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บทคดัย่อ 

 

วิมส์ทูเมอร์วนั หรือ เรียกโดยยอ่วา่ ดบับลิวทีวนัยนี เป็นยีนที�พบวา่มีการแสดงออกอยา่งมาก

ในเซลล์มะเร็งเตา้นม ซึ� งยนีดงักล่าวมีบทบาทเป็นยีนก่อมะเร็งในเซลลม์ะเร็งหลากหลายชนิด ดงันั�น

ในการศึกษาครั� งนี� จึงมุ่งเนน้หาวธีิเพื�อลดการแสดงออกของยนีดงักล่าวและการกระตุน้ใหเ้ซลลม์ะเร็ง

เตา้นมตายแบบ apoptosis ดว้ยการใชเ้ทคนิคเอสไออาร์เอ็นเอ โดยการแยกโคลนเอสไออาร์เอ็นเอที�

จาํเพาะต่อยีนดบับลิวทีวนั และเอสไออาร์เอ็นเอควบคุม เขา้สู่พาหะชนิดเลนติไวรัสซึ� งมียนีเรืองแสง 

GFP จากนั�นทาํการสร้างอนุภาคเลนติไวรัสเพื�อนาํเขา้สู่เซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MCF-7 ขั�นถดัไป

เซลล์ที�เรื�องแสงทั�ง � กลุ่มคือ MCF-7/siRNA-WT1cells and MCF-7/siRNA จะถูกคดัแยกออกจาก

เซลล์ที�ไม่เรื�องแสงดว้ยเครื�อง flow cytometry and cell sorter จากนั�นเซลลท์ี�เรื�องแสงจะถูกนาํไป

วิเคราะห์หาการแสดงออกของยนีและโปรตีนของ ดบับลิวทีวนั การเจริญเติบและการตายของเซลล ์

รวมทั�งการแสดงออกของยนีและโปรตีนอื�นๆ จากการทดลองพบวา่โครงการนี�ประสบความสาํเร็จใน

การลดการแสดงออกของยีนและโปรตีนบลิวทีวนั นอกจากนี�ผลการทดลองไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่การ

เจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเตา้นมสามารถถูกยบัย ั�งไดโ้ดยดบับลิวทีวนัเอสไออาร์เอ็นเอ โดยถูกยบัย ั�ง

การเจริญเติบโตไดถึ้ง 60% เมื�อเวลาผา่นไป �� ชั�วโมง และ ประมาณ 90% เมื�อเวลาการทดสอบผา่น

ไป �� ชั�วโมง ในขณะที�เซลลท์ี�ไม่ไดรั้บดบับลิวทีวนัเอสไออาร์เอ็นเอหรือกลุ่มควบคุม ยงัคงสามารถ

เจริญเติบโตไดเ้ป็นปกติ จากนั�นนี�ดบับลิวทีวนัเอสไออาร์เอน็ยงัสามารถกระตุน้ให้เซลลม์ะเร็งตาย

แบบ apoptosis โดยการกระตุน้การทาํงานของเอ็นไซม ์ caspase 3/7 สูงขึ�นประมาณ � เท่าเมื�อเวลา

ผา่นไป �� ชั�วโมง  ผลการทดลองนี�ไดรั้บการยืนยนัจากการศึกษา apoptosis ดว้ยกายอ้มสีเซลล ์

MCF-7/siRNA-WT1cells and MCF-7/siRNA ดว้ย annxin V และ propidium iodide (PI) เพื�อ

วิเคราะห์ดว้ยเครื�อง flow cytometry ซ่งพบวา่  ดบับลิวทีวนัเอสไออาร์เอ็นเอ สามารถกระตุน้ให้เซลล์

ตายแบบ apoptosis จริงโดยพบการตายช่วงแรกของการตายแบบ apoptosis ประมาณ 51%, 69% และ 

78% ที�เวลา 24, 48, and 72 ชั�งโมงหลงัไดรั้บดบับลิวทีวนัเอสไออาร์เอน็ นอกจากนี� ยงัพบการตาย

ระยะทา้ยของการตายแบบ apoptosis เพิ�มขึ�นเมื�อเวลาการทดสอบเพิ�มขึ�นอีกดว้ย การทดลองเป็นผล

ไปในทางเดียวกบัการทดลองถดัไปที�พบวา่เซลลม์ะเร็งเตา้นมที�ไดรั้บดบับลิวทีวนัเอสไออาร์เอ็นเอ 

จะมีการแสดงออกของโปรตีนบีซีแอล � ลดลง โดยลดลงประมาณ � เท่าหลงัไดรั้บ ดบับลิวทีวนัเอส

ไออาร์เอ็นเอ จากผลการทั�งหมดสามารถสรุปไดว้า่ดบับลิวทีวนัเอสไออาร์เอน็เอมีฤทธิ� ในการยบัย ั�ง

การเจริญเติบโตและกระตุน้การตายของเซลล์มะเร็งอยา่งมีนยัสาํคญั คุณค่าและประโยชน์ของการ

วิจยันี�ไดแ้ก่การไดค้น้พบองค์ความรู้ใหม่ซึ� งเป็นประโยชน์ต่อวงการวิจยัและคุณค่าในการนาํองค์

ความรู้นี� สู่การพฒันาเป็นวิธีการรักษาโรคมะเร็งเตา้นมดว้ยเทคโนโลยยีนีบาํบดัต่อไปในอนาคต 
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Abstract 
 

Wilms’ tumor 1 (WT1) has been found to overexpress in breast cancer cells. It plays a 

critical role as an oncogene in several types of cancers. Therefore, down regulation of WT1 mRNA 

transcripts and induction of apoptosis in breast cancer cells are major objects of our work.  The 

siRNA-WT1 was cloned into the backbone of lentiviral vector containing GFP reporter gene. 

Lentiviral particles were produced by calcium chloride precipitation method. Viral particles were 

then infected into MCF-7 breast cancer cell line. The MCF-7/siRNA-WT1cells and MCF-7/siRNA 

control cells were then separately sorted and harvested at specific time points. The GFP+ sorted 

cells were then subjected for the expression of WT1 gene and WT1 protein determination. In 

addition, the sorted cells were further applied to growth/dead, apoptosis and other genes and 

proteins analysis. The resulted demonstrated the achievement of down regulation of WT1 

expression both mRNA and protein levels. In addition, our findings revealed that siRNA-WT� 

could inhibit cancer cell growth more than 60% at 24 hours and nearly 90% at 72 hours and 96 

hours post infection. Moreover, siRNA-WT1 could accelerate apoptosis of MCF-7 cells by 

activation of caspase-3/7 enzymes approximately 5 folds at 24 hours post-infection when compared 

with the control cells. To confirm the apoptosis induction effect of siRNA- WT1, the MCF-

7/siRNA-WT1- GFP+ cells and MCF-7/siRNA-GFP+ control cells stained with annexin V and 

Propidium iodide (PI) prior to analyze by flow cytometry.  The data revealed that siRNA-WT1 

could induce early apoptosis around 51%, 69%, and 78% at 24, 48, and 72 hours post-infection, 

respectively.  The late apoptosis was also increased as time depend manner also. Consistently with 

down-regulation of anti-apoptotic protein, BCL-2 in MCF-7/siRNA-WT1- GFP+ cells which was 

inhibited around 9 folds at 96 hours post-infection. Altogether, these results suggested that the 

siRNA-WT1 has inhibitory effect on MCF-7 cells and activation effect of apoptosis on these cancer 

cells. The implications of these work are revealing the new knowledge and therapeutic value in 

breast cancer research and treatment using gene therapy technology in the future. 
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คําอธิบายสัญลักษณ์ 

 

BSA   =  bovine serum albumin 

º C  =  degree Celsius 

cDNA  = complementary DNA 

CO2   =  carbon dioxide 

DMEM  =  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

EDTA  =  ethylenediaminetetraacetic acid 

FBS  =  fetal bovine serum 

GFP                    =           green fluorescence protein   

g  =  gram 

h  =  hour 

mRNA  =  messenger RNA 

PBS  =  phosphate buffer saline 

PI  =  propidium iodide 

RNA  =  ribonucleic acid 

RT-PCR  =  reverse transcription polymerase chain reaction 

                     siRNA                =            small interference RNA 

             SDS                    =            Sodium dodecyl sulfate 

             SDS-PAGE         =           Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis  

             WT1                   =            Wilms’ tumor 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที�  1  

บทนํา 

 

1.  ความสําคัญและที�มาของปัญหาการวจิัย 

            โรคมะเร็งเตา้นม ถือเป็นโรคที�เป็นปัญหาสาธารณสุขที�สาํคญัในระดบัประเทศและระดบั

โลก มะเร็งเตา้นมเป็นโรคมะเร็งที�พบมากที�สุดในผูป่้วยมะเร็งหญิง และเป็นสาเหตุการตายมาก

ที�สุดอีกดว้ย อุบติัการณ์การเกิดโรคมะเร็งพบผูป่้วยหญิง 1 ใน 9 รายของผูป่้วยหญิงทั�งหมด ซึ� งถือ

วา่เป็นอตัราส่วนที�มากพอสมควร โรคมะเร็งเตา้นมที�เกิดขึ�นนี�มีสาเหตุมาจากหลายปัจจยั เช่น ความ

แตกต่างทางพนัธุกรรม ซึ� งมียนีที�ก่อโรคมะเร็งเป็นตวัการสําคญั หรือเกิดจากการที�ผูป่้วยไดรั้บ

อาหารประจาํวนัประเภทไขมนัมากจนเกินไป หรือเกิดจากฮอร์โมนผิดปกติ หรือนํ�าหนกัเกิน

มาตรฐาน โดยเฉพาะในผูห้ญิงสูงวยัเขา้สู่วยัหมดประจาํเดือน ซึ� งจะทาํใหเ้พิ�มความเสี�ยงในการเป็น

โรคนี� สูงขึ�นอีก 1.5-2 เท่า จากการสํารวจพบวา่ ผูป่้วยหญิงที�มีอายุมากกวา่ 30 ปีที�ยงัไม่มีบุตร ป่วย

เป็นโรคมะเร็งเตา้นมประมาณ 30-70% แต่อยา่งไรก็ตาม ในผูห้ญิงที�มีอายนุอ้ยและมีบุตรจะมีอตัรา

เสี�ยงในการเป็นโรคมะเร็งเตา้นมนอ้ยกวา่ผูห้ญิงที�มีอายมุาก อีกประการหนึ�งการไดรั้บรังสี หรือผูท้ี�

เป็นโรคมะเร็งที�อวยัวะอื�นๆ อยูก่่อนแลว้ก็จะมีอตัราเสี�ยงในการเกิดโรคมะเร็งเตา้นมสูงขึ�นเช่นกนั 

(Pourpornpong, 2000) จากรายงานสรุปผลการสํารวจผูป่้วยรายใหม่ที�เขา้รับการตรวจวินิจฉยัและ

เขา้รับการรักษาที�สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ โดยสาํรวจตั�งแต่ 1 มกราคม 2553-31 ธนัวาคม 2553 พบ

ผูป่้วยรายใหม่เพศหญิง จาํนวน 816 ราย และผูป่้วยชาย จาํนวน 5 ราย (Attasara & Buasom, ����) 

ซึ� งถือวา่เพิ�มจาํนวนขึ�นมากจากอดีต มะเร็งเตา้นมเป็นโรคที�เกิดจากการเจริญของเซลล์บริเวณเตา้

นมที�มากผดิปกติแบบไม่สามารถควบคุมได ้ และพฒันาจากการที�เซลล์ที�มีลกัษณะเป็นลอน 

(lobule) ที�เป็นต่อมผลิตนํ�านม หรือท่อที�ทาํหนา้ที�เป็นทางผา่นของนํ�านมจากเซลล ์ lobules ไปยงั

หวันม ในการคน้พบล่าสุด มะเร็งเตา้นมสามารถมีจุดเริ�มตน้เกิดจากเนื�อเยื�อ stromal  เช่น เนื�อเยื�อ

เกี�ยวพนัชนิด fatty connective tissue และ fibrous connective tissue ในมะเร็งเตา้นม และในปี 2009 

ในสหรัฐอเมริกา พบผูป่้วยหญิงที�ไดรั้บการวินิจฉยัวา่เป็นโรคมะเร็งเตา้นมจาํนวน 192370 ราย 

ในขณะที�พบในเพศชายนอ้ยกวา่ 1% และอตัราการเสียชีวิตของผูป่้วยมะเร็งเตา้นมไดล้ดลงจากปี 

1990 อนัเนื�องมาจากมีการพฒันาวิธีการรักษา และการตรวจวินิจฉยัที�รวดเร็ว ตรวจพบในระยะ

เริ�มแรก มีการตรวจคดักรอง และมีการเพิ�มการดูแลรักษาสุขภาพกนัมากขึ�น อยา่งไรก็ตาม มีผูป่้วย

หญิงที�ตายดว้ยโรคมะเร็งเตา้นมในปี 2009 ประมาณ 40,000 ราย ("What is breast cancer?," 2009)  

              

               มีการศึกษาพบวา่ยีน WT1 เป็นยีนที�สามารถก่อมะเร็งไดแ้ละพบในปริมาณสูงในเซลล ์

มะเร็งหลายชนิด โปรตีน WT1 เป็น transcription factor มีลกัษณะโครงสร้างเป็น zing finger 

 

 

 

 

 

 

 

 



 � 

จาํนวน 4 ลูป เพื�อเกาะกบั DNA ที�เกี�ยวขอ้ง ในปัจจุบนัมีการใช ้ การแสดงออกของยนี WT1 เป็น

ตวัชี�วดัการเกิดโรคมะเร็งหลายชนิด รวมทั�งมะเร็งเตา้นมดว้ย โปรตีน WT1 ในบทบาทเกี�ยวขอ้งกบั

การควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล ์ การเปลี�ยนแปลงของเซลล์ และการตายของเซลล ์ (Lee & 

Haber, 2001) มีการคน้พบวา่มีการแสดงออกของยีน WT1 ในระดบัสูงกวา่ปกติอยา่งมีนยัสําคญัใน

เซลลม์ะเร็งเตา้นม ซึ� งคิดเป็นร้อยละ 30-90 ของมะเร็งเตา้นม ในขณะที�เซลลป์กติมีการแสดงออก

ของยนี WT1 นอ้ยมาก ดงันั�นจึงมีการใชก้ารแสดงออกของยีน WT1 เป็นตวับ่งชี�การเกิดโรคมะเร็ง

เตา้นม (Loeb et al., 2001; Miyoshi et al., 2002; Nakatsuka et al., 2006) นอกจากนี �โปรตีน WT1 

สามารถกระตุน้การแสดงออกของยีน c-myc ที�ทาํหนา้ที�เกี�ยวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของเซลล์ และ

พบวา่ WT1 มีหลาย isoform แต่มีรายงานวา่ WT1(-KTS) และ WT1(+KTS) สามารถกระตุน้ c-myc 

ได ้(Han, San-Marina, Liu, & Minden, 2004) ทาํให ้WT1 มีบทบาทสําคญัในการก่อโรคมะเร็งได ้

(Han et al., 2004; Oji et al., 1999; Zapata-Benavides, Tuna, Lopez-Berestein, & Tari, 2002) 

นอกจากนี�มีการศึกษาการลดการแสดงออกของยีน WT1 สามารถกระตุน้ใหเ้ซลลม์ะเร็งเม็ดเลือด

ขาวหยุดการเจริญเติบโต และกระตุน้การตายแบบ apoptosis ของเซลลด์งักล่าวได ้ซึ� งการทดสอบนี�

ให้ผลแบบเดียวกนัทั�งใน in vitro และ in vivo (Algar et al., 1996; Smith, Down, Boyd, & Li, 

2000; Yamagami et al., 1996)  

 
ปัญหาการรักษามะเร็งเตา้นมที�สําคญัในปัจจุบนั ไดแ้ก่ การที�ตอ้งใชย้าเคมีบาํบดั เป็นหลกั

ในการรักษาผูป่้วย เพื�อให้เซลลม์ะเร็งในร่างกายผูป่้วยเหลือนอ้ยที�สุดในขณะที�เซลลอื์�นๆสามารถมี

ชีวิตอยูไ่ด ้ ซึ� งการใหย้าเคมีบาํบดัก่อให้เกิดผลขา้งเคียงต่อผูป่้วยอยา่งมากมาย โดยเฉพาะในรายที�

โรคมีความรุนแรงและผูป่้วยมีอายนุอ้ยมากๆ ทาํใหผู้ป่้วยมีคุณภาพชีวิตที�ลดลงอยา่งมาก นอกจากนี�

ยาเคมีบาํบดัที�ใชย้งัมีราคาแพงและสามารถเกิดปัญหาการดื�อยาไดบ้่อยและทาํใหผู้ป่้วยเสียชีวิตใน

ที�สุด  จากความรุนแรงของปัญหาดงักล่าว ทาํให้มีความพยายามคิดคน้หาวิธีการรักษาใหม่ๆเพื�อลด

ผล ขา้งเคียงของการรักษาและเพิ�มโอกาสในการหายขาดจากโรคมะเร็งดงักล่าว ซึ� งนอกจากการ

พฒันาหายาตา้นมะเร็งชนิดใหม่ ทีมีความจาํเพาะต่อเซลล์มะเร็งสูง (สามารถทาํลายเฉพาะ

เซลลม์ะเร็งโดยไม่มีผลต่อเซลล์ปกติ) ยงัรวมถึงการนาํเอาวธีิการรักษาใหม่ๆ เขา้มาร่วมในการ

รักษา โดยวิธีการรักษาแบบใหม่ ที�ไดรั้บความสนใจมากในปัจจุบนั ไดแ้ก่ gene therapy และ 

immunotherapy เป็นตน้   ดงันั�นคณะผูว้ิจยัจึงมีความประสงคท์ี�จะควบคุมการแสดงออกของยนี  

WT1 โดยใช ้ siRNA technology และ lentiviral system ซึ� งยงัไม่มีผูใ้ดทาํมาก่อนและจะเป็นองค์

ความรู้ใหม่ที�สาํคญัในการพฒันาการรักษาโรคมะเร็งเตา้นมโดยเทคโนโลยยีีนบาํบดัต่อไปใน

อนาคต 
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2.  วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

ศึกษาผลของการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลลล์ายมะเร็งเตา้นมโดยการลดการแสดงออกของ

ยนี WT1 ดว้ย siRNA technology ทั�งในระดบัเซลล์และระดบัอณู ไดแ้ก่ การแบ่งตวั และการ

เกิด apoptosis ของเซลล ์

 

3. ขอบเขตของการวิจัย 

การศึกษาครั� งนี�จะลดการแสดงออกของยนี WT1 โดยการใช ้ siRNA technology และ 

Lentiviral vector system โดยการโคลน siRNA เขา้สู่ lentiviral vector จากนั�นนาํ recombinant 

lentiviral vector ที�ไดไ้ปสร้างเป็นตวัไวรัสและนาํเขา้สู่เซลลล์ายมะเร็งเตา้นชนิด MCF-7 เพื�อ

ทาํการศึกษาผลของ siRNA-WT1 ต่อการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเตา้นมนี�  จากนั�นดูผลการ

เปลี�ยนแปลงของเซลล์มะเร็งทั�งในระดบัเซลล ์ เช่น apoptosis  และระดบัอณูของเซลลเ์พื�อศึกษา

กลไก การทาํงานของ siRNA-WT1 ในการยบัย ั�งและทาํลายเซลล์มะเร็งเตา้นม   

 
4.  ข้อตกลงเบื�องต้น 

ไม่มี 

5.  ประโยชน์ที�ได้รับจากการวิจัย 

             ประโยชน์จากงานวิจยันี�คือไดว้ิธีการยบัย ั�งการเจริญเติบโตและทาํลายเซลลม์ะเร็งเตา้นมวิธี

ใหม่คือวิธีการยบัย ั�งแสดงออกของยีน WT1 โดยใช้ siRNA technology ร่วมกับ lentiviral vector 

system  
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บทที�  2 

วธิีดําเนินการวิจัย 

 

1. การเลี�ยงเซลล์ 

            ทาํการเลี�ยงเซลลส์ายพนัธ์ุมะเร็งเตา้นมชนิด MCF-7 ในอาหารเลี�ยงเซลลช์นิด complete 

DMEM (cDMEM) ซึ� งประกอบดว้ย DMEM (Gibco: BRL) ที�เติม newborn calf serum ปริมาณ 

10% (BIOCHROM AG) ยาปฏิชีวนะเพื�อป้องกนัการปนเปื� อนของเชื�อจุลินทรีย ์ ไดแ้ก่ penicillin 

(100U/ml) และ streptomycin (100 g /ml) และทาํการเลี�ยงเซลลใ์นตูบ้่มเซลลท์ี�สภาวะอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ที� 5% CO2 ทาํการเลี�ยงเซลลไ์วจ้นกวา่จะใชง้าน จากนั�นเลี�ยงเซลลท์ี�ทาํหนา้ที�ในการ

ผลิตไวรัส ซึ� งไดแ้ก่เซลล ์293T/17 โดยเลี�ยงในอาหารเลี�ยงเซลลช์นิด cDMEM โดยในกระบวนการ

ผลิตไวรัสนั�น อาหารเลี�ยงเซลลจ์ะตอ้งไม่เติมยาปฎิชีวนะ เพื�อป้องกนัการรบกวนกระบวนการสร้าง

ตวัไวรัส 

 

2. การผลิตไวรัส การวดัปริมาณไวรัส และการนําไวรัสเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย 

            ทาํการผลิตเลนติไวรัส ดว้ยวิธีการตกตะกอน plasmid ดว้ยสารเคลเซียมคลอไรด ์ จากนั�น

นาํเอาพลาสมิดที�จะประกอบเป็นตวัไวรัสเขา้สุ่เซลลผ์ลิตไวรัส 293T/17 โดยสรุปอยา่งยอ่ได้

ดงันี�คือ ทาํการเลี�ยงเซลลผ์ลิตไวรัส 293T/17 ให้ไดค้วามหนาแนนประมาณ 90% ในจานเลี�ยงเซลล์

ขนาด 100 mm (CellStar: greiner bio-one) และจากนั�น ทาํการ transfection พลาสมิดเขา้สู่เซลล์

ผลิตไวรัส โดยใชป้ริมาณพลาสมิด ดงันี�  พลาสมิดที�เป็น backbone ซึ� งเป็น siRNA control ปริมาณ 

10 g ซึ� งไดแ้ก่ p201 (pPRIME-CMV-GFP-FFs) หรือพลาสมิดที�เป็น siRNA-WT1 ซึ� งมี

ความจาํเพาะกบับริเวณ exon ที� 8 ของยีน WT1 จากนั�นเติมพลาสมิดที�ทาํหนา้ที�ประกอบเป็น

อนุภาคไวรัส มี 3 ชนิด ไดแ้ก่ pLP1 ซึ� งเป็นพลาสมิดที�ถอดรหสัเป็นยนี gag และ polymerase ใช้

ปริมาณ 6.5g พลาสมิดชนิดที� 2 ไดแ้ก่ pLP2 ทาํหนา้ที�ถอดรหสัเป็น Rev ซึ� งเป็นตวันาํเอา siRNA 

ออกจากนิวเคลียส ใชป้ริมาณ 2.5 g ส่วนพลาสมิดชนิดที� 3 ไดแ้ก่ pLPv ทาํหนา้ที�ถอดรหสัเป็น 

envelope เพื�อห่อหุม้อนุภาคไวรัส ใชป้ริมาณ 3.5 g จากนั�นนาํเอาเซลล์ 293T/17 ที�เติม plasmid 

mixed แลว้ไปเขา้ตูบ้่มที� 37 องศาเซลเซียส 3% CO2 เป็นเวลา 18 ชั�วโมง หลงัจากนั�นก็ทาํการ

เปลี�ยนอาหารเลี�ยงเซลล์ใหม่เขา้ไป โดยไม่เติมยาปฏิชีวนะ เพื�อให้เซลลผ์ลิตไวรัสออกมาในอาหาร

เลี�ยงเซลล์ ทาํการบ่มเซลลท์ี� 37 องศาเซลเซียส 10% CO2 เป็นเวลา 24 ชั�วโมง หลงัจากนั�นก็เก็บนํ�า

เลี�ยงเซลล์ที�มีอนุภาคไวรัสอยู ่ แลว้กรองสิ�งปนเปื� อนดว้ยหวักรองขนาด 0.45 ไมครอน จากนั�นเติม

สาร polybrene (Sigma: H9268) เขา้ไปในนํ�าเลี�ยงเซลลท์ี�มีอนุภาคไวรัสเพื�อใหม้ีความเขม้ขน้ของ 

polybrene สุดทา้ยเป็น 16 g/ml จากนั�นนาํนํ�าเลี�ยงเซลลนี์�ไปเลี�ยงเซลล์มะเร็งเตา้นม เพื�อใหไ้วรัส 
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infect เขา้ไปในเซลลม์ะเร็ง ทาํการ transfection อนุภาคไวรัสเขา้สู่เซลล ์จาํนวน 3 ครั� ง ครั� งละ 12-

18 ชั�วโมง จากนั�นนาํเซลลม์ะเร็งที�ไดเ้ลี�ยงในตูบ้่มเซลล ์ เป็นเวลา 2 วนั นาํเอาเซลล์มะเร็งเตา้นมที�

ผา่นการ transduction แลว้มาตรวจหาปริมาณเซลลท์ี�มีการเรืองแสงสีเขียวของ GFP เพื�อคดัเลือก

เซลลม์าทาํการทดลองต่อไป  

 

3. การคัดเลือกเซลล์ 

            หลงัจากการทาํ viral transduction เป็นเวลา 48 ชั�วโมง ทาํการคดัแยกเซลล ์(sorting) มะเร็ง 

MCF-7 ที�ไดรั้บไวรัสเขา้ไปภายในเซลลซึ์� งจะเป็นเซลล์ที�เรื�องแสงสีเขียวของ green fluorescent 

protein (MCF-7-GFP+ cells) ดว้ยการใชเ้ครื�อง FACs Vantage (BD bioscience) วิธีการ sorting ทาํ

ไดด้งันี�  คือ ทาํการ trypsinization เซลล์ MCF-7 ที�มีการเรืองแสงดว้ย 0.1% Trypsin-EDTA จากนั�น

บ่มเป็นเวลา 5 นาที และเติมอาหารเลี�ยงเซลลป์ริมาณ 10 ml และปั�นลา้งเซลล์ที� 1200 rpm, 4C 

เป็นเวลา 5 นาที จากนั�นเทอาหารเลี�ยงเซลล์ทิ�งไปและเติม PBS ก่อนนาํเซลลเ์ขา้เครื�อง FACs 

Vantage เพื�อทาํการแยกเอาเฉพาะ MCF-7-GFP+ cells  ออกมาเพื�อใชใ้นการทดลองต่อไป สําหรับ 

MCF-7-GFP+-cells ที�ไดรั้บ siRNA control เขา้เซลล ์จะเรียกวา่ MCF-7-GFP+-/siRNA control  cells 

ส่วน MCF-7-GFP+ cells ที�ไดรั้บ siRNA-WT1 เขา้เซลล ์ จะเรียกวา่ MCF-7-GFP+-/siRNA-WT1 

cells 

 

4. การวิเคราะห์การเจริญเติบโตของเซลล์  

            นาํ MCF-7-GFP+/siRNA control cells และ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1 cells หลงัจาก 

sorting มาเลี�ยงต่อตามระยะเวลาที�กาํหนดในการทดลอง ไดแ้ก่ 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, และ 96 

ชั�วโมง จากนั�นทาํการเก็บเกี�ยวเซลล์ตามระยะเวลา เพื�อนาํมาทดสอบหาอตัราการเจริญเติบโตของ

เซลล ์ดว้ยการ trypsinize เซลล์ขึ�นมาดว้ย 0.1% Trypsin-EDTA จากนั�นบ่มเป็นเวลา 5 นาที และเติม

อาหารเลี�ยงเซลล์ปริมาณ 10 ml และปั�นลา้งเซลลท์ี� 1200 rpm, 4C เป็นเวลา 5 นาที จากนั�นนบั

จาํนวนเซลล์ที�รอดชีวิต และเซลล์ที�ตายดว้ย trypan blue exclusion method เซลลท์ี�ตายจะติดสีนํ�า

เงินของ trypan blue ส่วนเซลลท์ี�ยงัมีชีวิตอยูน่ั�นจะไม่ติดสี ทาํการนบัจาํนวน และคาํนวณออกมา

เป็นปริมาณเซลลต่์อมิลลิลิตร จะไดป้ริมาณเซลล์ที�รอดชีวิตและเซลลท์ี�ตายจากการไดรั้บไวรัสเขา้สู่

เซลลด์ว้ย siRNA-WT1 จากนั�นทาํการตรวจสอบการเจริญของเซลล์ดว้ยการใชชุ้ดทดสอบการ

เจริญเติบโตของเซลล ์หรือ MTS assay (CellTiter 96 Aqueous One solution reagent (Promega) ซึ� ง

จะเติมสารดงักล่าวลงไป ปริมาณ 20 l ในสารละลายเซลลท์ี�มีเซลลอ์ยู ่ 10000 cells ใน 100 l 

อาหารเลี�ยงเซลล์ จากนั�นนาํเอาเซลล์ดงักล่าวไปบ่มที� 37 องศาเซลเซียส ในตูบ้่มเซลล ์ เป็นเวลา 2 

ชั�วโมง จากนั�นเติมสารละลาย 10% SDS ลงไป 25 l เพื�อหยุดปฏิกิริยา และนาํเอาเซลล์ไปวดัค่า
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การดูดกลืนแสงดว้ยเครื�อง microplate reader ที�ความยาวคลื�น 490/620 nm บนัทึกค่าการดูดกลืน

แสงและวิเคราะห์เป็นอตัราการเจริญเติบโตของเซลล ์

 

5. การตรวจสอบการตายของเซลล์ โดยวัดจากการทํางานของเอนไซม์ caspase 3/7 

            นาํ MCF-7-GFP+/siRNA control cells และ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1 cells ที�เลี�ยงเป็น

เวลาต่างๆไดแ้ก่ 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, และ 96 ชั�วโมง เพื�อตรวจวดัการตาย แบบ apoptosis ของ

เซลล ์ ดว้ยการใชห้ลกัการตรวจหา caspase 3/7 activity โดยการใชชุ้ดทดสอบ Caspase-Glo 3/7 

reagent (Promega) โดยมีวิธีการแบบยอ่ ๆ ดงันี�  เตรียม cell suspension ปริมาณ 100 l ที�มีเซลล ์

10000 cells ใน 96 well plate จากนั�นเติมสาร Caspase-Glo 3/7 reagent ปริมาณ 100 l และทาํการ

บ่มเซลล์เป็นเวลา 3 ชั�วโมง ที� 37 องศาเซลเซียส ในตูบ้่มเซลล ์ จากนั�นตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง

ดว้ยเครื�อง luminometer ที�ความยาวคลื�น 485Ex/527Em nm และบนัทึกค่าดงักล่าวไวเ้พื�อนาํมา

วิเคราะห์ caspase 3/7 activity ต่อไป 

 

6. การตรวจสอบการตายของเซลล์แบบ Apoptosis โดยการย้อมสีเซลล์ด้วย  

Annexin V-FITC/Propidium iodide (PI) เพื�อวเิคราะห์ด้วย วธิี Flow cytometry 

            ตรวจสอบ apoptosis ของ MCF-7-GFP+/siRNA control cells และ MCF-7-GFP+/siRNA-

WT1 cells ที�เลี�ยงเป็นเวลาต่างๆไดแ้ก่ 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, และ 96 ชั�วโมง ดว้ยการยอ้มติด

แอนติบอดี annexin V-FITC โดยใชชุ้ดทดสอบ Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I (BD 

Pharmingen) โดยปั�นลา้งเซลล ์ MCF-7-GFP+ จาํนวน 100,000 cells ดว้ย PBS และทาํการเติม 1X 

buffer ลงไป 100 l จากนั�นเติม annexin V-FITC ลงไป 5 l และเติม Propidium iodide  อีก 5 l 

ลงไปในหลอดทดลองขนาด 5 ml จากนั�นทาํการบ่มเซลล์เป็นเวลา 15 นาที ที�อุณหภูมิหอ้ง และ

ป้องกนัจากแสง เมื�อครบเวลาก็นาํหลอดทดลองมาเติม 1X buffer อีก 400 l และนาํไปวเิคราะห์

ดว้ยเครื�อง flow cytometry เซลล์ที�ยอ้มติดแอนติบอดี annexin V-FITC จะถูกบ่งชี�วา่เป็น apoptotic 

cells 

 

7. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน WT1 ด้วยวธิี RT-PCR 

            นาํเซลล ์ MCF-7-GFP+/siRNA control cells และ MCF-7-GFP+-/siRNA-WT1 cells ที�เลี�ยง

เป็นเวลาระยะต่างๆไดแ้ก่ 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, และ 96 ชั�วโมง มาสกดั total RNA ดว้ย Total 

RNA mini kit (geneaid) จากนั�นตรวจวดัปริมาณความเขม้ขน้ของ RNA ดว้ยเครื�อง nanodrop 

จากนั�นทาํการเปลี�ยน RNA ใหเ้ป็น cDNA ดว้ยกระบวนการ reverses transcription โดยใช ้reaction 

mixed ดงันี�  1 X RT buffer, 0.83 mM dNTPs mix, 2.08 pmole  reverse primer, 100 unit of reverse 

transcriptase, 700 ng of RNA template และปรับปริมาตรสุดทา้ยของสารเป็น 24 l ดว้ยนํ�า 
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diethylpyrocarbonate- treated (DEPC) จากนั�นทาํปฏิกิริยาที�อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

ชั�วโมง และ 95 องศาเซลเซียส อีก 5 นาที จากนั�นนาํ cDNA ที�ไดใ้ชใ้น PCR โดย PCR reaction 

mixed ประกอบดว้ย 1X PCR buffer, 0.2 mM dNTPs mix, 2 mM MgCl2, 0.2 pmole reverse 

primer (WT1 R: 5'-TCAAAGCGCCAGCTGGAGTTT-3' or GAPDH R: 5’GTACTCAGC 

GGCCAGCATCG-3’), 0.4 pmole forword primer (WT1 F: 5'-AGACATACAGGTGT 

GAAACC-3' or GAPDH F: 5’-AGCCACATCGCTCAGACACC-3’), 1 unit of Taq DNA 

polymerase, 10.0 l cDNA from reverse transcription step and RNase/DNase free water ปรับให้

เป็น 25 µl/reaction จากนั�นเซตค่าอุณหภูมิและเวลาที�ใช้ทาํปฏิกริยา ดงันี�   95C for 5 minutes 

จากนั�น 40 cycles ที� 95C for 1 minute, 51C for 30 second สาํหรับ WT1 และ 60C สาํหรับ 

GAPDH , 72C for 45 second ตามดว้ย 72C for 5 minutes จากนั�นเก็บ PCR Product ไวแ้ละ

นาํไปแยกขนาดดว้ยวิธีกระแสไฟฟ้า บน agarose gel เขม้ขน้ 1.5% และตรวจดู PCR Product ดว้ย

การยอ้มดว้ย ethidium bromide 

 

8. การวิเคราะห์การแสดงอองของโปรตีน ด้วยวิธี Western blot analysis 

            นาํเซลล์ MCF-7-GFP+/siRNA control cells และ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1 cells  ที�เลี�ยง

เป็นเวลาระยะต่างๆไดแ้ก่ 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, และ 96 ชั�วโมง มาสกดัโปรตีนดว้ยชุดสกดั

โปรตีน CelLytic M cell lysis reagent (Sigma) เป็นเวลา 15 นาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

จากนั�นนาํไปปั�นที� 12000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ที� 4 องศาเซลเซียส แยกส่วนนํ�าซึ� งเป็นสารละลาย

โปรตีนตามที�ตอ้งการ และวดัความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยวิธี Bradford protein assay (Sigma) และ

ใชเ้ครื�อง nanodrop เป็นเครื�องตรวจวดั โปรตีนปริมาณ 20 g ถูกแบ่งออกมาเพื�อนาํมาตม้ในนํ�า

เดือดร่วมกนั sample buffer เป็นเวลา 5 นาท ี จากนั�นทาํการหยดสารละลายโปรตีนลงใน           

SDS-PAGE และทาํการแยกขนาดของโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้า 120 V, 70 mAmp เป็นเวลา

ประมาณ 1-2 ชั�วโมง จากนั�นทาํการยา้ยโมเลกุลของโปรตีนไปยงัแผน่เมมเบรน PVDF (Whatman) 

ดว้ยสารละลาย blotting buffer ที�ประกอบดว้ย 25 mM Trizma base, 192 mM glycine และ 20% 

Methanol เป็นเวลา 1 ชั�วโมง จากนั�นทาํการ block แผน่เมมเบรนดว้ย 5% skim milk ขา้มคืนที� 4 

องศาเซลเซียส และลา้งดว้ย 1% skim milk จาํนวน 3 ครั� ง และนาํเอาแผน่เมมเบรนไปแช่ใน 

primary antibody ที�จาํเพาะกบัโปรตีนที�เราตอ้งการจะตรวจสอบ (anti-WT1: C19, anti-BCL2:    

sc-509, anti-Caspase 7: C7724, anti-actin: H-196) ที�อุณหภูมิหอ้งโดยการเขยา่ตลอดเวลา เป็นเวลา 

2 ชั�วโมง จากนั�นลา้งเมมเบรนดว้ย 1% skim milk และนาํปฏิกิริยากบั secondary antibody ที�มี

ความจาํเพาะกบั primary antibody อีกเป็นเวลา 1 ชั�วโมง ที�อุณหภูมิห้อง จากนั�นลา้งแอนติบอดีที�

เหลือดว้ย TPBS จากนั�นนาํเอาเมมเบรนที�เตรียมไดไ้ปทาํปฏิกริยากบั Super Signal Pico-

chemiluminescent เป็นเวลา 5 นาที จากนั�นเทสารดงักล่าวออก และนาํแผน่เมมเบรนที�ไดไ้ป
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ประกบกบัฟิลม์ในหอ้งมืด แสง chemiluminescence จะทาํให้เห็นโปรตีนที�เราศึกษาบนแผน่ฟิลม์

นั�น ๆ  

 

9.  วธิีวิเคราะห์ข้อมูล 

ในการศึกษานี� ได้ใช้  Student’s t-test ในการวิ เคราะห์ข้อมูลโดย statistical software 

SPSS17.0 ซึ� งถือวา่ขอ้มูลใดๆมีความแตกต่างอยา่งมีนยัยะสําคญัทางสถิติที� P  0.05 และทุกขอ้มูล

ถูกแสดงผลเป็น mean ± standard deviation 
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บทที�  3 

ผลการวิจัยและผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 

1. การลดอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 ด้วย siRNA-WT1            

จากการ sorting เพื�อคดัแยก MCF-7-GFP+ พบวา่ไดป้ริมาณ MCF-7-GFP+/siRNA control 

cells เท่ากบั 95.79% และ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1  cells เท่ากบั 94.25% (ภาพที� 1) 

แสดงให้เห็นวา่ วิธีการ sorting ดว้ยเครื�อง flow cyt0meter FACs vantage  เป็นวิธีการคดั

แยกเซลลท์ี�มีประสิทธิภาพ  

 

95.79%Scramble

WT1siRNA 94.25%

 
 

 

ภาพที�  1 แสดงจาํนวนเซลล ์ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1 และ MCF-7-GFP+/siRNA control  

หลงัจากผา่นการคดัเลือกดว้ยวิธีการ cell sorting (A-B) แสดงภาพ phase contranst และ 

fluorescence ของ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1 cells ตามลาํดบั (C) แสดง histogram ของ MCF-7-

GFP+/siRNA-WT1 cells จากการนาํเอาเซลล์ที�ไดไ้ปวเิคราะห์หาปริมาณ GFP positive cells ดว้ย

เครื�อง flow cytometry  (D-E) แสดงภาพ phase contranst และ fluorescence ของ MCF-7-

GFP+/siRNA control  cells ตามลาํดบั (F) แสดง histogram ของ MCF-7-GFP+/siRNA-control cells 

จากการนาํเอาเซลลท์ี�ไดไ้ปวเิคราะห์หาปริมาณ GFP positive cells ดว้ยเครื�อง flow cytometry 
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2. การลดการแสดงออกของยนี WT1 หลังจากทดสอบด้วย siRNA-WT1 

            จากที�ไดท้ราบมาแลว้วา่ siRNA มีผลต่อการยบัย ั�งการแสดงออกของยนีที�มีลาํดบัเบสที�

จาํเพาะกบัลาํดบัของ siRNA นั�น ๆ เพราะฉะนั�นในการใช้  siRNA-WT1 จึงตอ้งพิสูจน์วา่ยีน WT1 

ถูกลดการแสดงออกลงดว้ยจริง ในการทดลอง ใช ้ siRNA-WT1เพื�อยบัย ั�งการเจริญเติบโตของ

เซลลม์ะเร็งเตา้นม และศึกษาผลของ siRNA-WT1 นั�น ๆ เมื�อเพิ�มระยะเวลาในการเลี�ยงเซลลต่์อไป

เรื�อย ๆ พบวา่ ยีน WT1 ถูกลดการแสดงออกลงประมาณ 20% , 40%, และ 70%  เมื�อเวลาผา่นไป 

12, 24, และ 48 ชั�วโมงของการทดสอบ (ภาพที�  2A และ 2B) ซึ� งสามารถสรุปไดว้า่ กลไกการออก

ฤทธิ� ของ siRNA-WT1นั�นมีผลต่อการยบัย ั�งการแสดงออกของยีน WT1 ในขณะที�เซลลใ์นกลุ่ม

ควบคุมนั�นยงัคงมีการแสดงออกของยีน WT1 อยู ่ แมว้า่เวลาจะเพิ�มขึ�นก็ตาม จากผลที�ปรากฏขึ�นนี�  

ส่งผลใหเ้ซลล์มะเร็งเตา้นมถูกยบัย ั�งการเจริญเติบโต และพร้อมกนันั�นเซลลถู์กกระตุน้ใหต้ายแบบ 

apoptosis ดว้ย เพราะฉะนั�นบทบาทหนา้ที�ของยีน WT1 ในเซลลม์ะเร็งก็คือการควบคุมการเจริญ

ของเซลลเ์ป็นหลกั และ siRNA-WT1นี�มีลาํดบัเบสที�เป็นคู่สมกบัยนี WT1 ตรงตาํแหน่ง exon ที� 8 

ซึ� งเป็นตาํแหน่งของ zing fingers จึงไดส่้งผลโดยตรงต่อการยบัย ั�ง หนา้ที�ในการเกาะกบั DNA เพื�อ

การ transcription ยนีเป้าหมายที�เกี�ยวขอ้ง ซึ� งส่วนใหญ่ก็คือยีนที�ควบคุมการเจริญเติบโตนั�นเอง 

ผลการทดลองนี�แสดงให้เห็นวา่โครงการนี�ประสบความสาํเร็จในการลดการแสดงออกของยนี 

WT1 ดว้ย siRNA-WT1 โดยใช ้lentiviral system  
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ภาพที�  � ผลกระทบต่อการแสดงออกของยนี WT1 โดยใช ้siRNA-WT1ในเซลล์มะเร็งเตา้นมชนิด 

MCF-7 โดยแบ่งเป็นกลุ่มควบคุม ซึ� งก็คือกลุ่มเซลลท์ี�ไดรั้บการทาํ lentiviral transduction ดว้ย  

control  siRNA และ กลุ่มทดสอบที�ใช ้ SiRNA-WT1ในการ transduction หลงัจากการทดสอบ 

เซลลถู์กเลี�ยงต่อเป็นเวลาตามที�กาํหนด 0, 3, 6, 12, 24, และ 48 ชั�วโมง เซลล์ถูกเก็บเกี�ยวและปั�นลา้ง 

ตกตะกอนเซลล์ จากนั�นก็ทาํการสกดัเอา total mRNA ออกมา และทาํการเปลี�ยนใหเ้ป็น cDNA 

และใช ้cDNA เป็น template ในการทาํ RT-PCR และ (ภาพ A) ยนี WT1 ที�เพิ�มจาํนวนขึ�นถูกแยก

บน agarose ที�ความเขม้ขน้ 1% ในการทดลองนี� ใชย้นี GAPDH เป็นตวัควบคุมภายใน (ภาพ B) 

กราฟแสดงความสัมพนัธ์การแสดงออกของยนี WT1 ต่อการแสดงออกของยนีควบคุม GAPDH  
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3. ผลการยับยั�งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งด้วย siRNA-WT1  

 

เมื�อได ้MCF-7-GFP+-/siRNA control cells และ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1  cells 

ตามตอ้งการแลว้ นาํเอาเซลลท์ี�ไดม้าเลี�ยงเป็นเวลาระยะต่างๆไดแ้ก่ 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 

และ 96 ชั�วโมง ก่อนนาํมาตรวจสอบหาการรอดชีวิตของเซลล์พบวา่ MCF-7-

GFP+/siRNA-WT1  cells มีอตัราการตายมากขึ�นหรือรอดชีวิตนอ้ยลงเมื�อเลี�ยงเซลลน์าน

ขึ�น (ภาพที� �) ซึ� งจะสังเกตเห็นไดอ้ยา่งชดัที�เวลา 24 ชั�วโมงของการทดสอบเป็นตน้ไป 

เซลลร์อดชีวิตลดจาํนวนลงมากกวา่ 3 เท่าจากเวลาเริ�มตน้  ในขณะที�เซลลท์ี�ไดรั้บการ 

transduce ดว้ย siRNA control  ซึ� งใชเ้ป็นกลุ่มควบคุมมีอตัราการรอดชีวิตที�เพิ�มสูงขึ�นตาม

ระยะเวลาที�เพิ�มมากขึ�น (ภาพที� 3A) แสดงใหเ้ห็นวา่ siRNA-WT1 มีผลลดอตัราการรอด

ชีวิตของเซลล์มะเร็งเตา้นมที�ใชใ้นการทดสอบได ้ และจากการคาํนวณหาร้อยละของอตัรา

การยบัย ั�งการเจริญเติบโต พบวา่ค่าการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลลใ์นกลุ่มที�ทดสอบ

ดว้ย siRNA-WT1 มีค่าสูงขึ�นตามลาํดบัเวลา และสูงเกือบ 90% เมื�อเวลา 72 ชั�วโมงเป็นตน้

ไป ดงัภาพที�  3B และเพื�อเป็นการยนืยนัผลการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลล ์ จึงไดท้าํ

การทดลองตรวจสอบค่าการเจริญเติบโตดว้ยชุดทดสอบการเจริญ เติบโตและวดัค่าการ

ดูดกลืนแสง ที� 490/620 nmพบวา่ ค่าอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ในกลุ่ม MCF-7-

GFP+/siRNA-WT1 cells มีความคงที� ซึ� งเป็นผลมาจากการถูกยบัย ั�งการเจริญเติบโต 

ในขณะที� MCF-7-GFP+/siRNA control cells มีค่าการดูดกลืนแสงเพิ�มมากขึ�นตามปริมาณ

เซลลท์ี�เจริญเติบโตมากขึ�นเรื�อย ๆ (ภาพที�  3C) แสดงให้เห็นวา่ siRNA-WT1 มีผลต่อการ

ลดการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวไดจ้ริงเมื�อเทียบกบั control  
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ภาพที�  3 ผลของ siRNA-WT1 ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเตา้นม MCF-7  

เซลล ์ MCF-7-GFP+/siRNA control cells และ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1 cells  ที�เลี�ยงเป็นเวลา

ระยะต่างๆไดแ้ก่ 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 และ ��� ชั�วโมง (A) ปริมาณเซลล์ที�มีชีวิตของ MCF-7-

GFP+/siRNA control cells และ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1 cells  ที�นบัดว้ย trypan blue exclusion 

method  (B) ค่าร้อยละของการถูกยบัย ั�งการเจริญเติบโตของ MCF-7-GFP+/siRNA control cells 

และ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1 cells  ซึ� งคาํนวณไดจ้ากร้อยละของเซลลต์ั�งตน้ และเซลล์รอดชีวิต

คงเหลือในแต่ละช่วงเวลา (C) เป็นค่าการดูดกลืนแสงซึ�งไดจ้ากการทดสอบการเจริญเติบโตของ

เซลลผ์า่นการผลิต formasarn ในกระบวนการของเซลลท์ี�ยงัมีชีวิตรอด จากชุดตรวจสอบการเจริญ

ของเซลล ์(MTS assay) 
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4. การกระตุ้นการตาบแบบ Apoptosis ในเซลล์มะเร็งเต้านมด้วย siRNA-WT1 

           กระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis นั�น เกิดขึ�นจากการถูกกระตุน้ดว้ยสารบางชนิด ที�

สามารถจบักบัตวัรับ และกระตุน้การส่งสัญญาณผา่นโปรตีนต่าง ๆ ที�เกี�ยวขอ้งมาเป็นลาํดบั โดย

แบ่งเส้นทางการกระตุน้เป็น 2 เส้นทาง คือ intrinsic และ extrinsic pathway ขึ�นกบัตวักระตุน้ เซลล์

จะมีรูปร่างเปลี�ยนแปลงไปเมื�อเกิด apoptosis เช่น มีการเหี�ยวลง ขนาดเล็กลง เกิด DNA 

condensation เกิดการพลิกกลบัของผนงัเซลลจ์ากดา้นในออกมาดา้นนอก ทาํใหส้ามารถใชห้ลกัการ

นี� ในการตรวจหาเซลล ์apoptosis ได ้โดยจะมีโมเลกุลบนผนงัเซลล์ที�เรียกวา่ phosphatidylserine ซึ� ง

ปกติจะอยูท่ี�ผนงัเซลล์ดา้นใน จะถูกยา้ยออกมาอยูท่ี�ผนงัเซลลด์า้นนอก  ให้เพื�อทาํการตรวจเช็คผล

ของ siRNA-WT1ต่อการกระตุน้การตายของเซลล ์ และให้เห็นระยะของเซลล์ที�ตายวา่เซลลถู์ก

กระตุน้ใหต้ายแบบ apoptosis ในระยะใด เราไดท้าํการทดสอบดว้ยการยอ้มสี แอนติบอดี annexin 

V-FITC และ propidium iodide โดยที� annexin V จะทาํปฏิกิริยาเกาะกบั โมเลกุลของ 

phosphatidylserine และ propidium iodide จะแทรกเขา้ไปในเซลล์และไปติดสี DNA ที�เมื�อเกิด 

apoptosis แลว้จะเกิด DNA fragmentation ดว้ย โดยการแบ่งแยกเซลลท์ี�ติดสีเขียวของ anexin จะ

เป็นเซลล์ในกลุ่ม early apoptosis ส่วนเซลลท์ี�ติดทั�งสองสี ทั�ง สีเขียวของ annexin V และ สีแดง

ของ Propidium iodide ก็จดัให้เป็นเซลลก์ลุ่ม late apoptosis จากการทดลองพบวา่ เมื�อทาํการยอ้ม

เซลลด์ว้ยแอนติบอดีทั�งสองตวัแลว้ นาํเอาเซลล์ที�ผา่นการยอ้มไปส่องดว้ยกลอ้ง fluorescence จะ

พบวา่เซลลท์ี�ทดสอบดว้ย siRNA-WT1ที�ติดสีทั�งเขียวและแดง ซึ� งก็คือเซลลท์ี�ตายแบบ apoptosis 

นั�นเอง (รูปภาพ 4) จากนั�นเมื�อนาํเซลล์ที�ยอ้มเสร็จไปวเิคราะห์ดว้ยเครื�อง flow cytometry พบวา่ 

เซลลท์ี�ถูกกระตุน้ใหต้ายเพิ�มมากขึ�นในกลุ่มที�ทดสอบดว้ย siRNA-WT1โดยเพิ�มจาก 51% เป็น 69% 

และเป็น 78% ในขณะที�เซลล์ในกลุ่มควบคุม (scramble control) ก็พบการตายของเซลล ์แต่ไม่มาก

เท่ากลุ่มทดสอบ คือมีการตายของเซลล์จากเริ�มแรก 43% เป็น 51% และเป็น 56% เมื�อเวลาในการ

เลือกเซลล์มาทดสอบเป็น 24, 48, และ 72 ชั�วโมง ตามลาํดบั จากผลการทดลองใช ้siRNA-WT1ใน

การกระตุน้เซลล์มะเร็งเตา้นม MCF-7 ใหต้ายแบบ apoptosis นั�นก็พอจะสรุปไดว้า่ กระบวนการ

กระตุน้ดว้ย siRNA-WT1ทาํใหเ้ซลล์เกิด apoptosis ซึ� งตรวจพบทั�งทางดา้นกายภาพคือการที�เซลล์

เปลี�ยนแปลงรูปร่าง และคุณสมบติัของผิวเซลล ์ และในระดบัโมเลกุลที�เกี�ยวขอ้ง ไดแ้ก่เอนไซม์

caspase เป็นตน้ 
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ภาพที�  4 การวิเคราะห์การตายแบบ Apoptosis ของเซลล์มะเร็งเต้านมด้วย วธิี Flow Cytometry 

 (ภาพ A) แสดงให้เห็นภาพของเซลล์หลงัจากยอ้มดว้ย anexin V-FITC และ PI ซึ� งถ่ายดว้ยกลอ้ง 

fluorescence ที�กาํลงัขยาย 40 เท่า ภาพดา้นซา้ยมือจะเป็นภาพของเซลล ์ MCF-7 ในกลุ่มควบคุม 

และภาพดา้นขวามือจะเป็นภาพของ MCF-7 ในกลุ่มที�ทดสอบดว้ย siRNA-WT1ซึ� งจะพบวา่ในกลุ่ม

ทดสอบมีการติดสีของ PI อยูด่ว้ย แสดงใหเ้ห็นภาวะที�ถูกกระตุน้ใหเ้ซลลต์ายแบบ apoptosis (ภาพ 

B) แสดงภาพ dot plot หลงัจากเซลลถู์กนาํมาวเิคราะห์ดว้ย flow cytometry  แกนทั�งสองถูกแทน

ดว้ยปริมาณเซลล์ที�ยอ้มติดสีของ anexin  V และ PI แต่ละจุดแทนเซลล์ 1 เซลล ์ จะพบวา่ ปริมาณ

เซลลท์ี�เป็น apoptotic cells จะเพิ�มมากขึ�นในกลุ่มทดสอบ (ภาพ C) แสดงใหเ้ห็นถึงการแปรผลการ

เพิ�มจาํนวนของเซลล์ MCF-7 ที�ถูกกระตุน้ใหต้ายแบบ apoptosis ดว้ย SiRNA-WT1 เปรียบเทียบกบั

เซลลใ์นกลุ่มควบคุม พบวา่ SiRNA-WT1 กระตุน้ให้เซลล์ตายไดต้ามระยะเวลาที�เพิ�มขึ�น 
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5. ผลการกระตุ้นการทํางานของ caspase 3/7 โดย siRNA-WT1 ใน MCF-7  

            เอนไซม ์caspase 3 และ 7 เป็นเอนไซมใ์นกระบวนการเกิด apoptosis ของเซลล ์ซึ� งหากพบ

การแสดงออกของเอนไซมเ์หล่านี�มากขึ�นแสดงวา่เซลลถู์กกระตุน้ใหต้ายแบบ apoptosis นั�นเอง 

จากผลการศึกษาการตายแบบ apoptosis ของ MCF-7-GFP+/siRNA control cells และ MCF-7-

GFP+/siRNA-WT1 cells  ดว้ยการตรวจวดั caspase 3/7 activity เมื�อมี caspase 3/7 activity มากก็จะ

ให้ผลการปลดปล่อยแสง luminescence  สูง ซึ� งหมายถึงมีการตายของเซลลแ์บบ apoptosis สูง

นั�นเอง จากการทดลองพบวา่  MCF-7-GFP+/siRNA-WT1 cells  มีค่าการเพิ�มขึ�นของ caspase 3/7 

activity เกือบ 6 เท่าเมื�อเวลาผา่นไป 24 ชั�วโมง อยา่งไรก็ตาม MCF-7-GFP+/siRNA control cells ก็

มีการเพิ�มขึ�นของค่าความเขม้ขน้ luminescence แต่ก็นอ้ยกวา่ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1 cells  

อยา่งมีนยัสาํคญั   (ภาพที�  5)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที�  5 ผลการกระตุน้การทาํงานของ caspase 3/7 โดย siRNA-WT1 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม    

เซลล ์ MCF-7-GFP+/siRNA control cells และ MCF-7-GFP+/siRNA-WT1 cells  ที�เลี�ยงเป็นเวลา

ระยะต่างๆไดแ้ก่ 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 และ ��� ชั�วโมง ถูกนาํมาทดสอบวดัปริมาณเอนไซม ์

caspase 3/7 ซึ� งจะทาํปฏิกริยากบัสารในชุดทดสอบ Caspase 3/7 glow apoptosis kit เกิดการ

เปล่งแสง luminescence ออกมา จากนั�นก็นาํปฏิกิริยาที�เกิดขึ�นไปวดัหาค่าการปลดปล่อย 

luminescence ที�ความยาวคลื�น 485/527 nm บนัทึกค่าที�ไดแ้ละนาํไปวเิคราะห์หา activity ของ

เอนไซมด์งักล่าว ซึ� งจะแปรผนัตรงกบัการตายของเซลลแ์บบ apoptosis 
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6. การแสดงออกของโปรตีน หลงัจากทดสอบเซลล์ด้วย siRNA-WT1 

            หลงัจากเซลล์มะเร็งเตา้นม MCF-7 ถูกทดสอบดว้ย siRNA-WT1 ที�มีความจาํเพาะกบัยนี 

WT1 ในตาํแหน่ง exon ที� 8 และทราบผลการกระตุน้การตายแบบ apoptosis แลว้ วา่สามารถกระตุน้

ให้เซลลม์ะเร็งดงักล่าวตายได ้ นอกจากนั�นผลของการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งก็แสดง

ให้เห็นวา่ siRNA-WT1 ที�ใชนี้�  มีผลโดยตรงต่อการลดการรอดชีวิตของเซลล ์ยิ�งไปกวา่นั�น ยีน WT1 

ก็ถูกลดการแสดงออกลงดว้ยเพียงในเวลา 48 ชั�วโมงการแสดงออกก็ถูกยบัย ั�งได ้เพราะฉะนั�น ผูว้ิจยั

จึงตอ้งการทราบผลในระดบัโปรตีนวา่ หลงัจากใช ้siRNA-WT1 ยบัย ั�งยีน WT1 แลว้ การแสดงออก

ในระดบัโปรตีนจะมีผลอยา่งไร โดยหลงัจากที�เซลลถู์กคดัเลือกมาแลว้ เอาเฉพาะเซลลท์ี�ถูก 

transduction จากนั�นปั�นลา้งเซลล์ และเก็บตะกอนเซลล ์ โดยกระทาํทุกช่วงเวลาตามที�กาํหนดใน

การทดสอบ จากนั�นสกดัโปรตีนจากเซลล์ที�เตรียมได ้ และนาํไปทาํ western blot เพื�อดูการ

แสดงออกของโปรตีนที�ตอ้งการศึกษา พบวา่ โปรตีน WT1 ที�แสดงออกมาถูกลดการแสดงออกลง 

ซึ� งจะเห็นไดช้ดัเจนในช่วงเวลา 72 และ 96 ชั�วโมงของการทดสอบ ในขณะที�โปรตีนอื�นๆ ที�

เกี�ยวขอ้งกบัการเกิด apoptosis ก็ไดรั้บการศึกษาเช่นเดียวกนั โดยในที�นี�ตรวจสอบโปรตีน 2 กลุ่ม

คือ กลุ่มเอนไซมc์asepase7 และกลุ่มที�ทาํหนา้ที�เป็นตวัต่อตา้นการเกิด apoptosis พบวา่ เมื�อเซลล์

ไดรั้บการทดสอบดว้ย siRNA-WT1แลว้ ในทางกายภาพของเซลล ์ จะพบวา่เซลลถู์กกระตุน้ให้ตาย

เพิ�มมากขึ�น ซึ� งสอดคลอ้งกบัการแสดงออกที�เพิ�มมากขึ�นของโปรตีนcasepase7  ที�เพิ�มมากขึ�นตาม

ระยะเวลาการเลี�ยงที�เพิ�มขึ�น และในทางกลบักนั โปรตีน BCL-2 ซึ� งทาํหนา้ที�ดา้นการต่อตา้น 

apoptosis ก็ลดการแสดงออกลงไป ในระยะเวลา 72 และ 96 ชั�วโมงของการทดสอบ ซึ� งจากการ

สังเกตพบวา่ ในกลุ่มควบคุม มีการแสดงออกของ BCL-2 เพิ�มมากขึ�นในเวลา 48, 72 และ 96 

ชั�วโมง ซึ� งแสดงให้เห็นวา่ เซลล์ปรับตวัเพื�อใหอ้ยูร่อดมากขึ�นโดยการกระตุน้ใหม้ีการทาํงานของ

โปรตีนที�ทาํหนา้ที�ต่อตา้นการตายแบบ apoptosis นั�นเอง และในที�นี� ใช ้ actin เป็นโปรตีนควบคุม

ภายใน (ภาพที� 6A) ความสัมพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของโปรตีนที�ตรวจสอบกบัโปรตีนควบคุม 

ไดแ้สดงในกราฟความสัมพนัธ์ (ภาพที� 6B) ผลการทดลองนี� เป็นผลเนื�องมาจากการที�เริ�มแรกที�ยนี 

WT1 ถูกทาํลาย จึงส่งผลต่อการ translation ของยีนไปเป็นโปรตีน WT1 ก็ถูกลดการแสดงออกลง

ไปดว้ย จึงเกิดกลไกการกระตุน้เอนไซมc์asepase7 ที�แสดงออกมากขึ�นเกิดผลในการเพิ�มการตาย

ของเซลลม์ะเร็งเตา้นมให้มากขึ�น และก็ยงัมีผลในการยบัย ั�งโปรตีนที�ทาํหนา้ที�ต่อตา้นการตายแบบ 

apoptosis เช่น BCL-2 จึงเป็นผลให้เซลล ์ MCF-7 ตายได ้ ในขณะเซลล์ที�ในกลุ่มควบคุมยงัคงมี

ระดบัของการแสดงออกของโปรตีนค่อนขา้งจะคงที� ไม่แตกต่างกนัแต่อยา่งใด ทั�งหมดทั�งมวลก็

เป็นผลจาการทดสอบเซลลด์ว้ย siRNA-WT1 นั�นเอง 
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ภาพที�  6 การแสดงออกของโปรตีน WT1, procaspase-7, BCL-2 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นมที�ผา่นการ

ทดสอบดว้ย siRNA-WT1 ในระยะเวลาของการทดสอบเลี�ยงเซลลต่์อจากการทาํ lentiviral 

transduction ที� 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 และ 96 ชั�วโมง เซลลถู์กเก็บเกี�ยว ปั�นลา้ง ตกตะกอน และ

สกดัเอาโปรตีนออกมา และโปรตีนความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัม ถูกนาํมาทาํการวิเคราะห์ดว้ยวิธี 

western blot (ภาพ A) แสดงภาพการแสดงออกของโปรตีน 4 ชนิด ไดแ้ก่ WT1, procaspase7, 

BCL2 และ Actin โดยโปรตีนที�ไดอ้อกมามีขนาดที�แตกต่างกนั คือ 52, 35, 29, และ 43 กิโลดาลตนั 

ตามลาํดบั (ภาพ B) กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนแต่ละชนิดกบัโปรตีนควบคุม (Actin)  
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บทที�  4  

ข้อวิจารณ์ 

 

            โปรตีน WT1 ทาํหนา้ที�เป็น transcription factor ซึ� งมีบทบาทสาํคญัในการควบคุมการ

เจริญเติบโตของเซลล ์ การตายของเซลล ์ รวมถึงการเปลี�ยนแปลงเซลลด์ว้ย การที� WT1 สามารถ

ควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล์ไดน้ั�น เป็นเพราะ WT1 สามารถควบคุมยนีเป้าหมายที�เป็น 

growth factor หลายชนิด เช่น insulin-like growth factor II, colony-stimulating factor-1, 

transforming growth factor beta-1,  c-myc, amphireculin เป็นตน้ (Graidist, ����; Weisser, Kern, 

S., & et.al., ����) โมเลกุลของยนี WT1 สามารถเกิดการตดัต่อส่วนของกรดอมิโนได ้ 2 ตาํแหน่ง 

ไดแ้ก่ บริเวณ exon ที� 5 ที�เกิดการแทรกเขา้ไปของกรดอมิโน 17 ตวั ในระหวา่งตาํแหน่ง proline-

glutamine rich ทาํใหเ้กิดไอโซฟอร์มที�เรียกวา่ (+17AA และ -17AA)  และอีกบริเวณเกิดขึ�นตรง

ตาํแหน่ง exon ที� 9 หรือตรงบริเวณระหวา่ง zing finger ที� 3 และ 4 โดยการแทรกเขา้ไปของกรดอมิ

โน 3 ชนิด ไดแ้ก่ lysine, threonine และ serine (KTS) ทาํให้เกิดไอโซฟอร์มอีก 2 แบบ คือ (+KTS 

และ –KTS) จากการเกิดปรากฏการณ์นี�  ทาํให้มีการแบ่งชนิด WT1 เป็น 4 ไอโซฟอร์มหลกั ๆ ดงันี�  

คือ WT1 (+17AA,+KTS), WT1(+17AA,-KTS), WT1(-17AA,+KTS) และ WT1(-17AA,-KTS) 

และนอกจากนี�ยงัมีไอโซฟอร์มยอ่ยอีก 36 ไอโซฟอร์ม  (Graidist, 2009; Yang, Han, Suaurez, & 

Minden, 2007) และสัดส่วนของการแสดงออกของแต่ละไอโซฟอร์มหลกัในเซลลม์ะเร็งเตา้นม 

เป็นดงันี�  คือ 7.0:1.3:1.4:0.3 ตามลาํดบั (Caldon et al., ����) ซึ� งแต่ละไอโซฟอร์มมีบทบาทต่างกนั

ไป ขึ�นกบัชนิดของเซลล ์ เพราะฉะนั�นแลว้ การลดการแสดงออกของยีน WT1 จึงเป็นเป้าหมายใน

การควบคุมการเจริญของเซลล์มะเร็ง ผลของการใช ้ siRNA-WT1ในการควบคุมการเจริญของเซลล์ 

และกระตุน้การตายของเซลลม์ะเร็งเกิดขึ�นหลงัจากเซลลถู์กนาํ siRNA ผา่นเขา้ไปโดยใชว้ิธีการ 

lentiviral transduction ซึ� งเป็นวิธีการที�มีประสิทธิภาพ เนื�องจาก คุณสมบตัของ lentivirus นั�น

สามารถ transducer เขา้สู่เซลลห์ลายประเภทได ้ ทั�งเซลลท์ี�กาํลงัแบ่งตวั เซลลท์ี�กาํลงัเปลี�ยนแปลง 

differentiated cells และเซลล์ที�ไม่แบ่งตวั non-dividing cells อีกทั�งคุณสมบติัอีกอยา่งที�จาํเป็นใน

การนาํ lentivirus เขา้มาใชใ้นการทดลองทางวทิยาศาสตร์เพื�อเป็นตวัพาในการนาํเอายีนเขา้สู่เซลล์

เป้าหมาย ก็คือ lentivirus ไม่ก่อให้เกิดการติดเชื�อไวรัสไปยงัเซลลอื์�น ๆ เนื�องจาก lentiviral vector 

ที�ใชใ้นงานวจิยันี�ไดม้ีการตดัเอาส่วนของยีนที�สามารถก่อเป็นตวัไวรัสใหม่โดยตวัมนัเองออกไป

แลว้ (Blesch, ����) การใช ้ lentiviral vector system ในการนาํ siRNA-WT1 เขา้สู่เซลล์มะเร็งเตา้

นมยงัไม่มีผูใ้ดศึกษามาก่อน ดงันั�นองคค์วามรู้ที�ไดจ้ากงานวิจยันี� จึงเป็นองคค์วามรู้ใหม่ที�มีคุณประ 
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โยชน์ต่อการวิจยัดา้นเทคโนโลยียีนบาํบดัในการรักษาโรคมะเร็งเตา้นม และยงัสามารถประยกุต์

ต่อไปในการศึกษาการรักษามะเร็งชนิดอื�นๆที�มีการแสดงออกของ WT1 สูงต่อไปได ้ 

การศึกษาผลของ siRNA-WT1 ต่อเซลลม์ะเร็งเตา้นมในโครงการนี� ซึ� งใช ้ lentiviral vector 

เป็นพาหะ พบวา่ เซลลม์ะเร็งสามารถถูกยบัย ั�งการเจริญเติบโตได ้ 75% ภายในเวลา 48 ชั�วโมงของ

การทดสอบ ซึ� งมีประสิทธิภาพสูงกวา่ที�เคยมีการศึกษามาไดแ้ก่ การใช ้ antisense oligonucleotide 

ซึ� งสามารถยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MCF-7, T-47D และ MDA-MB-453 

(Zapata-Benavides et al., 2002) และ การใช ้synthetic siRNA  ในการยบัย ั�งการเจริญของมะเร็งเตา้

นมชนิด MCF-7 (Navakanit, 2007) เป็นตน้ ทั�งนี� เป็นไปไดว้า่ การใช ้ lentiviral vector system ใน

การการทดลองของโครงการนี� เป็นการเพิ�มประสิทธิภาพในการนาํ siRNA เขา้สู่เซลล ์ และความ

แตกต่างของบริเวณตาํแหน่งที� siRNA เขา้ไปทาํงานมีความจาํเพาะมากกวา่ จึงส่งผลใหส้ามารถ

ยบัย ั�งการ transcription ของ WT1 mRNA ไดดี้กวา่นั�นเอง นอกจากนี�การทดลองในโครงการนี�ยงั

แสดงใหเ้ป็นวา่ siRNA-WT1 ที�ใชส้ามารถลดการเพิ�มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งเตา้นมไดโ้ดยการวดั

อตัราการเจริญเติบโตซึ�งวดัจากกิจกรรมภายในเซลล์ที�รอดชีวิต วิธี MTT assay เมื�อเปรียบเทียบกบั

เซลลก์ลุ่มควบคุม ซึ� งสอดคลอ้งกบัการทดลองของกลุ่มนกัวจิยัของคุณ Mooney ซึ� งรายงานวา่การ

ลดการแสดงออกของ WT1 โดยใช ้ siRNA นั�นส่งผลต่อการยบัย ั�งวงจรการแบ่งตวัของเซลล ์โดยมี

รายงานวา่ระยะ S phase ของเซลลจ์ะถูกยบัย ั�งใหห้ยดุ และตรวจพบการยบัย ั�งการแสดงออกของ 

cyclin D1 ในขณะที�ไม่มีผลต่อ cyclin E, p21 และ p27 โดยการตรวจวิเคราะห์ดว้ยวธีิ real time RT-

PCR (Mooney, Al-Sakkaf, Brown, & Dobson, 2002) 

 

การศึกษาในโครงการวิจยันี�นอกจากจะแสดงให้เป็นวา่ siRNA-WT1 สามารถที�จะยบัย ั�ง

การเจริญเติบโตของเซลล์แลว้ ยงัแสดงใหเ้ป็นวา่ siRNA-WT1 ยงัส่งผลในการกระตุน้การตายของ

เซลล ์ แบบ apoptosis อีกดว้ย โดยการกระตุน้การทาํงานของ caspase 3 และ caspase 7 ซึ� งเป็น

เอ็นไซมส์ําคญัในกระบวนการ apoptosis ของเซลล์ โดยเอน็ไซมท์ั�ง � ชนิดนี� จดัเป็น executioner 

caspase ทาํหนา้ที�ในการตดัโปรตีนต่าง ๆ ตรงตาํแหน่งที�มีกรดอะมิโนที�จาํเพาะ และทาํใหก้ระตุน้

การเกิด DNA fragmentation หรือส่งสัญญาณการเกิด apoptosis ทาํให้เซลลเ์หี�ยว แตกเป็น 

apoptotic body และทาํใหเ้กิดการสลบักลบัดา้นของผนงัเซลล์ และโมโลกุลบนผนงัเซลล ์ เป็นตน้ 

ซึ� งโครงการนี�ไดท้าํการศึกษาการตายเพิ�มเติมโดยวธีิการยอ้มเซลลด์ว้ย annexin V และ PI ก่อน

นาํไปวเิคราะห์ดว้ย  เครื�อง flow cytometer ซึ� งพบวา่ เซลลม์ะเร็ง MCF-7 ที�ไดรั้บ siRNA-WT1 เกิด 

apoptosis จริง โดยมี early apoptosis สูงขึ�นตามระยะเวลาที�ทดสอบ ส่งผลใหม้ี late apoptosis มาก

ขึ�นตามไปดว้ย ซึ� งผลของการวิเคราะห์ดว้ย flow cytometry ไดย้นืยนัผลของการกระตุน้การตาย

ของเซลลโ์ดยการกระตุน้การทาํงานของ caspase 3 และ caspase 7  และไดย้ืนยนัผลการทดลองที�

กล่าวมาแลว้ขา้งตน้เกี�ยวกบัผลของ siRNA-WT1 ในการยบัย ั�งการเจริญเติบโตและการแบ่งตวัของ
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เซลลม์ะเร็ง จากการทดลองการยบัย ั�งการแสดงออกของยีน WT1 ส่งผลกระทบโดยตรงต่อการลด

การแสดงออกของโปรตีน WT1 และยงัส่งผลต่อโปรตีนในกระบวนการ apoptosis โดยเพิ�มการ

แสดงออกของ procaspase7 ซึ� งจะถูกกระตุน้ใหก้ลายเป็น active form และทาํหนา้ที�ในการตดั

ทาํลายโปรตีนอื�น ๆ เพื�อกระตุน้ apoptosis ในการควบคุมเอนไซม ์caspase 7 นี� เกิดจากการที�ไอโซ

ฟอร์มส่วนใหญ่ทาํหนา้ที�ในการส่งเสริมให้เกิดมะเร็ง โดยหนา้ที�หลกัคือการตา้นการเกิด apoptosis 

โดยการยบัย ั�ง apoptotic enzyme เช่น caspase3, caspase9, caspase7 ฉะนั�นในการลดบทบาทของ 

WT1 ดว้ย siRNA-WT1 จึงส่งผลกระตุน้ caspase7 ขึ�นได ้จากผลการทดลองที�ปรากฏ สอดคลอ้งกบั

การสรุปของคุณ Graidist ในปี 2009  แต่อยา่งไรก็ตามมีงานวิจยัที�ระบุวา่ไม่สามารถตรวจพบการ

แสดงออกของเอนไซมc์asepase3 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MCF-7 หลงัจากที�พวกเขาทาํการ

กระตุน้การตายของเซลลด์ว้ยสารชนิด staurosporine แต่กลบัพบการแสดงออกของเอนไซม์

ดงักล่าวในเซลล์มะเร็งเตา้นมชนิด T47D หลงัจากกระตุน้แลว้ (Mooney et al., 2002) และเนื�องจาก

ในเซลล์มะเร็งเตา้นม 

 

นอกจากนี�การทดลองในโครงการนี�ไดแ้สดงให้เห็นวา่ เซลลม์ะเร็งเตา้นม MCF-7 ที�ไดรั้บ 

siRNA-WT1 มีการแสดงออกของโปรตีน BCL-2 ลดลง ซึ� ง BCL-2 เป็นโปรตีนที�ทาํหนา้ที�ต่อตา้น

การตายแบบ apoptosis ของเซลล ์ อนัเป็นกลไกตามธรรมชาติของเซลลเ์พื�อการปรับตวัใน

สิ�งแวดลอ้มและเพื�อให้เซลล์สามารถอยูร่อดได ้ จากการทดลองพบวา่เซลลด์งักล่าวมีการลดการ

แสดงออกของ    BCL-2 ลงในระยะเวลา 72 และ 96 ชั�วโมงหลงัจากไดรั้บ siRNA-WT1 ผลการ

ทดลองที�พบนี�สามารถอธิบายไดจ้ากกลไกการทาํงานของ siRNA-WT1 ต่อการควบคุมการ

แสดงออกของ BCL-2 โดยเป็นไปไดว้า่ เมื�อใช ้ siRNA-WT1เขา้ไปยบัย ั�งยนี WT1 ทาํให ้ siRNA 

ดงักล่าวไปยบัย ั�ง WT1 isoform หลายชนิดโดยไปยบัย ั�ง WT1(+17AA,-KTS) isoform ทาํใหโ้ปรตีน 

WT1(+17AA,-KTS) ลดลง ซึ� ง WT1(+17AA,-KTS) ทาํหนา้ที�ในการตา้นการเกิด apoptosis ของ

เซลลผ์า่นทาง intrinsic pathway ในไมโตคอนเดรีย โดยจะเขา้จบักบัโปรโมเตอร์ของยนี BCL-2  

และกระตุน้ใหม้ีการแสดงออกของ BCL-2 มากขึ�น เพื�อป้องกนัไม่ใหเ้ซลลเ์กิด apoptosis แต่เมื�อมี

การใช ้ siRNA-WT1 เขา้ไปยบัย ั�งยีน WT1 ไอโซฟอร์มดงักล่าว จึงมีผลทาํใหก้ารเขา้จบักบัโปรโม

เตอร์ของ BCL-2 ลดลง ส่งผลให้จบักบั Par-4 และจากนั�น Par-4 จะจบักบัตวัยบัย ั�ง ทาํให้ไม่เกิดการ

แสดงออกของยีน BCL-2 ส่งผลต่อการกระตุน้การตายแบบ apoptosis ขึ�นนั�นเอง (Ito et al., ����)  

 

จากผลการทดลองทั�งหมดที�กล่าวมาแสดงใหเ้ห็นวา่ siRNA-WT1 สามารถยบัย ั�งการ

เจริญเติบโตเพิ�มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MCF-7 ไดแ้ละสามารถกระตุน้ให้เซลล์มะเร็งนี�

ตายโดยวิธี apoptosis  องคค์วามรู้ที�ไดจ้ากการวิจยันี�สามารถนาํไปพฒันาเทคโนโลยยีนีบาํบดัใน

การรักษาโรคมะเร็งเตา้นมดว้ยวิธีการใช ้siRNA-WT1 ต่อไปในอนาคต 
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บทที� � 

สรุปและข้อเสนอแนะ 

�. สรุป 

             โครงการนี�ประสบความสําเร็จในการลดการสดแงออกของยีนและโปรตีน WT1 โดย 

siRNA-WT1 และ lentiviral vector system ซึ� งเป็นการพฒันาวิธีการใหม่ที�มีประสิทธิภาพสูงในการ

ยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเตา้นม และกระตุน้ใหเ้ซลลม์ะเร็งนี�ตายแบบ apoptosis ได ้

โดยโคลน siRNA-WT1 ลงใน lentiviral vector ซึ� งยงัไม่มีผูใ้ดทาํมาก่อน ดงันั�นการพฒันา

เทคโนโลยยีีนบาํบดัโดยวธีินี�นบัเป็นวิธีใหม่ที�มีประโยชน์สูงมาก ผลการทดลองในโครงการนี�

นบัเป็นองคค์วามรู้ใหม่ที�สาํคญัที�เป็นประโยชน์ต่อวงการวิจยัทางการแพทย ์ นอกจากนี�โครงการ 

วิจยันี�ยงัช่วยส่งเสริมการผลิตบุคลากรที�มีความรู้ความ สามารถทางดา้นยนีบาํบดัใหก้บัประเทศไทย  

องคค์วามรู้ที�ไดจ้ากการวิจยันี� ยงัสามารถนาํไปพฒันาต่อยอดต่อไปไดอี้กมากมายไม่วา่จะเป็นการ

วิจยัหรือเป็นพื�นฐานในการพฒันาสู่การรักษาโรคมะเร็งเตา้นมดว้ยเทคโนโลยยีนีบาํบดัต่อไป ซึ� ง

ทั�งหมดนี�ลว้นเป็นประโยชน์ต่อส่วนรวมทั�งสิ�น 

 

2.  ข้อเสนอแนะ 

งานวิจยันี�ควรมีการต่อยอดในการศึกษาการนาํ siRNA-WT1 นี�ไปทดสอบการรักษาโรคใน

สัตวท์ดลองที�เป็นโรคมะเร็งเตา้นม นอกจากนี� โครงการวิจยันี� สามารถศึกษาต่อในเชิงลึกเกี�ยวกบั

กลไกหรือ mechanism ของเซลลม์ะเร็งเตา้นมที�ตอบสนองต่อ siRNA-WT1 ในระดบัจีโนม ยีนและ

โปรตีนต่างๆ เช่น กลุ่ม signaling pathway และอื�นๆต่อไปไดอี้กมาก  
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ภาคผนวก 

 
1.  การเตรียม complete DMEM (cDMEM)  

ชั�งตวงและผสมสารต่างๆเหล่านี� เขา้ดว้ยกนั 

- DMEM (low glucose)      10.00     g 

- FBS        100.00   ml 

- NaHCO3       3.70       g 

- 1000 U/ml Penicillin/1000 g/ml Streptomycin                 10.00     ml 

- 2 mg/ml Amphotericin B     0.20       ml 

เติมนํ� า sterile ultra-pure water เพื�อให้ได้ปริมาตร 1000 ml จากนั�นปรับค่าความเป็นกรด

ด่างที� pH 7.4 และนาํไปกรองเพื�อ sterile 

 

2.  การเตรียม PBS 

ชั�งตวงและผสมสารต่างๆเหล่านี� เขา้ดว้ยกนั 

- NaCl                                                                                                8.00     g 

- Na2HPO4                  1.44     g 

- KCl                                0.20     g 

- KH2PO4                                                                                 0.24     g 

 

เติมนํ� า sterile ultra-pure water เพื�อให้ได้ปริมาตร 1000 ml จากนั�นปรับค่าความเป็นกรด

ด่างที� pH 7.4 และนาํไป autoclave เพื�อ sterile ที� 121°C นาน 15 นาที 

 

3.  การเตรียม 0.25% Trypsin/EDTA 

ชั�งตวงและผสมสารต่างๆเหล่านี� เขา้ดว้ยกนั 

- Trypsin                                                                                       0.25     g 

- EDTA               0.04     g 

เติมสาร sterile PBS เพื�อให้ไดป้ริมาตร 100 ml จากนั�นนาํไปกรองเพื�อ sterile  
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