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บทคัดย่อ 

. มะเร็งเตา้นมเป็นมะเร็งท่ีเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีส าคญัในประชากรไทย โดยเป็นมะเร็งท่ีมี
อุบติัการณ์เป็นอนัดบัแรกในหญิงไทย และมีอตัราการตายสูง การรักษาในปัจจุบนัเป็นการรักษาโดยการ
ผา่ตดัร่วมกบัการใชย้าเคมีบ าบดั และการฉายแสง ซ่ึงยงัมีผลการรักษาท่ีไม่ดีนกั และมีภาวะแทรกซอ้นได้
บ่อย การรักษาโดยเทคนิคยนีบ าบดัเป็นวธีิท่ีไดรั้บความสนใจมากข้ึน เน่ืองจากมีผลขา้งเคียงต ่า และมี
ประสิทธิภาพสูง งานวจิยัน้ีมีเป้าหมายในการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นมโดยใช ้
lentiviral vector ในการเหน่ียวน าใหส้ร้าง siRNA ท่ีท  าใหเ้กิดการท าลายของ WT1mRNA ในเซลลม์ะเร็งเตา้
นม ผลการศึกษาพบวา่การยบัย ั้งยนี WT1 ท าใหเ้ซลลม์ะเร็งมีการเจริญเติบโตชา้ลง และการตายแบบ 
apoptosis มากข้ึน นอกจากน้ีการศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีถูกควบคุมโดย WT1 ไดแ้ก่ IGF-1R และ 
EGFR พบวา่การลดลงของ WT1 ท าใหเ้ซลลมี์การแสดงออกของยีน IGF-1R และ EGFR ลดลงดว้ย ดงันั้น
สรุปไดว้า่ WT1 ท าหนา้ท่ีส่งเสริมการเป็นมะเร็งเตา้นม และการใชเ้ทคนิคยนีบ าบดัชนิด lentiviral vector 
เป็นวธีิท่ีมีวธีิท่ีมีประสิทธิภาพในการประยกุตใ์ชใ้นการยบัย ั้งการท างานของยนี เพื่อผลในการลดการ
เจริญเติบโตของมะเร็ง และอาจน าไปประยกุตใ์ชใ้นทางคลินิกไดใ้นอนาคต 
 

Abstract 
             Breast cancer is the major health problem in Thailand as is the most common cancer among Thai 

women with high mortality rate. The current treatments include surgery combined with chemotherapy 
and/or radiotherapy. However, the treatment outcome is not satisfactory with common side effects. Gene 
therapy treatment receives more interest as this modality has less side effects with rather high efficacy. 
The aim of this project is to inhibit WT1 gene expression in breast cancer cells by using gene therapy 
technology utilizing lentiviral vector to induce the production of siRNA targeting WT1 mRNA. The data 
indicated that WT1 gene down-regulation induced growth inhibition and enhanced apoptosis in breast 
cancer cells. Moreover, WT1 gene down-regulation also lowered the expression of IGF-1R and EGFR. In 
conclusion, this study indicated that WT1 acts as an oncogene in breast cancer and gene therapeutic 
approach employing lentiviral vector is the power tool to selectively inhibit the expression of the 
interested gene and to control the growth of cancer cells with potential for clinical application in the 
future. 
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บทที ่ 1 
                                                          บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและทีม่าของปัญหาที่ท าการวจัิย 

โรคมะเร็งเตา้นมถือเป็นโรคท่ีเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีส าคญัในระดบัประเทศและระดบัโลก 
เน่ืองจากเป็นมะเร็งท่ีมีอุบติัการณ์สูงในประชากรเพศหญิง โดยจากขอ้มูลทะเบียนมะเร็งของประเทศ
ไทยล่าสุดพบวา่ มีอุบติัการณ์เท่ากบั 17.2 คน ต่อประชากรหญิง 100,000 คน (Age – specific incidence 
rate) ในระหวา่งปี พ.ศ. 2538 – 2540 (Sriplung et al., 2003) ซ่ึงจดัเป็นมะเร็งในเพศหญิงท่ีมีอุบติัการณ์
สูงเป็นอนัดบัสองรองจากมะเร็งปากมดลูก ยิง่กวา่นั้นพบวา่ในกรุงเทพมหานคร มะเร็งเตา้นมมี
อุบติัการณ์สูงท่ีสุดคือ 25.4 คน ต่อ ประชากร 100,000 คน สูงกวา่มะเร็งปากมดลูก จากการเปรียบเทียบ
อุบติัการณ์ของโรคมะเร็งเตา้นม จากอดีตถึงปัจจุบนั พบวา่โรคมะเร็งท่ีมีอุบติัการณ์สูงข้ึนมาตลอด 
ขอ้มูลระบาดวทิยาในระดบัโลกพบวา่มะเร็งเตา้นมเป็นมะเร็งท่ีมีอุบุติการณ์สูงสุด โดยมีผูป่้วยมะเร็งเตา้
นมรายใหม่ประมาณปีละ 990,000 ราย ซ่ึงคิดเป็น 22 % ของโรคมะเร็งทั้งหมดในเพศหญิง และยงัเป็น
สาเหตุของการตายประมาณ 375,000 รายต่อปี (Parkin et al., 2002; Parkin et al., 2001) ซ่ึงเป็นอนัดบั
สูงสุดในเพศหญิง และยงัเป็นมะเร็งท่ีมีความชุกมากท่ีสุด คือ 17.2 %ของมะเร็งทั้งหมด คือประมาณ 3.7 
ลา้นคนในปัจจุบนั (Parkin et al., 2001) 
       อุบติัการณ์ของโรคมะเร็งเตา้นมมีความแตกต่างกนัมากในระหวา่งประเทศโดยพบ
อุบติัการณ์สูงสุดในประเทศท่ีพฒันาแลว้ เช่น ยโุรป สหรัฐอเมริกา และพบวา่อุบติัการณ์นอ้ยกวา่ใน
ประเทศท่ีก าลงัพฒันาในแอฟริกา และ เอเชีย (Parkin et al., 2002; Parkin et al., 2001) ซ่ึงแสดงใหเ้ห็น
ปัจจยัดา้นส่ิงแวดลอ้ม และพนัธุกรรมท่ีมีผลต่อการเป็นโรคดงักล่าว จากความรุนแรงของปัญหาดงักล่าว 
ไดมี้งานวจิยัมากมายท่ีมุ่งอธิบายใหเ้ห็นกระบวนการเปล่ียนแปลงเป็นโรคมะเร็ง รวมทั้งการคน้หาปัจจยั
เส่ียงในการเกิดโรคดงักล่าว โดยหวงัวา่ความรู้ดงักล่าวจะเป็นพื้นฐานส าคญั ในการลดอุบติัการณ์ของ
โรค และลดอตัราการตายจากโรคน้ีลง 

มีหลกัฐานทางระบาดวทิยาช้ีใหเ้ห็นปัจจยัเส่ียงในการเป็นมะเร็งเตา้นม ซ่ึงไดแ้ก่ การมีบุตร
คนแรกในผูมี้อายมุาก  มีบุตรนอ้ย ระยะเวลาในการให้นมบุตรท่ีสั้น (Kelsey  et al., 1993) การไดรั้บ 
Exogenous hormone (IARC, 1999) และการให ้estrogen ใน post – menopausal period (IARC, 1999) 
จะเห็นไดว้า่มีปัจจยัดา้น Hormone มีความส าคญัมาก ในการท าใหเ้กิดมะเร็งชนิดน้ี ปัจจยัอ่ืนๆท่ีส าคญั
ในการส่งเสริมใหเ้กิดมะเร็งเตา้นม คือ อาหารโดยพบวา่การทานอาหารจ าพวกเน้ือสัตว ์(red -meat) 
(Department of Health, 1998) จะเพิ่มการเส่ียงการเป็นมะเร็งแต่การทานอาหารจ าพวกผกั และผลไม ้จะ
ช่วยลดความเส่ียงต่อโรคน้ี (World Cancer Research Fund, 1997) 
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เน่ืองจากความรู้กระบวนการเปล่ียนแปลงเป็นมะเร็ง ในระดบัยนีถือเป็นพื้นฐานส าคญัในการ
น าไปใชใ้นการป้องกนั และดูแลรักษาโรคมะเร็ง งานวจิยัมากมายพยายามแสดงใหเ้ห็นกลไกดงักล่าว 
พบวา่มะเร็งเตา้นมสามารถแบ่งได ้2  กลุ่มใหญ่ๆ ตามกลไกการเกิด คือ มะเร็งท่ีเป็น Hereditary group 
และ มะเร็งชนิด Sporadic group โดยมะเร็งในกลุ่ม Group แรก มีสาเหตุจาก germ – line mutations ของ
ยนีท่ีมีความส าคญัในการเกิดมะเร็ง ยนีท่ีเป็นสาเหตุของมะเร็งส่วนใหญ่ ในกลุ่มน้ี คือ BRCA 1 และ  
BRCA2 โดยเช่ือวา่ 25% Familial cancer มีสาเหตุมาจากความผดิปรกติของยนี 2 ชนิดน้ี (Carter et al., 
2001) มะเร็งในกลุ่ม Sporadic cancer ส่วนใหญ่มีสาเหตุมาจากการกระตุน้โดยฮอร์โมนโดยเฉพาะ 
estrogen ซ่ึงเช่ือวา่ท าใหเ้ซลลแ์บ่งตวัไดดี้ข้ึน และสามารถท าใหเ้กิดการผา่เหล่าของยนีไดโ้ดยตรง พบ
ความผดิปรกติของยนีหลายชนิดในมะเร็งกลุ่มน้ี  โดยสามารถแยกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ ความผดิปรกติ
ของ oncogenes ท่ีส าคญัคือ c-erb-B2  (Lewis et al., 1990; Hawkins et al., 1991) , CCND1 (Buckley et 
al., 1993; Bartkova et al., 1994; Bartkova et al., 1995), bcl-2 (Johnston et al., 1994; Joensuu et al., 
1994; Zhang et al., 1997), c-myc (Berns  et al., 1993; Watson et al., 1993), hTERT (Bieche et al., 
2000) เป็นตน้ และTumor suppressor genes ไดแ้ก่ p53 (Bieche et al., 1994; Norberg et al., 1998), E-
cadherin (Rimm et al., 1995; Heimann et al., 2000), p16/INK4 (Herman et al., 1995; Geradts et al., 
1996; Woodcock et al., 1999), RB1 (Varley et al., 1989; Berns et al., 1995),bax (Krajewski et al., 
1997) เป็นตน้ 

จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงในระดบัยนี ในแต่ละระยะของกระบวนการเปล่ียนแปลงเป็น
มะเร็งเตา้นม พบวา่ความผิดปรกติของยีนทั้ง 2 กลุ่ม (Oncogenes และ Tumor suppressor genes) เป็น
สาเหตุส าคญัในการเปล่ียนแปลงเป็นมะเร็ง ( malignant transformation ) และการเพิ่มความรุนแรงของ
มะเร็ง (tumor progression) โดยพบวา่มีการสูญเสียหนา้ท่ีของ tumor suppressor genes เน่ืองจากมีการ
กลายพนัธ์ุ( mutation) หรือการสูญหายไปของยนี (loss of heterozygosity, deletion)  ร่วมกบัการกระตุน้
ให ้ oncogenes ท างานมากข้ึน ดว้ยสาเหตุต่างๆ เช่น การเพิ่มจ านวนชุดของยนี (DNA amplification) 
การแสดงออกท่ีสูงข้ึน (overexpression) การกลายพนัธ์ุของยนี (mutation) โดยยนีท่ีพบวา่มีบทบาท
ส าคญัในช่วงตน้ของกระบวนการดงักล่าวไดแ้ก่ การท างานเพิ่มข้ึนของยนีท่ีส่งเสริมคุณสมบติัความเป็น
มะเร็ง คือ TGF-,Telomerase, cyclin D1, c-myc, bcl2, coactivator of estrogen receptor, EGFR, IGF-
1R, IGF-  (Mendelsohn et al., 2001) เป็นตน้  ส่วนในระยะหลงัของกระบวนการเปล่ียนแปลงจะพบ
การเปล่ียนแปลงท่ีส าคญัคือ การเพิ่มจ านวน (amplification) ของยนีส่งเสริมมะเร็ง ไดแ้ก่ c-erb-B2, c-
myc, cyclin D1, FGF receptor, AIB1 (coactivator of ER) ร่วมกบัการกลายพนัธ์ุ (mutation) ของ Tumor 
suppressor genes ท่ีส าคญัคือ p53, PTEN, RB1 (Mendelsohn et al., 2001) การเปล่ียนแปลงทั้งหมด
เหล่าน้ีจะท าใหเ้กิดความผดิปรกติในการท างานของเซลลคื์อ ความผดิปรกติในกระบวนการ apoptosis 
และการควบคุมวงจรการแบ่งตวั (cell cycle) รวมถึงการเกิดภาวะ genomic instability ในท่ีสุดจะ
น าไปสู่การเกิดลกัษณะทางคลินิกของโรคท่ีส าคญัและเป็นสาเหตุการตายของผูป่้วยคือ  การ
แพร่กระจายของมะเร็ง (metastatic phenotype) และการด้ือต่อการรักษาดว้ย เคมีบ าบดั antihormonal 
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therapy และรังสีรักษา  ดว้ยสาเหตุดงักล่าวท าใหเ้กิดความพยายามในการควบคุมรักษาโรคโดยการ
แกไ้ขความผดิปรกติในระดบัยนีหรือ ท่ีเรียกวา่ gene therapy ปัจจยัส าคญัในความส าเร็จของการรักษา
ดว้ยวธีิดงักล่าวไดแ้ก่ การคน้หายนีเป้าหมายท่ีมีความส าคญัต่อกระบวนการเกิดมะเร็งมากท่ีสุด เพื่อ
ประสิทธิภาพในการรักษาท่ีดี รวมทั้งตอ้งมีผลต่อเซลลป์รกติในร่างกายนอ้ยท่ีสุด ซ่ึงในปัจจุบนัยงัไม่
สามารถคน้พบวธีิการรักษาท่ีมีลกัษณะสมบูรณ์แบบดงักล่าวไว ้นอกจากน้ีความรู้ดงักล่าวไดถู้ก
น าไปใชใ้นการดูแลรักษาผูป่้วยมะเร็งเตา้นม ในหลายรูปอ่ืนๆโดยเฉพาะการน าไปใชใ้นการวนิิจฉยั 
บอกการพยากรณ์โรค บอกการตอบสนองต่อการรักษา อยา่งไรก็ตามความส าเร็จในการน าความรู้
ดงักล่าวไปใช ้ยงัมีขอ้จ ากดัอยูม่าก 

ยนี WT1 (Wilms tumor suppressor gene ) เป็นยนีท่ีมีความส าคญัในกระบวนการเกิดมะเร็งใน
มนุษย ์โดยมีหลกัฐานจากงานวจิยับ่งช้ีวา่ ยนีดงักล่าวท าหนา้ท่ีเป็น oncogene (ยนีก่อมะเร็ง) ในมะเร็ง
หลายชนิดโดยเฉพาะ Acute Leukenia (Inoue et al., 1994) ,Wilms tumor (Gessler et al., 1994; Little et 
al., 1992; Bruening et al., 1993) ovarian cancer (Bruening et al., 1993) , melanoma (Rodeck et al., 
1994), mesothelioma (Amin et al., 1995) เป็นตน้ เน่ืองจากพบวา่ยนี WT1 ท างานสูงข้ึนในส่วนใหญ่
ของมะเร็งดงักล่าว ซ่ึงต่างจากความรู้เดิมท่ีเช่ือวา่ยนี WT1 เป็นยนีตา้นมะเร็งเท่านั้น โดยพบวา่ WT1 มี
หนา้ท่ีส าคญัในการควบคุมการแจริญเติบโตของเซลล ์และการตายแบบ apoptsis การศึกษาใหเ้ห็นกลไก
ในการเหน่ียวน าใหเ้กิดมะเร็งพบวา่โปรตีน WT1 อยูใ่นกลุ่ม transcription factor (zinc finger family) 
(Madden et al., 1991; Madden et al., 1993) ท่ีสามารถควบคุมยนีเป้าหมายหลายชนิด ท่ีท าหนา้ท่ี
โดยตรงในกระบวนการแบ่งตวั และการเกิด Apoptosis ของเซลล ์โดยยนีเป้าหมายท่ีส าคญัท่ีถูกควบคุม
โดยโปรตีน WT1 คือ  

1. ยนีท่ีอยูใ่นกลุ่ม growth factor,และ growth factor receptor gene โดยเฉพาะ IGF –IR (Werner et 
al., 1993; Werner et al., 1994), EGFR (Englert et al., 1995), IGF- (Drummond et al., 
1992), PDGF-A (Wang et al., 1999), TGF- (Dey et al., 1994), Amphiregulin (Leeet et al., 
1999) เป็นตน้ 

2. ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกระบวนการเกิด Apoptosis ไดแ้ก่  bcl2 (Hewitt et al., 1995), c-myc (Hewitt et 
al., 1995) เป็นตน้ 

3. ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการแพร่กระจายของมะเร็ง ไดแ้ก่ E-cadherin (Hosonoet al., 2000) 
เป็นตน้ 

4. ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ senesence (การแก่ของเซลล)์ไดแ้ก่ HTERT (Telomerase) (Oh  
et al., 1999) 
จากการศึกษาโครงสร้างของโปรตีน WT1 เพื่อใหเ้ขา้ใจถึงกลไกในการท างาน พบวา่โปรตีน 

WT1 มีไดห้ลาย  isoforms (อยา่งนอ้ย 24 isoforms) อนัเป็นผลจาก alternative splicing (Morris et al., 
1991), alternative translational start sites (Bruening et al., 1996), RNA editing (Sharma et al., 1994) 
และพบวา่ โปรตีนเหล่าน้ีท าหนา้ท่ีต่างกนั โดยเฉพาะระหวา่ง isoforms ท่ีเกิดจาก alternative splicing 
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http://www.sciencedirect.com/#bbib94
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ซ่ึงมีอยู ่4 isoforms ท่ีเกิดจาก splicing ใน 2 ต  าแหน่ง โดยต าแหน่งแรกท าใหเ้กิดการเพิ่มหรือหายไปของ
ส่วนของโปรตีน ท่ีสร้างจาก exon 5 (17 aâ) หรือ ท่ีเรียกวา่ WT1 + 17 aâ  และ WT1 – 17 aâ  ตามล าดบั 
alternative splicing ต  าแหน่งท่ี 2 ท าใหเ้กิดการเพิ่มข้ึนหรือขาดหายไปของส่วน 3 aâ บริเวณรอยต่อ
ระหวา่ง zinc finger 3 และ 4 ของโปรตีน มีช่ือเรียกวา่ WT1+ KTS, WT1 –KTS ตามล าดบั การศึกษา
พบวา่ isoform ท่ีเกิดจาก alternative splicing มีหนา้ท่ีแตกต่างกนัโดยเฉพาะระหวา่ง WT1+KTS และ 
WT1–KTS (Wang et al., 1995) ซ่ึงเช่ือวา่ท่ีเกิดจากคุณสมบติัในการจบักบัส่วนของ promoter DNA ของ
ยนีเป้าหมายท่ีต่างกนั 

ผลการศึกษาบทบาทของ WT1 ในเซลลม์ะเร็งต่อมลูกหมาก ชวบูลย ์เดชสุขมุ และคณะได้
คน้พบ Transcript ตวัใหม่ของ WT1 ท่ีเรียกวา่ Truncated WT1 Transcript (Dechsukhum et al., 2000) 
เน่ืองจาก Transcript น้ีประกอบดว้ยเฉพาะส่วนของ exon 6 ถึง 10 ของ wild type WT1 transcript 
เท่านั้น นอกจากน้ี Transcript มีส่วนของ Intron 5 บริเวณ 5’ end ท  าใหบ้่งช้ีวา่ การเกิดข้ึนของ 
Transcript น่าจะเป็นผลจากการใช ้ectopic promoter ใน Intron 5- การตรวจระดบั Truncated WT1 
Transcript น้ี พบวา่มีปริมาณสูงในเซลลม์ะเร็งต่อมลูกหมาก ชนิด Tumorigenic cell และ metastatic cell 
เม่ือเทียบกบั non-tumorigenic cell การใช ้RT-PCR คน้หา Truncated WT1 Transcript ในเซลลม์ะเร็ง 
ชนิดต่างๆ พบวา่ สามารถพบไดใ้น breast cancer cell line (MCF-7) leukemia cell line (K562) และใน 
peripleral blood mononuclear cells จากผูป่้วย acute leukemia ขอ้มูลเหล่าน้ีบ่งช้ีวา่ Truncated WT1 อาจ
มีความส าคญัในกระบวนการเกิดมะเร็งและหรือการเพิ่มความรุนแรงของโรค แต่อยา่งไรก็ตาม 
จ าเป็นตอ้งศึกษาต่อเพื่อยืนยนั และคน้หากลไกการท างานของยนีตวัน้ี 

การศึกษาพบวา่หนา้ท่ีของ WT1 ในเซลลจ์ะแตกต่างกนัออกไปข้ึนกบั ชนิดของเซลล ์ซ่ึงเหตุผล
ท่ีส าคญัเช่ือวา่ เกิดจากการควบคุมการท างานของ WT1  โดยโปรตีนอ่ืน ท่ีส าคญัไดแ้ก่ P53 
(Maheswaran et al., 1993) และ Par-4 (Johnstone et al., 1996; Sells et al., 1997) โดยพบวา่ WT1 จะ
สามารถลดการท าใหเ้กิด Apoptosis จาก P53 ในขณะเดียวกนั P53 ท าใหก้ารควบคุมยีนเป้าหมายของ 
WT1 ต่างไปดว้ย ส่วน Par-4 จะยบัย ั้งการกระตุน้ยนีเป้าหมาย และลดคุณสมบติัการยบัย ั้งการแบ่งตวั 
(growth suppression) ของ  WT1 ขณะเดียวกนั WT1 ท  าใหค้วามสามารถในการท าใหเ้กิด apoptosis 
โดย Par-4 ลดลง เช่นกนั ตวัอยา่งการศึกษาท่ีส าคญั คือการแสดงใหเ้ห็นวา่ ความสามารถในการควบคุม
ยนีเป้าหมาย IGF-IR โดย WT1 ข้ึนอยูก่บัภาวะ P53 ในเซลล ์โดยในการทดลองท่ีใช ้Transient 
Transfection เพื่อดูความสามารถในการยบัย ั้งการท างานของยนี IGF-IR โดย WT1 (Idelman et al., 
2003) พบวา่ WT1-KTS สามารถยบัย ั้งการท างานของยนี IGF-1R เฉพาะเม่ือไม่มีการผา่เหล่า 
(mutations) ของยนี P53 ดงันั้นการศึกษาวา่ WT1 ท าหนา้ท่ีอยา่งไรในการควบคุมยนีเป้าหมาย และจะมี
คุณสมบติัส่งเสริม (oncogenic) หรือยบัย ั้งการเกิดมะเร็ง (Tumor suppression) จ  าเป็นตอ้งค านึงถึงภาวะ
ความผดิปกติของโปรตีนอ่ืนๆ เหล่าน้ีดว้ย 

   งานวจิยัท่ีศึกษาบทบาทของยนี WT1 ต่อกระบวนการเกิดมะเร็งเตา้นมพบวา่ยงัมีความขดัแยง้
ในผลการศึกษาอยู ่โดยการศึกษาการท างานของยนี WT1 โดยวธีิ RT-PCR ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม และ
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เซลลท่ี์ไม่เป็นมะเร็งพบวา่ยนี WT1 มีการท างานท่ีสูงข้ึน ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม โดยตรวจพบ WT1 
จ านวน 27 จาก 31 รายของผูป่้วย หรือประมาณ 87% แต่พบ WT1 ในเซลลป์รกติเพียง 1 ใน 20 รายหรือ
ประมาณ 5 % (Loeb et al., 2001) นอกจากน้ี การวดัระดบั WT1 mRNA ในเซลลม์ะเร็งเตา้นมจากผูป่้วย 
99 รายพบวา่ ระดบัท่ีสูงของ WT mRNA บ่งบอกถึงการพยากรณ์โรคท่ีไม่ดี (Miyoshi et al., 2002) 
อยา่งไรก็ตามการศึกษาการท างานของยนี WT1 โดยวธีิ immunohistochemical study ในมะเร็งเตา้นม
พบวา่ สามารถตรวจพบโปรตีน WT1 ในเซลลป์รกติ แต่ปริมาณ WT1จะลดลงในเซลลม์ะเร็ง 
(Silberstein et al., 1997) โดยพบวา่ 40% ผูป่้วยไม่สามารถตรวจพบ WT1 ในเซลลม์ะเร็งไดเ้ลย และ 
28% ของผูป่้วยสามารถตรวจพบ WT1 ในส่วนนอ้ยของเซลลม์ะเร็ง (< 50%)  แต่การศึกษาน้ีพบวา่ใน 
high – grade adenocarcinoma กลบัสามารถพบ WT1 ไดใ้นสัดส่วนท่ีมากข้ึนคือประมาณ 66% ของ
ผูป่้วย และพบวา่ภาวะ WT1 ท่ีสูงข้ึนสัมพนัธ์กบัการมีภาวะผา่เหล่าของยนี p53 และการสูญเสีย 
estrogen receptor นอกจากน้ียงัพบวา่ WT1 มีการสะสมใน cytoplasm ของเซลลซ่ึ์งต่างจากภาวะปรกติท่ี
อยูใ่น nucleus การศึกษาถึงบทบาทของ WT1 gene โดยนกัวจิยัในกลุ่มอ่ืนๆ พบวา่ไดข้อ้มูลท่ีบ่งช้ีวา่ 
WT1 น่าจะมีบทบาทเป็น tumor suppressor gene ไดแ้ก่ การศึกษาใน เซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด 
MCF10AT3B พบวา่ WT1 สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล ์ทั้งในหอ้งทดลอง และหลงัการฉีด
เซลลม์ะเร็งเขา้ไปในหนูและยงัพบวา่ WT1 สามารถ กระตุน้การท างานของยนี p19 ARF ซ่ึงท าหนา้ท่ี
ยบัย ั้งการแบ่งตวัของเซลล ์(Wang et al., 2008) นอกจากน้ีการศึกษาโดยกลุ่มอ่ืนๆ พบวา่ wide type 
WT1 สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลเ์ตา้นมชนิด H16N-2 โดยสัมพนัธ์กบัการท างานท่ีเพิ่มข้ึน
ของยนี p21 และสามารถกระตุน้การสร้างเป็น highly-organized acinar structure ท่ีมีลกัษณะท่ีคลา้ยกบั
ท่อของ mammary gland (Burwell et al., 2007) การศึกษาเพื่อคน้หากลไกในการยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของเซลลม์ะเร็งเตา้นม พบวา่ WT1 สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตในเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด  MDA-MB 
231 ทั้งในหอ้งทดลอง (soft agar assay) และ ในหนู (nude mice) โดยการศึกาดงักล่าวพบวา่ WT1 
กระตุน้ใหมี้การท าลาย beta catenin เพิ่มข้ึน (destabilization of beta catenin) โดยผา่นการกระตุน้ GSK-
3 beta (Zhang et al., 2003)  อยา่งไรมีการศึกษาอ่ืนๆ ท่ีบ่งช้ีวา่ WT1 อาจท าหนา้ท่ีในการกระตุก้าร
เจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็ง ไดแ้ก่การศึกษาในเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด BT-474, SKBr3 พบวา่ 
HER2/neu สามารถกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเตา้นม โดยผา่นการกระตุน้การท างานของ
ยนี WT1  (Tuna et al., 2005) นอกจากน้ี พบวา่ WT1 สามารถกระตุน้การท างานของยนี karatinocyte 
growth factor (KGF) และท าใหเ้ซลลม์ะเร็งมีการเจริญเติบโต และเคล่ือนท่ีไดม้ากข้ึน (Zang et al., 
2008) ยิง่ไปกวา่นั้นการศึกษาเพื่อวดัระดบัการท างานของยีน WT1 โดย Real-time RT-PCR ในมะเร็ง
เตา้นมพบวา่ ระดบัการท างานท่ีสูงของ WT1 ในเซลลม์ะเร็งสัมพนัธ์กบัการพยากรณ์โรคท่ีไม่ดี 
(Miyoshi et at., 2002) 

ดงันั้นจะเห็นวา่บทบาทของยีน WT1 ต่อกระบวนการเกิดมะเร็งเตา้นมยงัไม่มีขอ้สรุปชดัเจน
โดยขอ้มูลส่วนใหญ่บ่งช้ีวา่ WT1 น่าจะท าหนา้ท่ีเป็นยนีส่งเสริมการเป็นมะเร็ง (oncogene) ในมะเร็ง
ชนิดน้ี  และกลไกในการควบคุมกระบวนการเกิดมะเร็งชนิดน้ียงัไม่ทราบแน่ชดั ดว้ยเหตุท่ี WT1 ท า
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หนา้ท่ียนีเป้าหมายหลายตวัในกลุ่ม growth factor and growth factor receptors โดยเฉพาะ IGF-1R, 
EGFR, IGF-II ท่ีมีความส าคญัมากในการเกิดมะเร็งเตา้นม ท าใหผู้ว้จิยัสนใจศึกษาบทบาทของ WT1 ใน
กระบวนการเกิดมะเร็งชนิดน้ี  วธีิการศึกษาจะใชก้ารทดลองใน breast cancer cell lines MCF7 โดยใช้
เทคนิคกระตุน้การท างานยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 โดยใช ้Lentiviral vector แลว้สังเกตผลจากการ
ยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ดงักล่าว ซ่ึงรวมถึงคุณสมบติัความเป็นมะเร็งของเซลลคื์อ อตัราการ
เจริญเติบโต (proliferate rate) อตัราการตายแบบ Apoptosis และการเปล่ียนแปลงการท างานของยนี
เป้าหมายของ WT1 ไดแ้ก่ ยนี  IGF-IR, EGFR ซ่ึงเป็นยนีท่ีมีบทบาทส าคญัในการเกิดมะเร็งเตา้นม 
การศึกษาน้ีจะน าไปสู่องคค์วามรู้ใหม่ ท่ีแสดงใหเ้ห็นบทบาทและ กลไกในระดบัยนี ของ WT1 ซ่ึงอาจ
พฒันาไปเป็นการรักษาโดยวิธี gene therapy ในอนาคต ซ่ึงจะช่วยใหป้ระสิทธิภาพในการรักษามะเร็งดี
ข้ึน รวมถึงการลดผลขา้งเคียงจากการรักษาโดยวธีิ chemotherapy และ radiotherapy ลงได ้

 
1.2 วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

1. สร้างระบบการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเชลลม์ะเร็ง ท่ีมีประสิทธิภาพสูง โดยใช ้lentiviral 
vector 

2. ศึกษาผลของการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นมต่อคุณสมบติัความเป็นมะเร็ง
ของเซลล ์ไดแ้ก่ อตัราการแบ่งตวัของเซลล ์(proliferative rate) อตัราการเกิด Apoptosis (apoptosis 
index) 

3. ศึกษากลไกการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม โดยการตรวจวดัระดบัการท างานของยนี 
IGF-IR, EGFR ในระดบั mRNA  
 

1.3 ขอบเขตของโครงการวจัิย 
งานวจิยัน้ีจะศึกษาในห้องปฏิบติัการเพื่อศึกษาบทบาทของยนี WT1 ต่อกระบวนการเกิดมะเร็งเตา้นม 

โดยใช ้lentiviral vector เป็นพาหะในการท าใหเ้กิดการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม
ชนิด MCF7 แลว้จึงวดัระดบัการท างานของยนี WT1 ซ่ึงจะแสดงใหเ้ห็นความส าเร็จในการยบัย ั้งการท างาน
ของยนี จากนั้นจะดูผลต่อคุณสมบติัการเป็นมะเร็งของเซลล ์ซ่ึงไดแ้ก่ อตัราการเกิด apoptosis, proliferation 
rate นอกจากน้ีจะศึกษากลไกการท างานของยนีน้ี โดยวดัระดบัการแสดงออกของ ยนี EGFR, IGF-1R ใน
ระดบั RNA  

 
1.4 วธีิการด าเนินการวจัิยโดยย่อ 

โครงการวจิยัน้ีจะท าการศึกษาและพฒันาเทคโนโลยียีนบ าบดัเพื่อยบัย ั้งการท างานของยีน WT1 ใน
เซลล์มะเร็งเตา้นม โดยใช ้viral vector ชนิด lentiviral vector ในการยบัย ั้งการท างานของยีน WT1 ใน
เซลลม์ะเร็งดงักล่าว โดยการใช้ lentiviral vector ดงักล่าวสร้าง si RNA (small interfering RNA) ข้ึนในเซลล์
เป้าหมาย ซ่ึง si RNA ดงักล่าวจะสามารถจบักบัส่วนของ mRNA ของ WT1 ไดอ้ยา่งจ าเพาะและเหน่ียวน าให้
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เกิดการท าลายของ WT1 mRNA หลงัการน า lentiviral vector ดงักล่าวเขา้สู่เซลล์แลว้ จะท าการวรัะดบัการ
แสดงออกของยนี WT1 เพื่อยนืยนัวา่สามารถยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ไดจ้ริง รวมถึงการวดัคุณลกัษณะ
ความเป็นมะเร็งของเซลล์ดงักล่าว ไดแ้ก่ อตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ และอตัราการตายแบบ apoptosis 
และมีการศึกษาให้เห็นกลไกท่ีเก่ียวขอ้งในการท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงในคุณลกัษณะความเป็นมะเร็ง
ดงักล่าวโดยการวดัระดบั mRNA ของยีนเป้าหมายท่ีถูกควบคุมการแสดงออกโดย WT1 ไดแ้ก่ ยีน IGF-1R 
และ EGFR ในระดบั RNA โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR 
 
1.5 ประโยชน์ทีไ่ด้รับ 

1. ได ้lentiviral vector ท่ีสามารถใชใ้นการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นมท่ี
มีประสิทธิภาพสูง 

2. ไดก้ระบวนการทีมีประสิทธิภาพสูงในการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 โดยใช ้lentiviral 
vector 

3. ไดเ้ทคนิคยนีบ าบดัโดยใช ้lentiviral vector ท่ีสามารถน าไปพฒันาวจิยัต่อยอดเพื่อการรักษา
มะเร็งชนิดอ่ืนๆ โดยเฉพาะมะเร็งท่ีมีการแสดงออกของยีน WT1 ในปริมาณสูง เช่นมะเร็งเม็ด
เลือดขาว 

หน่วยงานท่ีน าผลการวจิยัไปใชป้ระโยชน์ 
ผูป่้วยและ  ครอบครัว มหาวิทยาลยั โรงพยาบาล วงการแพทย ์นกัวชิาการ ผูท่ี้เก่ียวขอ้งกบัการรักษา
โรคมะเร็ง  
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บทที ่2 
เน้ือเร่ือง 

2.1 ระเบียบวธีิด าเนินการวจัิย 
1. การเลีย้งเซลล์ในห้องปฏิบัติการ 

เซลลม์ะเร็งเตา้นม MCF7 แต่ละชนิดจะถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงชนิด DMEM/F12  
MEDIUM (Invitrogen, CA, USA) ท่ีถูกเสริมดว้ย 10% Fetal bovine serum เซลลถู์กปล่อยให้
เจริญเติบโตในตูอ้บ 37°C ท่ีมี 5% CO2  เซลลจ์ะถูกปล่อยใหเ้จริญจนไดค้วามหนาแน่น
ประมาณ 80% แลว้จึงถูก trypsinized และ subculture ในอตัราท่ีเหมาะสม 

2. การสร้าง Lentivirus vector  และการ Transduction เพ่ือยบัยั้งการท างานของยนี WT1  
2.1  จะใช ้Lentivirus vector ซ่ึงสามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดการสร้าง shRNA ท่ีจบัและ

เหน่ียวน าให้เกิดการท าลายของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม โดยขั้นตอนการสร้าง vector 
ดงักล่าวสามารถกล่าวโดยสังเขปดงัน้ี 
- สร้างส่วนของ DNA ท่ีสามารถกระตุน้การสร้าง siRNA (shRNA) ท่ีจบัอยา่งจ าเพาะ

กบัยนี WT1 สามารถท าไดโ้ดยวธีิการ PCR โดยใช ้oligonucleotides เป็นแม่แบบ 
- ตดัส่วนของ vector ท่ีบริเวณ multicloning region โดย restriction enzyme 2 ชนิด ท่ี

สามารถตดัปลายทั้ง 2 ดา้นของ cDNA 
- เช่ือมต่อ ช้ินส่วน DNA ท่ีไดจ้ากาการท า PCR เขา้สู่ Lentiviral vector (pPRIME-

CMV-GFP) โดยใช ้enzyme ligase แลว้จึงน า vector ท่ีได ้transform เขา้สู่เซลล์
แบคทีเรีย (supercompetent cells) ปล่อยใหแ้บคทีเรียเจริญใน LB agar ทีมี ampicillin 
ผสมอยู ่เลือก clone ท่ีมีส่วนของยนี WT1 โดยวธีิ PCR แลว้จึงเล้ียง clone ใหมี้ปริมาณ
มาก เพื่อน าไปสกดั plasmid โดยวธีิ Alkaline-lysis with column purification method 
(Promega, WI, USA) 

- เล้ียง retroviral packaging cell lines (T293 cell) ใน Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (Invitrogen) supplemented by 10% FCS, 0.1% P/S and 0.1% Glutamine. น า  
WT1-siRNA-lentivital vector เขา้สู่เซลล ์293T/17 cell lines ร่วมกบั packaging 
plasmid 3 ตวัโดยใช ้Fugene 6 transfection reagent (Promega, WI, USA) จากนั้นบ่ม
ท่ี 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 เป็นเวลา 18 ชัว่โมง หลงัจากนั้นก็ท าการเปล่ียนอาหาร
เล้ียงเซลลใ์หม่เขา้ไป โดยไม่เติมยาปฏิชีวนะ เพื่อใหเ้ซลลผ์ลิตไวรัสออกมาในอาหาร
เล้ียงเซลล ์บ่มเซลลท่ี์ 37 องศาเซลเซียส 10% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นก็
เก็บน ้าเล้ียงเซลลท่ี์มีอนุภาคไวรัสอยู ่แลว้กรองส่งปนเป้ือนดว้ยหวักรองขนาด 0.45 
ไมครอน 

- จากนั้นท าการ transduce อนุภาคไวรัสเขา้สู่เซลล์ MCF-7 โดยใชว้ิธี spin transduction 
ท่ี 1800 rpm นาน 1 ชัว่โมง ท่ี 25 องศาเซลเซียส จ านวน 3 คร้ัง คร้ังละ 12-18 ชัว่โมง 
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จากนั้นก็บ่มเซลล์ไวใ้นตูบ้่มเซลล์ จากนั้นท าการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ใหม่ เป็น
แบบท่ีเติมยาปฏิชีวนะดว้ยเพื่อป้องกนัการ contamination บ่มเซลล์ต่อไปอีก 1-2 วนั 
น าเอาเซลล์  MCF-7 ท่ีผา่นการท า transduction ซ่ึงในท่ีน้ีจะให้จะให้รหสัของเซลล์
เป็น MCF-7-WT1-siRNA-GFP+ และ MCF-7-C-siRNA-GFP+ cells มาท าการทดลอง
ในขั้นตอนอ่ืนๆต่อไป 

 
3. การศึกษาคุณลกัษณะความเป็นมะเร็งของเซลล์ (proliferative rate) 

การศึกษาอตัราการเจริญเติบโตของเซลล ์หลงัการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 จะใชน้ ้ายา
ส าเร็จรูป คือ CellTiTer 96 Aqueous one solution cell preliferation assay kit (Promega, WI, 
USA)โดยมีวธีิการทดลองโดยสรุปดงัน้ี 
- เล้ียงเซลลม์ะเร็งใน 96-well titer plate ใหไ้ดป้ริมาณ 3000 cell ต่อหลุม โดยเล้ียงเซลล์

ในอาหารปรกติ 
- ท าการเคล่ือนยา้ย plasmid เขา้สู่เซลลโ์ดยใช ้Lipofectamine 2000 เป็นตวัน าพา ตาม

วธีิการขา้งตน้ 
- หลงัจากนั้น 24 ชม. จึงเติมสารละลาย MTS+PES ในอาหารเล้ียงเซลล ์ปล่อยทิ้งไว ้4 

ชม. 
- น าเซลลท่ี์ไดไ้ปวดัคาวมเขม้ของสีท่ีเกิดข้ึนโดย ELISA  plate  reader ท่ีความยาวคล่ืน 

490 nm  
- น าค่าท่ีวดัไดไ้ปสร้างเป็น growth curve 
 

4. การวดัอตัราการเกดิ Apoptosis 
จะเลือกใช ้การวดั activity of caspase 3/7 ในเซลล ์หลงั transfection โดยมีขั้นตอนสังเขป

ดงัน้ี 
การวดัการท างานของ Caspase 3/7 

เน่ืองจาก caspase 3/7  เป็นโปรตีนท่ีถูกกระตุน้ในกระบวนการเกิด Apoptosis โดยจะถูก
เปล่ียนเป็น Active enzyme ท่ีสามารถยอ่ยสลายโปรตีน caspase ตวัอ่ืนๆ ได ้ดงันั้นการวดั activity 
ของ caspase 3/7 เป็นการบ่งถึงระดบั Apoptosis ท่ีเกิดข้ึน (จ านวนเซลลท่ี์เกิด apoptosis) โดยการวดั
จะใชส้ารท่ีสามารถยอ่ยดว้ย active caspase 3/7 คือ สาร Ac-DEVD-pNA เติมในสารสกดัโปรตีนท่ี
แยกไดจ้ากเซลลท่ี์ตอ้งการศึกษา ซ่ึงเม่ือสารดงักล่าวถูกยอ่ยโดย active caspase 3/7 จะท าใหเ้กิดสีท่ี
สามารถวดัไดโ้ดยเคร่ือง luminometer ท่ีความยาวคล่ืน 485Ex/527Em nm ค่าท่ีวดัไดจ้ะแปรผนัตาม
ปริมาณ active caspase 3/7 ท่ีเกิดข้ึน ขั้นตอนการทดลองเป็นดงัน้ี 
- สกดัโปรตีน จากเซลลท่ี์ตอ้งการศึกษา โดยจะสกดัจากเซลลท์ั้งในกลุ่มทดลองและกลุ่ม

ควบคุม ในปริมาณท่ีเท่ากนั 
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- เติมสารละลาย caspase assay buffer และสาร DVED-pNA 
- ปล่อยใหป้ฏิกิริยาด าเนินไป 4 ชม. ท่ี 37°C 
- วดัความเขม้ของสีท่ีเกิดข้ึนโดยวดั absorbance ท่ี 527 nm 
- น าคา่ท่ีวดัไดไ้ปค านวณเพื่อเปรียบเทียบปริมาณ apoptosis ท่ีเกิดข้ึน 
 

5. การตรวจสอบการตายของเซลล์โดยการย้อมสี Anexin V-FITC/PI 
 การกระตุน้การตายแบบ apoptosis ของเซลล ์MCF-7 ไดรั้บการยนืยนัจากการทดสอบการยอ้ม 

Anexin V-FITC/PI โดยใชชุ้ดทดสอบ Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I           (BD 
Pharmingen) ป่ันลา้งเซลล ์MCF-7 จ านวน 1x105 cells ดว้ย PBS และท าการเติม 1X buffer ลงไป 
100 l จากนั้นเติม anexin V-FITC ลงไป 5 l และเติม Propidium iodide อีก 5 l ลงไปใน
หลอดทดลองขนาด 5 ml จากนั้นท าการบ่มเซลลเ์ป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง และป้องกนัจาก
แสง เติม 1X buffer อีก 400 l และน าไปวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง flow cytometry  

 
6. การวดัระดับการท างานของยีนในระดับ RNA 

เซลล์ MCF-7-WT1-siRNA-GFP+ และ MCF-7-C-siRNA-GFP+ ถูกเก็บเก่ียวตาม
ระยะเวลาท่ีระบุในการทดลอง และน ามาป่ันลา้งตกตะกอนเซลล์ จากนั้นสกดั total RNA จาก
ตะกอนเซลล์ท่ีเตรียมได ้ดว้ยชุดสกดั RNA ชนิด Total RNA mini kit (geneaid) จากนั้น
ตรวจวดัปริมาณความเขม้ขน้ของ RNA ดว้ยเคร่ือง nanodrop จากนั้นท าการสังเคราะห์สาย 
cDNA ข้ึนมาดว้ยกระบวนการ reverses transcription โดยใช ้ReverseAid First strand cDNA 
Synthesis kit (Invitrogen, CA, USA) ตามขั้นตอนท่ีระบุในคู่มือการใชง้าน จากนั้น cDNA สาย
ใหม่ก็ถูกน ามาเป็น template ในการเพิ่มจ านวนของ PCR product โดย reaction mixed 
ประกอบดว้ย 1X PCR buffer, 0.2 mM dNTPs mix, 2 mM MgCl2, 0.4 pmole primers ซ่ึงมี
ล าดบัดงัน้ี 
WT1 reverse primer: 5'-TCAAAGCGCCAGCTGGAGTTT-3' 
WT1 forward primer: 5'-AGACATACAGGTGTGAAACC-3'  
tWT1 reverse primer : 5'-CGTTGTGTGGTTATCGCTCT -3'  
tWT1 forward primer: 5'-GAACCCTGCATCTAAAGTGG-3' 
EGFR reverse primer: 5’-GTTGAGGGCAATGAGGACAT-3’ 
EGFR forward primer: 5’-TAACAAGCTCACGCAGTTGG-3’ 
IGF1R reverse primer: 5’-GCCCCGTGTCATCAGTTCCATGAT-3’  
IGF1R forward primer: 5’-GTGTACGTTCCTGATGAGTGGGAG-3’  
GAPDH reverse primer: 5’-GTACTCAGCGGCCAGCATCG-3’  
GAPDH forward primer: 5’-AGCCACATCGCTCAGACACC-3’ 
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1 unit of Taq DNA polymerase, 10.0 l cDNA from reverse transcription step and 
RNase/DNase free water ปรับให้เป็น 25 µl/reaction จากนั้นเซตค่าอุณหภูมิและเวลาท่ีใชท้  า
ปฏิกริยา ดงัน้ี   
95C for 5 minutes จากนั้น 40 cycles ท่ี 95C for 45 second, 51C for 30 second และ 72C 
for 5 minutes ส าหรับ WT1  
95C for 5 minutes จากนั้น 35 cycles ท่ี 95C for 45 second, 60C for 30 second และ 72C 
for 5 minutes ส าหรับ tWT1 และ GAPDH 
94C for 1 minute จากนั้น 35 cycles ท่ี 94C for 30 second, 60C for 30 second, 72C for 30 
second และ 72 for 10 minutes  ส าหรับ EGFR  
94C for 1 minute จากนั้น 35 cycles ท่ี 94C for 1 minute, 65C for 1 minute, 72C for 3 
minutes และ 72 for 10 minutes  ส าหรับ IGF1R  
จากนั้นเก็บ PCR Product ไวแ้ละน าไปแยกขนาดดว้ยวิธีกระแสไฟฟ้า บน agarose gel เขม้ขน้ 
1.5% และตรวจดู PCR Product ดว้ยการยอ้มดว้ย ethidium bromide 

 
2.2 ผลการวจัิย 
ประสิทธิภาพของสร้าง lentivirus ใน packaging cells และการ transduction of lentiviral vector เข้าสู่
เซลล์มะเร็งเต้านม 

จากท่ีไดท้  าการเล้ียงเซลล์และผลิตไวรัสข้ึนมาเพื่อน าพา siRNA เขา้สู่เซลล์เป้าหมาย เราสามารถ
ตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิตไวรัสและการน า siRNA เขา้สู่เซลล์โดยการตรวจค่า GFP expression โดยดู
จากภาพในกลอ้ง Fluorescent microscope และการตรวจปริมาณของเซลล์ท่ีติดสี GFP ดว้ยเคร่ือง Flow 
cytometry  

ภาพท่ี 1 แสดงให้เห็นปริมาณของเซลล์ 293FT ท่ีผา่นการท า plasmid transfection ซ่ึงเม่ือเวลา 48 
ชัว่โมงหลงัจากกระบวนการ transfection เซลล์ 293FT จะมีการแสดงออกของโปรตีน GFP ข้ึนมาภายใน
เซลล์ซ่ึงแสดงถึงความสามารถในการผลิต lentivirus virion ได ้ปริมาณของ GFP+ cells จะเป็นเคร่ืองบ่งช้ี
ในเชิงคุณภาพ ถึงความเขม้ขน้ของไวรัสนัน่เอง กล่าวคือหากมีปริมาณ GFP+ cells มาก ความเขม้ขน้ของ
ไวรัสก็จะมากข้ึนดว้ย โดยจากภาพจะเห็นวา่ ประสิทธิภาพการ transfection ในเซลล์ 292FT มีปริมาณสูง ทั้ง
ในกรณีท่ีใช ้control plasmid (C-siRNA-GFP+ plasmid) และ WT1-siRNA plasmid (WT1-siRNA-GFP+ 
plasmid) ทั้งน้ี control plasmid จะท าให้เกิด lentiviral vector ชนิดท่ีสร้าง siRNA ท่ีไม่จ  าเพาะกบัยีนใด โดย
ใช้ช่ือว่า C-siRNA-GFP+ vector จึงท าการทดลองโดยใช ้control lentiviral vector ดงักล่าวร่วมดว้ย กบั 
WT1-siRNA- GFP+  vector ซ่ึงสามารถสร้าง siRNA ท่ียบัย ั้งการท างานของยีน WT1 ในการทดลองทุก
ขั้นตอน 

ภาพท่ี 2A แสดงถึงจ านวน 293FT-C-siRNA-GFP+ cells และ 293FT-WT1-siRNA-GFP+ cells ท่ี
เวลา 48 ชัว่โมง หลงัไดรั้บการ transfection โดย plasmid DNA ซ่ึงวดัไดจ้าก flow cytometry และเม่ือน าเอา 
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lentiviral supernatant ท่ีไดไ้ปทดสอบ viral titer พบว่าปริมาณเซลล์ท่ีไดจ้ากการทดสอบ viral titer มีค่า 
53.06% และ 56.60% ในเซลล์ 293FT-C-siRNA-GFP+ และ 293FT-WT1-siRNA-GFP+ ตามล าดบั (ภาพท่ี 
2B) ซ่ึงค่า titer ท่ีไดน้ี้ สามารถท านายค่า transduction efficiency ไดอี้กดว้ย กล่าวคือ ถา้ titer สูง การ 
transduction ก็จะเกิดไดดี้เช่นกนั 

 ภาพท่ี 3 เป็นผลการท า lentiviral transduction เขา้สู่เซลล์เป้าหมายคือ เซลล์มะเร็งเตา้นม MCF-7 
พบวา่ เราสามารถน า C-siRNA-GFP+ vector และ WT1-siRNA-GFP+ vector เขา้สู่เซลล์ได ้70.25% และ 
73.04% ตามล าดบั ซ่ึงจะเห็นวา่วิธีการ spin transduction น้ีมีประสิทธิภาพค่อนขา้งสูงในการน าไวรัสเขา้สู่
เซลลช์นิดดงักล่าว 

 
 
 

 
 
ภาพที ่1 293FT cells exhibit GFP expression after 24 and 48 hours of transfection process.  
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ภาพที ่2 293FT packaging cell lines were transfected with WT1-siRNA or C-siRNA. At 48 hours after 
transfection cells were trypsinized for determination of transfection efficiency based on GFP expression 
(A). Lentiviral supernatant was filtrated and transduced to 293FT, for titer measurement which directly 
refer to transduction efficiency (B).  
 

 
 
ภาพที ่3 GFP expression of human breast cancer (MCF-7) cell lines at 48 hours post transduction.  Bright 
field and fluorescent field were parallel compared and approximately 70% of MCF-7-C-siRNA-GFP+ cells 
were shown (panel A) and 73% of MCF-7-WT1-siRNA-GFP+ cells were shown (panel B). Bright field 
was compared with fluorescent filed with 10X magnification power.  
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การวเิคราะห์การเจริญเติบโตของเซลล์  
ผลการทดลอง: WT1-siRNA ส่งผลลดอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 
 น าเอาเซลลท่ี์ไดม้าตรวจสอบหาการรอดชีวิตของเซลลพ์บวา่ เม่ือเวลาผา่นไป MCF-7-WT1-
siRNA-GFP+ cells มีอตัราการรอดชีวิตลดนอ้ยลงไป ซ่ึงจะสังเกตเห็นไดอ้ยา่งชดัท่ีเวลา 48, 72, และ 96 
ชัว่โมง ตามล าดบั เซลลร์อดชีวติลดจ านวนลงมากกวา่ 3 เท่าจากเวลาเร่ิมตน้  ในขณะท่ี MCF-7-C-siRNA-
GFP+ cells ซ่ึงใชเ้ป็นกลุ่มควบคุมมีอตัราการรอดชีวติท่ีเพิ่มสูงข้ึนตามระยะเวลาท่ีเพิ่มมากข้ึน (ภาพท่ี 4) 
แสดงใหเ้ห็นวา่ WT1-siRNA มีผลลดอตัราการรอดชีวติของเซลล ์MCF-7 และเพื่อเป็นการยนืยนัผลการ
ยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์จึงไดท้  าการทดลองตรวจสอบค่าการเจริญเติบโตดว้ยชุดทดสอบ MTT assay และ
วดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 490/620 nmพบวา่ ค่าอตัราการเจริญเติบโตของเซลลใ์นกลุ่ม MCF-7-WT1-siRNA-
GFP+ มีลดลงอยา่งมีนยัส าคญัตามล าดบั ดงัน้ี 0.16±0.01, 0.13±0.01, 0.12±0.003, 0.10±0.003, 0.08±0.003 
ในเวลา 0, 24, 48, 72, และ 96 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นช้ีให้เห็นวา่เซลลม์ะเร็งเตา้นมถูกยบัย ั้งการเจริญเติบโตไดด้ว้ย 
WT1-siRNA ในขณะท่ีกลุ่มควบคุม (MCF-7-C-siRNA-GFP+ cells) มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีเพิ่มมากข้ึน
ตามปกติ (ภาพท่ี 5) กล่าวโดยสรุป WT1-siRNA มีผลต่อการลดการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเตา้นม
นัน่เอง  
 
 
 

 
ภาพที ่ 4 WT1-siRNA inhibits cell growth of MCF-7. At specific time points of transduction, MCF-7-
WT1-siRNA-GFP+ and WT1-C-siRNA-GFP+ cells were collected and determined viable cell count by 
trypan blue exclusion assay.  
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ภาพที ่5 WT1-siRNA induces cellular proliferation suppression of MCF-7. At specific time  
points of transduction, MCF-7-WT1-siRNA-GFP+ cells and MCF-7-C-siRNA-GFP+  cells were collected  
and evaluated proliferation rate by MTT assay. 
 
การตรวจสอบการตายของเซลล์ โดยวดัจากการท างานของเอนไซม์คาสเปส 3/7 
ผลการทดลอง: WT1-siRNA กระตุ้นการตายแบบ Apoptosis ในเซลล์  MCF-7 

Caspase-3/7 เป็นเอนไซมใ์นกระบวนการเกิด apoptosis ของเซลล ์ โดยจะเป็นเอนไซมใ์นล าดบั
สุดทา้ยใน apoptotic pathway และหากพบการแสดงออกของเอนไซมเ์หล่าน้ีมากข้ึนแสดงวา่เซลลถู์กกระตุน้
ใหต้ายแบบ apoptosis นัน่เอง จากขอ้มูลดงักล่าวเราจึงท าการศึกษาผลของ WT1-siRNA ในการกระตุน้การ
ตายของเซลล ์ โดยวดัจาก caspases activity จากการทดลองพบวา่ เม่ือเวลาเพิ่มข้ึน อตัราของ caspase-3/7 
activities ก็เพิ่มมากข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัในกลุ่มของ MCF-7-WT1-siRNA-GFP+ cells โดยใหค้่า 3,138±117, 
3,443±164, 3,383±178 และใหค้่าสูงสุด 5,358±229 RFU ท่ีเวลา 24, 48, 72, และ 96 ชัว่โมง ตามล าดบั เม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม MCF-7-C-siRNA-GFP+ cells โดยสามารถสรุปไดว้า่ WT1-siRNA กระตุน้ให้
เซลลต์ายแบบ apoptosis ไดต้ามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน caspase-3/7 จดัเป็น executioner caspases ซ่ึงเป็น
เอนไซมท่ี์มีหนา้ท่ีในการตดัโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิด apoptosis เช่น PARP เป็นตน้ และการท่ีเอนไซม์
ทั้งสองจะท างานไดจ้ะตอ้งไดรั้บการกระตุน้ใหก้ลายเป็น active form ก่อน แลว้จึงท าหนา้ท่ีได ้ และจาก
การศึกษาผลของ WT1-siRNA พบวา่มี activity ของเอนไซมเ์กิดข้ึนสูงหลงัจากทดสอบ แสดงใหเ้ห็นวา่ 
WT1-siRNA มีประสิทธิภาพอยา่งมากในการกระตุน้การตายของเซลลม์ะเร็งเตา้นม MCF-7 
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ภาพที ่6 WT1-siRNA induces apoptosis of MCF-7. At specific time points, MCF-7-WT1-siRNA-GFP+ 
cells and MCF-7-C-siRNA-GFP+ cells were collected for apoptosis determination based on the activation 
of Caspase-3/7 enzyme activities. 
 
การตรวจสอบการตายของเซลล์โดยการย้อมสี Anexin V-FITC/PI 
ผลการทดลอง: WT1-siRNA กระตุ้นการตายของ MCF-7 cells แบบ apoptosis  
 กระบวนการตายของเซลลแ์บบ apoptosis นั้น เกิดข้ึนจากการถูกกระตุน้ดว้ยสารบางชนิด ท่ี
สามารถจบักบัตวัรับ และกระตุน้การส่งสัญญาณผา่นโปรตีนต่าง ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งมาเป็นล าดบั โดยแบ่ง
เส้นทางการกระตุน้เป็น 2 เส้นทาง คือ intrinsic และ extrinsic pathway ข้ึนกบัตวักระตุน้ เซลลจ์ะมีรูปร่าง
เปล่ียนแปลงไปเม่ือเกิด apoptosis เช่น มีการเห่ียวลง (cell shrinking) ขนาดเล็กลง (small size) เกิด DNA 
condensation เกิดการพลิกกลบัของผนงัเซลล ์ จากดา้นในออกมาดา้นนอก (membrane permeability) ท าให้
สามารถใชห้ลกัการน้ีในการตรวจหาเซลล ์ apoptosis ได ้ โดยจะมีโมเลกุลบนผนงัเซลลท่ี์เรียกวา่ 
phosphatidylserine ซ่ึงปกติจะอยูท่ี่ผนงัเซลลด์า้นใน (inner membrane) จะถูกยา้ยออกมาอยูท่ี่ผนงัเซลลด์า้น
นอก (outer membrane)  ใหเ้พื่อท าการตรวจเช็คผลของ WT1-siRNA ต่อการกระตุน้การตายของเซลลม์ะเร็ง
เตา้นมชนิด MCF-7 เราไดท้  าการทดสอบดว้ยการยอ้มสี anexin V-FITC และ propidium iodide (PI) โดยท่ี 
anexin V จะท าปฏิกิริยาเกาะกบั โมเลกุลของ phosphatidylserine และ PI จะแทรกเขา้ไปในเซลลแ์ละไปติด
สี DNA ท่ีเม่ือเกิด apoptosis แลว้จะเกิด DNA fragmentation ดว้ย จากการทดลองพบเซลลท่ี์ถูกกระตุน้ให้
ตายแบบ apoptosis เพิ่มมากข้ึนในกลุ่มท่ีทดสอบดว้ย WT1-siRNA โดยปริมาณเซลล ์ early apoptosis เพิ่ม
จาก 5.22% เป็น 11.03% เม่ือเวลาผา่นไป 96 ชัว่โมง ในขณะท่ีเซลลใ์นกลุ่มควบคุม MCF-7-C-siRNA-GFP+ 
cellsใหผ้ลการกระตุน้ไม่แตกต่างกนั และหากพิจารณาจากปริมาณเซลลท่ี์เป็น late apoptosis พบวา่ WT1-
siRNA กระตุน้การตายของเซลล ์MCF-7 ไดม้ากข้ึนอยา่งเห็นไดช้ดั โดยมีค่าตั้งแต่ 7.57%, 9.49%, 13.35%, 
31.25%, และ 46.34% เม่ือเวลา 0, 24, 48, 72, 96 ชัว่โมง ตามล าดบั (ภาพท่ี 7) จากผลการทดลองใช ้
WT1siRNA ในการกระตุน้เซลลม์ะเร็งเตา้นม MCF-7 ใหต้ายแบบ apoptosis นัน่ก็พอจะสรุปไดว้า่ 
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กระบวนการกระตุน้ดว้ย WT1-siRNA ท าใหเ้ซลลเ์กิด apoptosis ซ่ึงตรวจพบทั้งทางดา้นกายภาพคือการท่ี
เซลลเ์ปล่ียนแปลงรูปร่าง รวมถึงคุณสมบติัของผวิเซลล ์และในระดบัโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้ง ไดแ้ก่เอนไซมค์าส
เปส เป็นตน้ ซ่ึงผลการทดลองท่ีไดท้ั้งหมดมีควา่มสอดคลอ้งกนั และยนืยนัใหเ้ห็นวา่การยบัย ั้งการท างาน
ของยนี WT1 ส่งผลใหเ้ซลลม์ะเร็งเตา้นมมีการตายแบบ apoptosis สูงข้ึนอยา่งชดัเจน 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 7 Apoptosis induction by WT1-siRNA on MCF-7 breast cancer cells. MCF-7-WT1-siRNA-GFP+ 
cells and MCF-7-C-siRNA-GFP+ cells were collected for Anexin-V/PI staining. Cells were analyzed by 
flow cytometry. 
 
การตรวจสอบการแสดงออกของยนีด้วยวิธี RT-PCR 

ผลการทดลอง: การลดการแสดงออกของยีน WT1 และยีนเป้าหมายของ WT1 หลังจากทดสอบด้วย 
WT1siRNA 
 จากท่ีไดท้ราบมาแลว้วา่ siRNA มีผลต่อการยบัย ั้งการแสดงออกของยีนท่ีจ าเพาะเพราะฉะนั้นใน
การใช ้ WT1-siRNA จึงตอ้งพิสูจน์วา่ยีน WT1 ถูกลดการแสดงออกลงดว้ยจริงและเป็นสาเหตุให้เกิดการ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเตา้นมดว้ย ในการทดลอง ใช ้WT1-siRNA เพื่อยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของเซลลม์ะเร็งเตา้นม และศึกษาผลของ WT1-siRNA นั้น ๆ เม่ือเพิ่มระยะเวลาในการเล้ียงเซลล์ต่อไปเร่ือย 
ๆ พบวา่ การแสดงออกของ WT1 ในเซลล์ MCF-7-WT1-siRNA-GFP+ ถูกลดการแสดงออกลง เม่ือเวลาผา่น
ไป  24, 48, 72, และ 96 ชัว่โมงของการทดสอบ (ภาพท่ี 8) ซ่ึงสามารถสรุปไดว้า่ กลไกการออกฤทธ์ิของ 
WT1-siRNA นั้นมีผลมาจากการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน WT1 ในขณะท่ีเซลล์ในกลุ่มควบคุม MCF-7-C-
siRNA-GFP+ นั้นยงัคงมีการแสดงออกของยนี WT1 อยูใ่นระดบัเท่า ๆ กนั แมว้า่เวลาจะเพิ่มข้ึนก็ตาม จากผล
ท่ีปรากฏข้ึนน้ี สอดคลอ้งกบัผลการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ MCF-7 และพร้อมกนันั้นก็เกิดการกระตุน้ให้
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เซลล์ตายแบบ apoptosis ดว้ย เพราะฉะนั้นบทบาทหนา้ท่ีของยีน WT1 ในเซลล์มะเร็งก็คือการกระตุน้การ
เจริญเติบโตของเซลล์ และยบัย ั้งการตายของเซลล์แบบ apoptosis จากการศึกษาการท างานของ WT1 target 
genes ท่ีส าคญั คือ IGF-1R and EGFR พบวา่การลดการแสดงออกของยีน WT1 ส่งผลต่อยีนเป้าหมายของ 
WT1 อีกดว้ย ไดแ้ก่ growth factor gene: IGF-1R ซ่ึงถูกลดการแสดงออกท่ีเวลา 72 และ 96 ชัว่โมง และยีน 
EGFR ซ่ึงถูกลดการแสดงออกลงเม่ือเวลา 96 ชัว่โมง (ภาพท่ี 8) 
 

 
 
ภาพที ่8 Gene expression of MCF-7-WT1-siRNA-GFP+ compared with MCF-7-C-siRNA-GFP+.  
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บทที ่3 
ข้อวจิารณ์ 

 

3.1 การรายงานผลการวจัิย และการวเิคราะห์ผล 
งานวจัิยได้ผลการทดลองดังนี ้

1. สามารถสร้าง lentiviral vector DNA ท่ีมีคุณสมบติัการยบัย ั้งการแสดงออกของยนี WT1 ใน
เซลลม์ะเร็งเตา้นม MCF-7 ได ้โดยใช ้vector ชนิด Lentiviral vector (pPRIME-CMV-GFP) 
โดยการตดัต่อส่วนของ DNA ท่ีสามารถสร้างเป็น shRNA ในเซลลเ์ป้าหมายได ้

2. ไดว้ธีิการท่ีใชใ้นการสร้าง lentiviral vector ท่ีมีประสิทธิภาพสูง โดยสามารถกระตุน้ให้ 
packaging cells มีการสร้าง lentiviral vector ไดใ้นสัดส่วนท่ีสูงประมาณ 54.83% 

3. ไดท้  าการผลิต lentiviral vector ท่ีสามารถยบัย ั้งการแสดงออกของยีน WT1 ไดอ้ยา่งเพียงพอ 
4. สามารถน า lentiviral vector ดงักล่าวเขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายคือ เซลลม์ะเร็งเตา้นม MCF-7 ไดอ้ยา่ง

มีประสิทธิภาพ โดยสามารถท าใหเ้กิดการ transduction ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม MCF-7 ไดถึ้ง 
71.65%  

5. พบวา่วธีิการท่ีใชใ้นการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 โดยใช ้lentiviral vector เพื่อการกระตุน้
การสร้าง shRNA ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม เป็นวธีิการท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการยบัย ั้งการท างาน
ของยนี WT1 โดยแสดงใหเ้ห็นจากผลการท า RT-PCR 

6. สามารถแสดงผลของการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม โดยพบวา่การ
ยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ดงักล่าว น าไปสู่การเปล่ียนแปลงในคุณสมบติัของการเป็นมะเร็ง
ท่ีส าคญั ไดแ้ก่ การท าใหเ้ซลลมี์การตายแบบ apoptosis เพิ่มข้ึน ทั้งแบบ late and early 
apoptosis โดยการเกิด early apoptosis เพิ่มข้ึนจาก 5.22% เป็น 11.03% ส่วนการเกิด late 
apoptosis เพิ่มข้ึนจาก 7.57% เป็น 46.34% ในเวลา 96 ชม. รวมถึงการลดลงของอตัราการ
เจริญเติบโตของเซลล์ ท่ีตรวจโดยใช ้MTT assay 

7. สามารถแสดงใหเ้ห็นกลไกของการตา้นคุณสมบติัของความเป็นมะเร็งหลงัการยบัย ั้งการท างาน
ของยนี WT1 ไดว้า่ น่าจะเป็นผลมาจากการท่ีมีการยบัย ั้งการท างานของยนี EGFR and IGF-1R 
โดยผลการลดลงของการท างานของยนีจะเห็นชดัในเวลา 96 ชม. หลงัการ transduction 

3.2 อภิปรายผลการวจัิย 
WT1-siRNA ท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังน้ีสามารถส่งผลยบัย ั้งการเจริญเติบโต และลดอตัราการ 

proliferation ของเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MCF-7 ไดต้ามระยะเวลาท่ีท าการทดลอง นอกจากน้ียงัสามารถ
กระตุน้การตายของเซลลม์ะเร็งดงักล่าวไดด้ว้ยการเพิ่ม Caspase-3/7 apoptotic enzyme activities ส่งผลให ้
MCF-7 cells ตายแบบ apoptosis ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองการยอ้มสี Anexin/PI ท่ีใหผ้ลการเพิ่ม
ปริมาณเซลลต์ายทั้งแบบ early และ late apoptosis ในกลุ่มเซลลท่ี์ถูกทดสอบดว้ย WT1-siRNA ซ่ึงทั้งหมดน้ี
เป็นผลจากการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน WT1 อนัเน่ืองจาก WT1-siRNA นัน่เอง ยิง่ไปกวา่นั้น ยนีท่ีท า
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หนา้ท่ีเป็น Growth factor ไดแ้ก่ IGF-1R และ EGFR ก็ไดรั้บผลกระทบจากการลดการแสดงออกของยนี 
WT1 ซ่ึงสังเกตไดจ้ากมีการลดการแสดงออกลงของยนี IGF1R และ EGFR ในกลุ่มของ WT1-siRNA 
transduced cells ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่กลไกการออกฤทธ์ิของการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 โดย siRNA 
นั้น น่าจะผา่นการยบัย ั้งการท างานของ WT1-target genes ท่ีส าคญั คือ IGF1R และ EGFR  
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บทที ่4 
สรุปผลการวจิัย และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการท าวจัิยและข้อเสนอแนะ 
การวจิยัน้ีสามารถสรุปผลการทดลองดงัน้ี 

1. การใชเ้ทคนิคยนีบ าบดัโดยการใช ้lentiviral vector เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการยบัย ั้งการ
ท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม โดยพบวา่เซลลม์ะเร็ง 73.04% มีการ transduction โดย
ไวรัส ไดส้ าเร็จ 

2.  กระบวนการใช ้lentiviral vector ดงักล่าวสามารถยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ 

3. การลดลงของการแสดงออกของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม ส่งผลใหเ้ซลลมี์การเจริญเติบโต
ลดลง และมีการตายแบบ apoptosis มากข้ึน 

4. การลดลงของ WT1 มีผลท าใหก้ารแสดงออกของยนีท่ีถูกควบคุมโดย WT1 ไดแ้ก่ IGF-1R and 
EGFR มีปริมาณลดลง 

5. จากผลการทดลองบ่งช้ีวา่ WT1 ท าหนา้ท่ีส่งเสริมคุณสมบติัความเป็นมะเร็งเตา้นม และการยบัย ั้ง 
การท างานของยนี WT1 น้ี มีศกัยภาพในการพฒันาต่อยอดเพื่อการรักษามะเร็งชนิดน้ีในอนาคต 
ต่อไป 
การรักษามะเร็งโดยเทคนิคยีนบ าบดัไดรั้บความสนใจอยา่งกวา้งขวางเน่ืองจากเป็นวธีิท่ีมี

ประสิทธิภาพสูง และมีผลขา้งเคียงของการรักษานอ้ยกวา่การรักษาแบบเดิมท่ีใชย้าเคมีบ าบดั ท่ีมีราคาแพง
และมีภาวะแทรกซอ้นสูง งานวจิยัน้ีเป็นความพยายามในการพฒันาวธีิการรักษามะเร็งเตา้นมในรูปแบบยนี
บ าบดั โดยใช ้lentiviral vector ในการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม ซ่ึงมีหลกัฐานจาก
งานวจิยัก่อนหนา้น้ีวา่ อาจท าหนา้ท่ีเป็นยนีส่งเสริมการเป็นมะเร็ง (oncogene) ชนิดดงักล่าวน้ี ผลการทดลอง
แสดงใหเ้ห็นวา่ เทคนิคยนีบ าบดัโดยใช ้lentivitral vector เป็นวธีิท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการยบัย ั้งการท างาน
ของยนีใดยนีหน่ึงท่ีตอ้งการ และเป็นยนีท่ีมีความส าคญัในกระบวนการก่อมะเร็ง ดงัเช่น ยนี WT1 ในมะเร็ง
เตา้นมเป็นตน้ และสนบัสนุนความเป็นไปไดใ้นการน าวิธีการยนีบ าบดัท่ีพฒันาข้ึนน้ี ไปประยกุตใ์ชใ้นการ
ท าวจิยัในสัตวท์ดลอง และในผูป่้วยมะเร็งในอนาคต เพื่อยนืยนัใหเ้ห็นประสิทธิภาพ และความปลอดภยัใน
การใหว้ธีิการดงักล่าวน้ี ในการรักษาโรคมะเร็งเตา้นม ซ่ึงน่าจะเป็นการรักษาทางเลือกท่ีส าคญัในผูป่้วยบาง
ราย โดยเฉพาะผูท่ี้เกิดภาวะแทรกซอ้นจากการรักษาในแบบเดิม หรืออาจประยกุตใ์ชใ้นแบบ 
complementary treatment โดยใชร่้วมกบั การรักษาแบบเดิมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาใหดี้ข้ึน 
นอกจากมะเร็งเตา้นมแลว้ เทคนิคยนีบ าบดัยงัสามารถประยกุตใ์นการรักษาโรคมะเร็งชนิดอ่ืนๆ โดยอาศยั
หลกัการดงักล่าว หรือรวมถึงการรักษาโรคทางพนัธุกรรมท่ีส าคญัอ่ืนๆ ซ่ึงจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการ
รักษา ลดภาวะแทรกซอ้น และลดค่าใชจ่้ายของการรักษาลง อนัจะเป็นผลดีต่อระบบการรักษาของประเทศ
โดยรวมในท่ี 
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