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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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




