
 

 

������ก���	
���������� 

 

ก����ก����� ��	������ ��  �������ก����	������ �� � !�"��#����	� ��$��%&� 

ก���%ก'�ก(������)���� !ก��������ก(�����*���  ��!��)��%+��� 

Study of  kabiramide C, demethoxykabiramide C and heteronemin 

on DNA fragmentation and gene  expression on  breast cancer cell line 

 

 

 

 

G�+�	
�� 

����HI���� �J��������	K 

�������	������ �ก+��H���� 

 

 

 

 

��+���H��H�'�H�ก���	
��
�ก�'��	��� ����( ����	����  2552-2554 

��PP�� (��$ PHA520114S 

������ 2555 



ก 

 

ก����ก������ก�	 

��������������������������������������������� ����ก����!��!�ก"������# ����"$���%��

��ก��!�����!&��' 2552 ��ก���������ก����!��"�*���ก��	+ก,���� ���"�#� � -�  �"��.�ก-����"�#� � -� 

/��"0��1������ ������2�ก��/�ก��ก��� �"�3�"�/��ก��/� ���ก��������"-�����"�3�"����� 

�������	4���"��*����*������	����� ������������������������ 	4�����ก���5����ก�����

"$��6	����� /��$����6�"$��6"��/��"$��6�7ก,	����� ���"$��6	����� ������������������������ 

�����������8�������� !���������&���������� �ก�2��9 ��ก���&���!�� 

       

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



� 

 

��� �2� 

 ��"�3�"ก� !�กก��"����� ������2��ก�������"-���  /��ก��������"-��� ��� Kabiramide C /��

Demethoxykabiramide C ���/�ก# �!�ก Plakinastrella /�� heteronemin -+��# �!�ก Hyrtios ��7�.�K��� ��2�ก��

�&����"-�����"�3�"����� !�กก�����!ก��/�ก��ก��� DNA -+��"�N����6�O�� ก�����/ �����1�-�� ���

��.���ก�1��"!���"�3ก1��1P#�-��      /��Q��������2�ก��/� ���ก������   ��2�   ������"�#� �   -�   

 �"��.�ก-����"�#� � -� /��"0��1������ �&����"ก� �����1�-���2��ก�ก���  #-������ #-����� /��

-� �"���+�� �&����"ก� ก��6���กก���&���������!�6�������"-�����"�3�"����� 

 

 

Abstract 

Tumor growth is regulated by the balance between cell proliferation and apoptosis. 

Kabiramide C and Demethoxykabiramide C isolated from Plakinastrella and heteronemin isolated from 

Hyrtios have been proposed as potent cytotoxic compounds against breast carcinoma (MCF-7) cell line. 

Fragmentation of genomic DNA, which was the crucial characteristics of apoptosis, was detected to 

confirm apoptotic cell death by agarose gel electrophoresis. The inhibitory effect of the compounds on 

mRNA expression of genes related cell proliferation was also investigated.  This study showed that 

heteronemin, kabiramide C and demethoxykabiramide C induced apoptosis were associated with 

reduction of mRNA level of Cyclin E, Cyclin B and Cdk1. Our data support antiproliferation of breast 

cancer cell line by inducing cell cycle arrest. 
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 ������ 
�� ก���������
����ก���������	ก����������	�ก	���
�	�����ก � ��� DNA $���%	�&'�(�ก��� 

%����)$*�������ก	�����+� ���  ��ก	�,��� '��&����&�����	������	������-� ,�.�	กก��	�ก � ��
�.��-���/�

��
���&����� &�0�*�'����ก,�.��/��1+$	%�	
'+�	�ก	�,&���������' �	ก	���-��2��,�.�' �	ก	� 	�%3�

�	ก�'4�)��3*5	�,�.�3*$+�� 
��	กก��	 6 �*	�
��'����ก��/��.��-� ����.��-�� *	��&���/��'��'� 1 ���

% ���'����ก , �)���.��70��&���/��'��'� 2 ����	ก�.��-��	ก���3ก ��ก�'���4&���	�	�
����	�'��.��-����

��	�	)5*�'ก9	�	�
����ก  ��	)$*�ก�����*	��
���,�.ก	� *	��	  �ก �,�*�������.��-��.%3+�%��
�:%��' �)�

ก	��ก�� apoptosis �A����)�������ก �������ก��ก	�����ก �$���$���	���'�)�ก	���	�	� ������.B3กก�	�'��*��

ก�0ก�'�ก��	� �*���$ ���4������.��-��A�0��B3กก�	�'�  B*	�$�������	)$*�ก��ก�.���ก	���40�*������.��-��. 	� 

ก	���	�	�������.��-������	)$*������.��-��ก�� apoptosis  �A��0����	)$*�ก�����*	��
����A���/�,���	�)$��

����	 *	��.��-�  

  �������	�ก	����9��%�*	�)$��,�. 	�����/��������	�%���� ���.��$������,ก��,�.���0������

�ก�����*��ก'�ก	�
��
���&���)$*�ก��
�	�%���� 	�(���5	 � �5�� growth factor , apoptosis program , 

receptor  �	�L , DNA ,�. protein ��ก$�	�5��� ��ก�	ก��4�'����.�� ���%��
�	�����ก ���� DNA 

,�.����������ก$�	�5��� �&�����	ก	�����,��,�.$�������ก	�%�*	������ $	ก�ก��
�	�����ก ��A4� $���

ก	���	�	�������������ก �ก������
�	����&�	�)��.�'� DNA �.B3กB�	���� ��0��'�������3ก 

(daughter  cell) �'��'4���	�ก	��.��3�)�%�������ก	�%�*	������ (cell proliferation) ,�.ก	���	�	������ 

(apoptosis) �ก��� ������	�'��	��	����5���  $	ก�������)������$�A���������ก � ,�*�$������0��	กก	�
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��	�	�����.��0�* 
�	�%���� :  �	,$��������'��.�'4��.�%��0�  ������������ก ��.������������,���)$*

����ก ��	ก�A4�)�����������3กL ��ก�.�'����/�������.��-�$������4��*	� (Zhang, et al, 2004) 

�������	ก�ก �,�*�������.��-��.%3+�%��
�:%��' �)�ก	��ก�� Apoptosis �A����)�������ก � ������ก��

ก	�����ก �$���$���	���'�)�ก	���	�	�ก-�.B3กก�	�'��*��ก�0ก�'�ก��	� �*���$ ���4���������.��-��A�0��B3ก

ก�	�'� $	ก%	�	�B�$�������	)$*�ก��ก�.���ก	���4)�������.��-�0�* �.��	)$*������.��-� 	� Apoptotic cells 

���
��������5�4�	��3���	�,�.5���
�� ก	� ��� apoptosis ��$�	���(���� ����
��������5�4�$��	��4 (Wang and 

Shi, 2002) , ��.��(���$�'กก	�,�.�*����*��*��, ก �	�ก'�  

�	
����ก�������� apoptosis ��	0�*$�	���(�
�� 

1. Annexin V/ propidium iodide (PI) binding ��/�ก	�)5* annexin V)�ก	��'� phosphatidylserine 

��������$�*�&�	%�	  phosphatidylserine ��
�:%��' ���/� anionic phospholipid �ก ��.��3��*	�)�

��� plasma membrane �.�.,�ก���ก	� 	�,�� apoptosis �.�ก�� membrane alteration %���

��� phosphatidylserine �.�*	��	��3��*	���ก �A��%	�	�B�'�ก'� annexin V ��� ��`�	ก�*��%	�

�����,%� �	�)5*����ก'�ก	��*��������*�� propidium iodide �.��	)$*%	�	�B��	,�ก����� 0�* 

���%	��'4�%����40���A���	���'�����������5���   (annexin V negative/PI negative), early 

apoptosis cell (annexin V positive/PI negative), late apoptosis cell $��� necrosis (annexin V 

positive/PI positive)  

2. ก	��'��.�'����0��� caspase �A����/�ก�������0�����������	�)�ก	�ก�. �*�)$*����� 	�,�� 

apoptosis �5�� caspase-3, caspase-8 ,�. caspase-9 ��/� *� 

3.  ��� DNA fragmentation ��(����)5*ก'��'��0��&��� ������4�� *�
�� fragmentation of genomic 

DNA �����$�'กก	�
�� ����� apoptosis �.�ก��ก	�, ก$'ก��� genomic DNA ��/� 
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oligonucleosomal fragments $��� fragmented DNA ���3�,����	�&	.��	�  180-200 bp 

����'��0�����ก��	 apoptotic ladder ,�.�'��	�&� DNA fragment ��	�)$+���.�	: 50-300 

kb �����*��  ��(� ��� DNA fragmentation ��	0�*$�	���(�
�� 

- ก	� ���ก	�,�ก '���� DNA �*�� agarose gel electrophoresis  ��/�ก	� ��� fragmented 

DNA ���4�� *� 

- ก	� �������	: fragmented DNA ���)5* Strand break labeling (TUNEL assay) ��������

 	�,�� apoptosis %	� DNA B3ก '��*�� endonuclease ��%��������/� strand break 

 ���%��0�*���ก	�� ��%	�&�ก Biotinylated BrdU $��� digoxygenin-labeled 

nucleotide )$*ก'�%�����	�%	� DNA �*�����0��� terminal deoxynucleotidyl transferase 

(TdT) ��� ��`�	ก�*��%	������,%� 

4. ��(� �������	: mRNA ������ก�� apoptosis  �.��ก	�%�*	� RNA ���ก�	$��ก	�%�*	�%	�5���
��

 �	�L���
��
�� apoptosis ก	����
�	.$� mRNA ��	0�*���%ก'� RNA ��ก�	,�*����������/� 

cDNA �*�����0��� Reverse transcriptase ,�.�&�����	����*����
��
 PCR �A��%	�	�B���5�4

ก	�,%����ก������ �	�L���
��
�� apoptosis (�ก�o�� ,�.
:., 2007) 

)�ก	����'���40�*����ก ���ก	� 	���������,�� apoptosis ����3ก	�, ก$'ก��� DNA �*����(� 

agarose gel electrophoresis  �A����/���(�ก	� ��� fragmented DNA ���4�� *�  

ก����ก��ก��������ก����� �!��"#�$��%&�ก�$��ก'��(&&)������ 

�'4�������ก �,�.������.��-� *������+� ��� ��	��'4� ���	�5���
�� 	���	�'� ��/������������กก'�

��	ก'��'q�'ก������ (cell cycle) �'�r	& ���������ก � �.��ก�0ก���%�'��'��*�������	�ก	� 
��
��
��)$*��



4 

 

��	��������, ��.5�����3�)��.�'�����$�	.%� , ���
�.��-��ก���	ก�.��
��
����4%3+�%����.%��(�r	& 

��	)$*������.��-�%	�	�B����+� ��� 0�������L �����	�ก	�
��
��0��0�*     

��� ���	ก����.��-�)�ก	�
��
��ก	�����+� ��� ��������  (Marks et al, 2005)  

            ,���0�*��/�$�	���.�r��'���4     

1. Growth factors ��/�ก������� �����
��
��ก	�����+� ��� �����	$�*	�����/� ligands %�	$�'�

�'�ก'� receptors ��������$�*������ �5�� platelet-derivedgrowth factor (PDGF) 

2. Growth factor receptors  
��ก������� �������	$�*	�����/� '��'�%	�ก�. �*�ก	����+� ��� ���

�����$�*������ �5�� Epidermal growth factor receptor (EGFR) 

3. Intracellular transducers  
��ก������� ��  GTP-binding r	�)������$�*�������*	�)� ���ก	�

�'�%'++	:�	ก receptors �5�� Ras ,�. Raf ��/� *�   

4. Transcription factor  ก������� �������	$�*	���
��
��ก	���	�	������� �5��  Fos, Jun ,�. 

Myc  ��/� *�  

5. Apoptotic regulator proteins 
����� �����
��
��ก�.���ก	� apoptosis �5�� Bcl-2 ,�. 

Bax ��/� *�  

6. DNA repair proteins 
����� �������	$�*	�������,�� DNA ����ก&����$���B3ก��	�	� �5�� 

BRCA ��/� *�  

7. Cell-cycle control proteins 
�� ก������� �������	$�*	���
��
�� cell cycle �5�� cyclins ,�. 

cyclin-dependent kinases (Cdks) 

$�*	���%�	
'+��� cell cycle 
��%�*	� DNA �A4��	��/���	����	ก �&�����	)$*�
������%	�	�B

,��� '��ก�� mitosis (�'�r	&) cell cycle �.B3ก
��
�������� ��ก����$�A������ก��	 cyclins �A���' �	ก	�%�*	� 
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ก	�%�	� ,�.ก	�ก�. �*����� ��$�3�w�%�w )$* cyclins �.��/� '�ก�	$���' �	��-�)�ก	����������.��	����

 ��0���������ก	� �	�L )� cell cycle (Lee et al, 2006) 

 cyclins ��$�	�5��� ���%�	
'+
�� cyclin D 
��
�������)��.�. G1 ����������ก	�� �����.,��� '��A��

������	: DNA 
�����  cyclin E 
��
�� cell cycle : �������������	����ก��ก��� �	�L �	ก G1 phase ��*	%3�

�.�. S phase ,�. cyclin B �A���.
��
�� : �������������	��	ก G2 phase ��*	%3��.�. M phase ��� ��

r	�)���������%�	
'+��ก '�$�A��
�� cyclin dependent kinases (CDKs) �A���.��กy�(�z������'�ก'� cyclin ���

� ��$�3�w�%�w )$* cyclin-CDK complex )��.�. Interphase ��/��.�.���%�	
'+�	ก ,�.)5*���	�	����%�� 

��/��.�.���ก�	$����	������.��	�	� ��0�$�����	�.,��� '� ก	�����������*	%3�ก�.���ก	�,��� '�B3ก
��
��

������ ��$�	�5��� �A���������,���0� 	��.�. �	�L�'�ก��	� (Mantena et al, 2006) 

ก	��&�����	�������������/�ก�.���ก	������
�	�%'�&'�(�ก'��'q�'ก���������	�)ก�*5�� �'��'4��'q

�'ก�������A���/���o	$�	�%�	
'+���	�$�A�����ก	�&'{�	�	 *	��.��-�  '��'ก�%�	
'+�����$�*	���
��
���'q�'ก�

�����
�� ���0��������5�����	 cyclin-dependent kinases (CDK) ���0���5�����4B3กก�. �*�)$*��	�	���� cyclin  

,�.B3ก�'��'4���)$*��	�	������� ����ก5���$�A��
�� CDK inhibitors (CDKIs) ก	�ก�. �*� CDKs ��� 

cyclin ������	)$*��������ก�	�'���3�)��'q�'ก������%	�	�B��	��	ก�.�.$�A��0�%3���ก�.�.$�A������'q�'ก�

�����0�* %���ก	��'��'4� CDK ��� CDKIs ������	)$*�����$���5.�'ก��3�����.�.)��.�.$�A������'q�'ก������ 

�	ก���	���� CDKs  	����0�*ก��	��	 ��	)$* '4�%�� �|	�0�*��	 ������.��-��	���ก�	�����	�	ก�����)�

�����$�A��)���	�ก	���� cyclin ��	�	��	ก�ก��0� $��� CDKIs ��	�	��*���ก��0� ������'4��A���	���*	%3��'q

�'ก������ ,�.�&�����	���0�*��-�ก��	������ก ���ก�	���/�������.��-� �'��'4�B*	��	%	�	�B&'{�	�	�����ก

y�(�z�'��'4�ก	���	�	���� CDKs ,�. cyclin 0�* ��	��	�.��.%�
�	�%�	��-�)�ก	�
��
��$����'ก9	

��
�.��-�0�* 
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      r	& ,%���.�.ก	�,��� '���������,�.��� ������ก�����*�� (http://s2.hubimg.com/u/150501_f520.jpg) 
 

 �	ก�$ ����'�ก��	���	)$*��ก	�7Aก9	�&�������$	%	�)$�������7'ก�r	&)�ก	���	�	&'{�	��/��	 *	�

�.��-������ก�0ก�'�ก��	��	ก$�	�,$���)�(���5	 �����'4�%�����5��� )��.�� (Lin et al,  2005)                 

 �.��,�.�$	%������/������3��	7'����%�����5��� )��.�� (marine organisms) �	ก�	�$�	ก$�	�

5��� &���	��%' ��5��� �	� L �	กก��	 95% ����	7'���3�)��*���.����/�%' ��0����ก�.�3ก%'�$�'�(marine 

invertebrates) �A����/�,$��������
�	�����%��3�:�$�	ก$�	����ก����%	��
��,�.%	� '4� *��	��	 0�*,ก� 

&�กw���4�	 (sponges) &�ก�.ก	�'����� (soft corals) ,�. coelentebrates ���� L &�ก echinoderms &�ก 

bryozoans ,�.&�ก�&����$'�$�� (tunicates $��� ascidians) �A������'��0�%' ���$��	��4����`&	.&�ก�����3�

������3�ก'���� (sessile organisms) �'ก�.0����
�:
�	�	��7�9|ก��,�.0��%	�	�B)5*��/��	$	�%�	$�'����9��0�* 

�������	ก���%5	�0����,�.��
�	���/�&�9%3� �A���ก	�7Aก9	0���	ก�'ก �*��3��	กก	���%�����4�� *�����	



7 

 

 *	��.��-�)��.�'� preclinic  ���%B	�'��.��-�,$��5	 ����%$�'|�����ก	 (National Cancer Institute, 

NCI) &���	&�กw���4�	����'4�ก���� tunicates ,�. bryozoans ��y�(�z�����  �	 *	��.��-� '�,�ก���0�*�	ก 

marine invertebrate 
�� Trabectedin® ��� ������9'� Pharma Mar ��/��������'�)������%�	$�'�ก	��'ก9	 

advanced soft tissue sarcoma �1����'� Aplidin®  dihydrodidemnin B ก�	�'���3�)� clinical trial phase II  

(Bugni  et al, 2008)  

 ก	�7Aก9	����L ���%	���� r':��(���5	 ��	ก�.�� 0�*,ก� Spongo thymidine (ara-T) ,�. 

Spongouridine (ara-U) ��/� arabinosyl nucleosides ,�ก0�*�	กw���4�	5���$�A��)�,B��.��
	�������� 5��� 

Tethya crypta (Cryptotethia crypta) %	���4��y�(�z *	��5�4�0��'% �A�0�*��	�	��/�%	� *�,��)�ก	�

%'��
�	.$�%	� ara-C (cytosine arabinoside, cytobarine) �A����y�(�z *	��.��-�,�.)5*)�ก	�%'��
�	.$�%	� 

ara-A (adenine arabinoside, vidabarine) �A����y�(�z *	��5�4�0��'% ��ก�	ก��4�'���/�%	� *�,��)�ก	�

%'��
�	.$� AZT (Zidovudine) �A��)5*��/��	)�ก	���	�'���
 ���%� (Dunlap et al, 2007) 

 ,�*��	ก	�7Aก9	��� r':��(���5	 ��	ก�.���.���*��, �ก-��	)$*��	���	%�����5��� )��.��%	�	�B

%�*	���� r':��(���5	 �5���)$�� L 0�*�	ก�	��A�����
��%�*	��	��
�������
�	���/���ก�'ก9:� ,�.��
�	�

, ก �	�0��	ก��� r':��(���5	 �����
�&�)�%�����5��� ��������	7'���&�4���� �A���	กก	�7Aก9	ก-��	)$*0�*�	

���0�*�	ก%	���� r':��(���5	 ��	ก�.�� ,�.%	���� r':��(���5	 �����	���	�	&'{�	��/��	)$��   

 

 ก	�7Aก9	�����	��	 �3*���'�0�*7Aก9	y�(�z�	�5��r	&���%	���� r':��(���5	 ��	ก�.�� �	ก

 '����	�����ก-����$�������'���� r':��(���5	 ��	ก�.���	ก�����:��	�0�� ����	�  '4�, ��'�$�'�5��&���

�	 ��ก	�7Aก9	&���	%	�$�	�5�����y�(�z����� ��ก	���	�	�������.��-�  ,�.�	กก	�7Aก9	y�(�z
�	���/�

&�9 ��������.��-�� *	�� (MCF-7) ���w���4�	%ก�� Plakinastrell, Pachastrissa ,�. Hyrtios ����ก-��	ก

�'�$�'�ก�.��� &���	��y�(�z�� �������	�	,�ก%	����%��(�z,�.��%��y�(�z &���	%	����,�ก0�* 
��%	�ก���� 
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trisoxazole macrolide0�*,ก� kabiramide C �	กw���4�	%ก�� Pachastrissa, ,�. demethoxy kabiramide C �A��

��/�%	�)$���	กw���4�	%ก�� Plakinastrella ��y�(�z)�5��� IC50 0.00179-0.479 nM %	� kabiramide C ��4

%	�	�B�A��$����� G-actin �A����/���� �����&�)� cytoplasm ��
�	�%�	
'+)�ก	���	$�*	��� �	�L��������

�5�� ก	�,�������� ก	�����+ ,�.ก	��
���������������� %	�ก���� scalarin type sesterterpene 0�*,ก� 

Heteronemin �	กw���4�	%ก�� Hyrtios  ,�.���	��	���	0�*�	กw���4�	��ก$�	�%ก�� ��
�	 IC50 157 µM  �	ก

ก	�7Aก9	����� heteronemin  �� chronic myeloid leukemia cell line K562 �����(� annexin V-FIT 

C/propidium iodide staining &���	%	����� �� cell cycle ��	)$*������ก�� apoptosis (Schumacher et al 

2010) 

, �%	��$��	��4�'�0�����	��	��ก����ก'�ก	�7Aก9	BA�ก�0ก���ก	���กy�(�z$����� �� DNA ,�.ก	�

,%����ก������������.��-�� *	�� �&���)$*%	�	�B��	%	��$��	��4�	&'{�	��/��	�������.%��(�r	&)�ก	�

��	�'���
�.��-� ก	����'���4�A���/�ก	�7Aก9	�&���)$*��	������%	���	��	)$*������.��-�� *	�� 	��������	ก

���� ��ก	�,%����ก������)�$����������	กก�0ก�*	����� 

  �' B���.%�
�����
��ก	����'� 

  ��� r':��(���5	 ��	ก%�����5��� )��.����
�	���	%�)�)�ก	�7Aก9	ก�0กก	���กy�(�z�'��'4�

ก	�,�������� �������	กก	����'�&���	%	�
	����0��� ��  �����(�ก��
	����0��� �� ,�.���	���������y�(�z

��	�	�������.��-�� *	�� �
��ก	����'���4�A����' B���.%�
��'� ��0���4 

  1.  �&���7Aก9	�� ���%	�
	����0��� ��  �����(�ก��
	����0��� �� ,�.���	������� ���,�ก0�*

�	ก��� r':��(���5	 ��	ก�.�� �� DNA ���������.��-�� *	�� 

        2.  �&���7Aก9	�����%	�
	����0��� ��  �����(�ก��
	����0��� �� ,�.���	�������  ��ก	�

,%����ก�������.�'� mRNA ���������.��-�� *	��   
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����� 2  
 

��(����'� 
 

7Aก9	�� ��������.��-�� *	�� (MCF-7) ���%	����%��(�z����3*���'�)�$�������'���� r':��(���5	 �

�	ก�.��0�*,�ก%	�,�.7Aก9	%3 ��
��%�*	�,�*�
�� kabiramide C, demethoxy kabiramide C  ,�. 

Heteronemin ���7Aก9	ก	�, ก$'ก���%	�����-��� ,�.ก	�,%����ก������)�������.��-�$�'�0�*�'�%	� 

1. ก���������(&&)  

                          ���4��������.��-�� *	�� (human breast adenocarcinoma, MCF-7) �*���	$	��&	.���4��5��� 

EMEM )� culture flask  ���)� CO2 incubator �����:$r3�� 37°C, 5% CO2 ,�.
�	�5�4�%'�&'�(���.�	: 

95% �	� 3 �'� � ���� cell suspension ���ก	��*	� cell monolayer �*�� phosphate buffer saline ,�.���� 

monolayer ��ก�	ก&�4�����������&	.���4�� )$*0�* single cells ,��������3�)��	$	��&	.���4�� 
�	��:

����	:��������0�* ���ก	��'� viable cells �*�� haemocytometer ��	 dilution �*���	$	��&	.���4��)$*0�*


�	���*��*� 1X106 cells/ml  ,�.B�	���������4����)� 12-well plate � ��%	��.�	� '����	���� *��ก	�

��%��)� culture medium 
�	���*��*�����$�	.%���	��� 5 
�	���*��*���0� ��	�4�	
�	���*��*��. 3 

$��� ���4��)� CO2 incubator �	� 24, 48, 72 5'����� �3� culture medium �'4�$��)%�$�����%����	� 15 

ml  $	ก������� ��ก*�$����*	�������*�� phosphate buffer saline $�'��	ก�'4� �ก-���������ก'� culture 

medium ��	0�$����$������&����ก-�������	7Aก9	ก	�, ก$'ก���%	�����-���,�.ก	�,%����ก�������������

 ��������.��-� ����ก
�	���*��*�,�.���	����$�	.%��&�����	������	7Aก9	ก	�, ก$'ก���%	� DNA 

2. ก����ก��ก����ก-'ก����������� �� (DNA fragmentation assay)   

     ��	������.��-�� *	�� (human breast adenocarcinoma, MCF-7) ����&	.���4����.�	: 1×106 

cells/well ,�.����*��%	� kabiramide C, demethoxy kabiramide C  ,�. Heteronemin 
�	���*��*� �	�L 
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�	� 48 5'����� �	%ก'�  genomic DNA �*��   Genomic DNA Mini Kit ��	 DNA ���,�ก0�*�	 ���
�	.$��*�� 

agarose gel electrophoresis  

         3. ก����ก��ก��������ก����� �!��" #�$��%&�ก�$��ก'��(&&)������ 

3.1 ก���ก'� total RNA �ก�(&&)������ MCF-7 

��	������.��-���.�	: 1×106 cells/well �������*��%	�%ก'�%���0&�
�	���*��*� �	�L �	� 48 

5'����� total RNA �*�� E.Z.N.A. Total RNA Animal Cell (Omega) �'���4 

- �ก-���������ก	��1���$������*��
�	���-���� 500g �	� 5 �	�� 

- ����������*�� TRK Lysis Buffer ����	 � 350 µl ,�.�1���%�)$*��*	ก'��*���
����� vortex 

- � �� 70% ethanol ����	 � 350 µl �%�)$*��*	ก'� ,�*�B�	�%����%����0�*��)� HiBind RNA 

column ����������3�)� collection tube 

- ��	0��1���$��������
�	���-���� 10,000g �	� 1 �	�� �&�����4�%	��.�	� 

- �*	� column ����� RNA �*�� RNA Wash buffer I ����	 � 500 µl ,�.�1���$��������
�	���-���� 

10,000g �	� 1 �	�� �&�����4�%	��.�	�  

- �*	� column ����� RNA �4�	�*�� RNA Wash buffer II ����	 � 500 ml ,�.�1���$��������
�	���-�

��� 10,000g �	� 1 �	�� �&�����4�%	��.�	� (��	�4�	 2 
�'4�) 

- 5. (elute) RNA ��ก�	ก column �*�� DEPC-treated water ����	 � 50 µl 

 3.2 ก���'��B���-)��� cDNA �ก�(&&)������ MCF-7 

��	%��� total RNA  ���%ก'�0�*�	%'��
�	.$�%	� cDNA ���)5* SuperscriptTM III Reverse 

Transcriptase (Invitrogen) ���� ����%����%���� total RNA (5 µl), 2.5 mM dNTPmix (4 µl), RACE 32 

(5�-GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTT-3�) (1 µl) ,�. RNase free water (4 µl) ��	0�������
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��:$r3�� 65 °C �	� 5 �	�� ,�*��*	�0��	������:$r3�� 4°C �&���� �� 5× first strand buffer (4 µl), 0.1 M 

DTT (1 µl) ,�.15 units/µl SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (1 µl) ก�����	0���������:$r3�� 50 °C 

��/����	 60 �	�� �&���%'��
�	.$�%	� cDNA ,�.$����q�ก����	�����:$r3�� 75 °C �	� 5 �	�� 

3.3 ก��#D� PCR amplification ����� �!��" #�$��%&�ก�$��ก'��(&&)������ 

��	 cDNA ���%'��
�	.$�0�*�	�'�����	:�*�� Spectrophotometer ���
�	��	�
���� 260 nm ,�.)5*

��/� template (1 µg) )�ก	���	 PCR amplification�*��
3� primers %�	$�'�����.��-� �	�L ( 	�	���� 1)  �����

��� GAPDH ��/� '�
��
�� ,�.%r	�.���)5*)�ก	��&�������	:������	ก pre-denaturation �����:$r3�� 94 oC 

��/����	 4 �	�� ,�*��&�������	: cDNA r	�) *%r	�. denaturation �����:$r3�� 94 oC ��/����	 1 �	�� ,�. 

primer annealing �����:$r3�� 52-60 oC �A4�ก'� Tm ���, ��.
3� primers ��/����	 0.5 �	��  ,�. primer 

extension �����:$r3�� 72 oC ��/����	 2.5 �	��  ����'4�$�� 35 ���  	��*�� final extension �����:$r3�� 72 

oC ��/����	 10 �	�� �	ก�'4� ��	 DNA ���0�*�	���
�	.$��*�� agarose gel electrophoresis  �*���*�� ethidium 

bromide ก���B�	�r	&r	�) *,%� UV �*���
����� Gel Documentation  

 
Gene Forward primer Reverse primer Annealing 

temp. 

cyclin B 5�-CTTATACTAAGCACCAAATC-3�   5�-CTTGGCTAAATCTTGAACT-3� 55 
cyclin D 5�-CTGGCCATGAACTACCTGGA-3� 5�-CCAGGAAATCATGTGCAATC-3� 55 
cyclin E 5�-TTCTCGGCTCGCTCCAGGAA-3� 5�-TGGAGGATAGATTTCCTC-3� 55 
Cdk1 5�-GGTCGGAGTCAACGGATTTG-3� 5�-TGAGCCCCAGCCTTCTCCAT-3� 57 
GAPDH 5�-CGAAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3� 5�-AGCCTTCTCGGTGGTGAAGAC-3� 57 
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����� 3 
��ก	������ 

 
ก	�7Aก9	%	� 
	����0��� ��  �����(�ก��
	����0��� �� ,�.���	������� ����� ��ก	�, ก$'ก�����

��-���,�.ก	�,%����ก������)�������.��-�� *	��  

   

                               

                                        Kabiramide C (K) 

 

                                                     

                                                Demethoxy kabiramide C (DK)      

 

 

                                    
 

                                       Heteronemin (H)  
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1. ก���������(&&)������ 

�	กก	������&���	ก	�� ��������� 100,000 cell/well 0�*����	:������*�� �A���'��&�����	�����/� 

300,000 cell/well  �&���)$*�&���&�)�ก	�7Aก9	ก	�,%����ก������ �	�L �A����	)$* *���&���
�	���*��*�

���%	��*�� %������	���)5*)�ก	����
�� 48 5'����� 

 

2. ก����ก��ก����ก-'ก����������� �� (DNA fragmentation assay)   

��������������.��-����4��������.��-�� *	�� (human breast adenocarcinoma, MCF-7) �*��%	� 

Heteronemin (H), demethoxy kabiramide C (DK)  kabiramide C (K) ���
�	���*��*�1,0.2,0.04  µg/ml

�	� 48 5'����� &���	������&���
�	���*��*����%	���%�� ��	)$*������.��-��&	.���4���ก��ก	� 	��	ก

�A4� ��������$�������	)$*�ก��ก	�, ก$'ก���5�4�����-����	ก�A4� 	�
�	���*��*����%	� )��:.���5��


��
�����0��0�*�'�%	���%�� 0��&�ก	�, ก$'ก���5�4�����-����'��3���� 1 �'��'4�%	��'4� 3 5�������

�'��'4�ก	�����+,��� '����������.��-�� *	�� MCF-7 ���ก�0กก	��$�������	)$*�ก��ก	�, ก$'ก���%	�

����-���r	�)������ 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
�3���� 1. Genomic DNA ���������.��-�� *	�� MCF-7 �������*��%	� Heteronemin (H), demethoxy 
kabiramide C (DK)  kabiramide C (K)  ��������
�	.$��*�� agarose gel electrophoresis 
 

 

      M         C        0.04      0.2      1.0       0.04    0.2       1.0         0.04     0.2      1.0 

H                               DK                                 K                                                   
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3.   ก����ก��ก��������ก����� #�$��%&�!��(&&)������ 

  ����'��0�ก	�����+,��� '����������.B3ก
��
�����ก	���	�	������� �� Cyclins  �	�L �A����	

$�*	���ก�. �*�ก	���	�	�������0��� cyclin-dependent kinase (Cdks)   '����	��5�� cyclin A �����	�

%�	
'+ ��ก	�,��� '�)��.�. S �w% 0�%3��.�. G2 �w%  %�	$�'� Cylin E ��	$�*	���ก�. �*�ก	���	�	����

��� �� Cdk2 )ก�*�������� *�����.�. S �w%  )��:.��� Cyclin B1 �.��/� '�
��
��ก	�,��� '�)��.�. M 

(mitosis) �w%   ���	�0�ก- 	� $	ก0��%	�	�B
��
��ก	���	�	���� Cyclins ,�./$��� Cdks  �	�L)$*��/�

�ก �0�* �	���	0�%3�r	�.ก	��ก���.��-� (tumorigenesis) $���)��	� ���*	���	)$*�����$���,��� '�0�* (cell 

cycle arrest) 

%�	$�'�ก	�7Aก9	�����ก	�,%����ก������)��.�'� mRNA expression ���%	��'4� 3 5����A����

����	)$*������.��-�� *	�� MCF-7  	� (apoptosis) �����	 Total RNA ���%ก'�0�*�	ก������.��-�� *	�� 

(human breast adenocarcinoma, MCF-7) �������*��%	� Heteronemin (H), demethoxy kabiramide C (DK) 

,�. kabiramide C (K) ���
�	���*��*� �	�L �	� 48 5'����� �	%'��
�	.$�%	� cDNA �&�����	 PCR 

amplification �*��
3�0&������%�	$�'���� �	�L &���	 %	��'4� 3 5��� 0�*,ก� Heteronemin (H), demethoxy 

kabiramide C (DK) ,�. kabiramide C (K) �����'��'4�ก	���	�	� Cyclin E ���	�5'����)���ก
�	���*��*����

��%�� (�3���� 2) ��ก�	ก��4 �'�%	�	�B�'��'4�ก	���	�	���� Cyclin B ,�. cdk1 ���,�� 	�
�	���*��*� 

(�3���� 3 ,�. 4) , �0�������������,���ก	���	�	���� Cyclin D , ����	�)� (�3���� 5) �3*���'��A�%'���9|	���	

%	��'4�%	�5����'�ก��	���	�.������	)$*������.��-�� *	�� MCF-7 $���ก	�����+ (cell cycle arrest) ,��� '�

)��.�. G1/S ,�. G2/M  �w% �'��'4��3*���'��A��	�,��)�ก	�����'���%�	$�'��.�.���ก	�$���ก	�����+

,��� '�������������
����� flow cytometry )��	����'��'4�B'�0�   

 



 

     

 
  �3���� 2. mRNA expression 
Heteronemin (H), demethoxy kabiramide C
electrophoresis 

 

 
�3���� 3. mRNA expression ������ 
(H), demethoxy kabiramide C
 

. mRNA expression ������ Cyclin E �	ก������.��-�� *	�� MCF
Heteronemin (H), demethoxy kabiramide C (DK)  kabiramide C (K)  ��������
�	.$��*�� 

������ Cyclin B �	ก������.��-�� *	�� MCF-7 �������*��%	� 
C (DK)  kabiramide C (K)  ��������
�	.$��*�� agarose gel electrophoresis
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MCF-7 �������*��%	� 
��������
�	.$��*�� agarose gel 

 

�������*��%	� Heteronemin 
agarose gel electrophoresis 



 

 
�3���� 4. mRNA expression 
Heteronemin (H), demethoxy kabiramide C
electrophoresis 

�3���� 5. mRNA expression ������ 
(H), demethoxy kabiramide C

 

4. mRNA expression ������0��� Cdk1 �	ก������.��-�� *	�� MCF
Heteronemin (H), demethoxy kabiramide C (DK)  kabiramide C (K)  ��������
�	.$��*�� 

 
 

������ Cyclin D �	ก������.��-�� *	�� MCF-7 �������*��%	� 
(H), demethoxy kabiramide C (DK)  kabiramide C (K)  ��������
�	.$��*�� agarose gel electrophoresis
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MCF-7 �������*��%	� 
��������
�	.$��*�� agarose gel 

 

�������*��%	� Heteronemin 
agarose gel electrophoresis 



17 

 

����� 4  
%���,�.���	�:��� 

 

%	���� r':��(���5	 ��	ก�.������)�ก	���	�	�������.��-������	)$*�ก��ก	�, ก$'ก���DNA

,�.���� ��ก	��'��'4��'q�'ก��������� ���%	��'4� 3 5��� 0�*,ก� Heteronemin (H), demethoxy kabiramide 

C (DK) ,�. kabiramide C (K) ��	)$*�ก��ก	�, ก$'ก��� DNA ,�.�����'��'4�ก	���	�	� Cyclin E ���	�

5'���� ��	)$*�����0��%	�	�B��	��.�. G1 )�
�A��$�'�,�.��'ก�'�)$*�������*	%3��.�. S 0�* )���ก
�	�

��*��*������%�� ��ก�	ก��4 �'�%	�	�B�'��'4�ก	���	�	���� Cyclin B ,�. Cdk1 ���,�� 	�
�	���*��*� 

��	)$*�����0��%	�	�B,�����ก��/� 2 �����)��.�. M 0�*���	�%��3�:� 

��(��'ก9	��
�.��-�)��1����'��� 4 ��(�
�� ก	�)5*�	 ก	�`	��'�%� ก	���	 '� ,�.ก	��%���%�*	�

r3��
�*�ก'� �	 *	��.��-���/��	�����y�(�z�'��'4�ก	�����+� ��� �������� )��1����'��	 *	��.��-���ก�0กก	�

��กy�(�z��/��	 *	��� 	��0��� �	&�ก������� �	�����	�q�ก����	,��
���5'�  , ��	�$��	��4��&�9
����*	�%3�

,�.������.��-��'ก�ก��ก	���4��	 �'��'4��A���ก	�&'{�	�	5���)$�������ก�0กก	���กy�(�z �	��	ก�	����

�&���)$*0�*�	�������.%��(�r	&)�ก	��'ก9	%3�,�.�����*	��
����*���� 

ก	�,��� '�����������/����������.ก���*���.�. �	�L���������.��ก	��������,�����	��.�.

 �	�L ��	)$*��ก	��&�����	����������� B*	��
�	�����ก �)�ก	�
��
��$���%3+�%��ก	�
��
��������4 ��	

)$*ก	�,��� '��&�����	����	ก����ก � ��/�%	�$ �)$*�ก��
�	�����ก ��	�&'�(�ก��� �	�L ����'4�ก��)$*�ก��

��
�.��-� ก	����������.,��� '���
������0�* *����ก�.���ก	� ���%���&����o��ก'�,�.ก�	�'���������

�ก��
�	�����ก �������0��)$*��*	%3� cell cycle , ��.B3ก��	��*	%3�ก�.���ก	� program cell death $��� 

apoptosis ก	���*	%3��'q�'ก���������������.��-� *���	7'�ก	�ก�. �*��	ก���0��� cyclin dependent kinase 

(CDK) ���0�����4B3กก�. �*�)$*��	�	���� ��� ��5���$�A��
�� cyclin ,�.B3ก�'��'4�ก	���	�	������� �� 

CDK inhibitors (CDKIs) CDKs/cyclins , ��.5�����ก�0กก	���	�	����
�*	�ก'�)�ก	���'ก�'�)$*�������	�
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�.�. �	�L����'q�'ก������ CDKs/cyclins �.�����q�ก����	� ��$�3�w�%�w )$*��� ��)�ก���� retinoblastoma 

(Rb) �A����/���� ����������	�%�	
'+)�ก	�
��
��ก	���	��'q�'ก�, ��.�.�. �A� '4�%�� �|	���	

������.��-���/�����������
�	�����ก �)�ก	���	�	������� ��)�ก���� Rb �������	ก CDKs/cyclins ��	�	�

�	ก����ก � $��� CDKIs ��	�	��*������ก � �	�����y�(�z�'��'4�ก	���	�	���� CDKs ��� ���5�� 

flavopiridol ��/��	�����7'ก�r	&)�ก	��'ก9	��
�.��-������)5*����ก'��	5������� ,�.����0��&A���.%�
����0��

���,������������ก'��	 *	��.��-�5������������)5*)��1����'�  

Cyclin B1/cdk1 ��
�	�%�	
'+�����	)$*�ก��ก	�,��������,�� mitosis ���	��	���	)�������.��-�� *	

�� ,�. �.��-��	ก���3ก �� Cyclin B1/cdk1 �	กก��	�ก �  

Cyclin E 
��
��ก	� transition �	ก G1 phase ��*	%3� S  phase  )��� 1997 Porter ,�.
:.7Aก9	��

��� cyclin E  ��ก	���3��������3*�2���.��-�� *	�� 278 �	� ����� ������4����������3*�2���*����(� western blot 

&���	�� ����	:��� cyclin E %3� ����3*�2���.�.��� 1 ������.�'� cyclin E %3����' �	%���)�ก	��%��5��� %3�

����������ก'� '�5�4�'�����L �1����'�ก	�)5*�	 tamoxifen �A����/��	 *	� estrogen ���)5*ก'��	ก)�ก	��'ก9	�.��-�

� *	�� 2 )� 3 ����3*�2������� estrogen receptor positive tumor  ��%��� ���	 , � ���	
�A��$�A���.��4��	 

�������	กก	������ cyclin E %3� �A���.0����� *	� ��ก	���	)$*�����$���ก	�����+�����0�*�'��	 tamoxifen  

ก	�
*�&���4��/�ก	�����5����	�)$* �'ก���'�%	�	�B$	��(���	)$*������.��-� �ก��ก	�0� ��ก	�B3ก��	 

���ก	�ก��.�'������� ��)� cell cycle �$��	��4�A����%�����	)$*������.��-���3���� ���5�������,������-�

�� ���B3ก��	�	��	กก	�)5*�
����	�'�$���ก	�`	�,%��'ก9	 ��ก�	ก��4ก	�)$*�	������� �� ก	��'��'4� cell cycle 

���������.��-���	�.��	)$*%	�	�B�����*	��
����	กก	��'ก9	0�*  
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