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Abstract

Lung cancer is the leading cause of cancer-related mortality worldwide. Approximately 85% of

diagnosed cases are classified as non-small cell lung cancer (NSCLC). Cisplatin (CDDP) has been used as the

first-line treatment for NSCLC patients carrying wild-type (wt) epidermal growth factor receptor (EGFR).

However, the efficacy of cisplatin-based chemotherapy is limited by numerous severe side effects as well as

the occurrence of acquired drug resistance. Tyrosine kinase inhibitors (TKIs, i.e., erlotinib and gefitinib) are

approved for patients harboring exon 19 deletion and exon 21 L858R substitution in EGFR. Besides, the

double point mutation V617F/L983F of janus kinase (JAK) protein leads to ruxolitinib and tofacitinib

resistances. Thus, there is an urgent need to search for novel compounds that can potentially target target the

proteins involved in the alternative survival signaling pathways in NSCLC and/or by specific recognition at

the receptor of cancer cells. In this research, we aim to search for potent anticancer drug candidates with high

antiproliferative effects on NSCLC cell lines and low toxicity against normal cells by targeting EGFR tyrosine

kinase, JAKs, mitogen-activated protein kinase kinase (MEK), and p38 mitogen-activated protein kinase.

Mechanisms underlying cell death are investigated in order to understand the mode of action. Increasing

Emodin’s solubility and anti-proliferative effect on human lung cancer and cholangiocarcinoma cells by

inclusion with cyclodextrin nanocarrier was also investigated. Based on fundamental mathematics and physics

applied on three-dimensional (3D) protein structure, molecular modeling offers the potential of uniquely

detailed atomic-level insight into biological processes of molecular recognition between candidate compounds

and cancer target protein.
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บทคดัย่อ

มะเร็งปอดเป็นสาเหตุสาํคญัของการเสียชีวิตจากมะเร็งทัว่โลก ประมาณ 85% ของผูป่้วยท่ีไดรั้บการวินิจฉยัจดัอยูใ่น

ประเภทมะเร็งปอดชนิด non-small cell (NSCLC) ยา Cisplatin (CDDP) ถูกใชเ้ป็นการรักษาทางเลือกแรกสาํหรับผูป่้วย NSCLC

สําหรับโปรตีน epidermal growth factor receptor (EGFR) อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพของเคมีบาํบดัท่ีใชย้า ยา Cisplatin ถูก

จาํกดัดว้ยผลขา้งเคียงท่ีรุนแรงมากมาย รวมทั้งการเกิดการด้ือยาท่ีไดม้า สารยบัย ั้งไทโรซีนไคเนส (TKIs เช่น erlotinib และ

gefitinib) ไดรั้บการอนุมติัใหใ้ชส้าํหรับผูป่้วยท่ีมีการหายไปของ exon ในตาํแหน่งท่ี 19 และ 21 และเกิดการเปล่ียนแปลงกรดอะ

มิโนในตาํแหน่ง 858 จากลิวซีนเป็นอาร์จินีนใน EGFR นอกจากน้ีการกลายพนัธ์ุแบบสองตาํแหน่งของโปรตีน janus kinase

(JAK) เช่น V617F/L983F ทาํให้เกิดการด้ือต่อยา ruxolitinib และ tofacitinib ดังนั้ นจึงมีความจาํเป็นเร่งด่วนในการค้นหา

สารประกอบใหม่ท่ีสามารถเอาชนะปัญหาดงักล่าวได้ ตามการด้ือยาดงักล่าวท่ีเกิดจากการกลายพนัธ์ุ ดงันั้นมีความจาํเป็นอยา่ง

เร่งด่วนในการคน้หาสารประกอบชนิดใหม่ท่ีสามารถเอาชนะปัญหาดงักล่าวไดโ้ดยการกาํหนดเป้าหมายโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั

วิถีทางสญัญาณสาํหรับมะเร็งปอดชนิด NSCLC หรือการจดจาํจาํเพาะท่ีตวัรับของเซลลม์ะเร็งโดยการมุ่งเป้าท่ีโปรตีน EGFR ไท

โรซีนไคเนส เจนสัไคเนส ไมโทเจน-แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส ไคเนส และ p38 ไมโทเจน-แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส ใน

ขอ้เสนอการวจิยัน้ี เรามุ่งหวงัท่ีจะคน้หายาตา้นมะเร็งท่ีมีศกัยภาพท่ีมีฤทธ์ิตา้นมะเร็งปอดชนิด NSCLC และมีความเป็นพิษตํ่าต่อ

เซลลป์กติ กลไกการตายของเซลลจ์ะไดรั้บการตรวจสอบเพ่ือใหเ้ขา้ใจถึงอนัตรกิริยา รวมไปถึงการศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพ

การละลายของ Emodin และการเพิ่มฤทธ์ิการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนเซลล์มะเร็งผ่านตวันําส่งไซโคลเด็กซ์ตริน ซ่ึงจะอาศยั

หลกัการบนพ้ืนฐานของคณิตศาสตร์และฟิสิกส์ท่ีใชก้บัโครงสร้างโปรตีนสามมิติ (3D) โดยแบบจาํลองโมเลกุลจะนาํเสนอ

ขอ้มูลเชิงลึกระดบัอะตอมท่ีมีรายละเอียดเฉพาะเจาะจงในกระบวนการทางชีววิทยาของการเกิดอนัตรกิริยาระดบัโมเลกุล

ระหวา่งสารประกอบท่ีมีศกัยภาพกบัโปรตีนมะเร็งเป้าหมาย

คาํสาํคญั: มะเร็งปอด, สารประกอบควิโนน, EGFR, JAK/STAT, P38 MAPK, MEK, Cyclodextrin



บทสรุปผู้บริหาร

โรคมะเร็งไดส่้งผลกระทบต่อระบบสาธารณสุขและเศรษฐกิจไปทัว่โลกรวมถึงประเทศไทย นักวิจยัทัว่โลกจึงมุ่ง

คน้หาและพฒันายาตา้นตา้นมะเร็ง ซ่ึงมะเร็งปอดเป็นสาเหตุสาํคญัของการเสียชีวิตจากมะเร็งทัว่โลก ซ่ึงยา Cisplatin (CDDP)

ถูกใชเ้ป็นการรักษาทางเลือกแรกสําหรับผูป่้วยมะเร็งปอดชนิด non-small cell (NSCLC) สําหรับโปรตีน epidermal growth

factor receptor (EGFR) อยา่งไรก็ตามประสิทธิภาพของยา Cisplatin ถูกจาํกดัดว้ยผลขา้งเคียงท่ีรุนแรงมากมาย รวมทั้งการเกิด

การด้ือยาท่ีไดม้า สารยบัยั้งไทโรซีนไคเนส (TKIs เช่น erlotinib และ gefitinib) ไดรั้บการอนุมติัให้ใชส้ําหรับผูป่้วยท่ีมีการ

หายไปของ exon ในตาํแหน่งท่ี 19 และ 21 และเกิดการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในตาํแหน่ง 858 จากลิวซีนเป็นอาร์จินีนใน

EGFR นอกจากน้ีการกลายพนัธุ์แบบสองตาํแหน่งของโปรตีน Janus kinase (JAK) เช่น V617F/L983F ทาํให้เกิดการด้ือต่อยา

ruxolitinib และ tofacitinib ดงันั้นจึงมีความจาํเป็นเร่งด่วนในการคน้หาสารประกอบใหม่ท่ีสามารถเอาชนะปัญหาดงักล่าวได้

ตามการด้ือยาดงักล่าวท่ีเกิดจากการกลายพนัธ์ุ ดงันั้นมีความจาํเป็นอยา่งเร่งด่วนในการคน้หาสารประกอบชนิดใหม่ท่ีสามารถ

เอาชนะปัญหาดงักล่าวไดโ้ดยการกาํหนดเป้าหมายโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัวิถีทางสัญญาณสาํหรับมะเร็งปอดชนิด NSCLC หรือ

การจดจาํจาํเพาะท่ีตวัรับของเซลลม์ะเร็ง โครงการวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือ (1) คดักรองสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการทาํงานของ

เอนไซม์ EGFR/JAKs/MEK/P38 MAPK (2) ทดสอบการยบัย ั้งเอนไซม์ EGFR/JAK ในระดบัเซลลแ์ละเอนไซม์ รวมถึงทดสอบ

ความเป็นพิษต่อเซลล์ และ (3) ศึกษากลไกการยบัย ั้งเอนไซม์ EGFR/JAK ของตวัยบัยั้งดว้ยการจาํลองพลวตัเชิงโมเลกุล เพ่ือ

นาํไปสู่การพฒันาสารท่ีมีศกัยภาพท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง EGFR/JAKs/MEK/P38 MAPK รวมไปถึงการศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพการ

ละลายของ Emodin และการเพ่ิมฤทธ์ิการยบัย ั้งการเพ่ิมจาํนวนเซลลม์ะเร็งผ่านตวันาํส่งไซโคลเด็กซ์ตริน โดยโครงการวิจยัน้ีมี

การผลิตผลงานวิจยัท่ีนาํไปสู่การนาํไปใชป้ระโยชน์ดงักล่าว อนัประกอบดว้ยบทความท่ีเผยแพร่ในวารสารวชิาการนานาชาติท่ีมี

คุณภาพสูง T1 2 เร่ือง, Q1 2 เร่ือง, Q2 1 เร่ือง และ Q3 1 เร่ือง รวมทั้งส้ิน 6 เร่ือง อีกทั้งจะทาํใหเ้กิดเครือข่ายความร่วมมือระหวา่ง

นักวิจยัและผูเ้ช่ียวชาญดา้นการคิดคน้พฒันายาทั้งในและต่างประเทศ ซ่ึงจะสามารถสร้างทรัพยากรบุคคล องค์ความรู้และ

เทคโนโลยีท่ีจะเป็นรากฐานต่อการพฒันาและสร้างขีดความสามารถในการแข่งขนั เพ่ือขบัเคล่ือนเศรษฐกิจของประเทศอยา่ง

ย ัง่ยนืต่อไป



รายละเอียดผลการดาํเนินงานของโครงการ

วตัถุประสงค์ของโครงการ

1. To design and screen the potent cancer drug candidates against NSCLC cell lines expressing wild-type and

mutated EGFRs/JAKs/MEK/P38 MAPK

2 To theoretically and experimentally elucidate the anticancer activity and its underlying mechanism(s) of such

potent compounds

การดาํเนินงานวจิัยเป็นไปตามวตัถุประสงค์โดย

1. ทาํการคดักรองสารอนุพนัธ์ของควิโนน/ควินอกซาลิโนนท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งโปรตีนเป้าหมาย เป้าหมาย

EGFRs JAKs DNA topoisomerase MEK และ P38 MAPK ดว้ยเทคนิคทางเคมีคอมพิวเตอร์ เช่น การศึกษาการยึดจบัระหว่าง

สารอนุพนัธ์และโปรตีนดว้ยเทคนิคโมเลกุลาร์ดอ้กก้ิง (molecular docking) รวมถึงเทคนิคการตรวจคดักรองแบบเสมือนจริง

(Pharmacophore-based virtual screening)

2. ไดท้าํการทดสอบฤทธ์ิของอนุพนัธ์ของควิโนน/ควนิอกซาลิโนนและไพราโซโลนท่ีคดักรองไดจ้าก (1) ในระดบั

เอนไซมแ์ละเซลล์

3. ศึกษาการทาํงานของสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพต่อการยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีนเป้าหมายดว้ยการจาํลองเชิงพลวตั

โมเลกลุ (Molecular dynamics simulations)

ผลงานวจิัยท่ีได้รับ

ไดส้ารอนุพนัธ์ควิโนนท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีน EGFR/JAK และพบวา่ยาเดิม lomotapide

(a lipid-lowering agent) and nilotinib (a Bcr-Abl fusion protein inhibitor) มีศกัยภาพในการจบัเกาะกบัโปรตีน P38 MAPK

อีกทั้งยาเดิม DB12661 และ DB07642 สามารถนาํมา repurpose เพ่ือยบัยั้งโปรตีน MEK ได้ นอกจากน้ีไดท้ราบถึงลกัษณะ

รูปแบบการเขา้จบัและลกัษณะอนัตรกริยาท่ีเกิดข้ึนระหวา่งสารอนุพนัธ์กบัโปรตีนเป้าหมายท่ีสนใจในระดบัเอนไซมแ์ละ

ในระดบัเซลล์ ซึงเป็นขอ้มูลเชิงพ้ืนฐานเชิงโมเลกลุท่ีสาํคญัต่อโปรตีนท่ีเป็นเป้าหมายในการหายาตา้นมะเร็งดว้ยวธีิ targeted

therapy และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆ และไดท้ราบถึงอนัตรกิริยาของการยดึจบัทางโมเลกลุระหวา่งโปรตีนเป้าหมาย



ของมนุษยก์บัยาในระดบัอะตอมจากการจาํลองพลวตัเชิงโมเลกลุ (Molecular dynamics simulations) ทาํใหท้ราบถึงกรดอะ

มิโนท่ีสาํคญัต่อการเกิดอนัตรกิริยาในโปรตีนเป้าหมายได้ และพบวา่การสร้าง inclusion complex กบั DMβ-cyclodextrin
เพ่ิมประสิทธิภาพการละลายของ Emodin ไดสู้งสุดและเพ่ิมฤทธ์ิการยบัย ั้งการเพ่ิมจาํนวนเซลลม์ะเร็งปอดและมะเร็งถุงนํ้ าดี

สรุปย่อ (summary)

Mansonone G (MG), a plant-derived compound isolated from the heartwood of Mansonia gagei, possesses a potent

antitumor effect on several kinds of malignancy. However, its poor solubility limits the use for practical applications. Beta-

cyclodextrin (βCD), a cyclic oligosaccharide composed of seven (1!4)-linked α-D-glucopyranose units, is capable of

encapsulating a variety of poorly soluble compounds into its hydrophobic interior. In this work, we aimed to enhance the

water solubility and the anticancer activity of MG by complexation with βCD and its derivatives (2,6-di-O-methyl-βCD

(DMβCD) and hydroxypropyl-βCD). The 90-ns molecular dynamics simulations and MM/GBSA-based binding free energy

results suggested that DMβCD was the most preferential host molecule for MG inclusion complexation. The inclusion

complex formation between MG and βCD(s) was confirmed by DSC and SEM techniques. Notably, the MG/βCDs inclusion

complexes exerted significantly higher cytotoxic effect (~2–7 fold) on A549 lung cancer cells than the uncomplexed MG.

Janus kinases (JAKs) are enzymes involved in signaling pathways that affect hematopoiesis and immune cell

functions. JAK1, JAK2, and JAK3 play different roles in numerous diseases of the immune system and have also been

considered potential targets for cancer therapy. In the present study, the susceptibility of the oral JAK inhibitor tofacitinib

against these three JAKs was elucidated using the 500-ns molecular dynamics (MD) simulations and free energy calculations

based on MM-PB(GB)SA, QM/MM-GBSA (PM3 and SCC-DFTB), and SIE methods. The obtained results revealed that

tofacitinib could interact with all JAKs at the ATP-binding site via electrostatic attraction, hydrogen bond formation, and in

particular van der Waals interaction. The conserved glutamate and leucine residues (E957 and L959 of JAK1, E930 and L932

of JAK2, and E903 and L905 of JAK3) located in the hinge region stabilized tofacitinib binding through strongly formed

hydrogen bonds. Complexation with the incoming tofacitinib led to a closed conformation of the ATP-binding site and a

decreased protein fluctuation at the glycine loop of the JAK protein. The binding affinities of tofacitinib/JAKs were ranked in

the order of JAK3 > JAK2 ∼ JAK1, which are in line with the reported experimental data.

Human topoisomerase II alpha (TopoIIα) is a crucial enzyme involved in maintaining genomic integrity during the

process of DNA replication and mitotic division. It is a vital therapeutic target for designing novel anticancer agents in

targeted cancer therapy. Sulfones, members of organosulfur compounds, have been reported to possess various biological



activities such as antimicrobial, anti-inflammatory, anti-HIV, anticancer, and antimalarial properties. In the present study, a

series of sulfones was selected to evaluate their inhibitory activity against TopoIIα using computational approaches.

Molecular docking results revealed that several sulfone analogs bind efficiently to the ATPase domain of TopoIIα. Among

them, sulfones 18a, 60a, *4b, *8b, *3c, and 8c exhibit higher binding affinity than the known TopoII inhibitor, salvicine.

Molecular dynamics simulations and free energy calculations based on MM/PB(GB)SA method demonstrated that sulfone

*8b strongly interacts with amino acid residues in the ATP-binding pocket (E87, N91, D94, I125, I141, F142, S149, G161,

and A167), driven mainly by an electrostatic attraction and a strong H-bond formation at G161 residue. Altogether, the

obtained results predicted that sulfones could have a high potential to be a lead molecule for targeting TopoIIα.

The RAS–RAF–MEK–ERK pathway plays a key role in malevolent cell progression in many tumors. The high structural

complexity in the upstream kinases limits the treatment progress. Thus, MEK inhibition is a promising strategy since it is easy

to inhibit and is a gatekeeper for the many malignant effects of its downstream effector. Hence, we accomplished a high-

throughput virtual screening to overcome this bottleneck by the discovery of dual-targeting therapy in cancer treatment. Here,

a total of 11,808 DrugBank molecules were assessed through high-throughput virtual screening for their activity against MEK.

Further, the Glide docking, MLSF and prime-MM/GBSA methods were implemented to extract the potential lead compounds

from the database. Two compounds, DB012661 and DB07642, were outperformed in all the screening analyses. Further, the

study results reveal that the lead compounds also have a significant binding capability with the co-target PIM1. Finally, the

SIE-based free energy calculation reveals that the binding of compounds was majorly affected by the van der Waals

interactions with MEK receptor. Overall, the in silico binding efficacy of these lead compounds against both MEK and PIM1

could be of significant therapeutic interest to overcome drug resistance in the near future.

P38α mitogen-activated protein kinase (p38α MAPK), one of the p38 MAPK isoforms participating in a signaling

cascade, has been identified for its pivotal role in the regulation of physiological processes such as cell proliferation,

differentiation, survival, and death. Inhibition of the p38 pathway has attracted much attention for the reason that it could be a

promising strategy in the management of cancer, neurodegeneration, inflammation, and even the newly emerged pandemic,

COVID-19. Herein, by shedding light on the docking- and 100-ns dynamic-based screening from 3210 FDA-approved drugs,

we found that lomitapide (a lipid-lowering agent) and nilotinib (a Bcr-Abl fusion protein inhibitor) could alternatively inhibit

phosphorylation of p38α MAPK at the allosteric site. All-atom molecular dynamics simulations and free energy calculations

including end-point and QM-based ONIOM methods revealed that the binding affinity of the two screened drugs exhibited a

comparable level as the known p38α MAPK inhibitor (BIRB796), suggesting the high potential of being a novel p38α



MAPK inhibitor. In addition, noncovalent contacts and the number of hydrogen bonds were found to be corresponding with

the great binding recognition. Key influential amino acids were mostly hydrophobic residues, while the two charged residues

including E71 and D168 were considered crucial ones due to their ability to form very strong H-bonds with the focused drugs.

Interestingly, in silico structural modification of a lomitapide’s structure by permitting it to interact with E71 revealed the

improvement of its binding affinity. Altogether, our contributions obtained here could be theoretical guidance for further

conducting experimental-based preclinical studies necessary for developing therapeutic agents targeting p38α MAPK.

Emodin (ED), one prominent variant of naturally occurring anthraquinones, has been traditionally used in Chinese

medicine, exhibiting a wide spectrum of pharmacological properties. However, the poor aqueous solubility of ED limits its

significant usage in practical applications. In this study, we complexed ED with β-cyclodextrin (βCD) and its derivatives:

hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPβCD), sulfobutylether-β-cyclodextrin (SBEβCD) with degree of substitution (DS) of 2

(SBE2βCD) and DS of 7 (SBE7βCD), and 2,6-di-O-methyl-β-cyclodextrin (DMβCD) in order to enhance the water

solubility and anti-cancer activity of ED. The molecular docking and 500-ns molecular dynamics simulations suggested that

ED could form inclusion complex with βCDs in two possible orientations by resorcinol-ring insertion (R-form) and m-cresol-

ring insertion (C-form) and the complexation process was mainly driven by van der Waals interaction. The experimental

phase solubility study indicated 1:1 stoichiometry between ED and βCDs. ED/DMβCD complex shows the highest

equilibrium constant (Kc value of 3800 M-1) and the highest water solubility (113.86 µg/mL) at 30оC, followed by

ED/SBE7βCD, ED/HPβCD, ED/SBE2βCD, and ED/βCD complexes.Interestingly, the anti-proliferative effect on

cholangiocarcinoma cells (KKU-213A, and KKU-213B), and human lung cancer cells (A549, and H1975) of investigated

inclusion complexes, especially ED/DMβCD, ED/SBE7βCD, and ED/HPβCD, was significantly higher than that of ED

alone.
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