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ABSTRACT 

 

 The resistance to chemotherapeutic drugs by cancer cells is considered to be 

one of the major obstacles for success in the treatment of cancers.  A major 

mechanism underlying this multidrug resistance is the overexpression of P-

glycoprotein (P-gp), resulting in insufficient drug delivery to the tumor sites.  This 

study was designed to investigate the effect of Stemona alkaloids, isolated from the 

roots of Stemona curtisii and S. burkillii, to modulate cancer multidrug resistance 

(MDR).  Through bioassay-guided fractionation, active Stemona alkaloids were 

isolated by repetitive chromatographic techniques.  The chemical structures of isolated 

alkaloids were confirmed by HPLC, LC-MS, and NMR as stemocurtisine and 

oxystemokerrine from S. curtisii, and stemofoline from S. burkillii.  The isolated 

alkaloids were evaluated a synergistic growth inhibitory effect with cancer 

chemotherapeutic agents including vinblastine, paclitaxel, and doxorubicin in KB-V1 

cells (MDR human cervical carcinoma with P-gp expression), but not in KB-3-1 cells 

(drug sensitive human cervical carcinoma, which lack P-gp expression).  Verapamil 

was employed as a comparative agent.  The results showed that among these three 

isolated alkaloids; stemofoline exhibited the most potent effect in vitro in the reversal 
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of P-gp-mediated MDR.  Treatment with stemofoline and stemocurtisine at the 

various concentrations up to 72 h was able to significantly increase sensitivity of 

anticancer drugs including vinblastine, paclitaxel, and doxorubicin in dose- and time-

dependent manner in KB-V1 cells.  To understand biochemical mechanisms of 

modulation of P-gp by Stemona alkaloids, stemofoline, and stemocurtisine, in a 

multidrug resistant human cervical carcinoma cell line (KB-V1), the effects of 

stemoline and stemocurtisine on a radiolabeled drug, [
3
H]-vinblastine, and fluorescent 

P-gp substrates, rhodamine 123, and calcein-AM accumulation or retention were 

investigated to confirm this finding.  Both stemofoline (1-20 M) and stemocurtisine 

(50-200 M) could increase the accumulation or retention of radiolabeled drugs or 

fluorescent P-gp substrates in a dose-dependent manner.  For additional studies on 

drug-P-gp binding, P-gp ATPase activity was stimulated by stemofoline (ED50 = 12.6 

 6.1 M) and stemocurtisine (ED50 = 106.3  10.75 M) in a concentration-

dependent manner.  More evidence was offered that stemofoline (IC50 = 6.7  0.8 M) 

and stemocurtisine (IC50 = 94.1  6.5 M) inhibits the effect on photoaffinity labeling 

of P-gp with [
125

I]-iodoarylazidoprazosin in a concentration-dependent manner.  These 

data indicate that stemofoline and stemocurtisine may interact directly with P-gp and 

inhibit P-gp activity, whereas stemofoline (1-10 M) and stemocurtisine (25-200 M) 

has no effect on P-gp expression.  Comparing the potency of these two Stemona 

alkaloids, stemofoline showed a higher potency than stemocurtisine.  Taken together, 

the results exhibit that stemofoline possesses an effective MDR modulator, and may 

be used in combination with conventional chemotherapeutic drugs to reverse MDR in 

cancer cells. 
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บทคัดย่อ 

 

การด้ือยาเคมีบ าบดัของเซลลม์ะเร็ง เป็นปัญหาอุปสรรคส าคญัประการหน่ึงของการรักษา

โรคมะเร็งโดยกลไกหลกัท่ีมกัพบในการด้ือยาของเซลลม์ะเร็งคือ การแสดงออกท่ีมากกวา่ปกติของ

โปรตีนขบัไล่ยาพีกลยัโคโปรตีน จะท าใหร้ะดบัความเขม้ขน้ของยาเคมีบ าบดัต ่ากวา่ระดบัท่ีจะมีผล

ตา้นมะเร็ง ในการศึกษาน้ี ไดมุ้่งเนน้ศึกษาผลของอลัคาลอยดท่ี์แยกไดจ้ากรากของหนอนตายหยาก

สองสายพนัธ์ุ คือ Stemona curtisii และ S. burkillii ท่ีมีผลต่อการเปล่ียนแปลงการด้ือยาของมะเร็ง  

การแยกสารส าคญัท่ีมีฤทธ์ิดงักล่าวจากรากหนอนตายหยากโดยเทคนิคทางโครมาโตกราฟี ซ่ึงได้

ติดตามส่วนของสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิ จนกระทัง่แยกไดส้ารบริสุทธ์ิท่ีออกฤทธ์ิเปล่ียนแปลงการด้ือยา

ของเซลลม์ะเร็ง จากนั้นไดต้รวจสอบความบริสุทธ์ิของสารท่ีแยกไดโ้ดยเทคนิค HPLC และ

ท าการศึกษาเพื่อพิสูจน์สูตรโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดโ้ดยเทคนิคสเปคโตรสโคปี 

อนัไดแ้ก่ LC-MS และ NMR พบวา่สารบริสุทธ์ิท่ีแยกได ้ คือ สตีโมเคอติซีน (stemocurtisine) และ 

ออกซีสตีโมเคอรีน (oxystemokerrine) จาก S. curtisii และสตีโมโฟลีน (stemofoline) จาก S. 
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burkillii  เม่ือท าการทดสอบผลการเปล่ียนแปลงการด้ือยาเคมีบ าบดัของอลัคาลอยดบ์ริสุทธ์ิท่ีแยก 

ในเซลลม์ะเร็งปากมดลูกของมนุษยท่ี์ด้ือยาหลายขนาน (KB-V1) พบวา่อลัคาลอยดท่ี์แยกไดจ้ากราก

หนอนตายหยากมีผลต่อความไวของยาเคมีบ าบดัเม่ือให้ร่วมกบัยาวนิบลาสติน แพคลิแทคเซล 

และดอ็กโซรูบิซิน แต่ไม่ท าใหค้วามไวของยาเคมีบ าบดัต่อเซลลม์ะเร็งปากมดลูก KB-3-1 

เปล่ียนแปลง โดยท่ีสตีโมโฟลีนมีความแรงสูงสุดในการเปล่ียนแปลงการด้ือยาของพีกลยัโคโปรตีน  

จากการทดลองพบวา่ สตีโมโฟลีน หรือ สตีโมเคอติซีนท่ีความเขน้ขน้ต่าง ๆ จะเพิ่มความไวของยา

เคมีบ าบดัวนิบลาสติน แพคลิแทคเซล และด็อกโซรูบิซิน ในเซลลม์ะเร็งปากมดลูกของมนุษยท่ี์ด้ือ

ยาหลายขนาน (KB-V1) อยา่งมีนยัส าคญั โดยมีผลแปรผนัตามความเขน้ขน้ของอลัคาลอยดแ์ละ

ช่วงเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง  และเพื่อใหท้ราบถึงกลไกทางชีวเคมีของสตีโมโฟลีนและสตีโม- 

เคอติซีน ต่อการท างานและการแสดงออกของพีกลยัโคโปรตีน ในเซลลม์ะเร็งปากมดลูกของมนุษย์

ท่ีด้ือยาหลายขนาน (KB-V1) จึงไดท้  าการศึกษาผลของสตีโมโฟลีน และ สตีโมเคอติซีนต่อการ

สะสมและการหลงเหลือของยาท่ีติดฉลากดว้ยสารรังสี [3H]-vinblastine และสารเรืองแสงท่ีสามารถ

ถูกขบัออกโดยพีกลยัโคโปรตีน อนัไดแ้ก่ rhodamine 123 และ calcein-AM พบวา่ สตีโมโฟลีน ท่ี

ความเขม้ขน้ 1-20 M และ สตีโมเคอติซีน ท่ีความเขม้ขน้ 50-200 M สามารถเพิ่มการสะสมและ

การคัง่คา้งของ [3H]-vinblastine, rhodamine123 และ calcein-AM โดยแปรผนัตามความเขน้ขน้

ของอลัคาลอยดด์งักล่าว  นอกจากน้ี ยงัไดท้  าการศึกษาการจบัของสตีโมโฟลีนและสตีโมเคอติซีน

กบัพีกลยัโคโปรตีน พบวา่ สตีโมโฟลีนและสตีโมเคอติซีนจบักบัพีกลยัโคโปรตีน และไปกระตุน้

การท างานของ P-gp ใหท้  างานในหนา้ท่ี ATPase โดยแปรผนัตามความเขม้ขน้ของสตีโมโฟลีนและ

สตีโมเคอติซีน และมีค่า ED50 = 12.6  6.1 M และ ED50 = 106.3  10.75 M ตามล าดบั ยิง่ไป

กวา่นั้น สตีโมโฟลีนและสตีโมเคอติซีนมีผลต่อการยบัย ั้ง photoaffinity labeling ของ P-gp โดย 

[125I]-iodoarylazidoprazosin โดยแปรผนัตามความเขม้ขน้ของสตีโมโฟลีนและสตีโมเคอติซีน และ

มีค่า IC50 = 6.7  0.8 M และ IC50 = 94.1  6.5 M ตามล าดบั ซ่ึงจากผลการศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็น

วา่ สตีโมโฟลีนและสตีโมเคอติซีนมีผลต่อการท างานของพีกลยัโคโปรตีนโดยจบักบัพีกลยัโค-

โปรตีนโดยตรง และเม่ือท าการศึกษาถึงผลของสตีโมโฟลีนและสตีโมเคอติซีนต่อการแสดงออก

ของพีกลยัโคโปรตีนในระดบัโปรตีนในเซลลม์ะเร็งปากมดลูกของมนุษยท่ี์ด้ือยาหลายขนาน (KB-

V1) พบวา่ เม่ือใหส้ตีโมโฟลีนท่ีความเขม้ขน้ 1-10 M และสตีโมเคอติซีนท่ีความเขม้ขน้ 25-200 
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M เป็นเวลา 72 ชัง่โมง ทั้งสตีโมโฟลีนและสตีโมเคอติซีนไม่มีผลต่อการแสดงออกของพีกลยัโค-

โปรตีนในระดบัโปรตีน  จากผลการศึกษาขา้งตน้ แสดงใหเ้ห็นวา่ สตีโมโฟลีนและสตีโมเคอติซีนมี

คุณสมบติัการในการเปล่ียนแปลงการท างานของพีกลยัโคโปรตีน (MDR modulator) ได ้ โดยสตี-

โมโฟลีนมีฤทธ์ิแรงกวา่สตีโมเคอติซีน อยา่งสอดคลอ้งกนัทั้งในการเพิ่มความไวของยาเคมีบ าบดั

และผลต่อการท างานของพีกลยัโคโปรตีน ดงันั้น สตีโมโฟลีนจึงเป็นสารท่ีมีศกัยภาพท่ีจะพฒันาไป

ใชร่้วมกบัยาเคมีบ าบดัส าหรับการรักษาโรคมะเร็งต่อไป 

 


