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ABSTRACT 

 

Leukemia is a group of diseases involving the deficiency of blood-forming 

organs, and is characterized by the uncontrolled increase of white blood cells.  It 

commonly occurs throughout the word. Wilms’ tumor 1 (WT1) protein is highly 

expressed in leukemic blast cells of myeloid and lymphoid origin.  Thus, WT1 gene 

expression is used as a biological marker for leukemia detection and monitoring 

disease progression.  The WT1 protein has four isoforms: WT1 +/+, +/-, -/+, and -/-.  
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Chemotherapy has been the most commonly used in the treatment of leukemia.  

However, it causes numerous side effects with patients.  Currently, alternative 

treatments with natural products are being studied in an attempt to gather new 

information in the treatment of leukemia.  Interestingly, previous studies have shown 

that pure curcumin could inhibit both WT1 mRNA and WT1 protein levels in 

leukemic cell lines.  However, the inhibitory mechanism of pure curcumin to 

downregulate WT1 gene expression is at this point, still unclear.  The purpose of this 

study was to identify the inhibitory mechanism of pure curcumin on the WT1 protein 

signaling pathway in a K562 cell model and to investigate the effect of pure curcumin 

on WT1 isoforms in transfected U937 cells.  This study firstly showed that 

suppression of WT1 mRNA and protein expression by pure curcumin was distinctly 

independent of the degradation process by use of actinomycin D, a mRNA synthesis 

inhibitor and cycloheximide, a protein synthesis inhibitor. Moreover, the testing of the 

proteasome inhibitor (MG132, EGCG, and lactacystin) supported that pure curcumin 

suppressed WT1 protein expression in a manner independent of the proteasome 

pathway.  The next experiment was focused on the effect of the pure curcumin on the 

signaling pathway using a human-phospho kinase protein array technique.  The result 

showed that pure curcumin strongly decreased phosphorylation of JNK pan 

(T183/Y185, T221/Y223) and c-Jun (S63).  Pure curcumin suppressed PKC 

activation by Western blot analysis.  These results were also supported by PKC 

inhibitor treatment which decreased both WT1 mRNA and protein levels in K562 

cells.  Conversely, myristorylated PKC overexpression increased WT1 levels and 

then reversed the inhibitory effects of pure curcumin.  This experiment also 

investigated other molecules upstream and downstream of PKC related to the 
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regulation of WT1 gene expression using specific protein kinase inhibitors.  It was 

indicated that the downregulation of WT1 gene expression by pure curcumin involved 

PI3K, PKC, MEK, JNK and c-Jun pathways.  The PI3K is upstream of PKC, 

whereas MEK and JNK are downstream.  The ChIP and reporter gene assay 

demonstrated that pure curcumin affected the WT1-DNA binding.  The WT1 

promoter mutation distinctly indicated that the WT1 binding site is required for WT1 

reporter activity.  Importantly, pure curcumin suppressed exogenous WT1 +/+ protein 

in dose and time dependent manners in transfected U937 cells.  The inhibitory 

mechanism of pure curcumin on exogenous WT1 +/+ protein involved protein 

degradation, unlike pure curcumin regulation of endogenous WT1.  This was 

supported by MG132, which reversed WT1 protein suppression after pure curcumin 

treatment.  The decrease of exogenous WT1 +/+ protein by pure curcumin was 

absolutely independent from the pCMV promoter activity in pcDNA3.1 vector 

containing WT1 isoform gene sequences.  Moreover, exogenous WT1 +/+ protein 

expression was inhibited by PKC inhibitor (GF109203x) suggesting that pure 

curcumin decreased the exogenous WT1 +/+ expression in transfected U937 cells via 

PKC during post-translational processing.  Thus, the decrease of WT1 +/+ protein in 

transfected U937 cells related to post-translation processes.  In conclusion, the 

inhibitory mechanism of pure curcumin on WT1 gene expression in K562 cells were 

distinctly associated with PI3K, PKC, MEK, JNK and c-Jun proteins that 

demonstrate the novel WT1 protein signaling pathway upstream of WT1 transcription 

factor.  The pure curcumin affected both of WT1 protein-promoter binding and WT1 

promoter activity which led to decreased WT1 mRNA and protein levels in K562 

cells.  WT1 +/+ protein was the exogenous isoform that was suppressed by pure 
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curcumin via protein degradation linked to the PKC pathway in transfected U937 

cells. 
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บทคัดยอ 
 
 มะเร็งเม็ดเลือดขาวหรือลิวคีเมีย คือกลุมของโรคท่ีเกี่ยวของกับความผิดปกติของอวัยวะท่ี
ทําหนาท่ีสรางเม็ดเลือดซ่ึงมีลักษณะท่ีมีการเพ่ิมข้ึนของจํานวนเม็ดเลือดขาวท่ีไมสามารถควบคุมได  
มะเร็งเม็ดเลือดขาวสามารถพบไดท่ัวโลก  และพบวามีการแสดงออกของยีนวิลมทูเมอรวัน (WT1) 
อยูในระดับสูงในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวตัวออนที่มีตนกําเนิดมาจากเซลลในสายไมอิลอยดและ
ลิมฟลอยด  ดังนั้นระดับการแสดงออกของยีนวิลมทูเมอรวันจึงถูกใชเพื่อเปนตัวบงช้ีทางชีวภาพ
สําหรับการตรวจหาและติดตามการดําเนินไปของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว  โปรตีนวิลมทูเมอรวันมีส่ี
ไอโซฟอรม คือวิลมทูเมอรวัน +/+, +/-, -/+ และ -/-  การรักษาดวยยาเคมีบําบัดเปนวิธีหนึ่งท่ีนิยมใช
ในการรักษาผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาวกันอยางแพรหลาย  แตการรักษาดวยวิธีนี้ทําใหเกิดผล
ขางเคียงอยางมากกับผูปวย  ดังนั้นปจุจบันการรักษาทางเลือกใหมกับผลิตภัณฑจากธรรมชาติไดถูก
ศึกษาและพยายามท่ีจะรวบรวมความรูใหมเพื่อนํามาใชรักษาผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาว  เปนท่ี
นาสนใจวาการศึกษาท่ีผานมาพบวาเคอรคิวมินบริสุทธ์ิสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนวิลมทู-
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เมอรวันไดท้ังระดับเอ็มอารเอ็นเอ และโปรตีนในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเพาะเล้ียงได  แต
อยางไรก็ตามกลไกการยับยั้งของเคอรคิวมินบริสุทธ์ิตอการแสดงออกของยีนวิลมทูเมอรวันยังคง
ไมชัดเจน  ดังนั้นวัตถุประสงคของการศึกษาน้ี เพื่อศึกษากลไกของเคอรคิวมินบริสุทธ์ิตอการยับยั้ง
เสนทางการสงสัญญาณของโปรตีนวิลมทูเมอรวันในเซลลตนแบบชนิด K562 และศึกษาผลของ
เคอรคิวมิน บริสุทธ์ิตอวิลมทูเมอรวันไอโซฟอรมในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 ท่ีถูกท
รานสเฟคดวยวิลมทูเมอรวันไอโซฟอรม  การศึกษาแรกพบวาการยับยั้งการแสดงออกของวิลมทู
เมอรวันเอ็มอารเอ็นเอ และโปรตีนโดยเคอรคิวมินบริสุทธ์ิ ไมไดข้ึนอยูกับกระบวนการสลาย
โปรตีน โดยการใช  ไซโคลเฮกซิไมด เปนตัวยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน  นอกจากนี้ยังมีการ
ทดลองเพ่ิมเติมซ่ึงทําการศึกษาโดยใชสารยับยั้งเอนไซมยอยโปรติเอส (เอ็มจี132, อีจีซีจี และแลคตา
ซีสติน) ซ่ึงผลการทดลองสนับสนุนวาเคอรคิวมินบริสุทธ์ิยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนวิลมทู
เมอรวันนั้นไมเกี่ยวของกับกระบวนการสลายในเสนทางการสงสัญญาณของโปรติเอโซม  การ
ยับยั้งการแสดงออกของวิลทมูเมอรวันเอ็มอารเอ็นเอ ก็เชนเดียวกันพบวาเคอรคิวมินบริสุทธ์ิไดรับ
การยืนยันวาไมเกี ่ยวของกับความคงตัวของเอ็มอารเอ็นเอ ศึกษาโดยการใชแอคติโนมัยซิน ดี 
ยับยั้งการสังเคราะหเอ็นอารเอ็นเอ หลังจากนั้นไดทําการศึกษาตอโดยเนนศึกษาผลของ เคอรคิว
มิน บริสุทธิ์ตอเสนทางการสงสัญญาณโดยการใชเทคนิคฮิวแมน-ฟอสโฟไคเนส โปรตีนแอเรย 
พบวาเคอรคิวมินบริสุทธิ์สามารถลดระดับการแสดงออกของโปรตีนเจเอ็นเค แพน (T183/Y185, 
T221/Y223) และ ซี-จูน (S63) ในรูปท่ีถูกเติมหมูฟอสเฟตไดดีท่ีสุด  เคอรคิวมินบริสุทธ์ิยังลดระดับ
การแสดงออกของโปรตีนไคเนส ซี ชนิดแอลฟาในรูปท่ีถูกกระตุนและทดสอบโดยวิธีเวส-         
เทิรนบลอท  ผลการทดลองไดทําการยืนยันโดยใชตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนไคเนสซีชนิด
แอลฟา พบวาสามารถลดการแสดงออกของวิลมทูเมอรวัน ท้ังระดับของเอ็มอารเอ็นเอ และโปรตีน
ในเซลล K562  ในทางกลับกันเมื่อเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนไคเนส ซี ชนิดแอลฟา ในรูปท่ีถูก
กระตุนเขาไปในเซลล K562  พบวาสามารถเพิ่มระดับการแสดงออกของโปรตีนวิลมทูเมอรวัน และ
ลดผลการยับยั้งของเคอรคิวมินบริสุทธ์ิลง  นอกจากนี้ยังไดทําการศึกษาโมเลกุลอ่ืนๆ ท่ีเกี่ยวของใน
เสนทางการสงสัญญาณดานบนและดานลางของโปรตีนไคเนส ซี ชนิดแอลฟา ท่ีสัมพันธกับ
เสนทางการสงสัญญาณในการควบคุมการแสดงออกของยีนวิลมทูเมอรวันโดยการใชสารยับยั้ง
โปรตีนไคเนสท่ีเฉพาะ พบวาการยับยั้งการแสดงออกของยีนวิลมทูเมอรวันโดยเคอรคิวมินบริสุทธ์ิ
เกี่ยวของกับโปรตีน พีไอทรีเค, โปรตีนไคเนส ซี ชนิดแอลฟา, เอ็มอีเค และ เจเอ็นเค  นอกจากนี้ยัง
พบอีกวา พีไอทรีเค เปนโปรตีนท่ีอยูดานบนของโปรตีนไคเนส ซี ชนิดแอลฟา สวน เอ็มอีเค และ  
เจเอ็นเค เปนโปรตีนท่ีสงสัญญานดานลางของ โปรตีนไคเนส ซี ชนิดแอลฟา  นอกจากนี้การศึกษา
โดยใชวิธีชิพ (ChIP) และ รีพอรเตอรยีน (reporter gene) พบวาเคอรคิวเมอรบริสุทธ์ิมีผลกระทบตอ
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การจับกันระหวางวิลมทูเมอรวันกับดีเอ็นเอโปรโมเตอร  เม่ือทําการกลายพันธุท่ีบริเวณวิลมทูเมอร-
วันโปรโมเตอร ช้ีใหเห็นอยางชัดเจนวาบริเวณของวิลมทูเมอรวันโปรโมเตอรเปนบริเวณท่ีตองการ
สําหรับการจับของโปรตีนวิลมทูเมอรวัน  ส่ิงท่ีสําคัญจากการศึกษาน้ียังพบวาเคอรคิวมินบริสุทธ์ิ 
สามารถยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนวิลมทูเมอรวันชนิด +/+ ในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 
U937 ท่ีถูกทรานสเฟคดวยวิลมทูเมอรวันไอโซฟอรม เปนแบบทั้งความเขมขน และระยะเวลาท่ีเพิ่ม
สูงข้ึน กลไกของเคอรคิวมินบริสุทธ์ิตอการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนวิลมทูเมอรวันชนิด +/+  
พบวาเกี่ยวของกับกระบวนการทําลายโปรตีนโดยการทดสอบดวยไซโคลเฮกซิไมด และยืนยันดวย
การทดสอบดวยเอ็มจี 132 ซ่ึงเปนสารท่ีมีผลตอการเปล่ียนกลับของการแสดงออกของโปรตีน
ไคเนส ซี  นอกจากนี้ยังพบวาการลดลงของโปรตีนวิลมทูเมอรวันชนิด +/+  โดยเคอรคิวมินบริสุทธ์ิ
นั้นไมเกี่ยวของกับการทํางานของโปรเมอรเตอรของ pCMV ท่ีอยูในเวกเตอรชนิด pcDNA3.1 ซ่ึง
บรรจุยีนของวิลมทูเมอรวันไอโซฟอรมอยูภายใน  มากไปกวานี้การยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน
วิลมทูเมอรวันชนิด +/+  สามารถถูกยับยั้งเม่ือทําการทดสอบโดยสารยับยั้งการทํางานของโปรตีน
ไคเนส ซี (GF109203x) บงบอกวาการท่ีเคอรคิวมินบริสุทธ์ิลดการแสดงออกของโปรตีนวิลมทู-
เมอรวันชนิด +/+ ในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 ท่ีถูกทรานสเฟคดวยวิลมทูเมอรวันไอโซ-
ฟอรม ผานทางโปรตีนไคเนส ซี ท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการการปรับแตงโปรตีนหลังการสังเคราะห
โปรตีน (post translation modification)  ดังนั้นการศึกษานี้สรุปไดอยางชัดเจนวากลไกของเคอรคิว-
มินบริสุทธ์ิตอการยับยั้งการแสดงออกของยีนวิลมทูเมอรวันในเซลล K562 มีความสัมพันธกับ
โปรตีนควบคุมการสงสัญญาณ คือพีไอทรีเค, โปรตีนไคเนส ซี ชนิดแอลฟา, เอ็มอีเค, เจเอ็นเค และ
ซี-จูน ซ่ึงเปนวิถีการสงสัญญาณใหมของโปรตีนวิลมทูเมอรวัน โดยโปรตีนเหลานี้เปนโปรตีนท่ี
ควบคุมการสงสัญญาณดานบนของวิลมทูเมอรวันทรานสคริปช่ันเฟตเตอร และเคอรคิวมินบริสุทธ์ิ
ยังมีผลกระทบตอการจับกับของโปรตีนวิลมทูเมอรกับโปรโมเตอรตลอดถึงการทํางานของวิลมทู
เมอรวันโปรโม-เตอรดวย ซ่ึงนําไปสูการลดระดับการแสดงออกของวิลมทูเมอรวันเอ็มอารเอ็นเอ 
และโปรตีนในเซลล K562  นอกจากนี้โปรตีนวิลมทูเมอรวันชนิด +/+ เปนไอโซฟอรมท่ีเกี่ยวของ
ในการถูกยับยั้งดวยเคอรคิวมินบริสุทธ์ิ โดยผานทางกระบวนการทําลายโปรตีน และเกี่ยวของกับ
เสนทางการทํางานของโปรตีนไคเนส ซี ในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 ท่ีถูกทรานสเฟคดวย
วิลมทูเมอรวันไอโซฟอรม 
 


