K562 และ 5, 10 และ 15 µM ในเซลล ์Molt4 ซึง่ใชไ้มเ่กนิค่า 

IC20 เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม ซึ่งท าการเตมิ DMSO ในปรมิาตรที่เทยีบเท่ากบัรอ้ยละของสารเคอรค์วิมนิหรอื 

SP600125 หรอื Tanshinone IIA ทีเ่ตมิในกลุ่มทดสอบ โดยความเขม้ขน้สดุทา้ยของ DMSO จะตอ้งน้อยกวา่ 0.8% 

ของปรมิาตรทัง้หมด เพื่อไมใ่ห ้DMSO เป็นพษิต่อเซลลเ์พาะเลีย้ง จากนัน้ท าการเพาะเลีย้งในตูบ้่ม CO2 ทีม่ ีCO2 

รอ้ยละ 5 และมอุีณหภูม ิ37°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ครบเวลาท าการเกบ็เซลล์ ยอ้มเซลล์และน าไปศกึษาการ

กระจายตวัของเซลลใ์นวฏัจกัรเซลลต์่อไป 
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7.2 การย้อมเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 หรือ Molt4 เพ่ือศึกษาวฏัจกัรเซลลด้์วย

วิธีโฟลไซโตเมทรี (Flow cytometry) 

เมื่อท าการบ่มเซลลก์บัสารเคอรค์วิมนิ หรอื SP600125 หรอื Tanshinone IIA เป็นเวลาครบ 24 ชัว่โมง 

ท าการลา้งเซลลด์ว้ย PBS ทีเ่ยน็ โดยป ัน่ที ่1,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ี2 รอบ ท าการปรบัปรมิาณเซลลแ์ละนับ

เซลลใ์น counting chamber โดยใช ้Trypan blue ทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 0.2 จากนัน้ท าการละลาย (resuspend) 

pellet ดว้ย PBS ทีเ่ยน็ ปรมิาตร 300 µl แลว้ fixed เซลลด์ว้ย absolute ethanol ทีเ่ยน็ 700 µl ในอ่างน ้าแขง็ 30 

นาท ี จากนัน้ป ัน่ที ่1,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ี1 รอบ ดูดสว่นใส (supernatant) ทิง้ใหห้มด จากนัน้เตมิ PI 

solution ปรมิาตร 500 µl น าไปวเิคราะหด์ว้ยเครื่อง Flow Cytometer รุน่ Cytomics FC 500 ยีห่อ้ Beckman 

Coulter และโปรแกรม FlowJo V10 

 

8. การศึกษาผลของสารเคอรคิ์วมิน Tanshinone IIA และ SP600125 ต่อระดบัการแสดงออกของโปรตีน 

cyclin B และ cdc2 ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 

การศกึษาการแสดงออกของโปรตนีสามารถท าไดโ้ดยอาศยัเทคนิค Acrylamide gel electropgoresis  

และ Western blotting 

8.1 การเพาะเลี้ยงเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562 ในอาหารท่ีมีสารเคอรคิ์วมิน Tanshinone 

IIA และ SP600125 

เพาะเลีย้งเซลลใ์หม้ปีรมิาณความหนาแน่นของเซลลเ์ท่ากบัรอ้ยละ 80 (80% cell confluence) ป ัน่ลา้ง
เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด Molt4 ดว้ย PBS โดยป ัน่ที ่1,700 rpm เป็นเวลา 5นาท ีทัง้หมด 3 ครัง้ ปรบัปรมิาณ
เซลลใ์หม้คี่าเท่ากบั 1.0  105 cells/ ml ดว้ยอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI-1640 ทีม่ ีFBS รอ้ยละ 10 ท าการเพาะเลีย้ง
เซลลท์ีป่รบัปรมิาณแลว้ในอาหารทีเ่ตมิสารเคอรค์วิมนิ หรอื Tanshinone IIA หรอื SP600125 ทีร่ะดบัความเขม้ขน้
ทีไ่มเ่ป็นพษิต่อเซลล ์3 ระดบั (5, 10 และ 15 µM) ซึง่ใชไ้มเ่กนิค่า IC20 เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม ซึง่ท าการเตมิ 
DMSO ในปรมิาตรทีเ่ทยีบเท่ากบัรอ้ยละของสารเคอรค์วิมนิ หรอื Tanshinone IIA หรอื SP600125 ทีเ่ตมิในกลุ่ม
ทดสอบ โดยความเขม้ขน้สดุทา้ยของ DMSO จะตอ้งน้อยกว่า 0.8% ของปรมิาตรทัง้หมด เพื่อไม่ให ้DMSO เป็น
พษิต่อเซลลเ์พาะเลีย้ง จากนัน้ท าการเพาะเลีย้งในตูบ้่ม CO2 ทีม่ ีCO2 รอ้ยละ 5 และมอุีณหภูม ิ37°C เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง ครบเวลาน าเซลลท์ีไ่ดไ้ปท าการสกดัโปรตนีรวม (whole protein) และศกึษาการแสดงออกของโปรตนี cyclin 
B และ cdc2 ต่อไป 

8.2 การเตรียมโปรตีนรวมจากเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 

เมื่อท าการบ่มเซลลก์บัสารเคอรค์วิมนิ หรอื Tanshinone IIA หรอื SP600125 เป็นเวลาครบ 24 ชัว่โมง 

ท าการลา้งเซลลด์ว้ย PBS ทีเ่ยน็ โดยป ัน่ที ่1,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีท าการปรบัปรมิาณเซลลแ์ละนบัเซลลใ์น 

counting chamber โดยใช ้Trypan blue ทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 0.2 จากนัน้ท าการป ัน่ลา้งเซลลด์ว้ย PBS โดยป ัน่ที ่

1,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีอกี 2 รอบ โดยรอบสดุทา้ยจะปรบัปรมิาณดว้ย PBS ปรมิาตร 1 ml ผสมเซลลใ์หเ้ขา้

กนัและใสล่งไปใน microcentrifuge tube ทีส่ะอาด ขนาด 1.5 ml ทีป่ราศจากเชือ้ปนเป้ือน น าเซลลไ์ปป ัน่ตกดว้ย

เครือ่ง microcentrifuge ทีค่วามเรว็รอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีจากนัน้ดดูสว่นใสออกใหห้มด เกบ็เฉพาะสว่น

ของ cell pellet ไวท้ี ่-20°C เพือ่น าไปสกดัโปรตนีรวมต่อไป 
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8.3 การสกดัโปรตีนรวม (whole protein lysate) ด้วย RIPA buffer 

น า cell pellet ทีเ่กบ็ไดใ้นขอ้ง 4.2 มาผสมกบั RIPA buffer ปรมิาตร 100 µl จากนัน้น าไปผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื่อง 

vortex ใหต้ะกอนละลายอยา่งสมบรูณ์ หลงัจากผสมกนัแลว้ใหน้ าสว่นผสมแชไ่วใ้นอ่างน ้าแขง็เป็นเวลา 10 นาท ีเมื่อ

ครบเวลาน าไปผสมใหเ้ขา้กนัแรงๆ ดว้ยเครื่องvortex อกี ท าเช่นน้ีจนครบเวลา 1 ชัว่โมง เมื่อครบ 1 ชัว่โมงแลว้ให้

น า microcentrifuge tube ไปป ัน่ที ่10,000 rpm เป็นเวลา 10-15 นาท ีดดูสว่นใสเกบ็ไวใ้น microcentrifuge tube 

โดยแบ่งเกบ็หลอดละ 30-35 µl ที ่-20°C เพื่อรอท าการวดัปรมิาณโปรตนีและดกูารแสดงออกของโปรตนีทีส่นใจ

ต่อไป 

8.4 การวดัปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของ Folin-Lowry 

ท าการวดัปรมิาณโปรตนีรวมดว้ยวธิ ีFolin-Lowry ตามขอ้ 5.4.3 เพื่อค านวณหาปรมิาณของโปรตนีทีจ่ะ
น าไปศกึษาการแสดงออกของโปรตนีทีส่นใจ ไดแ้ก่ cyclin B และ cdc2 ดว้ยวธิ ีWestern blot ต่อไป 

8.5 การวิเคราะหห์าโปรตีนโดยใช้เทคนิค Acrylamide gel electrophoresis และ Western blot 
วเิคราะหต์าม section ที ่5.4.4 โดยใช ้แอนตบิอดตี่อ cyclin B และ cdc2 และใช ้GAPDH เป็น internal 

control 
 
9. การท า c-Jun knockdown เพ่ือศึกษาผลของ c-Jun/AP1 ต่อการแสดงออกของยีน WT1 

น าเซลล ์K562 มาเพาะเลีย้งใน 12-well plate เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนท า viral infection ใน 
complete RPMI-1640 medium (1 ml) หลงัจากนัน้เซลลโ์ดยประมาณ 50% confluent ในวนัทีจ่ะท าการ infection 
(Day 2) โดยการน าเอาอาหารเพาะเลีย้งออกจาก well แลว้เตมิ polybrene (10 µg/ml) ปรมิาตร  1 ml ใน media 
mixture ต่อ well (ส าหรบั 12-well plate) หลงัจากนัน้ท าการ infect โดยการเตมิ shRNA Lentiviral Particles ใน 
culture medium แลว้บ่มขา้มคนื (18-20 ชัว่โมง) จากนัน้ดดูอาหารทีม่ ีlentiviral particles ออกจาก wells ภายใน 
24 ชัว่โมงหลงัจาก infection แลว้เตมิอาหารใหม่ (Fresh media) ในแต่ละ well โดยอาหารตอ้งไมม่ ีpolybrene 
(without polybrene) ในวนัที ่4 จะพบ stable clones ทีม่กีารเจรญิเตบิโตขึน้ ใหเ้ตมิ puromycin (10 µg/ml) เพื่อ
คดัเลอืก clone ทีม่ ีshRNA อยูแ่ลว้เพาะเลีย้งต่อเป็นระยะเวลา for 24-48 ชัว่โมง ใน complete medium.  

 
10. สถานท่ีด าเนินการวิจยัและรวบรวมข้อมลู 
 แขนงวชิาจุลทรรศนศาสตร์คลนิิก แขนงวชิาภูมคิุ้มกันวทิยาคลนิิก และแขนงวชิาวทิยาศาสตร์การบรกิาร
โลหติ ภาควชิาเทคนิคการแพทย ์คณะเทคนิคการแพทย ์มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่ 
 หอ้งปฏบิตักิารของ Prof.Dr.Colleen Sweeney ที ่UC Davis, School of Medicine, Cancer center, 
Sacramento, USA 
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ผลการทดลอง 

 

1. ผล cytotoxicity ของเคอรคิ์วมิน (curcumin), Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) และ SP600125 (JNK 

inhibitor) ต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 

 จากผลการทดสอบความเป็นพษิของเคอรค์วิมนิ (curcumin), Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) และ 

SP600125 (JNK inhibitor) ใหผ้ลในการท าลายเมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562 โดยเมื่อเปรยีบเทยีบความเป็น

พษิของสารแต่ละชนิดโดยใชค้่าความเขม้ขน้ของสารสกดัที่สามารถท าลายเซลล์เมด็เลอืดขาวได ้50 เปอรเ์ซน็ต ์

(inhibitory concentration at 50%) หรอื IC50 ที ่24 ชัว่โมงมคี่า IC50 เท่ากบั 37.5, >100 และ 62.5 µM ตามล าดบั 

และเมื่อท าการทดสอบที ่48 ชัว่โมง พบวา่มคี่า IC50 เท่ากบั 37.5, 3.1 และ 22.9 µM ตามล าดบั จากการพจิารณา

ค่า IC20 ซึ่งเป็นค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัที่ไม่เป็นพษิต่อเซลล์ ซึ่งจะน ามาใชใ้นการศกึษาการแสดงออกของยนี 

WT1 ในการทดลองถดัไป พบวา่ใหค้า่ IC20 ทีเ่วลา 24 ชัว่โมงมคีา่เท่ากบั 17.7, 2.1 และ 6.2 µM ตามล าดบั และเมื่อ

ท าการทดสอบที ่48 ชัว่โมง พบวา่มคี่า IC50 เท่ากบั 17.7, 1.3 และ 7.03 µM ตามล าดบั ดงัแสดงค่าในรปูที่ 11 (a) 

และ 11 (b) ตามล าดบั และค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล ์(IC20) ถูกค านวณเพื่อน าไปใชใ้น

การศกึษาผลของสารต่อการแสดงออกของยนี WT1 และโปรตนี WT1 รวมทัง้ WT1-DNA binding ในการทดลอง

ต่อไป   

 

2.  ผลของเคอรคิ์วมิน (curcumin), Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) และ SP600125 (JNK inhibitor) ต่อ

การแสดงออกของโปรตีนวิลม์ทเูมอรว์นั โดยวิธี Western blot 

 จากการศกึษาทีผ่่านมาทางกลุ่มวจิยัไดพ้บวา่ c-Jun N-terminal Kinase (JNK) มคีวามเกีย่วขอ้งกบัการ

สง่สญัญาณภายในเซลลข์องโปรตนี WT1 จากการศกึษาดว้ย protein microarray (รปูที ่12) การทดลองน้ีจงึไดล้อง

ศกึษา c-Jun inhibitor (Tanshinone IIA) และ JNK inhibitor (SP600125) ต่อการการแสดงออกของยนี WT1 ซึง่

คาดว่าจะสง่ผลท าใหล้ดการแสดงออกของโปรตนี WT1 อย่างไรกต็ามเน่ืองจาก JNK สามารถกระตุน้การท างาน

ของโปรตนี transcription factor ไดท้ัง้ WT1 และ c-Jun (AP1) (heterodimer ของ c-Jun และ c-Fos) จงึเป็นที่

น่าสนใจวา่ JNK มผีลต่อ โปรตนี WT1 หรอื c-Jun ในการกระตุน้การท างานของยนี WT1 กนัแน่ ดงันัน้ในเบือ้งตน้ 

จงึไดท้ าการศกึษาโดยใช ้c-Jun inhibitor (Tanshinone IIA) เปรยีบเทยีบกบัการยบัยัง้ดว้ยเคอรค์วิมนิ ทีค่วาม

เขม้ขน้ทีไ่มเ่ป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ ทีค่วามเขม้ขน้ 5, 10 และ 15 µM ซึง่อา้งองิมาจากผลการทดลองที ่1) เป็นระยะ 

เวลา 24 ชัว่โมง มาทดสอบรว่มดว้ย จากการศกึษาผลของการทดสอบดว้ยเคอรค์วิมนิ (curcumin) เบือ้งตน้ พบวา่

เคอรค์วิมนิ มผีลยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนี WT1 เป็นไปตามความเขม้ขน้ทีเ่พิม่มากขึน้ (5, 10 และ 15 µM) ที่

ระยะเวลา 24 ชัว่โมง ใหผ้ลการยบัยัง้เท่ากบั 13.3, 22.3 และ 53.8% สว่น Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) มผีล

ยบัยัง้ เท่ากบั 17.4, 43.2 และ 40.1% และไดท้ าการศกึษา SP600125 (JNK inhibitor) เปรยีบเทยีบผลการทดลอง

ดว้ย ซึง่ใหผ้ลในการยบัยัง้ เท่ากบั 7.9, 18.9 และ 23.6% ตามล าดบั โดยท าการศกึษาทัง้หมด 4 ครัง้ ระยะเวลาที่

แตกต่างกนั (4 time-independent experiment) ดงัแสดงในตารางที ่2 รปูที ่13 และ 14   
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รปูท่ี 11 ผล cytotoxicity ของเคอรค์วิมนิ (curcumin), Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) และ SP600125 

(JNK inhibitor) ต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562 โดยวธิ ีMTT ทีร่ะยะเวลา 24 (a) และ 48 

(b) ชัว่โมง 
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รปูท่ี 12 แสดงผลของเคอรค์วิมนิต่อการแสดงออกของโปรตนี Phospho-kinase จากการศกึษาดว้ยวธิ ี

Protein microarray  
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รปูท่ี 13 ผลของเคอรค์วิมนิ (curcumin), Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) และ SP600125 (JNK inhibitor) ต่อ

ระดบัโปรตนี WT1 ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562 โดยวธิ ีWestern blot โดยท าการทดลอง

ทัง้หมด 4 ซ ้า เวลา 24 ชัว่โมง 
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ตารางท่ี 2 ผลของเคอรค์วิมนิ (curcumin), Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) และ SP600125 (JNK inhibitor) ต่อ

ระดบัโปรตนี WT1 ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562 โดยวธิ ีWestern blot 

การทดลอง รอ้ยละของระดบัการแสดงออกของโปรตนี WT1 
  1 2 3 4 5 Mean ± SD 
Curcumin VC 100 100 100 100 100 100 ± 0 

 
5 85.1 94.5 82.96 83.44 87.3 86.66 ± 4.7 

 
10 70.26 86.58 68.09 78.06 85.7 77.74 ± 8.52* 

 
15 27.92 59.41 40.1 50 53.84 46.25 ± 12.44* 

SP600125 VC 100 100 100 100 100 100 ± 0 

 
5 99.36 99.47 77.53 ND 99.47 92.12 ± 12.64 

 
10 70 77.89 75.44 ND 98.41 74.44 ± 4.04* 

 
15 56 58.19 54.94 ND 90.17 56.38 ± 1.66* 

Tanshinone IIA VC 100 100 100 100 100 100 ± 0 

 
5 96.59 96.51 67.43 85.6 66.79 82.58 ± 14.82 

 
10 39.59 69.66 58.07 53.89 63.04 56.85 ± 11.30* 

 
15 43.63 73.04 64.68 62.83 55.25 59.89 ± 11.07* 

 

* แสดงค่าความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม 

(vehicle control) 
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รปูท่ี 14 กราฟแสดงผลของเคอรค์วิมนิ (curcumin), SP600125 (JNK inhibitor) และ Tanshinone IIA (c-Jun 

inhibitor) ต่อระดบัโปรตนี WT1 ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562 โดยวธิ ีWestern blot โดยท าการ

ทดลองทัง้หมด 4 ซ ้า เวลา 24 ชัว่โมง * แตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่า่ความเชื่อมัน่ 95% (p<0.05)  
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3. ผลของเคอรคิ์วมิน (curcumin), Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) และ SP600125 (JNK inhibitor) ต่อ

จ านวนเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวเพาะเลี้ยง K562  

 การศกึษานี้เป็นการศกึษาต่อเน่ืองมาจากการศกึษาในขอ้ 2) โดยการทดสอบดว้ยเคอรค์วิมนิ Tanshinone 

IIA และ SP600125 ทีค่วามเขม้ขน้ 5, 10 และ 15 µM เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง ท าการทดสอบดว้ยวธิ ี Trypan 

blue exclusion จากผลการศกึษาพบวา่ทัง้ เคอรค์วิมนิ Tanshinone IIA และ SP600125 สามารถยบัยัง้การแบ่งตวั

ของเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้ง K562 เป็นไปตามความเขม้ขน้ทีเ่พิม่มากขึน้ โดยเคอรค์วิมนิสามารถลด

จ านวนเซลลไ์ด ้27.1, 30.7 และ 42.1% Tanshinone IIA ลดได ้35.6, 46, 57.1% สว่น SP ลดได ้33, 38.4, และ 

41.5% ตามล าดบั เมือ่เทยีบกบัชุดควบคุม (vehicle control) ซึง่แตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่

ที ่95% (p<0.05) เมื่อพจิารณาผลของ เคอรค์วิมนิ Tanshinone IIA และ SP600125 ต่อปรมิาณเซลลต์าย (dead 

cells) พบวา่มปีรมิาณทีไ่มแ่ตกต่างจากชุดควบคุม ดงัแสดงในตารางที ่3 รปูที ่15 

 

ตารางท่ี 3 ผลของเคอรค์วิมนิ (curcumin), Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) และ SP600125 (JNK inhibitor) ต่อ

จ านวนเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้ง K562 

 

การทดลอง Viable cells Dead cells 

 
Mean ( 105) SD ( 105) Mean ( 105) SD ( 105) 

 
VC 2.8 0.35 0.044 0.035 

Curcumin 5 2.04* 0.014 0.044 0.025 

 
10 1.94* 0.1 0.078 0.025 

 
15 1.62* 0.25 0.044 0.025 

 
VC 2.61 0.34 0.044 0.035 

Tanshinone IIA 5 1.68* 0.16 0.072 0.042 

 
10 1.41* 0.19 0.1 0.073 

 
15 1.12* 0.19 0.083 0.017 

 
VC 2.24 0.17 0.022 0.0096 

SP600125 5 1.5* 0.1 0.033 0.017 

 
10 1.38* 0.043 0.017 0 

 
15 1.31* 0.088 0.039 0.025 

 

หมายเหตุ * แสดงค่าความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบกบั

ชุดควบคุม (vehicle control; VC)  

 

 

 

 



  เอกสารปกปิด หา้มเผยแพรก่่อนไดร้บัอนุญาต 

31 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 15 ผลของเคอรค์วิมนิ SP600125 และ Tanshinone IIA ต่อจ านวนเซลล์ K562 ทีร่ะยะเวลา 24 ชัว่โมง โดย 
(A) คอืเคอรค์วิมนิ (B) SP600125 และ (C) Tanshinone IIA ท าการตรวจนบัจ านวนเซลล์โดยใชว้ธิ ี trypan blue 

exclusion ขอ้มลูเป็นค่า mean ± SD * = แสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% 
(p<0.05) เมือ่เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม (vehicle control; VC) 
 

4. การศึกษาผลของ Tanshinone IIA ต่อระดบัการแสดงออกของโปรตีน WT1, c-Jun และ c-Fos ใน

เซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562  

จากการศกึษาผลของ Tanshinone IIA ต่อการแสดงออกของโปรตนี c-Jun พบวา่เมื่อท าการทดสอบดว้ย 

Tanshinone IIA ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 µM เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่ Tanshinone IIA สามารถลดการ

แสดงออกของโปรตนี WT1 รอ้ยละ 9.9 ± 3.6%, 33.3 ± 9.4% และ 57.0 ± 12.2% ตามล าดบั เมื่อท าการปรบัเทยีบ

การแสดงออก (normalization) ดว้ย GAPDH และเทยีบกบัชุดควบคุม ซึง่ผลการทดลองลดลงตามความเขม้ขน้ของ

สารทีเ่พิม่ขึน้ (dose dependent maner) ดงัแสดงในตารางที ่4 รปูที ่16 และ 17 และเมือ่ศกึษาผลของ Tanshinone 

IIA ต่อการแสดงออกของโปรตนี c-Jun พบวา่ Tanshinone IIA มผีลท าใหเ้ซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด 

K562 มกีารแสดงออกของโปรตีน c-Jun ที่ลดลงร้อยละ 12.7 ± 15.3%, 47.6 ± 8.0% และ 48.5 ± 12.8% 

ตามล าดบั ตามความเขม้ขน้ทีเ่พิม่มากขึน้ ดงัแสดงในตารางที ่5 รปูที ่18 และรปูที ่19 และเมื่อท าการศกึษาผลของ 

Tanshinone IIA ต่อการแสดงออกของโปรตนี c-Fos พบวา่ Tanshinone IIA มผีลในการเหน่ียวน าใหโ้ปรตนี c-Fos 
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มกีารแสดงออกทีเ่พิม่มากขึน้ ตามความเขม้ขน้ทีเ่พิม่มากขึน้ เท่ากบั 6.1 ± 3.0, 63.1 ± 14.6 และ 291.5 ± 58.6 

เท่า ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางที ่6 รปูที ่20 และรปูที ่21 นอกจากน้ี Tanshinone IIA ทีม่ผีลท าใหล้ดการแบ่งตวั

ของเซลลด์ว้ย ดงัแสดงในรปูที ่22 

 

 

                                      MW                        ความเข้มข้นของสาร Tanshinone IIA 

                              (kDa)         VC              1 µM            2 µM  3 µM 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 16 ผลของ Tanshinone IIA ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 µM ต่อการแสดงออกของโปรตนี WT1 ในเซลลม์ะเรง็

เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562  ดว้ยวธิ ีWestern blot 

 

ตารางท่ี 4 แสดงผลการแสดงออกของโปรตนี WT1 ทีเ่มื่อท าการทดสอบดว้ยสาร Tanshinone IIA ความเขม้ขน้ 1, 

2 และ 3 µM 

 

ความเข้มข้น Tanshinone IIA 

(µM) 

ร้อยละการแสดงออกของโปรตีน 

WT1 
mean SD SE 

VC 100.0 100.0 100.0 100.0 0.0 0.0 

1  84.9 97.2 88.3 90.2 6.3 3.6 

2  48.2 78.5 73.5 66.7* 16.3 9.4 

3  18.5 56.4 54.0 43.0* 21.2 12.2 

 

* แสดงค่าความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม 

(vehicle control) 
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รปูท่ี 17 ผลของ Tanshinone IIA ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 µM ต่อการแสดงออกของโปรตนี WT1 ในเซลลม์ะเรง็

เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562 วเิคราะหค์วามเขม้ขน้ของแถบดว้ยโปรแกรม Quantity one (BIO-RAD) ซึง่ท า

การทดลองทัง้หมด 3 ครัง้ ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั (3 time-independent experiment)  

หมายเหตุ : VC = Vehicle control, * = แสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% 

(p<0.05) 
 

 

 

                            MW                     ความเข้มข้นของสาร Tanshinone IIA 

                        (kDa)       VC              1 µM            2 µM      3 µM 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 18 ผลของ Tanshinone IIA ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 µM ต่อการแสดงออกของโปรตนี c-Jun ใน

เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562  ดว้ยวธิ ีWestern blot 

หมายเหตุ : VC = Vehicle control 
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ตารางท่ี 5 ผลการแสดงออกของโปรตนี c-Jun ทีเ่มื่อท าการทดสอบดว้ยสาร Tanshinone IIA ความเขม้ขน้ 1, 2 

และ 3 µM 

 

ความเข้มข้น Tanshinone IIA 

(µM) 
ร้อยละการแสดงออกของโปรตีน c-Jun mean SD SE 

VC 100.0 100.0 100.0 100.0 0.0 0.0 

1  97.7 107.1 57.1 87.3 26.6 15.3 

2  43.3 68.3 45.7 52.4* 13.8 8.0 

3  31.0 48.5 75.0 51.5* 22.1 12.8 

 

* แตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิี่ค่าความเชื่อมัน่ 95% (p<0.05) เมื่อเปรยีบทยีบกบัชุดควบคุม (vehicle 

control) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รปูท่ี 19 ผลของ Tanshinone IIA ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 2  และ 3 µM ต่อการแสดงออกของโปรตนี c-Jun ใน
เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562 วเิคราะหค์วามเขม้ขน้ของแถบดว้ยโปรแกรม Quantity one (BIO-
RAD) ซึง่ท าการทดลองทัง้หมด 3 ครัง้ ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั (3 time-independent experiment)  
หมายเหตุ : VC = Vehicle control       = แสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% 
(p<0.05) 

 

 

* 

* 
* 
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                                      MW                      ความเข้มข้นของสาร Tanshinone IIA 

                                     (kDa)       VC          1 µM         2 µM             3 µM 

 

 

 

 
 

รปูท่ี 20 ผลของ Tanshinone IIA ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 µM ต่อการแสดงออกของโปรตนี c-Fos ใน

เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562  ดว้ยวธิ ีWestern blot 

 
ตารางท่ี 6 แสดงผลการแสดงออกของโปรตนี c-Fos ทีเ่มื่อท าการทดสอบดว้ยสาร Tanshinone IIA ความเขม้ขน้ 

1, 2 และ 3 µM 

 

ความเข้มข้น Tanshinone IIA 

(µM) 
ร้อยละการแสดงออกของโปรตีน c-Fos mean SD SE 

VC 1.0 1.0 1.0 1.0 0.0 0.0 

1  12.0 3.6 2.6 6.1 5.2 3.0 

2  58.8 40.3 91.2 63.1 25.2 14.6 

3  247.9 407.6 219.1 291.5* 101.6 58.6 

 
* แตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม (vehicle 

control) 
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รปูท่ี 21 ผลของสาร Tanshinone IIA ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 µM ต่อการแสดงออกของโปรตนี c-Fos ใน

เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562 โดยแสดงผลการทดลองดว้ยวธิ ีWestern blot และวเิคราะหค์วาม

เขม้ของแถบดว้ยโปรแกรม Quantity one (BIO-RAD) ซึง่ท าการทดลองทัง้หมด 3 ครัง้ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั (3 

time independent study)  

หมายเหตุ : VC = Vehicle control,         = แสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% 

(p<0.05)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 22 แสดงจ านวนเซลลห์ลงัจากทดสอบดว้ยสาร Tanshinone IIA ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 µM โดยวธิ ี

Trypan blue exclusion  

หมายเหตุ :       = แสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบ

กบัชุดควบคุม 
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5. ผลของเคอรคิ์วมิน และ Tanshinone IIA ต่อการจบัของโปรตีน WT1 และ AP1 ท่ีโปรโมเตอรข์องยีน 

WT1 

จากการทดลองน้ีท าใหท้ราบวา่เมื่อยบัยัง้การแสดงออกของ JNK มผีลท าใหโ้ปรตนี WT1 มกีารแสดงออก

ลดลง สว่น Tanshinone IIA นัน้โดยปกตมิฤีทธิย์บัยัง้การเกดิ heterodimer ของ c-Jun และ c-Fos โดยการศกึษา 

hot spot ทีบ่รเิวณ WT1 gene promoter นัน้พบวา่มบีรเิวณทีจ่บัเฉพาะของโปรตนี AP1 อยูด่ว้ย คอื บรเิวณ 

TGAGTGA ดงัแสดงในรปูที ่23 ซึง่เป็นเหตุผลหน่ึงทีท่ าใหเ้กดิค าถามวา่ โปรตนี WT1 หรอื AP1 ทีม่บีทบาทส าคญั

ที ่WT1 gene promoter ในการกระตุน้การแสดงออกของยนี WT1 ซึง่กใ็หผ้ลในการยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนี 

WT1 ไดผ้ลการทดลองเช่นเดยีวกนัคอื เมื่อท าการทดสอบดว้ยเคอรค์วิมนิ Tanshinone IIA และ SP600125 ใหผ้ล

ในการยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนี WT1 ไดเ้ช่นเดยีวกนั ซึง่เป็นทีน่่าสนใจวา่ ทัง้ WT1 และ AP1 น่าจะมสีว่น

ส าคญัในการกระตุน้การแสดงออกของยนี WT1 ทัง้คู่กอ็าจจะเป็นได ้ ดงันัน้เพื่อความมัน่ใจในผลของการศกึษาน้ี 

ผูว้จิยัจงึไดท้ าการศกึษาต่อไปในส่วนของผลของเคอรค์วิมนิและ Tanshinone IIA ต่อการจบักนัระหว่าง WT1 

protein-DNA และ c-Jun-DNA complex โดยวธิ ีChIP assay  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 23 บรเิวณ WT1 binding site และ AP1 binding site ที ่proximal WT1 gene promoter   

AP1 binding site 
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การทดลองน้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาวา่โปรตนี WT1 หรอื AP1 (c-Jun และ c-Fos) ทีเ่ป็น transcription 

factor ทีส่ าคญัต่อการกระตุน้การแสดงออกของยนี WT1 การศกึษาน้ีไดท้ าการศกึษา Protein-DNA binding โดยวธิ ี

ChIP assay โดยการท า immunoprecipitation ดว้ย WT1 antibody และ c-Jun antibody ผลการทดลองเริม่ตน้ 

โดยการทดสอบผลของเคอรค์วิมนิต่อการยบัยัง้ WT1-DNA binding และ c-Jun-DNA binding พบวา่เคอรค์วิมนิ 

สามารถยบัยัง้การเกดิ WT1-DNA complex ไดโ้ดยเฉลีย่เท่ากบั 31% เมื่อเทยีบกบัชุดควบคุม (vehicle control) 

และสามารถยบัยัง้ c-Jun-DNA complex ไดเ้ท่ากบั 56% (ตารางที ่7 รปูที ่24(a), 24(b) และ 24(c)) ซึง่มากกวา่ 

WT1-DNA complex การทดลองไดท้ าการ normalized ดว้ย input 1:50 โดยม ีPol II–DNA complex เป็น positive 

control แต่อยา่งไรกต็ามการจบักนัระหวา่ง c-Jun และ DNA นัน้พบวา่เกดิน้อยกวา่ WT1-DNA complex โดย c-

Jun-DNA complex เกดิขึน้เพยีง 51.6% เท่านัน้เมื่อเปรยีบเทยีบกบั WT1-DNA complex (ใหเ้ป็น 100%) ดงัแสดง

ในตารางที ่7 รปูที ่24 (d) หลงัจากนัน้ เพื่อเป็นการ confirm ผลของเคอรค์วิมนิ ต่อการยบัยัง้ WT1-DNA binding 

และ c-Jun-DNA binding ไดท้ าการศกึษาผลของ Tanshinone IIA ต่อ WT1-DNA binding และ c-Jun-DNA 

binding จากการศกึษาผลของ c-Jun inhibitor (Tanshinone IIA) พบวา่สามารถลดทัง้ WT1-DNA binding และ c-

Jun-DNA binding ไดเ้ช่นกนั โดยสามารถลด WT1-DNA binding ได ้94% และ 54% ตามล าดบั เมื่อเปรยีบเทยีบ

กบัชุดควบคุม ดงัแสดงในตารางที ่7 รปูที ่25(a) และ 25(b) ดงันัน้การทดลองดงักล่าวสามารถบอกไดว้า่เมื่อยบัยัง้

การท างานของโปรตนี AP1 สามารถลด WT1-DNA binding และ c-Jun-DNA binding ลงไดเ้ช่นเดยีวกบัเคอรค์วิ-

มนิ ซึง่เป็นไปไดว้่า AP1 น่าจะมสีว่นส าคญัต่อการกระตุน้การแสดงออกของยนี WT1 ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว

ชนิด K562 อยา่งไรกต็ามการศกึษาน้ีจะตอ้งท าการศกึษาผลของทัง้เคอรค์วิมนิและ Tanshinone IIA ต่อการท างาน

ของยนี WT1 อกีครัง้จากการศกึษาดว้ย Luciferase activity 

ตารางท่ี  7  ผลของเคอรค์วิมนิและ Tanshinone IIA ต่อ WT1- และ c-Jun/AP1- DNA binding ที ่WT1 promoter  

(-301 bp) โดยวธิ ีChIP 

การทดลอง Relative enrichment 
 ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2  ครัง้ท่ี 3 Mean±SD 

Vehicle control WT1 1.0 1.0 1.0 1.0 ± 0 
 c-Jun/AP1 1.0 1.0 1.0 1.0 ± 0 
Curcumin WT1 0.69 0.66 0.62 0.66 ± 0.03* 
 c-Jun/AP1 0.20 0.38 0.12 0.23 ± 0.13* 
Tanshinone IIA WT1 0.02 0.08 0.07 0.06 ± 0.03* 

 c-Jun/AP1 0.32 0.43 0.64 0.46 ± 0.24* 
 

หมายเหตุ : * =  แสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบ

กบัชุดควบคุม (VC) 
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รปูท่ี 24 ผลของเคอรค์วิมนิต่อการเกดิ WT1-DNA binding และ c-Jun-DNA binding ทีบ่รเิวณโปรโมเตอรข์อง 

WT1 ดว้ยวธิ ีChIP assay (a) ผลการศกึษา WT1-DNA binding และ c-Jun-DNA binding ครัง้ที ่1 (b) ผลจากการ

วเิคราะห ์relative enrichment เมื่อท าการทดสอบดว้ย curcumin ต่อการยบัยัง้การเกดิ protein-DNA binding โดย

ให ้protein-DNA binding ของ WT1 และ c-Jun มคีา่ relative enrichment เท่ากบั 1  

หมายเหตุ : VC = Vehicle control * = แสดงความแตกต่างอย่างมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% 
(p<0.05) 
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รปูท่ี 25 ผลของ Tanshinone IIA ต่อการเกดิ WT1-DNA binding และ c-Jun-DNA binding ทีบ่รเิวณโปรโมเตอร์

ของ WT1 ดว้ยวธิ ีChIP assay (a) ผลการศกึษา WT1-DNA binding และ c-Jun-DNA binding (b) ผลจากการ

วเิคราะห ์relative enrichment เมื่อท าการทดสอบดว้ย curcumin ต่อการยบัยัง้การเกดิ protein-DNA binding โดย

ให ้protein-DNA binding ของ WT1 และ c-Jun มคีา่ relative enrichment เท่ากบั 1  

หมายเหตุ: VC = Vehicle control; * = แสดงความแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% 
(p<0.05) เมือ่เทยีบกบัชุดควบคุม (vehicle control; VC) 
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6. ผลของเคอรคิ์วมิน Tanshinone IIA และ SP600125 ต่อการท างานของ WT1 promoter โดยวิธี 

luciferase activity 

 จากการศกึษาการท างานของ WT1 promoter ที่มผีลต่อการแสดงออกของยนี WT1 ทีบ่รเิวณ WT1 

proximal promoter (-301 bp) นัน้ ไดเ้คยมรีายงานของ Semsri (2010) พบวา่ทีบ่รเิวณโปรโมเตอรข์องยนี WT1 

นัน้ม ีบรเิวณ SP1 binding site (+74 to +82) อยูด่ว้ย แต่พบวา่ไมม่ผีลต่อการแสดงออกของยนี WT1 แต่อยา่งใด 

จากการศกึษาดว้ยวธิ ีLuciferase activity จากการศกึษาในครัง้น้ีไดพ้บว่าบรเิวณโปรโมเตอรข์องยนี WT1 ยงัม ี

consensus sequence ของ AP1 (+144 to +150) อยูด่ว้ย เพื่อศกึษาผลของทัง้ WT1 และ AP1 ต่อการแสดงออก

ของยนี WT1 (3) การศกึษาน้ีไดท้ าการศกึษาโดยใช้เคอรค์วิมนิ Tanshinone IIA และ SP600125  มาทดสอบผลต่อ

การท างานของ WT1 promoter reporter ที ่24 ชัว่โมง โดยวธิ ีLuciferase activity การทดลองใชเ้ซลล ์K562 ทีท่ า

การ transfect ดว้ย pGL3_basic luciferase reporter vector ทีม่ ี301 bp ของ WT1 proximal promoter  (pGL3-

WT1) แลว้จงึท าการทดสอบดว้ย เคอรค์วิมนิ Tanshinone IIA และ SP600125 เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจาก

นัน้ท าการตรวจวดั การท างานของ firefly luciferase และ beta-galactosidase  และท าการเปรยีบเทยีบกบั pGL3 

basic vector และท าการ confirm ผลการทดลองอกีครัง้โดยใช ้WT1 mutant (pGL3-WT1 mutant) ทีบ่รเิวณ -50 

to -39 bp เพื่อยบัยัง้การท างานของ WT1 promoter สว่น -galactosidase activities ท าการ co-transfect พรอ้ม

กบั pGL3_basic luciferase reporter vector เพื่อเป็นตวั normalization ผลการทดลองพบวา่ เซลล ์K562 ทีท่ ากา

ระtransfect ดว้ย pGL3-WT1 (301 bp) ม ี luciferase activity ทีส่งูกวา่ชุดควบคุม (vehicle control หรอื pGL3) 

และพบวา่เมื่อทดสอบดว้ย curcumin, tanshinone IIA และ SP600125 ทีค่วามเขม้ขน้ 15 µM สามารถลดการ

ท างานของโปรโมเตอร ์ของยนี WT1 ลง 39.28, 30.59 และ 79.09% ตามล าดบั ซึง่แตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทาง

สถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ที ่95% (p<0.05) ดงัแสดงในตารางที ่8 รปูที ่26 สว่น reporter ทีม่ ี mutated WT1 

consensus site (negative control) มกีารท างานของ reporter ทีไ่มแ่ตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ 

ตารางท่ี 8 ผลของเคอรค์วิมนิ Tanshinone IIA และ SP600125 ต่อการท างานของ WT1 promoter โดยวธิ ี

luciferase activity 

การทดลอง 
 

pGL3 
 

Mean ± SD 
VC 1.33 1.00 1.19 1.17 ± 0.17 
Curcumin 1.33 1.00 1.19 1.17 ± 0.17 
Tanshinone IIA 1.33 1.00 1.19 1.17 ± 0.17 
SP600125 1.33 1.00 1.19 1.17 ± 0.17 

     การทดลอง 
 

pGL3-WT1 
 

Mean ± SD 
VC 8.16 7.16 8.74 8.02 ± 0.80 
Curcumin 6.17 4.25 4.19* 4.87 ± 1.13 
Tanshinone 5.43 5.27 6.00* 5.57 ± 0.38 
SP600125 2.00 1.43 1.60* 1.68 ± 0.29 

          
ตารางต่อหน้าที ่42 
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การทดลอง 
 

pGL3-WT1 mutant 
 

Mean ± SD 
VC 0.60 0.47 0.54 0.54 ± 0.07 
Curcumin 0.18 0.35 0.26 0.26 ± 0.09 
Tanshinone 0.93 0.77 0.81 0.84 ± 0.08 
SP600125 0.64 0.56 0.70 0.63 ± 0.07 

 

หมายเหตุ : * =  แสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบ

กบัชุดควบคุม (VC) 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 26 ผลของเคอรค์วิมนิ Tanshinone IIA และ SP600125 ต่อการท างานของ WT1 promoter reporter ที ่24 
ชัว่โมง โดยวธิ ีLuciferase activity จากการทดลองใชเ้ซลล ์K562 ทีท่ าการ transfect ดว้ย pGL3_basic luciferase 
reporter vector ทีม่ ี-301 bp ของ WT1 proximal promoter แลว้จงึท าการทดสอบดว้ย เคอรค์วิมนิ Tanshinone 
IIA และ SP600125 ทีค่วามเขม้ขน้ 15 µM เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ท าการตรวจวดั firefly luciferase 
และ -galactosidase activities และท าการ plot กราฟ relative activities เปรยีบเทยีบกบั pGL3 basic vector 
และบรเิวณทีท่ าการเปลีย่นแปลงเบสเพื่อการากลายพนัธุข์องบรเิวณโปรโมเตอรข์องยนี WT1 (directed muta- 
genesis of the WT1 consensus sequence) ทีบ่รเิวณ -50 to -39 bp เพื่อยบัยัง้การท างานของ WT1 promoter  
เพื่อเปรยีบเทยีบผลการทดลองกบั wild type WT1 promoter construct (-301 bp WT1) สว่น -galactosidase 
activities ท าการ co-transfect พรอ้มกบั pGL3_basic luciferase reporter vector เพื่อเป็นตวั normalization ท า

การทดลอง 3 ครัง้ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั ขอ้มลูทีไ่ดเ้ป็นค่า mean value ± SD สญัลกัษณ์ *หมายถงึแตกต่าง
อยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่า่ความเชื่อมัน่ที ่95% เมือ่เทยีบกบัชุดควบคุม (p<0.05) 
 
7. ผลของเคอรคิ์วมิน (curcumin) และ SP600125 (JNK inhibitor) ต่อ cell cycle arrest 

จากการศกึษาผลของเคอรค์วิมนิต่อการชะลอตวัของวฏัจกัรเซลล ์(cell cycle arrest) ในเซลล ์K562 

(chronic myelocytic leukemia) โดยการยอ้มเซลลด์ว้ย Propidium iodide (PI) และตรวจสอบดว้ยวธิ ีFlow 

cytometry พบวา่ ในช่วงเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง เคอรค์วิมนิสง่ผลท าใหเ้กดิการชะลอการเขา้สู่วฏัจกัรของเซลล ์

โดยพบวา่เคอรค์วิมนิสามารถท าใหเ้ซลลช์ะลออยู่ที ่ระยะ G2/M อย่างเหน็ไดช้ดัเจน ดงัแสดงในตารางที ่9 รปูที ่

27(a) 27(b) และ 28(a) 28(b) โดยในการทดลองทีร่ะยะเวลา 24 ชัว่โมงจะพบวา่การเกดิการชะลอตวัของวฏัจกัร

เซลล ์จะเป็นไปตามความเขม้ขน้ของเคอรค์วิมนิทีเ่พิม่มากขึน้ (dose dependent manner) และมคีา่แตกต่างอยา่งมี
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นยัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ที ่95% (P<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม และทีค่วามเขม้ขน้ของเคอร์-

ควิมนิที ่20 µM มเีปอรเ์ซน็ตข์องเซลลท์ีอ่ยูท่ีร่ะยะ G2/M เท่ากบั 52 ± 2.5% ซึง่มคี่า %cell cycle distribution เพิม่

จากชุดควบคุม (vehicle control) และเคอรค์วิมนิทีค่วามเขม้ขน้ 10 และ 15 µM เท่ากบั 13.7 ± 4.0%, 19 ± 1%, 

และ 27 ± 11.3% ตามล าดบั ซึง่มคี่า % Cell cycle distribution สงูกวา่ 38%, 33% และ 25% ตามล าดบั เมื่อเทยีบ

กบัการใช ้SP600125 ซึง่เป็น JNK inhibitor ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 10, 15 และ 20 µM เช่นเดยีวกบัความเขม้ขน้

ของเคอรค์วิมนิ จากการศกึษาพบว่า SP6002125 สง่ผลใหเ้กดิการชะลอเขา้สู่วฏัจกัรของเซลลอ์ยู่ที่ ระยะ G2/M 

เช่นเดยีวกบัเคอรค์วิมนิ อยา่งเหน็ไดช้ดัเจนเช่นเดยีวกนั ดงัแสดงในตารางที ่9 รปูที ่27(a) 27(c) และ 28(a) 28(c) 

โดยในการทดลองทีร่ะยะเวลา 12 ชัว่โมง พบว่าการเกดิ การชะลอตวัของวฏัจกัรเซลล ์จะเป็นไปตามความเขม้ขน้

ของ SP600125 ทีเ่พิม่มากขึน้ (dose dependent manner) จากความเขม้ขน้ 10, 15 และ 20 µM และมคี่าแตกต่าง

อย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิี่ค่าความเชื่อมัน่ที่ 95% (P<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม โดยม ี% cell 

distribution เท่ากบั 12 ± 1% และ SP600125 ทีค่วามเขม้ขน้ 10, 15 และ 20 µM มคี่า 16 ± 1.5%, 23 ± 4.4% 

และ 36 ± 2.5% ตามล าดบั โดยมรีะดบัของ % cell cycle distribution ทีเ่พิม่ขึน้ทีร่ะยะ G2/M เท่ากบั 4%, 11% 

และ 24% ตามล าดบั สว่นในช่วงระยะเวลาที ่24 ชัว่โมง พบวา่ทีค่วามเขม้ขน้ของ SP600125 ที ่10 และ 15 µM มี

ผลใหเ้ซลลพ์กัตวัทีร่ะยะ S เพิม่ขึน้ 5 และ 12% สว่นที ่48 ชัว่โมง ไมพ่บการเปลีย่นแปลงของ cell cycle arrest ที ่

G2/M (ตารางที ่9 รปูที ่29) การศกึษาการยบัยัง้การแบ่งตวัของเซลลผ์่านวฏัจกัรเซลล์ โดยใช ้Tanshinone IIA 

ดว้ยวธิโีฟลไซโตเมตทร ีผลการทดลองพบวา่ทีค่วามเขม้ขน้ 2.5, 5, 10 µM ต่อเซลล ์K562 ทีร่ะยะเวลา 24 ชัว่โมง 

มกีารเพิม่ขึน้ของเซลลใ์นระยะ G2/M โดยมรีอ้ยละของปรมิาณเซลล ์K562 ทีอ่ยู่ในระยะน้ีหลงัจากทดสอบดว้ย 

Tanshinone IIA มคี่าเท่ากบั 37.07, 34 และ 32 (ตารางที ่10 รปูที ่30) ซึง่ผลการทดลองมคีวามแตกต่างอยา่งมี

นยัส าคญัทางสถติเิมือ่เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมทีค่า่ความเชื่อมัน่ที ่95% (p<0.05) 

 ดงันัน้จากการศกึษาเบื้องต้นน้ี สามารถสรุปเบื้องต้นได้ว่าสารสกดัเคอรค์วิมนิที่ความเขม้ขน้ 10 และ     

15 µM ซึ่งเป็นความเขม้ขน้ที่ไม่เป็นพษิต่อเซลล์ ที่ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมงมผีลท าให้เซลล์ชะลอการ

เจรญิเตบิโตอยูท่ีร่ะยะ G2/M และจากการศกึษาผลของ SP600125 ซึง่เป็น JNK inhibitor พบวา่ใหผ้ลของการ

ชะลอการเจรญิเตบิโตของเซลล ์K562 ทีใ่นระยะ G2/M เช่นเดยีวกนั โดยการทดลองน้ีสามารถตอบค าถามการวจิยั

ไดว้่า JNK ซึ่งเป็นโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการแสดงออกของยนีวลิ์มทูเมอรว์นั (WT1) ทีม่ผีลต่อการแบ่งตวัของ

เซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวสามารถถูกยบัยัง้ด้วยเคอร์ควิมนิ และเมื่อท าการยบัยัง้การท างานของ JNK (ด้วย 

SP600125) พบวา่สามารถชะลอการแบ่งเซลลใ์นระยะ G2/M ไดเ้ชน่เดยีวกบัการทดสอบดว้ยเคอรค์วิมนิ การศกึษา

น้ีจงึสามารถสนบัสนุน การศกึษาก่อนหน้าน้ีวา่ JNK เป็นโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสง่สญัญานของ โปรตนี WT1 ใน

เซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว จากการศกึษาน้ียงัเป็นที่น่าสนใจว่า เคอร์ควิมนิ น่าจะไปมผีลต่อโปรตนีที่ส าคญัในการ

ควบคุมการท าใหเ้ซลลเ์คลื่อนตวัเขา้สู่ระยะ G1 ในรอบถดัไป คาดว่าเคอรค์วิมนิน่าจะมผีลต่อโปรตนี cyclin A-

CDK1 และ cyclin B-CDK1 complexes ซึง่มบีทบาทในการเปลีย่นจากระยะ G2 ไปเป็น M แมว้า่การท างานของ 

cyclin A-CDK1 complex จะพบไดท้ัง้ระยะ S และ G2 ดว้ย แต่การท างานของ cyclin A-CDK1 จะพบไดใ้นระยะ 

G2 เท่านัน้ การเปลีย่นแปลงจากระยะ G2 ไปอยูใ่นระยะ M และการด าเนินไปของระยะ M ถูกควบคุมโดยการ

ท างานของ cyclin B-CDK complex ซึง่ระดบัของ cyclin B จะขึน้ลงตลอดในระหวา่งการด าเนินไปของวงจรชวีติ

เซลล ์โดยพบไดค้รัง้แรกในระยะ S และเพิม่สงูขึน้ในระยะ G2  และจะสลายไปในการแบ่งเซลลข์ ัน้ แอนาเฟส 
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(anaphase) ของระยะ M โดยการท างานของ cyclin B จะมากทีส่ดุในช่วงทีม่กีารเปลีย่นแปลงจากระยะ G2 ไปเป็น 

M และคงอยูจ่นกระทัง่ cyclin B ถกูสลายไป ดงัแสดงในรปูที ่31 

ตารางท่ี 9 แสดง % cell distribution ของเซลล ์K562 หลงัจากการทดสอบดว้ยเคอรค์วิมนิ (curcumin) และ 

SP600125 (JNK inhibitor) ทีค่วามเขม้ขน้ 10, 15 และ 20 µM เป็นระยะเวลา 12, 24 และ 48 ชัว่โมง ท าการ

ทดลอง 3 ซ ้า ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั (3 time-independent experiment) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  % Cell distribution at 12 h % Cell distribution at 24 h % Cell distribution at 48 h 

Treatment Curcumin SP600125 Curcumin SP600125 Curcumin SP600125 

  G1 S G2/M G1 S G2 G1 S G2 G1 S G2 G1 S G2 G1 S G2 
Vehicle 
control 33 52 12       34 49 10 

  
  31 42 23       

  31 51 13 
  

  32 51 13 
  

  29 52 15 
  

  

  35 50 11 
  

  30 47 18 
  

  28 52 15 
  

  

Mean 33 51 12 
  

  32 49 13.67 
  

  29.3 48.7 17.7 
  

  

SD 2 1 1       2 2 4.041       1.53 5.77 4.62       

10 µM 40 38 19 47 34 14 27 50 18 21 51 21 28 54 15 25 47 18 

  43 31 20 50 28 17 29 47 20 23 57 12 27 53 13 23 49 17 

  41.5 34.5 20 49 31 16 28 48.5 19 22 54 16.5 29 55 14 21 46 16 

Mean 41.5 34.5 20 49 31 16 28 48.5 19 22 54 16.5 28 54 14 23 47.3 17 

SD 1.5 3.5 0.5 1.5 3 1.5 1 1.5 1 1 3 4.5 1 1 1 2 1.53 1 

15 µM 23 44 29 43 33 18 22 31 40 15 64 16 28 44 22 26 48 19 

  8 44 44 40 28 25 36 39 21 17 59 14 19 48 22 22 59 12 

  15 44 37 36 30 26 24 40 20 16 60 15 29 51 15 5 37 30 

Mean 15.3 44 37 40 30 23 27.3 36.7 27 16 61 15 25.3 47.7 19.7 17.7 48 20.3 

SD 7.51 0.00 7.51 3.51 2.52 4.36 7.57 4.93 11.27 1.00 2.65 1.00 5.51 3.51 4.04 11.15 11.00 9.07 

20 µM 24 45 27 26 34 33 5 36 55 18 46 17 27 51 15 24 54 19 

  23 52 21 20 36 38 1 22 50 38 47 11 24 49 16 26 54 15 

  23.5 48.5 24 23 35 36 3 29 52.5 28 46.5 14 29 53 12 25 54 17 

Mean 23.5 48.5 24 23 35 36 3 29 52.5 28 46.5 14 26.7 51 14.3 25 54 17 

SD 0.5 3.5 3 3 1 2.5 2 7 2.5 10 0.5 3 2.52 2.00 2.08 1 0 2 
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รปูท่ี 27 แสดง % cell distribution ของเซลล ์K562 โดย (a) Flow cytometry หลงัจากการทดสอบดว้ย (b) เคอร-์

ควิมนิ (curcumin) และ (c) SP600125 (JNK inhibitor) ทีค่วามเขม้ขน้ 10, 15 และ 20 µM เป็นระยะเวลา 12 

ชัว่โมง ท าการทดลอง 3 ซ ้า ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั (3 time-independent experiment)  

10 µM Curcumin 15 µM Curcumin 20 µM Curcumin Vehicle control 

10 µM SP600125 15 µM SP600125 20 µM SP600125 
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รปูท่ี 28 แสดง % cell distribution ของเซลล ์K562 โดย (a) Flow cytometry หลงัจากการทดสอบดว้ย (b) เคอร-์

ควิมนิ (curcumin) และ (c) SP600125 (JNK inhibitor) ทีค่วามเขม้ขน้ 10, 15 และ 20 µM เป็นระยะเวลา 24 

ชัว่โมง ท าการทดลอง 3 ซ ้า ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั (3 time-independent experiment) 
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รปูท่ี 29 แสดง % cell distribution ของเซลล ์K562 โดย (a) Flow cytometry หลงัจากการทดสอบดว้ย (b) เคอร-์

ควิมนิ (curcumin) และ (c) SP600125 (JNK inhibitor) ทีค่วามเขม้ขน้ 10, 15 และ 20 µM เป็นระยะเวลา 48 

ชัว่โมง ท าการทดลอง 3 ซ ้า ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั (3 time-independent experiment)   
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ตารางท่ี 10 แสดงผลของ Tanshinone IIA ต่อรอ้ยละจ านวนเซลลท์ีอ่ยูใ่นแต่ละระยะ (phase) ของ วฏัจกัรเซลลใ์น

เซลล ์K562 ทีร่ะยะเวลา 24 ชัว่โมง 

ความเข้มข้นสาร 

(µM) 
Phase 

%Cell population 
Mean ± SD 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

VC G0/G1 33.30 26.30 27.50 29.03 ± 3.74 

S 28.10 31.10 28.30 29.17 ± 1.68 

G2/M 31.10 26.10 32.50 29.90 ± 3.36 

2.5 G0/G1 28.00 15.40 22.80 22.07 ± 6.33 

S 30.30 39.60 33.30 34.40 ± 4.75 

G2/M 32.70 32.00 31.30 32.00 ± 0.70 

5 G0/G1 27.20 23.50 22.70 24.47 ± 2.40 

S 26.80 25.20 31.00 27.67 ± 3.00 

G2/M 33.30 33.70 35.00 34.00 ± 0.89 

10 G0/G1 21.10 18.60 16.30 18.67 ± 2.40 

S 28.30 29.00 26.60 27.97 ± 1.23 

G2/M 33.60 35.70 41.90 37.07 ± 4.32 

 

หมายเหตุ : * =  แสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบ

กบัชุดควบคุม (VC) 
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รปูท่ี 30 ผลของสาร Tanshinone IIA ในเซลล ์K562  ต่อการชะลอตวัในวฏัจกัรเซลลโ์ดยวธิโีฟลไซโตเมตทร ี(Flow 
cytometry) ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง ท าการทดลอง 3 ครัง้ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั 

หมายเหตุ : * =  แสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ 95% (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบ

กบัชุดควบคุม (VC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 31  การท างานของโปรตนี cyclin A และ cyclin B ในวฏัจกัรเซลล ์(cell cycle) 

 

Vehicle control 5 µM Tanshinone IIA 10 µM Tanshinone IIA 2.5 µM Tanshinone IIA 
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8. ผลของเคอรคิ์วมิน (curcumin) Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) และ SP600125 (JNK inhibitor) ต่อ

โปรตีน cyclin A, cyclin B และ cdc2 ใน cell cycle arrest 

เมื่อท าการศกึษาโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งการการเกดิ cell cycle arrest โดยการศกึษาโปรตนี cdc2 (CDK1), 

cyclin A และ cyclin B พบวา่หลงัจากทดสอบดว้ยเคอรค์วิมนิ ทีค่วามเขม้ขน้ 5, 10 และ 15 µM เป็นระยะเวลา 24 

ชัว่โมงพบว่า cyclin B และ cdc2 ลดระดบัของการแสดงออกลงไดอ้ย่างชดัเจน และเมื่อท าการทดสอบดว้ย 

Tashinone IIA (c-Jun inhibitor) พบวา่ทัง้ cyclin A, cyclin B และ cdc2 ลดการแสดงออกลงทัง้หมด สว่นการ

ทดสอบดว้ย SP00125 (JNK inhibitor) พบวา่ระดบัการแสดงออกของ cyclin B และ cdc2 ลดระดบัของการ

แสดงออกลงเหมอืนกบัทีพ่บเมือ่ท าการทดสอบดว้ยเคอรค์วิมนิ ดงัแสดงในรปูที ่32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 32 ผลของเคอรค์วิมนิ (curcumin), Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) และ SP600125 (JNK inhibitor) ต่อ

การแสดงออกของโปรตนี cyclin A, cyclin B และ cdc2 ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 

 

จากการศกึษาในรอบ 2 ปีทีผ่่านมาพบวา่ผลของ Tanshinone IIA ซึง่เป็นสารตา้นการจบัของโปรตนี AP1 

กบัยนีโปรโมเตอร์ของยนี WT1 ต่อการแสดงออกของโปรตีน WT1 ในเซลล์มะเร็งเมด็เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด 

K562 พบวา่ Tanshinone IIA ทีค่วามเขม้ขน้ทีไ่มเ่ป็นพษิต่อเซลล ์(IC20) สามารถยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนี 

WT1 ซึ่งเป็นไปตามความเขม้ข้นที่เพิม่มากขึ้นในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ซึ่งสมัพนัธ์กบั
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จ านวนเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวทีม่จี านวนลดลง เมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของ Tanshinone IIA ซึง่ผลการทดลองทีไ่ดม้ี

ความสอดคลอ้งกบัผลทีไ่ดจ้ากการศกึษาดว้ยเคอรค์วิมนิ และ SP600125 และจากการศกึษาของ Semsri และคณะ

(3) พบวา่ การกระตุน้การท างานของโปรตนี WT1 เกดิจากการสง่สญัญาณผ่านโปรตนี PKCα และ JNK ดงันัน้ใน

การศกึษานี้ไดค้วามรูใ้หม ่ซึง่สามารถสรุปได้วา่โปรตนี AP1 จะจบัทีบ่รเิวณ AP1 binding site ทีโ่ปรโมเตอรข์องยนี 

WT1 มผีลท าให้กระตุ้นการแสดงออกของยนี WT1 ซึ่งการท างานของโปรตีน AP1 น่าจะท างานร่วมกบัโปรตีน 

WT1 โดยเมื่อเตมิสาร โดยสาร Tanshinone IIA ลงไป พบวา่สามารถยบัยัง้กระบวนการเตมิฟอสเฟตใหก้บั c-Jun 

ท าใหโ้ปรตนี c-Jun ไมส่ามารถจบักบัโปรตนี c-Fos ได ้สง่ผลใหไ้มเ่กดิ AP1 complex จงึท าใหโ้ปรตนี AP1 ไม่

สามารถท างานได ้ท าใหไ้มเ่กดิกระบวนการถอดรหสั (transcription) ของยนี WT1 ได ้สง่ผลท าใหม้กีารแสดงออก

ของโปรตนี WT1 ลดลงในเซลล ์K562  

 

9. ผลของ c-Jun knockdown ต่อการแสดงออกของโปรตีน WT1  

การศกึษาต่อมาไดท้ าการ knockdown การแสดงออกของโปรตนี c-Jun เพื่อใชใ้นการ confirm ผลการ

ทดลอง โดยใชร้ะบบ c-Jun shRNA (short hairpin RNA) lentiviral particle ใชร้ะบบของการคดัเลอืกเซลลท์ี ่

transduction ดว้ย puromycin ผลการทดลองพบวา่หลงัจากท าการ knockdown การแสดงออกของโปรตนี c-Jun 

พบว่าปรมิาณของโปรตนี c-Jun ลดลง 44.3% ดงัแสดงในตารางที่ 11 และรปูที ่33 และพบว่ามผีลท าใหก้าร

แสดงออกของโปรตนี WT1 ลดลง 32.9% ไปดว้ย (ตารางที ่1 และรปูที ่2) เมื่อเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม (vehicle 

control) และ ชุดควบคุม shRNA (Lrig 1 shRNA หรอื shRNA control) ซึง่มกีารแสดงออกของโปรตนี เท่ากบั 100 

และ 96.7±5.8% ตามล าดบั  

จากผลการทดลองทีไ่ดน้ี้ ท าใหส้ามารถสรุปไดว้า่ เมื่อท าการยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนี c-Jun ท าให้

มผีลต่อการแสดงออกของโปรตนี WT1 ด้วย ซึ่งโปรตนีทัง้ 2 ชนิดน่าจะมคีวามเกี่ยวขอ้งกบัการควบคุมการ

แสดงออกของยนี WT1 ร่วมกนั ดงัแสดงในรปูที ่1 ซึ่งการทดลองทีไ่ด ้สนับสนุนการทดลองโดยวธิ ีChIP และ 

Luciferase activity ทีไ่ดท้ ามาก่อนหน้าน้ี 

 

ตารางท่ี 11 ผลการแสดงออกของโปรตนี c-Jun และ WT1 เมื่อท าการ knockdown การแสดงออกของโปรตนี c-

Jun โดยใชร้ะบบ c-Jun shRNA (short hairpin RNA) lentiviral particle โดยใช ้Lrig1 shRNA เป็น shRNA control  

 

ครัง้ที ่ Vehicle control c-JUN WT1 shRNA control 
1 100 57.2 53.1 100 
2 100 57.2 71.9 90 
3 100 52.8 76.3 100 

เฉลีย่ ± SD 100 ± 0 55.7 ± 2.5 67.1 ± 12.3 96.7 ± 5.8 
 

หมายเหตุ:  แสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่่าความเชื่อมัน่ที ่95% (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบกบั

ชุดควบคุม 



  เอกสารปกปิด หา้มเผยแพรก่่อนไดร้บัอนุญาต 

52 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 33 ผลของ c-Jun knockdown ต่อการแสดงออกของโปรตนี c-Jun และ WT1 การทดลองน้ี ท าการ 

knockdown c-Jun gene expression ซึง่ยบัยัง้โดยใชร้ะบบของ c-Jun shRNA lentiviral particle กบัเซลล ์K562 

การทดลองน้ีใช ้ Lrig-1 shRNA lentiviral particle เป็น shRNA control โดย J1 และ J2 เป็นการท า c-Jun 

knockdown คนละครัง้กนั ท าการศกึษาดว้ยวธิ ีWestern blotting 3 ครัง้ ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั ขอ้มลูแสดงเป็น 

ค่าเฉลีย่ (mean value) ± SD เครื่องหมาย (*) หมายถงึ ค่าความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิทีค่่าความ

เชื่อมัน่ที ่95% (p<0.05) เมือ่เทยีบกบัชุดควบคุม  
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

จากการศกึษาก่อนหน้าน้ีพบวา่ Tanshinone IIA มคีุณสมบตัใินการยบัยัง้การท างานของเซลลม์ะเรง็หลาย

ชนิด ไดแ้ก่ มะเรง็ตบั มะเรง็ล าไสใ้หญ่ มะเรง็เต้านม มะเรง็ปอดและมะเรง็ต่อมลูกหมาก นอกจากน้ีมีการศกึษาที่

พบว่าการกระตุน้การท างานของโปรตนี WT1 เกดิจากการสง่สญัญาณผ่านโปรตนี PKCα และ JNK (Semsri, 

2011) และในการศกึษาผลของโปรตนี AP1 ต่อการแสดงออกของยนี WT1 ในระดบัโปรตนีในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืด

ขาวเพาะเลีย้งชนิด K562 (3) โดยใชส้าร Tanshinone IIA และ SP600125 ซึง่มคีุณสมบตัยิบัยัง้การจบัของโปรตนี 

AP1 กบั DNA binding site (AP1 binding inhibitor) และ ยบัยัง้การท างานของโปรตนี JNK (c-Jun N terminal 

kinase) ตามล าดบั จากผลการทดลองพบวา่เมื่อเปรยีบเทยีบความเป็นพษิของสารแต่ละชนิดโดยใชค้่าความเขม้ขน้

ของสารสกดัที่ค่า IC50 ที ่24 ชัว่โมงมคี่าเท่ากบั 37.5, >100 และ 62.5 µM ตามล าดบั มคี่า IC20 ซึง่เป็นค่าความ

เขม้ขน้ของสารสกดัทีไ่มเ่ป็นพษิต่อเซลล ์ซึง่จะนามาใชใ้นการศกึษาการแสดงออกของยนี WT1 ในการทดลองถดัไป 

พบวา่ใหค้่า IC20 ทีเ่วลา 24 ชัว่โมงเท่ากบั 17.7, 2.1 และ 6.2 µM ตามล าดบั เมื่อศกึษาผลของสารทัง้ 3 ชนิดต่อ

การแสดงออกของยนี WT1 พบวา่เคอรค์วิมนิ มผีลยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนี WT1 เป็นไปตามความเขม้ขน้ที่

เพิม่มากขึน้ (5, 10 และ 15 µM) ทีร่ะยะเวลา 24 ชัว่โมง ใหผ้ลการยบัยัง้เท่ากบั 13.3, 22.3 และ 53.8% สว่น 

Tanshinone IIA (c-Jun inhibitor) มผีลยบัยัง้ เท่ากบั 17.4, 43.2 และ 40.1% และไดท้ าการศกึษา SP600125 

(JNK inhibitor) เปรยีบเทยีบผลการทดลองดว้ย ซึ่งใหผ้ลในการยบัยัง้ เท่ากบั 7.9, 18.9 และ 23.6% ตามล าดบั 

นอกจากน้ียงัไดท้ าการ confirm ผลการทดลองของ Tanshinone IIA ที่ 48 ชัว่โมง ผลการทดลองพบว่า 

Tanshinone IIA สามารถลดการแสดงออกของโปรตนี WT1 ลง 9.9 ± 3.6%, 33.3 ± 9.4% และ 57.0 ± 12.2% เมื่อ

ใช ้Tanshinone IIA ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 µM ตามล าดบั ดงันัน้จะพบวา่สารทัง้ 3 ชนิดสามารถลดการ

แสดงออกของโปรตนี WT1 ไดเ้ช่นเดยีวกนั ต่อมาไดท้ าการศกึษาผลของเคอรค์วิมนิต่อการเกดิ WT1-DNA และ c-

Jun-DNA complex พบวา่เคอรค์วิมนิสามารถยบัยัง้การเกดิ WT1-DNA complex ไดโ้ดยเฉลีย่เท่ากบั 31% เมื่อ

เทยีบกบัชุดควบคุม (vehicle control) และสามารถยบัยัง้ c-Jun-DNA complex ไดเ้ท่ากบั 56% แต่อยา่งไรกต็าม

การจบักนัระหวา่ง c-Jun และ DNA นัน้พบวา่เกดิน้อยกวา่ WT1-DNA complex โดย c-Jun-DNA complex เกดิขึน้

เพยีง 51.6% เท่านัน้เมื่อเปรยีบเทยีบกบั WT1-DNA complex (ใหเ้ป็น 100%) และเมื่อท าการศกึษาเพิม่เตมิโดย

การใช ้Tanshinone IIA ผลการทดลองพบว่า Tanshinone IIA สามารถยบัยัง้ WT1-DNA และ c-Jun-DNA 

complex ลง 94% และ 54% ตามล าดบั เมื่อเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม ดงันัน้ จงึสามารถสรุปไดว้า่ โปรตนี AP1 

น่าจะมคีวามส าคญัต่อการแสดงออกของยนี WT1 และจากการทดลองยงัพบวา่ Tanshinone IIA มผีลลดปรมิาณ c-

Jun โดยวธิ ีWestern blot ดว้ย อาจจะเป็นผลเน่ืองมาจาก ตวัของสาร Tanshinone IIA เองไปมผีลต่อการยบัยัง้การ

แสดงออกของยนีทีก่ าหนดการสรา้งโปรตนี c-Jun เองดว้ย นอกจากจะมผีลโดยตรงกบัการยบัยัง้การท างานของ

โปรตนี JNK และสง่ผลในการลดการกระตุน้การท างานของ c-Jun แต่อยา่งไรกต็าม หากตอ้งการศกึษาปรมิาณของ 

activated c-Jun (phosphorylated c-Jun) ทีเ่ป็นผลจาก Tanshinone IIA ควรตอ้งท าการศกึษาต่อโดยการยอ้มดว้ย

แอนตบิอดทีีม่คีวามจ าเพาะกบั phosphorylated c-Jun ซึง่จะไดข้อ้มลูทีช่่วยสนบัสนุนผลของ Tanshinone IIA ต่อ

การท างานของโปรตนี c-Jun ดว้ย อยา่งไรกต็ามเมื่อท าการศกึษาผลของ Tanshinone IIA ต่อการแสดงออกของ

โปรตนี c-Fos พบวา่ Tanshinone IIA มผีลในการเหน่ียวน าใหโ้ปรตนี c-Fos มกีารแสดงออกทีเ่พิม่มากขึน้ ตาม
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ความเขม้ขน้ทีเ่พิม่มากขึน้ เท่ากบั 6.1 ± 3.0, 63.1 ± 14.6 และ 291.5 ± 58.6 เท่า ตามล าดบัเมื่อท าการปรบัเทยีบ

การแสดงออก (normalization) ดว้ย GAPDH และเทยีบกบัชุดควบคุม จากการศกึษานี้พบวา่ Tanshinone IIA มผีล

ลดการแสดงออกของโปรตนี WT1 ลง ซึง่เป็นผลมาจากการใชส้าร Tanshinone IIA ท าให ้AP1 complex ซึ่ง

ประกอบดว้ยโปรตนี c-Jun และ c-Fos รวมตวัเป็นโปรตนี AP1 ไมส่ามารถจบักบั AP1 binding site ทีโ่ปรโมเตอร์

ของยนี WT1 ได ้ท าใหไ้มส่ามารถกระตุน้กระบวนการถอดรหสั (transcription) ของยนีได ้จงึท าใหม้กีารแสดงออก

ของโปรตนี WT1 ทีล่ดลง จากการศกึษาน้ีจงึสามารถตอบโจทยก์ารทดลองไดอ้ย่างชดัเจนวา่ โปรตนี AP1 มคีวาม

เกี่ยวขอ้งกบัการแสดงออกของยนี WT1 ซึ่งส่งผลต่อการสรา้งโปรตนี WT1 ซึ่งจากผลการทดลองน้ีท าใหท้ราบว่า 

ทัง้ AP1 และ WT1 นัน้น่าจะมกีารท างานร่วมกนั ในการกระตุน้การแสดงออกของยนี WT1 เน่ืองจากทัง้ AP1 และ 

WT1 สามารถถูกกระตุน้การท างานไดโ้ดยโปรตนี JNK และเน่ืองจากการศกึษาทีผ่่านมาของ Semsri และคณะ  

พบวา่โปรตนี JNK มบีทบาทส าคญัต่อการจบักนัของโปรตนี WT1 และ DNA ทีบ่รเิวณยนีโปรโมเตอรข์อง WT1 ซึง่

จากการศกึษาที่ยนีโปรโมเตอรข์อง WT1 นอกจากบรเิวณ consensus sequence ของ AP1 แลว้ยงัพบว่าม ี

consensus sequence ของโปรตนี SP1 ดว้ย ซึ่งจากการศกึษาโดยการใชว้ธิ ีChIP (Chromatin Immunopre- 

cipitation) พบวา่ไมม่ผีลต่อการแสดงออกของยนี WT1 แต่อยา่งใด รวมทัง้ไมม่ผีลต่อ WT1-DNA binding ดว้ย ซึง่

ต่างจากผลของโปรตีน AP1 ซึ่งผลของการทดลองน้ี ท าให้ได้องค์ความรู้ใหม่ เพื่อน าไปใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานใน

การศกึษาเพิม่เตมิต่อไป นอกจากน้ี Tanshinone IIA ทีม่ผีลท าใหม้กีารแสดงออกของโปรตนี c-Jun ลดลงตาม

ความเขม้ขน้ทีเ่พิม่ขึน้ และหลงัจากการทดสอบดว้ย Tanshinone IIA ซึง่มผีลลดการแสดงออกของยนี WT1 ลดลง 

แลว้ยงัท าใหเ้ซลลม์กีารแบ่งตวัลดลงดว้ย ดงัแสดงในรปูที ่22 นอกจากน้ียงัพบวา่ เคอรค์วิมนิสามารถยบัยัง้การเกดิ 

WT1-DNA complex ไดโ้ดยเฉลีย่เท่ากบั 31% เมือ่เทยีบกบัชุดควบคุม (vehicle control) และสามารถยบัยัง้ c-Jun-

DNA complex ไดเ้ท่ากบั 56% จากการศกึษาในครัง้น้ีช่วยสนับสนุนผลการทดลองว่า AP1 มผีลในการช่วย

สนบัสนุนการแสดงออกของยนี WT1 รว่มกบัโปรตนี WT1 ดงันัน้เมื่อใช ้เคอรค์วิมนิ ซึง่มผีลทัง้ยบัยัง้โปรตนี WT1 

และ AP1 จงึท าใหก้ารแสดงออกของยนี WT1 ลดลง การศกึษาไดท้ าการศกึษาเพิม่เตมิเพื่อสนบัสนุนผลการทดลอง

วา่ AP1 มผีลต่อการแสดงออกของยนี WT1 โดยท าการ knockdown  ยนี c-Jun โดยใชร้ะบบของ shRNA ผลการ

ทดลองท าใหท้ราบวา่หลงัจากท าการ knockdown การแสดงออกของยนี c-Jun มผีลท าใหก้ารแสดงออกของโปรตนี 

c-Jun และ WT1 ลดลงอย่างเหน็ไดช้ดั ชีใ้หเ้หน็วา่โปรตนี AP1 มคีวามเกี่ยวขอ้งกบัการแสดงออกของยนีและ

โปรตนี WT1 ทัง้น้ีในสว่นของการเพิม่ขึน้ของโปรตนี c-Fos อาจตอ้งมกีารศกึษาในระดบัโมเลกุล โดยเฉพาะศกึษา

ถงึกลไกและความสมัพนัธข์องโปรตนี c-Fos ทีม่กีารแสดงออกทีเ่พิม่ขึน้ เมือ่ทดสอบดว้ย Tanshinone IIA  

อยา่งไรกต็ามการยบัยัง้ Protein-DNA binding จ าเป็นตอ้งมกีารศกึษาผลของ เคอรค์วิมนิ c-Jun inhibitor 

(Tanshinone IIA) และ JNK inhibitor (SP600125) ต่อการท างานของยนี WT1 โดยวธิ ีreporter gene (Luciferase 

activity) จากผลการศกึษาพบวา่เคอรค์วิมนิ c-Jun inhibitor (Tanshinone IIA) และ JNK inhibitor (SP600125) ที่

ความเขม้ขน้ 15 µM สามารถยบัยัง้การท างานของยนี WT1 ลง 39.28, 30.59 และ 79.09% ตามล าดบั ซึง่แตกต่าง

อย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิี่ค่าความเชื่อมัน่ที่ 95% (p<0.05) จากการศกึษาผลของเคอร์ควิมนิต่อการชะลอตวั

ของวฏัจกัรเซลล ์(cell cycle arrest) โดยวธิ ีFlow cytometry พบวา่สารสกดัเคอรค์วิมนิทีค่วามเขม้ขน้ 10 และ    

15 µM ซึ่งเป็นความเขม้ขน้ทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล ์ทีร่ะยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมงมผีลท าใหเ้ซลลช์ะลอการเจรญิ 

เตบิโตอยูท่ีร่ะยะ G2/M และจากการศกึษาผลของ SP600125 ซึง่เป็น JNK inhibitor พบวา่ใหผ้ลของการชะลอการ
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เจรญิเตบิโตของเซลล ์K562 ทีใ่นระยะ G2/M เช่นเดยีวกนั เมื่อศกึษาโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งการการเกดิ cell cycle 

arrest โดยการศกึษาโปรตนี cdc2 (CDK1), cyclin A และ cyclin B พบวา่หลงัจากทดสอบดว้ยเคอรค์วิมนิ และ  

SP00125 ทีค่วามเขม้ขน้ 5, 10 และ 15 µM เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง cyclin B และ cdc2 ลดระดบัของการ

แสดงออกลงไดอ้ยา่งชดัเจน สว่น Tashinone IIA พบวา่ทัง้ cyclin A, cyclin B และ cdc2 ลดการแสดงออกลง

ทัง้หมด  
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สรปุผลการทดลอง 
 

 จากการศกึษาผลของ Tanshinone IIA ซึง่เป็นสารตา้นการจบัของโปรตนี AP1 กบัยนีโปรโมเตอรข์องยนี 

WT1 ต่อการแสดงออกของโปรตนี WT1 ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนิด K562 พบวา่ Tanshinone IIA 

ที่ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพษิต่อเซลล์ (IC20) สามารถยบัยัง้การแสดงออกของโปรตีน WT1 ซึ่งเป็นไปตามความ

เขม้ขน้ที่เพิม่มากขึน้ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ซึ่งสมัพนัธ์กบัจ านวนเซลล์มะเรง็เมด็เลอืด

ขาวทีม่จี านวนลดลง เมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของ Tanshinone IIA ซึง่ผลการทดลองทีไ่ดม้คีวามสอดคลอ้งกบัผลทีไ่ด้

จากการศกึษาดว้ยเคอรค์วิมนิ และ SP600125 และจากการศกึษาของ Semsri และคณะ1 พบวา่ การกระตุน้การ

ท างานของโปรตนี WT1 เกดิจากการสง่สญัญาณผ่านโปรตนี PKCα และ JNK ดงันัน้ในการศกึษาน้ีไดค้วามรูใ้หม ่

ซึง่สามารถสรุปไดว้า่โปรตนี AP1 จะจบัทีบ่รเิวณ AP1 binding site ทีโ่ปรโมเตอรข์องยนี WT1 มผีลท าใหก้ระตุน้

การแสดงออกของยนี WT1 ซึ่งการท างานของโปรตีน AP1 น่าจะท างานร่วมกบัโปรตีน WT1 โดยเมื่อเติมสาร 

โดยสาร Tanshinone IIA ลงไป พบวา่สามารถยบัยัง้กระบวนการเตมิฟอสเฟตใหก้บั c-Jun ท าใหโ้ปรตนี c-Jun ไม่

สามารถจบักบัโปรตนี c-Fos ได ้สง่ผลใหไ้มเ่กดิ AP1 complex จงึท าใหโ้ปรตนี AP1 ไมส่ามารถท างานได ้ท าใหไ้ม่

เกดิกระบวนการถอดรหสั (transcription) ของยนี WT1 ได ้สง่ผลท าใหม้กีารแสดงออกของโปรตนี WT1 ลดลงใน

เซลล ์K562 ซึง่การศกึษาในครัง้น้ีไดท้ าการศกึษาเพื่อยนืยนัผลการทดลองโดยวธิ ีChIP และ Luciferase activity

ทัง้น้ียงัไม่ทราบกลไกที่แน่ชดัที่ Tanshinone IIA ท าใหเ้ซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 มกีาร

แสดงออกของโปรตนี c-Fos ทีเ่พิม่ขึน้ ตามความเขม้ขน้ของ Tanshinone IIA ทีเ่พิม่ขึน้ตอ้งมกีารศกึษาในระดบัอณู

ชวีโมเลกุลต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 34  โปรตนี AP1 ซึง่ประกอบดว้ยโปรตนี c-Jun และ c-Fos เมื่อถูกเตมิฟอสเฟตแลว้สามารถจบับรเิวณ AP1 

binding site ทีโ่ปรโมเตอรข์องยนี WT1 เพือ่ท าหน้าทีใ่นการควบคุมการแสดงออกของยนี WT1 
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Inhibitory Effect of Turmeric Curcuminoids on FLT3 Expression
and Cell Cycle Arrest in the FLT3-Overexpressing EoL‑1 Leukemic
Cell Line
Singkome Tima,† Hideki Ichikawa,‡ Chadarat Ampasavate,§ Siriporn Okonogi,*,§,∥

and Songyot Anuchapreeda*,⊥,∥

†Nanoscience and Nanotechnology Program, Faculty of Graduate School, Chiang Mai University, Chiang Mai 50200, Thailand
‡Faculty of Pharmaceutical Science and Cooperative Research Center of Life Sciences, Kobe Gakuin University, Minatojima 1-1-3,
Chuo-ku, Kobe 650-8586, Japan
§Department of Pharmaceutical Science, Faculty of Pharmacy, Chiang Mai University, Chiang Mai 50200, Thailand
⊥Department of Medical Technology, Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai University, Chiang Mai 50200, Thailand

ABSTRACT: Leukemia is a hematologic malignancy with a frequent
incidence and high mortality rate. Previous studies have shown that the
FLT3 gene is overexpressed in leukemic blast cells, especially in acute
myeloid leukemia. In this study, a commercially available curcuminoid
mixture (1), pure curcumin (2), pure demethoxycurcumin (3), and pure
bisdemethoxycurcumin (4) were investigated for their inhibitory effects
on cell growth, FLT3 expression, and cell cycle progression in an FLT3-
overexpressing EoL-1 leukemic cell line using an MTT assay, Western
blotting, and flow cytometry, respectively. The mixture (1) and compounds
2−4 demonstrated cytotoxic effects with IC50 values ranging from 6.5 to
22.5 μM. A significant decrease in FLT3 protein levels was found after
curcuminoid treatment with IC20 doses, especially with mixture 1 and
compound 2. In addition, mixture 1 and curcumin (2) showed activity on
cell cycle arrest at the G0/G1 phase and decreased the FLT3 and STAT5A
protein levels in a dose-dependent manner. Compound 2 demonstrated the greatest potential for inhibiting cell growth, cell cycle
progression, and FLT3 expression in EoL-1 cells. This investigation has provided new findings regarding the effect of turmeric
curcuminoids on FLT3 expression in leukemic cells.

Leukemia is a hematopoietic disorder that is frequently
associated with genetic instability characterized by a

diversity of chromosomal and molecular changes. It is now
becoming evident that specific genetic mutations exist in a large
proportion of acute myeloid leukemia (AML) patients, and these
are further refining prognosis and presenting novel treatment
opportunities. FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) is one of the
most common leukemia diagnostic markers, especially in AML
patients. It is a member of the type III receptor tyrosine kinase
(RTK) family and is expressed at high levels in a spectrum
of hematologic malignancies, including 70% to 100% of AML,
B-precursor cell acute lymphoblastic leukemia (ALL), and
blast crisis chronic myelogenous leukemia (CML) cases.1 The
presence of FLT3-overexpressing blast cells tends to indicate
a poor prognosis in leukemia pateints.2 Interaction of FLT3
with its ligand (FLT3-L or FL) promotes the cell survival and
proliferation of leukemic blast cells.3 FLT3 causes activation of
cell signal transduction networks, including phosphatidylinositol-
3-kinase (PI3K),MAP kinase, and Jak-STAT pathways. Activation
of these pathways is critical for leukemic cell proliferation and
survival.4

To date, chemotherapy has been generally effective and
has been used widely for the treatment of leukemia. However,
there exists many unwanted side effects of chemotherapy after
treatment. In recent years, many dietary factors and natural
products are being evaluated as potential chemopreventive or
therapeutic agents for cancer treatment. Due to their biological
activities and lack of toxicity in animal models, natural com-
pounds have been used as alternative medicines for the treatment
of leukemia.
Turmeric curcuminoids are well-known active major compo-

nents present in the rhizome of turmeric (Curcuma longa L.;
Zingiberaceae). These curcuminoids are composed of three
distinct components: curcumin (2), demethoxycurcumin (3),
and bisdemethoxycurcumin (4). Among these three compo-
nents, pure curcumin (2) is known to be the major component of
a commercially available curcuminoid mixture. Curcuminoids are
being clinically evaluated as chemopreventive agents for major
cancers, including breast, prostate, lung, stomach, duodenal,
and colon cancers, as well as leukemias.5 It was reported that the
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dietary curcuminoids induce cell apoptosis in the human
leukemia HL-60 cell line at a low concentration of 3.5 μg/mL.6

Also, curcuminoid treatments have been shown to be cyto-
toxic to the K562, U937, and HL-60 leukemic cell lines.7,8 In
addition, it has been found that curcumin exhibits an inhibitory
effect on cell proliferation and the expression of STAT5
mRNA in primary CML cells.9 Curcuminoids have strong
inhibitory effects on both patient leukemic cells and leukemic cell
lines.7,10 Moreover, pure curcumin was reported to decrease
WT1 gene expression and cell proliferation in K562 and Molt4
cell lines.11

Several medicinal plant extracts have been studied for their
effects on FLT3 leukemic cells. Mangiferin, an active xanthone
from the rhizomes of Anemarrhena asphodeloides, was found
to inhibit the activity of wild-type and mutant FLT3 tyrosine
kinase.12 Additionally, several flavonoids, especially luteolin,
demonstrated antiproliferative activity on FLT3 mutant in
MV4-11 cells and were observed to be acting as potent FLT3
enzyme inhibitors.13 Several green tea catechin derivatives were
also found to exhibit inhibitory effects on FLT3 expression cell
lines carrying FLT3 mutations.14 However, to date, there has
been no publication that supports the effect of curcuminoids on
FLT3-overexpressing leukemic cell lines.
The present study investigated the cytotoxic effects of turmeric

curcuminoids on cell growth, FLT3 expression, and cell cycle
arrest in an FLT3-overexpressing eosinophilic leukemic cell line
(EoL-1).

■ RESULTS AND DISCUSSION
In the present investigation, it was demonstrated that pure
curcumin (2) exhibits a strong inhibitory effect on EoL-1 cells,
with an IC50 value of 6.7 ± 0.5 μM, while the IC50 values of
a curcuminoid mixture (1), pure demethoxycurcumin (3), and
pure bisdemethoxycurcumin (4) were 9.6 ± 0.5, 15.6 ± 1.9,
and 22.3 ± 0.5 μM, respectively (Figure 1). The EoL-1 cells are
more sensitive to pure curcumin (2) than other leukemic cell
lines (K562, U937, HL-60, and Molt4 cells).7,11 This finding
indicates that pure curcumin (2) may have potent antileukemic

Figure 1.Dose−response curves of turmeric curcuminoids on EoL-1 cells. Cells (5× 104 cells/well) were grown in the presence of 0.1%DMSO (vehicle
control) or various concentrations of turmeric curcuminoids, including (A) a commercially available curcuminoid mixture (1), (B) pure curcumin (2),
(C) pure demethoxycurcumin (3), and (D) pure bisdemethoxycurcumin (4), for 48 h. The numbers of viable cells were determined using the MTT
assay and demonstrated as a percentage of vehicle control. Each point represents the mean ± SEM of three independent experiments performed in
triplicate.
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and antiproliferative properties against FLT3-expressing leukemic
cells. The inhibitory mechanism of pure curcumin (2) in terms of
its effects on cell signaling pathways is still unclear.
FLT3 has been defined as a type III class of receptor tyrosine

kinases, and it plays an important role in leukemogenesis. Many
FLT3 inhibitors, including PKC412, AC220, CEP-701, and
AR200, have been found to decrease the levels of phosphorylated
FLT3 protein.15−17 Previous findings have supported the theory
that most current FLT3 inhibitors are tyrosine kinase inhibitors.
This study revealed that the curcuminoid mixture (1) and
compounds 2−4 had different inhibitory effects on FLT3 protein
levels. The levels of FLT3 protein (normalized to GAPDH)
decreased after treatment with 5 μMcurcuminoid mixture (1) by
72%, 46%, and 28% (Figure 2A), 4 μM pure curcumin (2) by
58%, 33%, and 12% (Figure 2B), and 10 μM pure
demethoxycurcumin (3) by 4%, 32%, and 46% (Figure 2C) at
12, 24, and 48 h, respectively. Pure bisdemethoxycurcumin (4)
demonstrated a minimum inhibitory effect when compared
to other compounds. The FLT3 protein levels were decreased
by 26% and 3% after treatment with 15 μM pure bisdemetho-
xycurcumin (4) for 24 and 48 h, respectively (Figure 2D).

Both the curcuminoid mixture (1), which is 80% pure curcumin,
and the pure curcumin (2) exhibited the strongest inhibitory
effects on FLT3 protein at 12 h after treatment. Thus, the
curcuminoid mixture (1) and pure curcumin (2) were selected
for further experiments. The EoL-1 cells were treated with
various concentrations of the curcuminoid mixture (1) and pure
curcumin (2) for 12 h. The levels of the FLT3 protein were found
to significantly decrease by 34%, 64%, and 90% after treatment
with 3, 5, and 7 μM curcuminoid mixture (1), respectively
(Figure 3A), and by 17%, 37%, and 70% after treatment with 3, 4,
and 5 μM pure curcumin (2), respectively (Figure 3B). Because
STAT5A signaling leads to FLT3 activation, the effects of both
the curcuminoidmixture (1) and pure curcumin (2) on STAT5A
were examined. The STAT5A protein levels were found to have
significantly decreased by 16%, 31%, and 70% after treatment
with 3, 5, and 7 μM curcuminoid mixture (1), respectively
(Figure 3A), and by 13%, 44%, and 82% after treatment with
3, 4, and 5 μM pure curcumin (2), respectively (Figure 3B). The
inhibitory effect of the curcuminoid mixture (1) and pure
curcumin (2) on the FLT3 and STAT5A protein levels is seen to
have increased in a dose-dependent manner. These findings are

Figure 2. Inhibitory effects of curcuminoids on FLT3 protein levels in EoL-1 cells. Cells were incubated with noncytotoxic doses (IC20 values) of (A) a
commercially available curcuminoid mixture (1), (B) pure curcumin (2), (C) pure demethoxycurcumin (3), and (D) pure bisdemethoxycurcumin (4)
for 12, 24, and 48 h. The total proteins of control (VC) and the treated cells were probed using anti-FLT3 antibody and anti-GAPDH antibody
(housekeeping control). The bands were quantified and the expression levels of FLT3 were normalized using GAPDH. The data are the means ± SEM
of three independent experiments. Asterisks (*) denote significant difference from the control group (p < 0.05).
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the first reports about the inhibitory effects of curcuminoids
on the FLT3 protein in FLT3-overexpressing EoL-1 cells.
However, it was observed that both pure curcumin (2) and the
curcuminoid mixture (1) exhibit stronger inhibitory effects on
FLT3 protein levels compared to pure demethoxycurcumin (3)
and bisdemethoxycurcumin (4). Moreover, FLT3 and STAT5A
were inhibited in a dose-dependent manner after 12 h of
treatment with pure curcumin (2) and the curcuminoid mixture
(1). Blasius et al. reported that 20 μM curcumin decreased
nuclear STAT3, STAT5A, and STAT5B expression levels in
K562 cells after 48 h of treatment.18 However, the inhibitory
mechanism of pure curcumin (2) on the STAT5A protein in
the FLT3-overexpressing EoL-1 cells may be different from
that on K562 (non-FLT3-overexpressing cells). Therefore, the
mechanism of action of pure curcumin (2) on the STAT5A
protein in the FLT3-overexpressing cells will need to be further
investigated.
In addition, the present findings were related to the decrease

in the cell proliferation rates of EoL-1 cells after treatment with
the various concentrations of the curcuminoid mixture (1) and
pure curcumin (2) for 12 h. The number of EoL-1 cells after the
treatment was determined using the trypan blue exclusion assay.
The results showed that the proliferation rates of the EoL-1 cells
had gradually decreased by 30%, 45%, and 50% after the treat-
ment with 3, 5, and 7 μM curcuminoid mixture (1), respectively
(Figure 4A), and by 17%, 25%, and 58% after treatment with
3, 4, and 5 μM pure curcumin (2), respectively (Figure 4B),
when compared to the vehicle control. The decrease in the
proliferation rate of the EoL-1 cells after curcuminoid treatments
may involve the FLT3 via the STAT5A signaling pathway. The
inhibitory effect of curcuminoids on both FLT3 and STAT5A
was determined by Western blotting. The results from this study
demonstrate that pure curcumin (2) is an active compound that
plays a major role in the reduction of FLT3 protein levels. The
direct effect of pure curcumin (2) on the FLT3 protein levels in
leukemic cells demonstrates a new mode of anticancer action of
pure curcumin (2). However, an exact mechanism as regards the

Figure 3. A commercially available curcuminoid mixture (1) and pure curcumin (2) inhibited FLT3 and STAT5A protein expression in EoL-1 cells in a
dose-dependent manner. The cells were incubated with (A) 3, 5, and 7 μMcurcuminoid mixture (1) and (B) 3, 4, and 5 μMpure curcumin (2) for 12 h.
The total proteins of the control (VC) and the treated cells were probed using anti-FLT3 antibody, anti-STAT5A, and anti-GAPDH antibody
(housekeeping control). The bands were quantified, and the expression levels of FLT3 and STAT5A were normalized using GAPDH. The data are the
means ± SEM of three independent experiments. Asterisks (*) denote significant difference from each control group (p < 0.05).

Figure 4. A commercially available curcuminoid mixture (1) and pure
curcumin (2) decreased the proliferation rates of the EoL-1 cells in a dose-
dependentmanner. The proliferation rates of the EoL-1 cells were examined
after 12 h of treatmentwith (A) 3, 5, and 7μMcurcuminoidmixture (1) and
(B) 3, 4, and 5 μM pure curcumin (2) using a trypan blue exclusion assay.
The slope, or the cell growth rate, at each concentration was determined
from the plot of incubation time and cell number. Consequently, the rates of
cell proliferation (cells/h) at different concentrations of the curcuminoid
mixture (1) and pure curcumin (2) were plotted and compared to the
normal growth rate, which was obtained from the control group.
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action of pure curcumin (2) on FLT3 expression will have to be
further investigated.
Many compounds have been investigated in order to

determine some of the most potent and specific FLT3 inhibitors.
Sorafenib and SU11652, potent FLT3 inhibitors, induced a
dose-dependent cell cycle arrest with an increase in the
percentage of MV4-11 cells in the G0/G1 phase.

19,20 Ki11502,
a novel multitargeted RTKs inhibitor, inhibited the growth of
EoL-1 cells and increased the number of cells in the G0/G1 phase
of the cell cycle after 24 h of treatment.21 In this recent study,
noncytotoxic doses of the curcuminoid mixture (6 μM) and pure
curcumin (4 μM)were used to evaluate their activity on cell cycle
progression. It was found that the EoL-1 cells were arrested in the
G0/G1 phase after treatment with the curcuminoid mixture (1)
and pure curcumin (2) for 12 and 24 h. The percentages of
cells in the G0/G1 phase after 12 and 24 h of treatment were seen
to have significantly increased when compared to the control
group. However, there was no significant difference in the
number of G0/G1 cells at 48 h of treatment when compared to
the control group (Figure 5). The inhibitory effect of pure
curcumin manifested as cell cycle arrest in EoL-1 cells, present
for a short time period of treatment, may have been due to the
stability of curcumin.22 In addition, the percentages of treated
cells in the G0/G1 phase increased gradually after 12 h
of treatment with increasing concentrations (3−7 μM) of
the curcuminoid mixture (1) and 3−5 μM pure curcumin (2)
(Figure 6). This finding suggests that the activity of the
curcuminoid mixture (1) and pure curcumin (2) increased in a
dose-dependent manner.

In conclusion, the present investigation has demonstrated a
new activity of turmeric curcuminoids and the major compound,
pure curcumin (2), on FLT3 expression in FLT3-overexpressing
leukemic cells. The curcuminoid mixture (1) and pure curcumin
(2) demonstrated inhibitory effects on cell growth, cell cycle
progression, and FLT3 protein expression in EoL-1 cells. The
findings obtained suggest that pure curcumin (2) may be useful
in treating leukemia, especially in treating patients afflicted with
FLT3-overexpressing leukemia. However, further experiments
need to be conducted to investigate the exact mechanism of
action of pure curcumin (2) and to improve its effectiveness as
regards the outcomes of its treatment of leukemia.

■ EXPERIMENTAL SECTION
Test Compounds. A curcuminoid mixture (1), representing about

80% pure curcumin (2), 15% pure demethoxycurcumin (3), and
5% pure bisdemethoxycurcumin (4), was a commercial grade turmeric
curcuminoid mixture (product no. C1386) obtained from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA). Pure curcumin (2, product no. 02643-14), pure
demethoxycurcumin (3, product no. 02644-04), and pure bisdemetho-
xycurcumin (4, product no. 02645-94) were purchased from Nacalai
Tesque Inc. (Kyoto, Japan). The purity of compounds 2−4 used in this
study was about 98% by HPLC.

Cells and Cell Culture Conditions. The eosinophilic leukemic
cell line (EoL-1), a model of FLT3-overexpressing leukemic cells, was
purchased from RIKEN BRC Cell Bank (Ibaraki, Japan). The cell line
was cultured in RPMI-1640 medium containing 10% fetal calf serum,
1mM L-glutamine, 100 units/mL penicillin, and 100 μg/mL streptomycin
(Invitrogen Life, Carlsbad, CA, USA).

MTT Cytotoxicity Assay. The cytotoxicity of curcuminoids was
evaluated using the MTT assay. The cells (5.0 × 104 cells/well) were

Figure 5.A commercially available curcuminoidmixture (1) and pure curcumin (2) induce G0/G1 cell cycle arrest of EoL-1 cells. The cells were cultured
with noncytotoxic doses of curcuminoid mixture (1) and compound 2 for 12, 24, and 48 h, and flow cytometry was performed for cell cycle analysis. The
cell cycle histograms of the EoL-1 cells after treatment with (A) curcuminoid mixture (1) and (B) compound 2 are presented and compared to the
vehicle control group (VC). The percentages of cells in the G0/G1 phase are represented as means± SD of three independent experiments. Asterisks (*)
denote significant difference from the control group (p < 0.05).
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cultured in 96-well plates containing 100 μL of medium prior to the
treatment with the extract at 37 °C for 24 h. After this, 100 μL of
the fresh medium containing curcuminoids at various concentrations
(1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, and 50 μM) was added to each well and
incubated for another 48 h. After the removal of the 100 μL of medium,
15 μL of MTT dye solution (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
at 5 mg/mL was added, and the plate was incubated at 37 °C for 4 h.
Then, 200 μL of DMSO was added to each well and mixed thoroughly
to dissolve the formazan crystals. The absorbance was measured using
an AccuReader microplate reader (Metertech-Inc., Taipei, Taiwan)
at 578 nm with a reference wavelength of 630 nm. The metabolic
activity of each well was determined and compared to those of the
untreated cells (vehicle control). High optical density readings
corresponded to a high intensity of the dye color, that is, to a large
number of viable cells able to metabolize MTT salts. The average cell
survival obtained from triplicate determinations at each concentration
was plotted as a dose−response curve. The 50% inhibitory
concentration (IC50) of the curcuminoids was determined as the lowest
concentration that reduced cell growth by 50% in the treated culture,
compared to untreated culture or vehicle control culture. The IC50
values were determined as means ± standard errors of means (SEM)
and compared for their activities.
Protein Extraction and Western Blotting. The total protein

extracts from the treated cells were prepared using RIPA buffer (50 mM
Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.5 mM EDTA, 0.1% SDS,
and protease inhibitor cocktail). The protein concentration was
measured by the Folin-Lowry method. The proteins were separated
by 12% SDS polyacrylamide gel electrophoresis. The analysis for FLT3
and STAT5A protein detection was performed using primary rabbit
polyclonal anti-FLT3 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA)
and rabbit polyclonal anti-STAT5A (Merck Millipore Corporation,

Billerica, MA, USA) in the ratio 1:500, followed by a treatment with
HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (Promega, Madison, WI, USA) in
a 1:15000 dilution. The GAPDH protein was probed with primary
rabbit polyclonal anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)
in the ratio 1:1000, followed by treatment with HRP-conjugated
goat anti-rabbit IgG in a 1:20000 dilution. The proteins were visualized
using the Luminata Forte Western HRP substrate (Merck Millipore
Corporation) and quantified by ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA).

Cell Cycle Analysis. Cell cycle analysis was quantified by flow
cytometry using propidium iodide (PI), which represents the content
of nuclear DNA. EoL-1 cells (5.0 × 105 cells/mL) were cultured in
complete RPMI-1640 medium with or without noncytotoxic concen-
trations (IC20) of the curcuminoid mixture (1) and pure curcumin (2)
for various incubation times (12 to 48 h). After treatment, cells were
washed twice with ice-cold PBS and prepared as a single-cell suspension.
Then, the cells were fixed with ice-cold 70% ethanol for 30 min and
harvested by centrifugation. The cell pellets were then washed with ice-
cold PBS and stained with PI solution (0.1% Triton X-100, 8 μg/mL
RNase A, 2 mM EDTA, and 20 μg/mL PI) in the dark at 4 °C.
Thereafter, the red fluorescence was measured on a FACS Calibur flow
cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). A minimum of
25000 events were collected per sample. The data were analyzed using
FlowJo 7.6.5 software.

Statistical Analysis. All data were expressed as the means ±
standard deviation (SD) or means ± SEM from triplicate samples of
three independent experiments. The statistical differences between the
means were determined using one-way ANOVA. The differences were
considered significant when the probability value obtained was found to
be less than 0.05 (p < 0.05).

Figure 6. A commercially available curcuminoid mixture (1) and pure curcumin (2) induce G0/G1 cell cycle arrest of EoL-1 cells in a dose-dependent
manner. Cells were cultured with various noncytotoxic doses of curcuminoid mixture (1) (3−7 μM) and pure compound 2 (3−5 μM) for 12 h, and flow
cytometry was performed for cell cycle analysis. The cell cycle histograms of the EoL-1 cells after treatment with (A) curcuminoid mixture (1) and (B)
compound 2 are presented and compared to the vehicle control group (VC). The percentages of cells in the G0/G1 phase are represented as means± SD
of three independent experiments. Asterisks (*) denote significant difference from the control group (p < 0.05).
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SHORT COMMUNICATION

Inhibitory effect of mammea E/BB fromMammea siamensis seed extract on
Wilms’ tumour 1 protein expression in a K562 leukaemic cell line
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and Siriporn Okonogia*
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Thailand; cDepartment of Medical Technology, Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai
University, Chiang Mai 50200, Thailand

(Received 5 December 2014; final version received 5 February 2015)

Mammea siamensis is used in traditional Thai medicine. This study was designed to
extract and isolate an active compound from the M. siamensis seeds and to investigate
its activity on Wilms’ tumour 1 (WT1) protein expression in K562 cells. WT1 is a
transcription factor that stimulates cell proliferation. The ethanol saraphi seed (ESS)
extract was fractionated using n-hexane, ethyl acetate, n-butanol and water to obtain n-
hexane saraphi seed (HSS), ethyl acetate saraphi seed (EASS), n-butanol saraphi seed
(BSS), and water saraphi seed (WSS) extracts, respectively. The ESS, HSS and EASS
extracts had strong cytotoxic effects on K562 cells in the MTT assay. All three
fractions decreased WT1 protein levels and decreased total cell numbers. The HSS
extract decreased the WT1 protein levels in a time- and dose-dependent manner. HPLC
and NMR analyses indicated that the active compound of HSS was mammea E/BB.
M. siamensis seeds are thus identified as a promising source of bioactive compounds for
potential inhibition of WT1 protein expression.

Keywords: Mammea siamensis; mammea E/BB; Wilms’ tumour 1; leukaemia; K562

Abbreviations: WT1, Wilms’ tumour 1; GAPDH, glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase; BSS, n-butanol saraphi seed; EASS, ethyl acetate saraphi seed; ESS,
ethanol saraphi seed; HSS, n-hexane saraphi seed; WSS, water saraphi seed; Sur A,
surangin A; Sur C, surangin C; E/BB, mammea E/BB

1. Introduction

Mammea siamensis (Miq.) T. Anders. (Thai common name, Saraphi) belongs to the family

Guttiferae. The young fruit is green and spherical while the ripe fruit is yellow or orange. The

q 2015 Taylor & Francis
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rind is white and the fruit contains a single hard brown seed (Smitinand 2001). The compounds

from the dichloromethane and acetone extracts of the seeds include siamensone A, surangin B,

mammea E/BB and d-tocotrienol (Laphookhieo et al. 2006). The coumarin compounds have

cytotoxic activities on many cell lines including SW-480, HT-29, HCT-116, P-388, KB, Col-2,

Lu-1 and BCA-1 (Reutrakul et al. 2003; Yang et al. 2005). Information concerning the activity

of M. siamensis seed extract on leukaemic cells is limited, especially its effect on the molecular

protein target involved in leukaemic cell proliferation. The current research focused on the

Wilms’ tumour 1 (WT1) as the protein target in a K562 leukaemic cell model. WT1 is a

biological marker for leukaemia (Inoue et al. 1994) involved in leukaemogenesis and cell

proliferation. A high level of WT1 is related to poor prognosis in leukaemia patients (Menssen

et al. 1995).

Natural products have been shown to suppress WT1 gene expression in leukaemic cells.

Curcumin was the first such compound (Anuchapreeda et al. 2006). However, there are no data

concerning the effects ofM. siamensis seed extracts on leukaemic cells. Thus, this study focused

on the effects of M. siamensis seed extracts on WT1 protein expression. The K562 cell line was

used as representative of leukaemic cells because it has a high level of the endogenous WT1

protein expression.

2. Results and discussion

The cytotoxic effects of the crude extracts (ethanol saraphi seed (ESS), n-hexane saraphi seed

(HSS), ethyl acetate saraphi seed (EASS), n-butanol saraphi seed (BSS), and water saraphi seed

(WSS)) in K562 cells are shown in Figure 1. ESS, HSS and EASS had strong cytotoxic effects in

K562 leukaemic cells at 48 h with the IC50 values of 6.5 ^ 1.3, 8.7 ^ 1.8 and

10.5 ^ 2.0mgmL21, respectively (Figure 1(A)–(C)). The IC50 values of HSS and ESS extracts

are similar while BSS and WSS extracts had no cytotoxic effects (IC50 . 100mgmL21, data not

shown). Thus, it is possible that the active compounds are non-polar compounds. The IC50

values after ESS, HSS and EASS treatments for 72 h were 3.8 ^ 0.6, 5.1 ^ 1.9 and

6.6 ^ 0.3mgmL21, respectively (Figure 1(A)–(C)). Our results were similar to those of

Laphookhieo et al. (2007) who found that surangin C from dichloromethane extract of

M. siamensis seeds showed cytotoxic activity against MCF-7, HeLa, HT-29 and KB by the SRB

assay. Therapin C from the petroleum ether extract of M. siamensis bark showed the strongest

activity with IC50 values in the range of 1.6–5.7mM in the DLD-1, MCF-7, HeLa and NIC-

H460 cells by the SRB assay. Furthermore, surangin C also showed cytotoxic effects on these

four cell lines with IC50 values in the range of 3.8–8.9mM (Ngo et al. 2010).

WT1 protein levels were decreased after 1.5mgmL21 ESS, HSS and EASS extract

treatments by 72.3 ^ 5.7%, 83.5 ^ 5.0% and 75.3 ^ 2.0%, respectively as compared to the

Figure 1. Cytotoxic effects of ESS, HSS and EASS extract on K562 cells by the MTT assay. (A) ESS, (B)
HSS and (C) EASS extracts at 72 h. Each point represents the mean ^ SEM of three independent
experiments performed in triplicate.
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vehicle control at 72 h (Figure S1(A),(B)). These treatments also significantly decreased the total

cell numbers at 72 h by 90.6 ^ 0.1%, 91.6 ^ 0.1% and 85.7 ^ 0.1%, respectively (Figure S1

(C)). These results suggest that the active compound was most likely the less polar compound

that was found in the low to non-polar compartment of theM. siamensis seed extract, especially

in the n-hexane extraction product. However, this active compound may also be present in the

ethyl acetate extract. The chemical n-hexane is a non-polar organic solvent while ethyl acetate

has a higher polarity value (0.009 and 0.228 for n-hexane and ethyl acetate, respectively) (Hiran

et al. 2009). From the above results the HSS extract was chosen as the candidate M. siamensis

seed extract for further testing.

Treatment of K562 cells with the HSS extract for 24, 48 and 72 h decreased WT1 protein

levels by 71.1 ^ 1.2%, 73.9 ^ 1.8% and 82.1 ^ 0.5%, respectively, when compared to the

vehicle control (Figure S1(D),(E)). HSS extract decreased WT1 protein levels by 35.5 ^ 7.1%,

58.8 ^ 9.5% and 88.9 ^ 6.7%, in response to 0.25, 0.5 and 1mgmL21, respectively (Figure S1

(G),(H)). The total cell numbers at 24, 48 and 72 h were decreased by 52.8 ^ 4.6%, 82.7 ^ 0.3%

and 88.9 ^ 0.8%, respectively (Figure S1(F)).The total cell numbers in response to 0.25, 0.5 and

1mgmL21 were significantly decreased at 72 h by 50.6 ^ 0.3%, 77.9 ^ 0.2% and 90.6 ^ 0.1%,

respectively when compared to the vehicle control (Figure S1(I)).

The purified Sur A (Figure 2(A)), Sur C (Figure 2(B)) and E/BB (Figure 2(C)) after column

chromatography (Table S1, Figures S2–S4) were further investigated for their effects on WT1

protein expression. The non-cytotoxic doses (0.5mgmL21) of purified Sur A, Sur C and E/BB

(Figure 3(A)–(C)) were used and compared to ESS, HSS and vehicle control. We found that E/

BB decreased WT1 protein level by 76.9 ^ 12.6%, which was similar to the effect of the HSS

extract (78.2 ^ 10.6%). Sur A and Sur C decreased WT1 protein expression by 26.4 ^ 9.4%

and 42.2 ^ 14.2%, respectively, when compared to vehicle control (Figure 3(D),(E)). It is

considered that although the inhibition of WT1 protein was highly observed in the pure E/BB,

the higher amount (35%) of a less potent Sur C or the other components in HSS could

substantially enhance the inhibitory effect of E/BB (9%) in the HSS. These results suggested the

synergistic effect of compounds existing in the plant and indicated that the main active

compound in both HSS and ESS is E/BB. Moreover, Sur A, Sur C and E/BB significantly

decreased the total cell numbers at 72 h by 84.7 ^ 0.1%, 81.1 ^ 0.3% and 91.9 ^ 0.1%,

respectively, when compared the vehicle control (Figure 2(F)). The cell numbers were similarly

decreased by HSS and ESS (90.6 ^ 0.1% and 91.6 ^ 0.1%).

3. Conclusion

M. siamensis is a source of mammea E/BB, the active compound responsible for the inhibition of

WT1 protein expression in leukaemic cells. This is the first report of the inhibitory effects of

Figure 2. Chemical structure of (A) surangin A (Sur A), (B) surangin C (Sur C) and (C) mammea E/BB
(E/BB).
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mammea E/BB on WT1 protein expression in leukaemic cells. This natural product displays

potent inhibitory activity on leukaemic cell proliferation and may have therapeutic potential as

an anti-leukaemic drug.

Supplementary material

Experimental and results relating to this paper are available online, alongside Table S1,

Figures S1(A)–(I), S2, S3(A)–(C) and S4(A), (B).
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Figure 3. Effects of Sur A, Sur C and E/BB on K562 cell line at 72 h. K562 cells (1 £ 104 cells well21) were
cultured with various concentrations of (A) Sur A, (B) Sur C and (C) E/BB extracts for 72 h. The viable
cells after treatment were determined by the MTT assay. Each point represents the mean ^ SEM of three
independent experiments performed in triplicate. (D) The levels of WT1 protein expression after treatment
with 0.5mgmL21 ESS, HSS, Sur A, Sur C and E/BB were assessed by Western blotting; GAPDH was used
as the loading control. (E) The protein levels were analysed with a scan densitometer. (F) The total cell
numbers after 72 h were measured by the trypan blue exclusion method. Data are the mean values ^ SEM
of three independent experiments. Asterisk (*) denotes a significant difference from the control group
(p , 0.05).
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Abstract 

Mammea siamensis is used in traditional Thai medicine. This study was designed to extract and isolate 

an active compound from the M. siamensis seeds and investigate its activity on Wilms’ tumor 1 (WT1) 

protein expression in K562 cells. WT1 is a transcription factor that stimulates cell proliferation. The 

ethanol extract (ESS) was fractionated using n-hexane, ethyl acetate, n-butanol, and water to obtain 

HSS, EASS, BSS, and WSS extracts, respectively. The ESS, HSS, and EASS extracts had strong 

cytotoxic effects on K562 cells in the MTT assay. All three fractions decreased WT1 protein levels 

and decreased total cell numbers. The HSS extract decreased the WT1 protein levels in a time- and 

dose-dependent manner. HPLC and NMR analyses indicated that the active compound of HSS was 

mammea E/BB. M. siamensis seeds are thus identified as a promising source of bioactive compounds 

for potential inhibition of WT1 protein expression.  

 

Keywords:  Mammea siamensis; mammea E/BB; Wilms’ tumor 1; Leukemia, K562 

 

Abbreviations:  WT1, Wilms’ tumor 1; GAPDH, glyceraldehyde phosphate dehydrogenase; BSS, 

n-butanol saraphi seed; EASS, ethyl acetate saraphi seed; ESS, ethanol saraphi seed; HSS, n-hexane 

saraphi seed; WSS, water saraphi seed. Sur A, surangin A; Sur C, surangin C; E/BB, mammea 

E/BB 
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1. Experimental 

1.1. Plant material 

 M. siamensis seeds were obtained from Chiang Mai University, Amphoe Muang, Chiang Mai 

province, Thailand in May 2010. A voucher specimen (J.F. Maxwell, No.92-70) was deposited by the 

CMU herbarium, Faculty of Science, Chiang Mai University, Chiang Mai, Thailand. 

 

1.2. Extraction and isolation 

The M. siamensis seeds (10 kg) were washed, chopped into small pieces, and then dried by circulating 

dry air in an oven at 50°C. The dried weight yield of M. siamensis seed was 1 kg (10%). The dried 

seed (1 kg) was macerated in 95% ethanol and concentrated using an evaporator at 50°C. After 

evaporation, the ethanolic crude extract was collected, with the final yield of 10% (100 g). The crude 

ethanolic extract was suspended in water and sequentially partitioned by n-hexane, ethyl acetate, and 

n-butanol, respectively. The solvent from each fraction was evaporated and further dried at room 

temperature. After the removal of solvents, the fractional yield of products of the n-hexane, ethyl 

acetate, n-butanol, and water fractions were 81.5, 5.2, 5.4, and 7.9%, respectively (Table S1). A 

portion of the crude hexane extract (25 g) was separated by column chromatography on silica gel 60 

using gradient elution from 100% n-hexane to 100% ethyl acetate to give four separate fractions. 

Surangin C was found mainly in the fourth fraction as characterized by P

1
PH NMR. Fraction number 2 

was further separated by column chromatography eluted by a n-hexane and ethyl acetate gradient to 

give subfractions 2.1-2.5. Subfraction 2.2 was surangin A. Fraction 3 was rechromatographed in a 

silica gel column using gradient elution from 100% n-hexane to 50% ethyl acteate/n-hexane to give 

subfractions 3.1-3.4. Subfraction 3.3 was identified as mammea E/BB (Figure S2). The presence of 

surangin A, surangin C, and mammea E/BB were confirmed by NMR analysis. The P

1
PH NMR spectra 

were recorded using a Bruker AV 400 spectrometer. The chemical shifts were recorded in ppm (δ) in 

CDClR3R using residual solvent peak (δ 7.26) as internal references.  

 

1.3 Analysis of HSS extracts using high performance liquid chromatography (HPLC) 

 0.5 – 100 mg portions of samples were dissolved in 1 mL of ethanol for HPLC analysis. The 

samples were analyzed using a Dionex ICS-3000 HPLC system with a PDI-100 photodiode array 

detector. A C18 column (150×4.6 mm, 5 µm particle size, Nucleodur®) with a guard column was 
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used. For the elution of the constituents, two solvents (denoted as A and B) were applied. A was 1 % 

v/v acetic acid in water whereas B was 1 % v/v acetic acid in acetonitrile. The isocratic program was 

5% A and 95% B for 30 min. The flow rate was 0.5 mL min-1 at room temperature and the injection 

volume was 20 µL. The retention times and UV spectra of major peaks were recorded. The HPLC 

chromatogram of HSS showed four main peaks at retention times of 8.9, 9.6, 19.3, and 20.8 min using 

a wave length of 280 nm. A portion of the crude hexane extract (25 g) was further purified by column 

chromatography using silica gel 60 and characterized by 1H NMR to obtain surangin A (Joshi et al. 

1969), surangin C (Yagi et al. 2006), and mammea E/BB (Laphookhieo et al. 2006). The NMR 

analyses of surangin A, surangin C, and mammea E/BB are shown in Figures S3(A) - S3(C) 

respectively. The mammea E/BB fraction was then confirmed by the HPLC. The mammea E/BB’s 

peak occurred at the retention time of 8.9 min (Figure S4(A), S4(B)). 

 

1.4 Cells and cell culture conditions 

The K562 cells (chronic myelocytic leukemic cell line) were cultured in RPMI-1640 medium 

containing 10% fetal calf serum, 1 mM L-glutamine, 100 units mL-1 penicillin, and 100 µg mL-1 

streptomycin (InvitrogenTM Life, Carlsbad, CA, USA). Cells were incubated at a humidity of 95%, 5% 

CO2 atmospheric concentration, and a temperature of 37°C.  

             

1.5 MTT cytotoxicity assay 

The cytotoxicity of ESS extracts, other fractional extracts (HSS, EASS, BSS, and WSS), and purified 

compounds (Sur A, Sur C, and E/BB) were evaluated using the MTT assay as described previously 

(Anuchapreeda et al. 2006). Briefly, cells (1.0 × 104 cells well-1) were treated with ESS and fractional 

extracts of various concentrations (3 to 100 µg mL-1) for 48 or 72 h. The cell cytotoxicity was 

determined using MTT dye solution (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and detected using an 

AccuReaderTM microplate reader (Metertech-Inc, Taipei, Taiwan) at 578 nm with reference 

wavelength of 630 nm. The percent of cell viability was calculated by OD (treatment) ×100 / OD 

vehicle control. The inhibitory concentration for 50% of cell growth (IC50) values was calculated as 

the means ± standard errors of the means (SEM), and their activities compared. 
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1.6 Protein extraction and Western blotting 

The whole protein extracts from the treated cells were prepared using RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, 

150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.5 mM EDTA, 0.1% SDS, and a protease inhibitor cocktail). The 

protein concentration was measured using the Folin-Lowry method. The proteins were separated by 

12% SDS polyacrylamide gel electrophoresis. The levels of WT1 protein were determined by a 

primary rabbit polyclonal anti-WT1 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) with a dilution of 1:100, 

followed by HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (Promega, Madison, WI, USA) with a dilution of 

1:20,000. The GAPDH protein was probed by primary rabbit polyclonal anti-GAPDH (Santa Cruz 

Biotechnology, CA, USA) with the dilution of 1:1,000, followed by HRP-conjugated goat anti-rabbit 

IgG with the dilution of 1:20,000. The proteins were visualized using the LuminataTM Forte Western 

HRP Substrate (Merck Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) and quantified by the 

ChemiDocTM XRS system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).  

 

1.7 Statistical analysis 

All data were expressed as the mean+standard deviation (SD) or mean+standard error of the mean 

(SEM) from triplicate samples of three independent experiments. The statistical differences between 

the means were determined using one-way ANOVA. The differences were considered significant 

when the probability value obtained was found to be less than 0.05 (p< 0.05). 
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Table S1. Percent yield of crude, fractional M. siamensis seed extracts and pure compounds from 

n-hexane fraction; surangin A, surangin C, and mammea E/BB (%w/w) after column 

chromatography (%w/w) 

 

Sample Sample code %Yield (w/w) 

Fresh seed 

- Dry seed 

- 

- 

100 

10 

Dry seed (10%) 

- Ethanol extract 

 

ESS 

100 

10 

Ethanol extract  

- n-Hexane extract 

- Ethyl acetate extract 

- n-Butanol extract 

- Water extract  

 

HSS 

EASS 

BSS 

WSS 

100 

81.5 

5.2 

5.4 

7.9 

Hexane fraction (HSS)  100 

- Surangin A  Sur A 0.5 

- Surangin C  Sur C 35.7 

- Mammea E/BB  E/BB 9 

- Others - 54.8 
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Figure S1. Inhibitory effects of ESS, HSS, and EASS extracts on WT1 protein levels and cell 

numbers in K562 cells. (A) Cells were treated with 1.5 µg mL-1 of ESS, HSS, and EASS extracts for 

72 h. Levels of WT1 protein were assessed by Western blotting; GAPDH was used as the loading 

control. (B) The protein levels were analyzed with a scanning densitometer. (C) The total cell 

number of K562 cells after treatments for 72 h was determined by the trypan blue exclusion 

method. (D) K562 cells were treated with HSS extract for 24, 48, and 72 h. (G) WT1 protein levels 

after HSS treatment (0.25, 0.5, and 1 µg mL-1) for 72 h. (E, H) The protein levels were analyzed 

using a scanning densitometer. (F, I) The total cell numbers after treatments with various 

concentrations and times were determined by the trypan blue exclusion method. Data are the mean 

values ± SEM of three independent experiments. Asterisks (*) denote significant difference from 

the vehicle control (p<0.05). 
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Figure S2. Fraction number and percent yields of surangin A (1), surangin C (2), and mammea E/BB 

(3) (%w/w) after silica gel 60 column chromatography. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HSS  

(25g)  

Fraction no.1  

(4.5 %)   

Fraction no.2  

(7.4 %)   

Fraction no.3  

(45.9 %)   

Fraction no.4 

(35.7 %)  
Surangin C (2) 

F 2.1  

(0.35 %)   

F 2.2  

(0.5 %) 

F 2.3  

(5.2 %)   

F 2.4  

(0.2 %)   

F 2.5  

(0.4 %)   

F 3.1  

(8.7 %)   

F 3.2  

(21.9 %)   

F 3.3  

(9 %) 

F 3.4  

(4.6%)   

Mammea E/BB (3)   

Surangin A (1)   
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Surangin A : Yellowish gum;
 1

H NMR (400 MHz, CDCl
3
) δ 14.61 (s, 1H), 7.09 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 5.22 (t, J 

= 6.6 Hz, 1H), 5.09 – 4.99 (m, 1H), 3.95 – 3.88 (m, 1H), 3.50 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 2.93 (t, J = 7.4 Hz, 

2H), 2.11 (d, J = 1.9 Hz, 4H), 1.85 (s, 3H), 1.7-1.4 (m, 4H), 1.67 (s, 3H), 1.59 (s, 3H), 1.24 (dd, J = 

6.6, 2.4 Hz, 3H), 1.03 – 0.96 (m, 6H) 

Surangin C : Yellowish gum; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 14.15 (s, 1H), 10.82 (s, 1H), 6.02 (s, 1H), 5.13 (t, 

J = 6.6 Hz, 1H), 4.99 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 4.64 (dd, J = 7.8, 6.4 Hz, 1H), 3.69 – 3.60 (m, 1H), 3.36 – 

3.31 (m, 2H), 2.03-1.95 (m, 4H), 1.94 – 1.83 (m, 3H), 1.73 (s, 3H), 1.57 (s, 3H), 1.50 (s, 3H), 1.14 (d, 

J = 6.7 Hz, 4H), 0.94 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 0.88 (t, J = 7.4 Hz, 3H) 

Mammea E/BB : Yellowish gum; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 14.60 (s, 1H), 7.45 (s, 1H), 6.46 (dd, J = 8.0, 

2.7 Hz, 1H), 6.24 (s, 1H), 5.12 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 3.84 (sextet, J = 6.7 Hz, 1H), 3.33 (d, J = 7.0 Hz, 

2H), 2.16 (s, 3H), 1.99 – 1.90 (m, 2H), 1.90 – 1.80 (m, 1H), 1.77 (s, 1H), 1.72 (s, 1H), 1.48 – 1.34 (m, 

1H), 1.22 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.98 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H)  

 

Figure S3. Detection of surangin A, surangin C, and mammea E/BB by nuclear magnetic resonance 

(NMR). (A) Surangin A, (B) surangin C, and (C) mammea E/BB were obtained from the fractions 

using silica gel 60 column chromatography. 
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Figure S4. Chromatograms of HSS and mammea E/BB by high performance liquid chromatography and UV 

detection (HPLC-UV). (A) HSS and (B) mammea E/BB were obtained from the fractions after normal phase 

column chromatographic separation. Concentrations of HSS and mammea E/BB were 100 mg mL-1 

and 0.5 mg mL-1, respectively. Injection volume was 20 µL. 
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