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ABSTRACT 
 

Metastasis is a characteristic of highly malignant cancers with poor clinical 

outcome. Tumor cell metastasis is a complex cascade of events, including cells 

adhesion, invasion, and angiogenesis. Degradation of extracellular matrix (ECM) by 

proteolytic enzymes is a crucial step in tumor metastasis. The key proteases that are 

involved in the degradation of the ECM are the urokinase plasminogen activator 

(uPA) and matrix metalloproteinases (MMPs). Therefore, to regulate the expression 

and activity of ECM degradation enzymes are considered as target for therapeutic 

intervention. Curcumin (Cur), a component of turmeric (Curcuma longa Linn), has 

been reported to exhibit antimetastatic activity, but the mechanisms remain unclear. 

Other curcuminoid present in turmeric, demethoxycurcumin (DMC), 

bisdemethoxycurcumin (BDMC) and major Cur metabolite, tetrahydrocurcumin 

(THC) have not been investigated whether they exhibit antimetastic activity to the 

same extent as Cur. In the first set of study, the influence of Cur, DMC and BDMC on 

the expression of uPA, MMP-2, MMP-9, membrane Type 1 MMP (MT1-MMP), 

tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP-2), and in vitro invasiveness of HT1080 

human fibrosarcoma were investigated. The results from the Boyden chamber assay 

indicated that the differential potency for inhibition of HT1080 cells invasion was 
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BDMC≥DMC>Cur, whereas the cell migration was not affected. The result from cell 

adhesion assay showed that Cur, DMC and BDMC reduced HT1080 cells adhesive to 

Matrigel and laminin with difference potency which was DMC>BDMC>Cur. 

Moreover, DMC and BDMC at 20 μM reduced the cells adhesion to collagen type IV 

but not Cur. Zymography analysis exhibited that Cur, DMC and BDMC significantly 

decreased uPA, active-MMP-2, and MMP-9 but not pro-MMP-2 secretion from 

HT1080 cells in a dose-dependent manner, in which BDMC and DMC show higher 

potency than Cur. Moreover, Cur, DMC, and BDMC also reduced the expression 

level of MT1-MMP in HT1080 cells, with DMC and BDMC show higher potency 

than Cur. Importantly, Cur, DMC, and BDMC at 10 μM decreased the balance ratio 

of MT1-MMP and TIMP-2 which correlated with the result of Cur, DMC, and BDMC 

prevented pro-MMP-2 activation. In addition, three forms of curcuminoid 

significantly inhibited collagenase, MMP-2, and MMP-9 but not uPA and MT1-MMP 

activity. The kinetic of collagenase demonstrated that Cur, DMC and BDMC reduced 

collagenase activity by non-competitive inhibition. As THC is commonly know as a 

major active metabolite from of Cur in human and rodent. Next investigate, the effect 

of THC on HT1080 cells invasion was determined. Treatment with THC at the 

concentrations rang of 50-100 μM reduced HT1080 cells invasion and migration in a 

dose-dependent manner. THC also decreased the cell adhesion to Matrigel and 

laminin. Analysis by Zymography demonstrated that treatment with THC at the 

concentrations range of 50-100 μM reduced the secretion levels of MMP-2, MMP-9, 

and uPA in culture supernatant of HT1080 cells. Whereas, the expression levels of 

MT1-MMP and TIMP-2 proteins were inhibited with THC. On the other hand THC 

did not effect on collagenase, MMP-2, MMP-9, MT1-MMP, and uPA activity. It has 

been note that the archived dose of THC was higher than Cur. Moreover, the 

inhibitory effect of Cur, DMC, BDMC, and THC on the invasion of MDA-MB-231 

human breast cancer cells was investigated, and the most potency compound was 

selected to further explore the molecular mechanism on antiinvasion affects. The 

result from Boyden chamber and Wound healing assay show that Cur, DMC, BDMC, 

and THC retarded MDA-MB-231 cells invasion and migration with order being, 
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DMC>BDMC>Cur>THC. Therefore, DMC was selected to further explore molecular 

mechanism of antiinvasion properties. MDA-MB-231 cells were treated with DMC 

showed the decreasing the expression level of ECM degradation- associated proteins 

including MMP-3, MMP-9, MT1-MMP, uPA, and uPA receptor (uPAR), while uPA 

inhibitor (PAI-1) expression was upregulated. Moreover, DMC suppressed the 

expression of intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and chemokine receptor 4, 

(CXCR4), which is involved in breast cancer cells metastasis. The phosphorylation of 

PI3K and Akt signaling proteins were inhibited with DMC, whereas it did not affect 

the phosphorylation of ERK1/2 and JNK MAPK pathway. Further, treating with 

specific inhibitors for PI3K (wortmanin or LY294002) to MDA-MB-231 cells could 

reduce the uPA expression. In addition, DMC significantly decreased the nuclear 

level of nuclear factor kappa B (NF-κB) and the DNA binding ability of NF-κB, 

which is known to mediate the expression of MMPs, uPA, uPAR, ICAM-1, and 

CXCR4. These results suggested that DMC inhibited MDA-MB-231 cells invasion by 

reduction the expression levels of ECM degradation enzymes involving suppression 

of PI3K/Akt/NF-κB signaling pathway. In summary, Cur, DMC, BDMC, and THC 

suppressed cancer cells invasion with DMC and BDMC show higher potency than 

Cur and THC. The inhibition of cancer cell invasion associated with the 

downregulation of ECM degradation enzymes and the inhibition of cells adhesion to 

ECM proteins. These finding would encourage many ongoing clinical trails of 

curcuminoid treatment as a natural adjuvant therapy in cancer treatment.  
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บทคัดยอ 

การแพรกระจายของเซลลมะเร็งเปนลักษณะท่ีเกิดข้ึนในมะเร็งท่ีมีความกาวราวเพิ่มสูงข้ึน
ซ่ึงจะทําใหอัตราความอยูรอดของผูปวยลดลง กระบวนการแพรกระจายของเซลลมะเร็งเปน
กระบวนการท่ีซับซอนซ่ึงประกอบไปดวย การยึดเกาะของเซลลมะเร็งกับเมทริกซภายนอกเซลล, 
การเคล่ือนท่ีของเซลลมะเร็ง และการสรางหลอดเลือดใหม ท้ังนี้พบวากระบวนการยอยสลายเมท
ริกซภายนอกเซลลโดยเอนไซมเมทริกซเมทาโลโปรตีนเนส (MMPs) และยูโรไคเนสพาสมิโนเจน-
เอกสติเวเตอร (uPA) เปนข้ันตอนท่ีสําคัญของกระบวนการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง ดังนั้นการ
ควบคุมการแสดงออกและการทํางานของเอนไซมดังกลาวจึงเปนอีกแนวทางท่ีใชในการยับยั้งการ
แพรกระจายของเซลลมะเร็ง เคอรคิวมินเปนสารสําคัญท่ีสามารถสกัดไดจากเหงาของขม้ินชัน
(Curcuma longa Linn) ซ่ึงไดมีการรายงานวาเคอรคิวมินสามารถยับยั้งการแพรกระจายของ
เซลลมะเร็งได แตอยางไรก็ตามสารเคอรคิวมินนอยดชนิดอ่ืนท่ีพบไดในขมิ้นชันดวยเชน ดีเมทอก-
ซีสเคอรคิวมินและบีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน รวมท้ังเตตระไฮโดรเคอรคิวมินซ่ึงเปนสารเมทา-
โบไลทของเคอรคิวมินนั้นยังไมไดรับการศึกษาฤทธ์ิตอการยับยั้งการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง 
ในการทดลองข้ันตนนี้ไดศึกษาเปรียบเทียบผลของเคอรคิวมิน ดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน และบีสดี-
เมทอกซีสเคอรคิวมินตอการยับยั้งการแพรกระจายของเซลลมะเร็งชนิด HT1080 และศึกษาการ
แสดงออกของเอนไซม MMP-2, MMP-9, MT1-MMP, uPA และโปรตีนยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมเมทริกซเมทาโลโปรตีนเนสชนิดท่ี 2 (TIMP-2) ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับการ
แพรกระจายของเซลลมะเร็ง โดยผลการศึกษาการแพรกระจายของเซลลมะเร็งดวยวิธี Boyden 
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chamber assay พบวา เคอรคิวมิน ดีเมทอกซีสเคอรคิวมินและบีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมินสามารถ
ยับยั้งการแพรกระจายของเซลล HT1080 ไดโดยท่ีดีเมทอกซีสเคอรคิวมินและบีสดีเมทอกซีสเคอร-
คิวมินจะมีประสิทธิภาพสูงกวาเคอรคิวมิน ในขณะท่ีเคอรคิวมินนอยดท้ังสามชนิดไมมีผลตอการ
เคล่ือนท่ีของเซลลมะเร็งชนิด HT1080 อยางมีนัยสําคัญ เม่ือศึกษาการยึดเกาะของเซลลมะเร็งกับ
เมทริกซภายนอกเซลลพบวาเคอรคิวมิน ดีเมทอกซีสเคอรคิวมินและบีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน
สามารถลดการจับกันระหวางเซลล HT1080 กับเมทริกซภายนอกเซลลชนิดรวม (Matrigel) และ 
โปรตีนเมทริกซภายนอกเซลลชนิด laminin โดยที่ ดีเมทอกซีสเคอรคิวมินจะมีประสิทธิภาพสูงสุด
ตามมาดวย บีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมินและเคอรคิวมิน นอกจากน้ียังพบวา ดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน
และบีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน สามารถยับยั้งการจับกันระหวางโปรตีนเมทริกซภายนอกเซลลชนิด
คลอลาเจนชนิดท่ี 4 กับเซลล HT1080 โดยท่ี เคอรคิวมินไมมีผลตอการจับดังกลาวและเมื่อศึกษา
การหล่ังของเอนไซม uPA, MMP-2 และ MMP-9 ออกจากเซลล HT1080 ดวยวิธี Zymography ก็
พบวาเคอรคิวมิน ดีเมทอกซีสเคอรคิวมินและบีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน สามารถยับยั้งการหล่ังของ
เอนไซม uPA, MMP-9 และ active MMP-2 แตไมมีผลตอระดับของ Pro-MMP-2 โดยท่ี ดีเมทอก-
ซีสเคอรคิวมิน และบีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน จะมีประสิทธิภาพสูงกวา เคอรคิวมิน นอกจากนั้นยัง
พบวาผลการลดลงของ active MMP-2 เกิดเนื่องจากการลดลงของอัตราสวนการแสดงออกระหวาง 
MT1-MMP และ TIMP-2 ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับการเปล่ียนรูปของเอนไซม MMP-2 โดยจาก
ผลของ Western blot พบวา ดีเมทอกซีสเคอรคิวมินและบีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน ท่ีความเขมขน 
10 μM สามารถลดการสราง MT1-MMP และ TIMP-2 ได ในขณะท่ี เคอรคิวมิน สามารถลดการ
สราง MT1-MMP แตไมมีผลตอการสราง TIMP-2 นอกจากนี้ยังพบวาเคอรคิวมิน ดีเมทอกซีสเคอร-
คิวมินและบีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน ยังสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม คลอลาจีเนส, MMP-
2 และ MMP-9 แตไมมีผลตอการทํางานของเอนไซม MT1-MMP และ uPA และเม่ือศึกษาถึงชนิด
การยับยั้งการทํางานของเอนไซม คลอลาจีเนส ก็พบวา เคอรคิวมิน ดีเมทอกซีสเคอรคิวมินและบีส-
ดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม คลอลาจีเนสแบบ non-competitive 
ในขณะเดียวกันเม่ือศึกษาผลของเตตระไฮโดรเคอรคิวมินซ่ึงเปนสารเมทาโบไลทท่ีสําคัญของเคอร-
คิวมินท่ีพบไดในคนและหนูตอการเคล่ือนท่ีและการแพรกระจายของเซลลมะเร็งก็พบวาเตตระ-
ไฮโดรเคอรคิวมินท่ีชวงความเขมขน 50-100 ไมโครโมลาร สามารถลดการเคล่ือนท่ีและการ
แพรกระจายของเซลลมะเร็งชนิด HT1080 ได นอกจากนี้เตตระไฮโดรเคอรคิวมินยังลดการยึดเกาะ
กันระหวางเซลลกับเมทริกซภายนอกเซลลชนิดรวมและองคประกอบภายนอกเซลลชนิด laminin 
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เม่ือวิเคราะหปริมาณการหล่ังของเอนไซม MMP-2, MMP-9 และ uPA ดวยวิธี Zymography ก็พบวา
เตตระไฮโดรเคอรคิวมินท่ีชวงความเขมขน 50-100ไมโคโลลาร สามารถยับยั้งการหล่ังของเอนไซม
ดังกลาวได นอกจากนี้เตตระไฮโดรเคอรคิวมินยังสามารถลดการแสดงออกของ MT1-MMP และ 
TIMP-2 ในเซลล HT1080 ไดอีกดวย แตอยางไรก็ตามเตตระไฮโดรเคอรคิวมินไมมีผลตอการ
ทํางานของเอนไซม คลอลาจีเนส, MMP-2, MMP-9, MT1-MMP และ uPA อยางไรก็ตามเปนท่ี
นาสนใจวาความเขมขนท่ี เตตระไฮโดรเคอรคิวมิน สามารถยับยั้งการแพรกระจายและการทํางาน
ของเอนไซมท่ีเกี่ยวของนั้น จะมีความเขมขนท่ีสูงกวาเคอรคิวมิน นอกจากน้ียังศึกษาผลของเคอร-
คิวมิน ดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน บีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน และ เตตระไฮโดรเคอรคิวมิน ตอการ
ยับยั้งการแพรกระจายในเซลลมะเร็งเตานมชนิด MDA-MB-231 แลวเลือกเอาสารท่ีมีประสิทธิภาพ
สูงสุดมาทําการศึกษาถึงกลไกการยับยั้งการแพรกระจายของเซลล MDA-MB-231 จากผลของ 
Boyden chamber assay และ Wound healing assay ซ่ึงใชศึกษาการแพรกระจายและการเคล่ือนท่ี
ของเซลล MDA-MB-231 พบวา เคอรคิวมิน ดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน บีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน 
และเตตระไฮโดรเคอรคิวมิน สามารถยับยั้งการเคล่ือนท่ีและการแพรกระจายของเซลล MDA-MB-
231 ไดโดยท่ี ดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน จะมีประสิทธิภาพสูงสุดตามมาดวยบีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน 
และเคอรคิวมินตามลําดับสวนเตตระไฮโดรเคอรคิวมินจะมีประสิทธิภาพนอยสุด ดังนั้น ดีเมทอก-
ซีสเคอรคิวมินจึงถูกเลือกไปทําการทดลองหากลไกการยับยั้งการแพรกระจายของเซลล MDA-MB-
231 ตอไป โดยพบวาดีเมทอกซีสเคอรคิวมินสามารถลดการแสดงออกของโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับ
การยอยสลายเมทริกซภายนอกเซลล คือ MMP-9, MT1-MMP, uPA, ยูโรไคเนสพาสมิโนเจนเอกส-
ติเวเตอรรีเซบเตอร (uPAR) และเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนยับยั้งการทํางานของพาสมิโนเจน-
เอกสติเวเตอรชนิดท่ี 1 (PAI-1) นอกจากน้ัน ดีเมทอกซีสเคอรคิวมินยังสามารถลดการแสดงออก
ของโปรตีนยึดเกาะชนิด ICAM-1 และโปรตีนซีเอกซซีอาห 4 (CXCR-4) ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีเกี่ยวของ
กับการแพรกระจายของเซลลมะเร็งเตานม ท้ังนี้ยังพบอีกวา ดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน สามารถลดการ
เกิด ฟอสโฟลิเลช่ัน ของ PI3K/Akt signaling pathway แตไมมีผลตอการเกิดฟอสโฟลิเลช่ันของ 
ERK1/2 และ JNK MAPK แตเม่ือทดสอบปริมาณของ NF-κB ทรานสคลิปซันแฟกเตอรในนิว-
เคียสและไซโทพลาซัมก็พบวาดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน สามารถลดปริมาณ NF-κB ในนิวเคียสแต
ไมมีผลในไซโทพลาซัม นอกจากนี้เม่ือวัดการจับกันระหวาง NF-κB กับดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสนิว-
คลีโอไทดซ่ึงจําเพาะกับ NF-κB ดวยวิธี EMSA ก็พบวาดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน สามารถลดการจับ
กันระหวาง NF-κB กับ ดีเอ็นเอที่จําเพาะได โดยท่ี NF-κB ทรานสคิปซันแฟกเตอรจะทําหนาท่ี
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ควบคุมการแสดงออกของโปรตีนหลายชนิดซ่ึงทําหนาท่ีควบคุมการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง
เชน MMP-9, MT1-MMP, uPA, uPAR, ICAM-1 และ CXCR-4 เปนตน ดังนั้นจากผลการทดลอง
ขางตนทําใหสามารถกลาวไดวา ดีเมทอกซีสเคอรคิวมินสามารถยับยั้งการแพรกระจายของเซลล 
MDA-MB-231 ไดโดยลดการแสดงออกของโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายเมทริกซภายนอก
เซลลผานการควบคุมทางสัญญาณ PI3K/Akt/NF-κB เม่ือรวมเอาผลการทดลองท้ังหมดเขาดวยกัน
ทําใหสามารถสรุปไดวา เคอรคิวมิน ดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน บีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน และ เต-
ตระไฮโดรเคอรคิวมิน สามารถยับยั้งการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไดโดยท่ี ดีเมทอกซีสเคอรคิว-
มิน และบีสดีเมทอกซีสเคอรคิวมิน จะมีประสิทธิภาพสูงกวา เคอรคิวมิน และเตตระไฮโดรเคอรคิว-
มินจะมีประสิทธิภาพตํ่าสุด โดยท่ีกลไกการยับยั้งการแพรกระจายของเซลลมะเร็งจะทําไดผานการ
ลดการแสดงออกของโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายเมทริกซภายนอกเซลลรวมท้ังลดการยึด
เกาะกันระหวางเซลลมะเร็งกับองคประกอบภายนอกเซลล ดังนั้นในการคนพบคร้ังนี้จึงเปนอีกหนึ่ง
ขอมูลท่ีจะนําเอาเคอรคิวมินนอยดไปใชในศึกษาวิจัยทางคลินิกตอ เพื่อเปาหมายในการนําเอาสาร
สกัดจากธรรมชาติไปใชในการรักษายับยั้งการแพรกระจายของมะเร็ง 
 

 

 

 


