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ABSTRACT 

Multidrug resistance (MDR) is a phenomenon by which cancer cells develop 

reduced sensitivity to anticancer drugs, which often leads to the failure of cancer 

chemotherapy. A prominent mechanism of MDR is the overexpression on the cell 

surface of the multidrug efflux pumps such as P-glycoprotein (P-gp, ABCB1), the 

multidrug resistance protein 1 (MRP1, ABCC1) and mitoxantrone resistance protein 

(MXR, ABCG2), that decrease the intracellular accumulation of many anticancer 

drugs, leading to increased tumor growth. Extensive efforts are under way to develop 

effective modulators to overcome the MDR in cancer cells. Many dietary herbs have 

been reported to be potentially effective MDR- modulators with the advantage of 

being dietary compounds that are less toxic to animals, plentiful and inexpensive. 

Previously, it has been reported that a curcumin mixture containing three major 

curcuminoids (77% curcumin I, 17% curcumin II and 3 % curcumin III) could 

modulate the function of P-gp.  This study focuses on the effect of the three major 

pure forms of curcuminoids isolated from turmeric, curcumin I, II and III, in 

comparison with curcumin mixture on the modulation of P-gp, MRP1 and MXR 

function. 
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In the first part of the study, curcumin mixture, curcumin I, II, and III were 

tested for their ability to modulate the function of P-gp by using P-gp overexpressing 

cells,  a multidrug resistant human cervical carcinoma cell line (KB-V1). The similar 

IC50 values for cytotoxicity of curcuminoids of KB-V1 and KB-3-1 (parental drug 

sensitive cell lines) suggest that these curcuminoids may not be substrates for P-gp.  

Treating the cells with non-toxic doses of curcuminoids increased their sensitivity to 

vinblastine only in the P-gp expressing drug resistant cell line KB-V1; and curcumin I 

retained the drug in KB-V1 cells more effectively than curcumin II and III, 

respectively.  Effects of each curcuminoid on rhodamine123, calcein-AM, and 

bodipy-vinblastine accumulation confirm these findings. Curcumin I, II and III 

increased the accumulation of fluorescent substrates in a dose-dependent manner, and 

at 10 µM, curcumin I was the most effective to inhibit the efflux function of P-gp.  

The inhibitory effects in a concentration–dependent manner of curcuminoids on 

verapamil-stimulated P-gp ATPase activity and photoaffinity labeling of P-gp with 

the [125I]-Iodoarylazidoprazosin offered additional support; curcumin I was the most 

potent modulator.  Therefore, the first part of the study suggests strongly that 

curcumin I is the most potent modulator among curcuminoids to modulate the 

function of P-gp.  

In the second part of the study, curcumin mixture and three major 

curcuminoids (curcumin I, II, and III) were studied for their ability to modulate the 

function and expression of MRP1 using HEK293 cells stably transfected with MRP1-

pcDNA3.1 and pcDNA3.1 vector alone.  The IC50 of curcuminoids in these cell lines 

ranged from 14.5 - 39.3 µM.  Upon treating the cells with etoposide, in the presence 

of 5 and 10 µM curcuminoids, the sensitivity to etoposide was increased by several 

folds only in MRP1 expressing and not in pcDNA3.1-HEK 293 cells. Western blot 

analysis showed that the total cellular level of MRP1 protein was not affected by 

treatment with 10 µM curcuminoids for three days. The modulatory effect of 

curcuminoids on MRP1 function was confirmed by the inhibition of efflux of two 

fluorescent substrates, calcein-AM and fluo4-AM.  Although all three curcuminoids 

increased the accumulation of fluorescent substrates in a concentration-dependent 

manner, curcumin I was the most effective inhibitor.  In addition, curcuminoids did 

not affect 8azido[α-32P]ATP binding, however; they did stimulate the basal ATPase 
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activity and inhibited the quercetin-stimulated ATP hydrolysis of MRP1 indicating 

that these curcuminoids interact most likely at the substrate-binding site(s) not the 

ATP binding site(s).  Thus, these results demonstrate that curcuminoids effectively 

inhibit MRP1-mediated transport, and, among curcuminoids, curcumin I, a major 

constituent of curcumin mixture, is the best modulator for MRP1.  

The effect of curcuminoids on MXR has been evaluated by investigating the 

potency of curcumin mixture and the three pure forms of curcumin I, II and III to 

modulate the activity of the wild-type (482R) expressed in HEK 293 cells and mutant 

(R482T) expressed in MCF-7AdrVp cells. The cytotoxicity assay demonstrated that 

the IC50 of curcuminoids in pcDNA3.1- and MXR-HEK293 cells are in the range of 

19-29 µM, whereas; in MCF-7 and MCF-7AdrVp are in the range of 30.5-50.7 µM. 

The concentrations at 3, 5 and 10 µM were selected to study MDR reversing 

properties in wild type MXR. It showed that curcumin mixture, and curcumin I, II 

and III, were able to sensitize the MXR transfected HEK293 cells to mitoxantrone, 

topotecan and SN-38 in a concentration-dependent manner. Similar result was 

observed in MXR mutant R482T; 10 µM of curcuminoids increased the sensitivity of 

doxorubicin and mitoxantrone. However, the protein level of MXR was not affected 

after treatment of the MCF-7AdrVp with 3 and 10 µM of curcuminoids for three 

days. This result implies that curcuminoids inhibited the function of MXR but not 

expression. The inhibitory effect of curcuminoids on MXR was confirmed by the 

findings that curcuminoids inhibit the efflux of MXR fluorescent substrates (bodipy-

prazosin, mitoxantrone and rhodamine 123) in the drug resistant cells resulting in the 

accumulation of those substrates inside the cells. This inhibition was comparable to 

the inhibition of MXR by fumitremorgin C (FTC), a specific inhibitor of MXR, 

indicating a potent inhibitory effect of curcuminoids on MXR function. The direct 

interaction of curcuminoids with the MXR transporter was affirmed by the effect of 

the curcuminoids on the ATP hydrolysis of MXR. Curcumin mixture, as well as 

curcumin I, II and III, stimulated the MXR ATPase activity in a concentration-

dependent manner. The concentration of curcuminoids required for 50% stimulation 

of MXR ATPase activity was in the range of 4.89- 7.76 nM. Taken together, the data 

from this part of the study suggest that the curcuminoids inhibit the functions 
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mediated by MXR and, similar with the previous results, curcumin I exhibits the most 

effective form to modulate the function of MXR transporter.  

In conclusion, the results in this study shows that all three forms of 

curcuminoids, curcumin I, II and III can inhibit P-gp, MRP1 and MXR function. 

Curcumin exhibits the most active form. Further studies with the curcumin I or 

curcumin mixture in animal models, and eventually in humans will have to be carried 

out to reap the benefits of the studies presented in this thesis. 
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ชื่อเร่ืองวิทยานิพนธ กลไกชีวเคมีในการควบคุมตัวขนสงเอบีซีชนิดพี-ไกลโคโปรตีน(เอบีซีบี
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สารเคอรคิวมินอยด 
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ผศ. ดร. ชฏารัตน     ดวงรตัน         กรรมการ 

บทคัดยอ 

การดื้อยาหลายขนานเปนปรากฏการณที่ทาํใหเซลลมะเรง็มีความไวตอยาตานมะเร็งลดลง 
ซ่ึงมักเปนสาเหตุหลักที่ทําใหการรักษามะเร็งดวยยาเคมบีําบัดประสบความลมเหลว กลไกหนึ่งที่
เดนชัดของการดื้อยาหลายขนานคือการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของโปรตีนบนผิวเซลลที่ทําหนาที่
ขับไลยาชนิดพี-ไกลโคโปรตีน เอ็มอารพีหนึ่งและเอ็มเอ็กซอาร สงผลใหการสะสมของยาตาน
มะเร็งหลายๆชนิดภายในเซลลลดลงและอยูในระดับที่ไมสามารถฆาเซลลมะเร็งได และทําใหเซลล 
มะเร็งเจริญเตบิโตเพิ่มขึ้นในที่สุด มีการศึกษาเพื่อพัฒนาสารที่สามารถควบคุมหรือลดการดื้อยาใน
เซลลมะเร็งอยางกวางขวาง พืชสมุนไพรหลายชนิดอยูในความสนใจของหลาย ๆกลุมวิจัยเนื่องจาก
เปนสารที่สามารถบริโภคได ใหผลขางเคยีงต่ําราคาถูกและหาไดงายในทองตลาด สารเคอรคิวมิ
นจากขมิ้นเปนสารตัวหนึ่งที่นาสนใจ การศึกษากอนหนานี้พบวาสวนผสมของสารเคอรคิวมินซึ่งมี
สารเคอรคิวมินหนึ่ง (77%), เคอรคิวมินสอง (17%) และเคอรคิวมนิสาม (3%)เปนองคประกอบ 
สามารถควบคุมการทําหนาที่ของโปรตีนขับไลยาชนิดพี-ไกลโคโปรตีนได อยางไรก็ตามยังไมมี
รายงานทั้งในรูปแบบผสมและที่แยกบริสุทธิ์ของสารเคอรคิวมินอยดตอทั้งการทําหนาที่ของ
โปรตีนขับไลยาชนิดเอ็มอารพีหนึ่งและเอม็เอ็กซอาร ดังนั้นการศึกษานีจ้ึงมุงเนนศึกษาถึงผลของ
สารเคอรคิวมินรูปผสมและสารเคอรคิวมินหนึ่งสองและสามที่แยกบริสุทธิ์ไดจากขมิ้นชันตอการทํา
หนาที่ของโปรตีนขับไลยาทั้งสามชนิดคือ พี-ไกลโคโปรตีน เอ็มอารพีหนึ่งและเอ็มเอ็กซอาร  
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สวนแรกของการศึกษาไดทดสอบความสามารถของสารเคอรคิวมินในรูปผสม สารเคอร
คิวมินหนึ่ง สองและสามในการควบคุมการทําหนาที่ของพี-ไกลโคโปรตีน โดยทําการทดสอบใน
เซลลมะเร็งปากมดลูก  KB-V-1 ที่มีการแสดงออกของ พี-ไกลโคโปรตีนมากบนผิวเซลล จาก
การศึกษาความเปนพิษพบวาคา IC50 ของสารเคอรคิวมินอยดในเซลลมะเร็งปากมดลูกที่ดื้อยา KB-
V-1 และไมดือ้ยา KB-3-1 มีคาใกลเคียงกนั ช้ีใหเห็นวาสารเคอรมินอยดอาจไมใชสับเสตรทหรือไม
ถูกขับออกนอกเซลลโดยพ-ีไกลโคโปรตีน และเมื่อเล้ียงเซลลในสภาวะที่มียาตานมะเร็งวินบลาส 
ตินรวมกับสารเคอรคิวมินอยด ณ ความเขมขนของสารเคอรคิวมินอยดที่ไมเปนพษิตอเซลลพบวา
สามารถเพิ่มความไวของเซลลตอยาวินบลาสตินได โดยผลดังกลาวพบเฉพาะในเซลล KB-V-1ซ่ึงมี
การแสดงออกของพี-ไกลโคโปรตีนบนผิวเซลลที่เพิ่มมากขึ้นเทานั้น และ KB-V-1 สามารถกักเก็บ
ยาในสภาวะทีม่ีสารเคอรคิวมินหนึ่งไดดกีวาสภาวะที่มีสารเคอรคิวมินสองหรือสาม  เมื่อศึกษาผล
ของสารเคอรคิวมินอยดตอการสะสมของสารเรืองแสงสามชนิดคือโรดามีนหนึ่งสองสาม แคลซีน
เอเอ็มและบอดีพ-ีวินบลาสติน พบวาผลการทดลองยืนยนัผลดังกลาวขางตนกลาวคือสารเคอรคิวมิน
ทั้งสามรูปแบบและสารเคอรคิวมินรูปผสม สามารถเพิ่มการสะสมของสารเรืองแสงภายในเซลลให
มากขึ้นแบบ concentration dependent และพบวาสารเคอรคิวมินหนึ่งใหผลการสะสมของสารเรือง
แสงมากที่สุด ซ่ึงแสดงถึงผลการยับยั้งการทําหนาที่ขับไลสารโดยพ-ีไกลโคโปรตีนไดดีที่สุด 
นอกจากนี้สารเคอรคิวมินอยดยังใหผลยับยัง้ verapamil stimulated ATPase activity และ IAAP 
photoaffinity labeling ของพี-ไกลโคโปรตีนอีกดวย ผลดังกลาวแสดงใหเห็นถึงการจับกันไดจรงิ
ของสารเคอรคิวมินอยดกับพี-ไกลโคโปรตีน โดยอาจจับบริเวณเดียวกับบรเิวณจับของสาร 
verapamil หรือ prazosin ซ่ึงเปนสาร analog ของ IAAP  ดังนั้นผลการศกึษาในสวนแรกนี้แสดงให
เห็นถึงความสามารถในการยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิดพ-ีไกลโคโปรตีนโดยสารเคอร
คิวมินอยดได และสารเคอรคิวมินหนึ่งแสดงผลการยับยัง้ดีที่สุด 

การศึกษาในสวนที่สองเปนการศึกษาผลของสารเคอรคิวมินในรูปผสมและสารเคอรมิ
นอยดทั้งสามรูปแบบตอความสามารถในการควบคุมการทําหนาที่ของโปรตีนขับไลยาชนิดเอ็มอาร
พีหนึ่ง เซลลที่ใชคือเซลล HEK293 ที่ทรานสเฟคดวย MRP1-pcDNA3.1และ pcDNA3.1vector ซ่ึง
เปนเซลลที่ดื้อยาและไมดื้อยาเรียก MRP1-HEK293 และ pcDNA3.1-HEK293 ตามลําดับ คาความ
เปนพิษของสารเคอรคิวมินอยดในเซลลดังกลาวอยูในชวง 14.5-39.3 µM และเมื่อเล้ียงในสภาวะที่
มียาอีโทโปไซดพบวาสารเคอรคิวมินอยดสามารถทําใหเซลลมีความไวตอยาอีโทโปไซดไดอยางมี
นัยสําคัญ และผลดังกลาวพบเฉพาะในเซลลดื้อยา MRP1-HEK293 เทานั้นไมพบในเซลลที่ไมดื้อยา 
pcDNA3.1-HEK293 จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนของเอ็มอารพีหนึ่งโดยวิธี Western blot พบ 
วาหลังจากบมเซลล MRP1-HEK293 ดวยสารเคอรคิวมินอยดที่ความเขมขน 10µM เปนระยะเวลา 
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สามวันระดับโปรตีนของเอ็มอารพีหนึ่งไมเปลี่ยนแปลง ช้ีใหเห็นวาการยับยั้งของสารเคอรคิวมิ
นอยดเกิดขึ้นในระดับการทําหนาที่ของโปรตีนเอ็มอารพีหนึ่งเทานัน้และไมมีผลในระดับการ
แสดงออก ผลการยับยั้งของสารเคอรคิวมินอยดตอการทําหนาที่ของโปรตีนเอ็มอารพีหนึ่งยนืยนั
โดยผลการยับยั้งการขับออกของสารเรืองแสงสองชนิดคือแคลซีน-เอเอม็และฟลูโอโฟร-เอเอ็มโดย
โปรตีนเอ็มอารพีหนึ่ง พบวาสารเคอรคิวมินอยดทั้งสามรูปแบบสามารถเพิ่มการสะสมของสารเรือง
แสงแบบ concentration dependent และสารเคอรคิวมินหนึ่งใหผลการยบัยั้งดีที่สุด  นอกจากนีพ้บวา
สารเคอรคิวมินอยดไมมีผลตอการจับของ azidobinding [α-32P]ATP กับบริเวณจบับนโปรตีนเอ็ม
อารพีหนึ่ง แตใหผลกระตุน basal ATPase activity ของเอ็มอารพีหนึ่งและยบัยั้ง quercetin-
stimulated ATPase activity ได ดังนั้นจึงชีใ้หเห็นวาบริเวณจบัของสารเคอรคิวมินอยดกบั
โปรตีนเอ็มอารพีหนึ่งนาจะเปนบริเวณจับของสับเสตรท  (substrate binding site) มากกวาจะเปน
บริเวณจับสําหรับเอทีพี (ATP binding site) ดังนั้นผลการทดลองในสวนนีจ้ึงกลาวไดวาสารเคอรคิว
นอยดนอกจากจะยับยั้งการทํางานของพ-ีไกลโคโปรตีนแลวยังสามารถยับยั้งการทาํหนาที่ขับไลยา
ของโปรตีนเอ็มอารพีหนึ่งอีกดวยโดยอาจเขาไปแยงจับบริเวณเดียวกับสับเสตรทของเอ็มอารพีหนึ่ง
สงผลใหสารเหลานั้นถูกขับไลออกนอกเซลลไดลดลง นอกจากนี้ทํานองเดียวกับทีพ่บในกรณีของ
พี-ไกลโคโปรตีน สารเคอรคิวมินหนึ่งใหผลควบคุมโปรตีนขับไลยาเอม็อารพีหนึ่งดทีี่สุด 

สําหรับผลของสารเคอรคิวมินอยดตอโปรตีนขับไลยาเอ็มเอ็กซอารนั้นเซลลที่ใชคือ HEK 
293 ที่ทรานสเฟคดวยเอ็มเอ็กซอาร จากการศึกษาคาความเปนพษิของสารเคอรคิวนอยดตอเซลล
ชนิดนี้พบวาคา IC50 อยูในชวง 19-29 µM และเมื่อนําสารเคอรคิวมินอยดที่ความเขมขน 3, 5 และ 10 
µM มาศึกษาคุณสมบัติในการลดการดื้อยาพบวาสารเคอรคิวมินอยดทําใหเซลลที่ดือ้ยามีความไวตอ
ยาไมโทแซนโทรน โทโพทีแคน และ เอสเอ็น-38 เพิ่มขึ้นแบบ concentration dependent และไมมี
ผลตอเซลลที่ไมดื้อยา อยางไรก็ตามระดับของโปรตีนเอ็มเอ็กซอารไมเปลี่ยนแปลงเมื่อทําการบม
ดวยสารเคอรคิวมินอยดที่ความเขมขน 3 และ 5 µM เปนระยะเวลาสามวัน ดังนัน้แลวเชนเดยีวกับ
กรณีที่พบในโปรตีนเอ็มอารพีหนึ่ง สารเคอรคิวมินอยดยับยั้งโปรตนีขับไลยาชนดิเอ็มเอ็กซอารใน
ระดับการทําหนาที่เทานั้นโดยไมมีผลไปลดการแสดงออกของโปรตีนชนิดนี้ ผลการยับยั้งการทํา
หนาที่ขับไลยาออกโดยโปรตีนเอ็มเอ็กซอารของสารเคอรคิวมินอยดยนืยันไดจากผลการยับยั้งการ
ขับออกของสารเรืองแสงที่เปนสับเสตรทของเอ็มเอ็กซอารในเซลลที่ดื้อยาและไมมผีลตอเซลลที่ไม
ดื้อยา สงผลใหมีการสะสมของสารเรืองแสงภายในเซลลเพิ่มมากขึ้น โดยความสามารถในการยับยั้ง
ใกลเคียงกับสารฟูมิทรีมอรกิน ซี หรือช่ือยอวา เอฟทซีี ซ่ึงเปนสารยับยั้งการทําหนาที่อยางจําเพาะ
ของโปรตีนเอ็มเอ็กซอาร นอกจากนี้สารเคอรคิวมินอยดสามารถเขาจับกับโปรตีนเอ็มเอ็กซอารได
จริงซ่ึงเห็นไดจากผลการกระตุน  MXR ATPase activityของสารเคอรคิวมินอยด โดยความเขมขน
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ของสารเคอรคิวมินอยดที่สามารถกระตุน ATPase activity ของโปรตีนเอ็มเอ็กซอารได 50% นั้น
อยูในชวงความเขมขนระหวาง 4.89 - 7.76 nM จึงสรุปไดวาสารเคอรคิวมินอยดสามารถยับยั้งการ
ขับไลยาของโปรตีนเอ็มเอ็กซอารไดและเคอรคิวมินหนึง่ใหผลการยับยั้งไดดีที่สุด 

การศึกษานีแ้สดงใหเห็นวาสารเคอรคิวมินอยดสามารถยบัยั้งการทําหนาที่ของโปรตีนขับ
ไลยาชนิดพ-ีไกลโคโปรตีน เอ็มอารพีหนึ่งและเอ็มเอก็ซอารได สงผลใหเซลลดื้อยามีการดื้อยาท่ี
ลดลงหรือมีความไวตอยาตานมะเร็งเพิ่มขึน้โดยสารเคอรคิวมินหนึ่งแสดงผลการยับยั้งดีที่สุด 
อยางไรก็ตามผลการยับยั้งดงักลาวไมแตกตางอยางมีนยัสําคัญกับสารเคอรคิวมินรูปผสมซึ่งมีสาร
เคอรคิวมินหนึ่งเปนองคประกอบหลัก จึงสามารถกลาวไดวาสารหลักที่ใหผลการยับยั้งในเคอรคิว
มินรูปผสมคือสารเคอรคิวมินหนึ่งและสารเคอรคิวมินสองและสามซึ่งเปนองคประกอบรองและมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งนอยกวา และไมมีผลหักลาง (antagonize) การทํางานของสารเคอรคิว
มินหนึ่ง ดังนั้นเพื่อใหผลที่ไดจากงานวจิัยช้ินนี้เกดิประสิทธิผลสูงสุดจึงควรสงเสริมใหมีการศึกษา
ในอนาคตตอไปในสัตวทดลองถึงผลของสารเคอรคิวมินอยดโดยเฉพาะสารเคอรคิวมินหนึ่งหรือ
รูปผสมเพื่อหาความเขมขนทีเ่หมาะสมที่สามารถนําสารเคอรคิวมินอยดมาใชรวมกับยาเคมีบําบัด
เพื่อลดการดื้อยาในผูปวยมะเร็งตอไป 
 

 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d


	Thesis Title Biochemical Mechanism of Modulation of ABC Tran
	บทคัดย่อ

