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บทคดัย่อ 

ยนี Wilms’tumor 1 (WT1) ถูกถอดรหสัเป็นโปรตีน WT1 ซึ� งทาํหนา้ที�เป็น transcription factor ที�มี

บทบาทต่อการเจริญเติบโต และการมีชีวิตรอดของเซลล ์มีการตรวจพบการแสดงออกอยา่งมากของยีน

ดงักล่าวในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวสายพนัธ์ุชนิด chronic myeloid leukemia (CML)  และเซลล์มะเร็งเม็ด

เลือดขาวจากผูป่้วย acute lymphoblastic leukemia  (ALL)  ในการวิจยัครั� งนี�  มีวตัถุประสงคใ์นการควบคุม

อตัราการเจริญเติบโต และการกระตุน้ใหเ้ซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวดงักล่าวตายแบบ apoptosis โดยการใช้

เทคโนโลย ีRNA interference โดยทาํการออกแบบ siRNA ที�จาํเพาะต่อ WT1 mRNA ขึ�นมาใหม่และ clone 

เขา้สู่ lentiviral vector ทีมี GFP เป็น reporter gene จากนั�น ทาํการผลิต lentivirus ดว้ยเทคนิคตกตะกอนดว้ย

แคลเซียม จากนั�นนาํไวรัสที�ผลิตไดเ้ขา้สู่เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด CML โดยใช ้K562 cell line และ ALL 

ชนิด ALL-L1 จากผูป่้วย จากนั�นนาํเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวที�ไดรั้บ WT1-siRNA ไปผา่นการคดัเลือกเอา

เฉพาะเซลล์ที�มีการแสดงออกของ GFP reporter และนาํไปทาํการทดลองเพื�อหาอตัราการเจริญเติบโต และ

การตายแบบ apoptosis จากการทดลองพบวา่     WT1-siRNA สามารถลดการแสดงออกของ WT1 mRNA และ

โปรตีน WT1 ในเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดทั�งชนิด K562 และ ALL-L1 ไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญั โดยพบการแสดงออก

ของ WT1 ลดลงเมื�อเวลาผา่นไป 72 ชั�วโมงสาํหรับ เซลลช์นิด K562 และตั�งแต่เวลา 48 ชั�วโมง สําหรับ ALL-

L1 นอกจากนี�ยงัพบวา่ WT1-siRNA ยงัส่งผลในการลดการแสดงออกของ mRNA ของ Interleukin-2 (IL-2) 

และ IL-2 receptor ไดแ้ก่ IL-2RB และ IL-2RG  ผลจากการลดการแสดงออกของ WT1 mRNA ทาํใหอ้ตัราการ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว K562 ถูกยบัย ั�งดว้ยอตัรา 10% 12% 16% 25% 40% 44% และ 88% 

ที�เวลาการทดลอง 3, 6, 12, 24, 48 ,72 และ 96 ชั�วโมง ตามลาํดบั และ ALL-L1 ถูกยบัย ั�งการเจริญเติบโตลง

ประมาณ 79±14% ที�เวลา 48 ชั�วโมง ยิ�งไปกวา่นั�น จากการศึกษาการตายแบบ apoptosis โดยการยอ้มสีเซลล์

ดว้ย Annexin-V FITC และ Propidium Iodide ก่อนการวิเคราะห์ดว้ยเตรื�อง flow cytometry พบวา่ WT1-

siRNA สามารถกระตุน้การตายของเซลล ์ K562 ไดโ้ดยพบการตายในระยะ early apoptosis ประมาณ 70% 

เมื�อเวลาการทดสอบผา่นไปเพียง 12 ชั�วโมงเท่านั�นและการตายแบบ late apoptosis ก็สูงขึ�นเมื�อเวลามากขึ�น

ในทางเดียวกนัพบวา่ WT1-siRNA สามารถกระตุน้การตายของเซลล ์ ALL-L1 ไดโ้ดยพบการตายในระยะ 

early apoptosis ประมาณ 36.63% และการตายแบบ late apoptosis ก็สูงขึ�นเมื�อเวลามากขึ�น  จากการทดลอง

ยงัแสดงให้เห็นวา่ WT1-siRNA กระตุน้ให้เซลลม์ะเร็งตายดว้ยกลไกการกระตุน้การทาํงานของ เอ็นไซม์ 

Caspase 3/7 ซึ� งเป็นเอ็นไซมท์ี�เกี�ยวขอ้งกบัการเกิด apoptosis  โดยพบวา่เมื�อเวลาผา่นไปเซลล ์  มีอตัราการ

เพิ�มขึ�นของเอ็นไซม ์Caspase 3/7 ประมาณ 3 เท่า และประมาณ �.� เท่าในเซลล ์K562 และเซลล ์ALL-L1 ใน

เวลา 48 ชั�วโมงหลงัไดรั้บ siRNA ตามลาํดบั ซึ� งสอดคลอ้งกบัการเพิ�มขึ�นของโปรตีน caspase 7 ใน

เซลล์มะเร็งทั�ง � ชนิด จากผลการทดลองทั�งหมดสรุปไดว้า่ WT1-siRNA สามารถยบัย ั�งการเจริญเติบโต และ

กระตุน้การตายแบบ apoptosis โดยผา่นกลไกแบบ intrinsic apoptosis pathway ของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว

ทั�งชนิด K562 cell line  และ ALL-L1 จากผูป่้วยไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูง องคค์วามรู้ใหม่ที�ไดจ้ากโครงการ
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นี�นบัวา่เป็นประโยชน์ต่อวงการวิจยัและเป็นองคค์วามรู้ที�สาํคญัในการนาํไปสู่การพฒันาวธีิการรักษา

โรคมะเร็งเม็ดเลือดชนิด CML และ ALL-L1 ดว้ยเทคโนโลยยีนีบาํบดัที�มีประสิทธิภาพสูงต่อไป 
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Abstract 

Wilms’ tumor 1 (WT1) gene encodes a transcription factor WT1 which crucial for cellular 

proliferation and survival. WT1 was overexpressed in several types of leukemia including chronic myeloid 

leukemia (CML) and acute lymphoblastic leukemia type (ALL). Our research focused on studying the effect 

of new designed WT1-siRNA on inhibition of leukemic cells proliferation and activation of the cells 

apoptosis.  To this end, the new designed WT1-siRNA was cloned into GFP lentiviral vector. Lentivirus 

particles containing WT1-siRNA were then generated using calcium chloride precipitation approach prito 

to delivered into CML K562 cell line and primary ALL subtype L1 cells corrected from ALL-L1 patients. 

The GFP+ cells were then sorted and subjected to cell proliferation and apoptotic analysis.  The results 

demonstrated that WT1-siRNA lentivirus could downregulate WT1 expression both mRNA and protein 

levels beginning at 72 hours post-transduction for K562 and at 48 hours for ALL-L1 cells. In addition, WT1-

siRNA could suppress mRNA expression of interleukin-2 and its receptors (IL-2RB and IL-2RG). The data 

also demonstrated that downregulation of WT1 expression showed potent inhibitory effect on cell 

proliferation of transduced K562 cells approximately 10%, 12%, 16%, 25%, 40%, 44%, and 88% at 3, 6, 

12, 24, 48, 72 and 96 hours post-transduction, respectively. Growth inhibition was also found about 79±14% 

in WT1-siRNA tranduced ALL-L1 cells. Moreover, WT1-siRNA could induce apoptosis of K562 cells and 

ALL-L1 as analyzed by flow cytometry using Annexin-V FITC and Propidium Iodide staining. 

Interestingly, early apoptosis was detected more than 70% at 12 hours and late apoptosis was increased in 

time dependent manner. In the same phenomenon, early was detected around 36.63 % and late apoptosis 

was increased in time dependent manner in transduced ALL-L1 cells. The apoptosis results were confirmed 

by increasing of caspacse 3/7 activity by 3 folds and 3.5 folds at 48 hours post-transduction in K562 cells 

and All-L1, respectively. These data also supported by the increase of caspase 7 protein level in both 

leukemic cell types.   Altogether, WT1-siRNA demonstrated high efficiency of inhibitory effect on cellular 

proliferation and activation effect on apoptosis via intrinsic apoptosis pathway of both K562 and primary 

ALL-L1 cells. The implications of new insight from this projet are research value and therapeutic value in 

gene therapy technology of myeloid and lymphoid leukemias.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




