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พ.ศ. ���� ซึ� งคณะผูว้ิจยัขอขอบคุณเป็นอยา่งสูงไว ้ ณ โอกาสนี�  งานวิจยันี�ประสบความสาํเร็จไดจ้ากความ

ร่วมมือเป็นอยา่งดีของผูร่้วมวิจยั � ท่านคือ อาจารย ์นายแพทย ์ดร. ชวบูลย ์เดชสุขุม และ นางดวงนภา เดชจุย้ 

ซึ� งหวัหนา้โครงการขอขอบคุณท่านทั�งสองไว ้ ณ โอกาสนี� เช่นเดียวกนั ขอขอบคุณหน่วยเครื�องมือพิเศษเพื�อ

งานวิจยั สถานส่งเสริมการวิจยั คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล ที�ไดก้รุณาให้ความช่วยเหลืองานวิจยัใน

ส่วนขั�นตอนการคดัเลือกเซลล์ (Cell sorting) และขอขอบคุณโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา จงัหวดั

นครราชสีมาในการเก็บตวัอยา่งเซลล์มะเร็งจากผูป่้วยมะเร็งเม็ดเลือดขาว นอกจากนี�ยงัใคร่ขอขอบคุณ 

มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารีโดยส่วนรวม และ สํานกัวชิาวทิยาศาสตร์ รวมทั�งศูนยเ์ครื�องมือวทิยาศาสตร์

และเทคโนโลย ี มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ที�อาํนวยความสะดวกต่างๆทั�ง นํ�า ไฟ สถานที�ทาํการวิจยั 

อุปกรณ์และเครื�องมือต่างๆที�ใชใ้นงานวจิยัในครั� งนี�   ทา้ยสุดนี�ผูว้ิจยัขอขอบคุณคณะกรรมการประเมิน

งานวิจยัและบุคคลอื�นๆซึ�งไม่อาจกล่าวไดห้มดในโอกาสนี�  สาํหรับการสนบัสนุนและความช่วยเหลือต่างๆ

ซึ�งมีส่วนเกี�ยวขอ้งที�ทาํให้งานวิจยันี�สําเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยดี 
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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.   
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คาํอธิบายสัญลกัษณ์ 

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 

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 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

 
 

บทที� �  

บทนํา 

�. ความสําคัญและที�มาปัญหาการวจิัย  

มะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นมะเร็งของเซลลเ์ม็ดเลือดขาวซึ�งเป็นสาเหตุสาํคญัที�ทาํให้คนทั�วโลก

มีปัญหาสุขภาพอยา่งมาก ในปี 1993-1997 อุบติัการณ์การเกิดโรคโดยเฉลี�ยของโรคมะเร็งเม็ดเลือด

ขาวนั�นมีรายงานวา่พบผูป่้วยชาย 8.5 และผูป่้วยหญิง 5.2 ต่อแสนประชากร (Parkin et al., 2002) 

ส่วนในประเทศไทย อุบติัการณ์การเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเฉลี�ยในผูป่้วยชายเท่ากบั 4.1 และ

ผูป่้วยหญิงเท่ากบั 3.5 ต่อแสนประชากร (Sriplang et al., 2003) และจากรายงานผลสาํรวจของ

สถาบนัมะเร็งแห่งชาติในปี 2011 พบวา่ มีผูป่้วยดว้ยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวรายใหม่ ที�เขา้รับการ

ตรวจวินิจฉยัและเขา้รับการรักษาที�สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ โดยแยกเป็น ชาย 17 ราย และผูป่้วยหญิง 

13 ราย (Attasara & Buasom, 2011) ซึ� งเป็นที�น่าสังเกตวา่ อุบติัการณ์การเกิดโรคมะเร็งเมด็เลือดขาว

ในประชาชนไทยมีการเพิ�มมากขึ�นจากอดีต และอตัราการเกิดโรค มะเร็งเม็ดเลือดขาวในเด็กมี

ประมาณ 38.7% ในจาํนวนผูป่้วยเด็กทั�งหมดที�มีอายเุท่า ๆ กนั (Mendessohn, Howley, Islael, & 

Liotta, 2001)  

การรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวนั�นส่วนมากจะใชว้ิธีเคมีบาํบดั ซึ� งถือเป็นวิธีมาตรฐานใน

การให้การรักษาและทาํลายเซลลม์ะเร็ง โดยการลดปริมาณเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือด

และเหนือสิ�งอื�นใดก็ตอ้งพยายามป้องกนัเซลลป์กติไม่ใหไ้ดรั้บผลกระทบจากการรักษาดว้ย 

อยา่งไรก็ตามวิธีการรักษาแบบเคมีบาํบดันี� ก่อใหเ้กิดปัญหาหลายอยา่งตามมา เช่น 1) มีความ

หลากหลายอยา่งมาก ทางรูปร่างและทางกายภาพของเซลลม์ะเร็งทาํใหย้ากต่อการรักษา 2) ยงัคงพบ

ความหลากหลายทาง genetic และ heterogeneity ในโมเลกุลของ malignant tumors 3) พบวา่การ

รักษายงัไม่เขา้ถึงเซลลห์รือบริเวณที�เกิดโรค 4) มีความขาดแคลนวิธีการคดัเลือกผลจากการเกิดการ

ต่อตา้นมะเร็ง และมีความเป็นพิษที�มากเกินไปสาํหรับเนื�อเยื�อปกติ 5) เกิดความไม่เสถียรของ 

Genome 6) เกิดการพฒันามาเป็นการดื�อยาหลายชนิด (multidrug resistant) (Biedler, 1994; Rowley, 

2001) โดยเฉพาะอยา่งยิ�ง การเกิดการดื�อต่อยาที�ใชใ้นการรักษา ซึ� งเป็นปัญหาใหญ่ที�นาํไปสู่ความ

ยุง่ยากในการให้การรักษาอยา่งมีประสิทธิภาพ การรักษาแบบเคมีบาํบดัแบบดั�งเดิมจะลดคุณภาพ
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ชีวิตของผูป่้วยอีกดว้ย ดงันั�น นกัวจิยัทางดา้นการแพทยจึ์งพยายามที�จะหาวิธีใหม่ ๆ ที�ลด

ผลขา้งเคียงในการรักษาและลดการดื�อยา ซึ� งนกัวิจยัหวงัวา่จะเพิ�มโอกาสให้ผูป่้วยฟื� นตวัหลงัการเขา้

รับการรักษา และวิธีการหนึ�งที�ไดค้วามรับสนใจมากคือ การใชเ้ทคโนโลยียีนบาํบดัและภูมิคุม้กนั

บาํบดั ซึ� งเป็นเทคโนโลยีใหม่ที�นกัวทิยาศาสตร์พยายามคิดคน้ และใหค้วามพยายามเป็นอยา่งมาก

เพื�อพฒันาใหเ้ป็นวธีิที�สามารถควบคุมและทาํลายเซลลม์ะเร็งไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ สามารถ

พฒันาเพื�อใชง้านในการรักษาไดจ้ริงอยา่งปลอดภยัแก่ผูป่้วย ซึ� งการวิจยัเทคโลยเีหล่านี�อยูบ่น

พื�นฐานชองหลกัการต่างๆไดแ้ก่ การพฒันายาตา้นมะเร็งชนิดใหม่ การควบคุมการแสดงออกของ

ยนีก่อโรคมะเร็ง และการสร้างภูมิคุม้กนัที�จาํเพาะกบัมะเร็งซึ� งจะทาํใหร่้างกายทนทานต่อการเกิด

โรคมะเร็งได ้ ดงันั�นการคน้พบยนีที�เกี�ยวขอ้งกบัการเกิดโรคมะเร็งจึงเป็นสิ�งสาํคญั และหนึ�งในยีน

ดงักล่าวคือ WT1 ซึ� งเป็น transcription factor ที�ทาํหนา้ที�สาํคญัในกระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลล ์

เช่น การเจริญเติบโตของเซลล์ การอยูร่อดของเซลล์มะเร็งหลายชนิด ไดแ้ก่ มะเร็งเตา้นม (D. Loeb, 

Evron, Patel, & Sharma, 2001) มะเร็งปอด (Oji, Miyoshi, & Maeda, 2002) มะเร็งรังไข่ (Barbolina, 

Adlay, & Shea, 2008) มะเร็งตบัอ่อน (Wolfgang, Luise, & Johannes, 2009) มะเร็งลาํไส้ใหญ่ 

(Koesters et al., 2004) มะเร็งสมอง (Oji et al., 2004) เนื�องดว้ย มีการตรวจพบ WT1 ที�ไม่กลายพนัธ์ุ 

ในเซลล์มะเร็ง ซึ� งสามารถสรุปไดว้า่ WT1 ทาํหนา้ที�เปรียบเสมือน ยนีก่อมะเร็ง (Yang, Han, Suarez 

Saiz, & Minden, 2007) อีกประการหนึ�ง มีการคน้พบการแสดงออกอยา่งมากของยนี WT1 ในผูป่้วย

มะเร็งเม็ดเลือดขาว (Bergmann, Miething, & Maurer, 1997 ; Wolfgang, et al., 2009)    ดงันั�นการ

ยบัย ั�งการแสดงออกของยนี WT1 จึงเป็นสิ�งที�น่าสนใจมาก แมว้า่จะมีงานวิจยัหลายชิ�นที�พยายามลด

การแสดงออกของยนี WT1 ในมะเร็งมด็เลือดขาวหลายชนิด อยา่งไรก็ตามงานวิจยัที�ศึกษาการยบัย ั�ง

การทาํงานของยนี WT1 ต่อกระบวนการเกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL โดยวิธี siRNA เพื�อพฒันา

เป็น gene therapy ยงัไม่มีผูใ้ดศึกษา ดงันั�นผูว้ิจยัในโครงการวจิยันี� จึงมีความตั�งใจที�จะศึกษาการนาํ 

siRNA technology ซึ� งเป็นวิธีการที�มีประสิทธิภาพในการยบัย ั�งการแสดงออกของยนีมาใชใ้นการ

ยบัย ั�งการทาํงานของยนี WT1 ในมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL  ซึ� งผูว้ิจยัไดอ้อกแบบ siRNA ต่อยีน 

WT1 ใหม่ (WT1-siRNA) ซึ� งเป็น siRNA ใหม่นี� ยงัไม่เคยมีผูใ้ดศึกษามาก่อน นอกจากนี�ยงัใช ้

lentiviral vector พาหะ และ ใช ้lentiviral system ในการสร้างอนุภาคไวรัสเพื�อนาํ WT1-siRNA สู่

เซลลม์ะเร็งมะเมด็เลือดขาวซึ�งก็ยงัไม่มีผูใ้ดศึกษามาก่อน  เนื�องจากการศึกษาในโครงการนี�มีการใช้

ทั�ง WT1-siRNA sequence ใหม่และใช ้lentivirus เป็นพาหะ (WT1-siRNA-lentivirus) ซึ� งยงัไม่เคยมี
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ผูใ้ดศึกษามาก่อนดงักล่าว ดงันั�นคณะผูว้ิจยัจึงไดม้ีการทดสอบประสิทธิภาพของ WT1-siRNA-

lentivirus ในเซลลม์ะเร็งสายพนัธ์ุเสียก่อน คือ K562 ซึ� งเป็นเซลลท์ี�หาง่ายและเลี�ยงง่ายใน

ห้องทดลอง เมื�อไดผ้ลที�ดีแลว้จึงไดน้าํมาใชท้ดสอบกบัเซลล์มะเร็งที�ไดรั้บบริจาคจากผูป่้วยมะเร็ง

เม็ดเลือดจากโรงพยาบาล เพื�อให้สามารถใชเ้ซลลจ์ากผูป่้วยจริงใหคุ้ม้ค่ามากที�สุด เพื�อสร้างองค์

ความรู้ใหม่ที�สาํคญัและพฒันาเป็น gene therapy เพื�อใชใ้นการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวนี� ใน

ผูป่้วยไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ และปลอดภยัต่อไป      

 

�. วัตถุประสงค์ 

               1.  เพื�อทดสอบผลของ WT1-siRNA ต่อการยบัย ั�งการเจริญเติบโต และกระตุน้การตายของ 

                    เซลลส์ายพนัธ์ุมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 cell line และ primary acute  

                    Lymphoblastic leukemic cells (ALL-L1)  จากผูป่้วยจริง 

2. เพื�อตรวจวดัระดบัการแสดงออกของ WT1, IL2, IL2RB, IL2RG mRNA หลงัจาก

เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว K562 และ ALL-L1 ไดรั้บ WT1-siRNA 

3. เพื�อตรวจวดัการแสดงออกในระดบัโปรตีน ของ WT1 และ apoptotic protein Caspase-

3/7 ในเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวหลงัจากไดรั้บ WT1-siRNA 

4. เพื�อตรวจหาอตัราการตายแบบ apoptosis ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว หลงัจากไดรั้บ    

WT1-siRNA ดว้ยวธีิยอ้มสี Annexin V-FITC/PI และการตรวจวดัระดบัการทาํงานของ 

เอนไซม ์caspase-3/7 
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�. ทบทวนวรรณกรรม 

ในอดีตที�ผา่นมา ผูป่้วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวสาย myeloid ชนิดเรื�อรัง จะไดรั้บการรักษาดว้ย

ยาตา้นมะเร็งชนิด imatinib และยาชนิดนี�ก็ส่งผลต่อการดื�อยาในระยะยาวของการรักษา ดงันั�น 

นกัวิทยาศาสตร์หลายกลุ่มจึงสนใจในการคน้หาวธีิการใหม่ ๆ ในการรักษาผูป่้วย CML หนึ�งใน

หลายกลุ่มวจิยัไดพ้ยายามในการใช ้ siRNA ในการต่อตา้นการแสดงออกของยีน bcr-abl ซึ� งผูป่้วย

มะเร็ง CML ที�มีภาวะดื�อต่อยา immatinib โดยพวกเขาพบวา่หลงัจากฉีด siRNA ที�จาํเพาะต่อ bcr-abl 

ปริมาณ 10 g/kg นํ�าหนกัตวัของผูป่้วยหญิงมะเร็งเม็ดเลือดขาวอายุ 47 ปีที�ใหผ้ลบวก Philadelphia 

CML  ดว้ยเทคนิคการนาํเขา้ผา่น lipid solution (DLS with anionic lipoplex) (Koldehoff, Steckel, 

Beelen, & Elmaagacli, 2007) ผลการทดสอบพบวา่ มีผลขา้งเคียงเล็กนอ้ย เมื�อทดสอบดว้ย dizziness 

หลงัจากนั�นพวกเขาก็เพิ�ม และลดปริมาณ siRNA เป็น 30g/kg นํ�าหนกัตวัใน DSL 60 ml และ ลด

เป็น 10 g/kg นํ�าหนกัตวั ใน DSL  20 ml ตามลาํดบั ในกระแสเลือดของผูป่้วยพบวา่เป็นเซลลต์วั

อ่อน หลงัจากฉีด siRNA ที�จาํเพาะต่อ bcr-abl ลงไป อยา่งไรก็ตามผูป่้วยไดเ้สียชีวิตในเวลาต่อมา 

โดยคณะวจิยัไดส้รุปวา่อาจเกิดจากการที�มีภาวะดื�อต่อ siRNA ที�ฉีดเขา้ไป หรือเกิดความลม้เหลว

จากการ transfection เนื�องจากเกิดการกระตุน้ serum RNase ในการทดลองใชเ้ซลลไ์ลน์ K562 และ

เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด CML จากผูป่้วยและนาํมาทดสอบดว้ยการใช ้ bcr-abl siRNA พบวา่ 

เซลลท์ั�งสองชนิดมีการลดอตัราการเกิด apoptosis ลงเป็น 16.1% และ 18.5% นอกจากนี�แลว้ยบัมี

การเพิ�มขึ�นของอตัราการเจริญเติบโตเป็น 14.6% และ 28.3% ตามลาํดบั ซึ� งมีค่าประมาณ 2 เท่าเมื�อ

เปรียบเทียบกบัตวัอยา่งที�ไม่ไดใ้ช ้siRNA ยิ�งไปกวา่นั�น การสังเกตพบวา่ การแสดงออกของยนี bcr-

abl ยงัลดลงภายในวนัเดียวหลงัจากการ transfection และยงัคงลดลงมากกวา่ค่าlog scale ภายใน 7 

วนั และเพื�อเป็นการยืนยนังานวิจยันี�  ก็ยงัมีกลุ่มนกัวิจยั Wilda และคณะ ในปี 2002 ไดท้าํการใช ้bcr-

abl hybrid siRNA ในการทดสอบกบัเซลล์ K562  และพบวา่เซลลด์งักล่าวไดถู้กทาํลายลงและเกิด

การกระตุน้ apoptosis ของเซลลอ์ยา่งรุนแรง(Wilda, Fuchs, Wossemann, & Borkhardt, 2002) 

อยา่งไรก็ตามในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวหลายชนิด เช่น K562, Kasumi-1 ; acute myeloid leukemia 

FAB M2 with t(8;21), MV-4-11 ; acute monocytic leukemia FAB M5 with t(4;11) (q21,q23) and 

NB-4 ; acute promyelocytic leukemia (FAB M3) with t(15;17) ก็ไดม้ีการคน้พบวา่มีการแสดงออก

ของยนี bcr-abl เป็นอยา่งมากเช่นกนั แต่อยา่งไรก็ตาม เซลล์ K562 ถูกลดการแสดงออกของยีนได้

มากกวา่เซลล์ชนิดอื�น ๆ   โดยพบ 43% โดยการใช ้realtime RT-PCR และใช ้GAPDH เป็นตวัควบคุม 
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และยิ�งไปกวา่นั�น การ co-transfection ของยนี bcr-abl และ WT1 โดยใชห้ลกัการ siRNA ส่งผลให้

เกิดการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวอยา่งมีประสิทธิภาพ และกระตุน้การตาย

แบบ apoptosis ในเซลไดถึ้ง 15.3% และ 24.8% ตามลาํดบั ส่วนในตวัอยา่งทางคลินิกของผูป่้วย

มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด CML พบวา่เกิดการกระตุน้การตายแบบ apoptosis ได ้ 8.6% และ 24.8% 

ตามลาํดบั ในทางตรงกนัขา้มไดพ้บผลขา้งเคียงเล็กนอ้ยเกี�ยวกบัอตัราการเจริญเติบโตที�ค่อย ๆ 

ลดลงหลงัจากการ transfection WT1-siRNA ลงใน nomal CD34+cell ในขณะที�อตัราการเกิด 

apoptosis ไม่มีการเปลี�ยนแปลงหลงัจากการทดสอบดว้ย WT1-siRNA (A. Elmaagacli et al., 2005) 

ซึ� งในปัจจุบนัการรักษาผูป่้วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว CML ดว้ย siRNA และมุ่งเนน้ยบัย ั�งการ

แสดงออกของยีนใดยีนหนึ�งอาจจะไม่เพียงพอให้วิธีการนี�มีประสิทธิภาพมากนกั เพราะฉะนั�นจึงมี

กลุ่มนกัวจิยั Merkerova และคณะ ในปี 2006 ไดม้ีความสนใจในการลดการแสดงออกของยนีที�

เกี�ยวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของเซลล์ ซึ� งไดแ้ก่ PCNA gene (proliferating cell nuclear antigen) ซึ� ง

เป็นหนึ�งในบรรดายนีเป้าหมายที�เป็นสาเหตุให้เกิดโรค CML โดยการใชเ้ทคโนโลย ีsiRNA โดยได้

กล่าวมาแลว้ ความสาํคญัของยนี PCNA คือ ยนีนี� เกิดจากการสังเคราะห์สาย DNA ที�เป็น leading 

strands และ lagging strand ของยีน SV40 เหมือนกบัเป็น cofactor ของเอนไซม ์ polymerase  

(Bravo, Frank, Blundell, & MacDonald-Bravo, 1987) และการยบัย ั�งการทาํงานของยนี PCNA นี�

นาํไปสู่การยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลล์ CML ประเภท bcr-abl positive cells เช่น K562 KU-812 

(b3a2 BCR/ABL fusion type) และ MOLM-7 (b2a2) ยิ�งไปกวา่นั�น ยนีที�ทาํหนา้ที�หลกัใน

กระบวนการของเซลล ์เช่น cell cycle factor (cyclin dependent kinase: CDK1 CDK4 PLK1 ERK3 

และ JNK1) ยนีที�ทาํหนา้ที�เป็น replication transcription และเซลลท์ี�ทาํหนา้ที� repair factors (RFC 

transcription factor gene STAT5), และยนีที�ทาํหนา้ที�ดา้น cell signaling เช่น (MAP kinase and 

GTPases) และยีนที�ทาํหนา้ที�เกี�ยวขอ้งกบักระบวนการ apoptosis  และการเกาะติดของเซลล ์ซึ� งยนี

เหล่านี�จะถูกยบัย ั�งการแสดงออกเมื�อ PCNA ถูกยบัย ั�ง ในการทดลองนี�พบวา่ เมื�อยีนเป้าหมายถูก

ควบคุมการแสดงออก จะพบการเปลี�ยนแปลงเป็นอยา่งมากเมื�อถูกทดสอบดว้ย siRNA 

nucleofaction โดยจะพบในผูป่้วย CML จาํนวน 35 รายใน 588 ราย หลงัจากวิเคราะห์ดว้ยวธีิ gene 

expression array อยา่งไรก็ตามในโครงการวจิยันี�ไดท้าํการมุ่งเนน้ไปถึงการศึกษาวิธีการรักษาแบบ

ยนีบาํบดัแบบใหม่ ๆ เพื�อที�จะสามารถยบัย ั�งการแสดงออกของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว
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ชนิด K562 และทาํการตรวจเช็คผลกระทบต่อเซลลท์ั�งหลอดทดลองและในตวัอยา่งเซลลท์ี�ไดจ้าก

ผูป่้วย 

 WT1 gene และ CML 

 งานวิจยัหลายชิ�นไดแ้สดงผลของการยบัย ั�งการแสดงออกของยีน WT1 ซึ� งทาํให้เกิดการลด

การเจริญของเซลล์ และส่งผลให้เกิด G0/G1 arrest ในวงจรชีวิตของเซลล ์ (Gunter Kerst & Marketa 

Kalinova, 2008)และยงัส่งผลกระทบต่อ cell cycle ดว้ยการวดัค่าการติดสี PI ดว้ย flow cytometry 

อีกดว้ย (Nunez., 2001)และอีกงานวจิยัหนึ�งที�ระบุวา่สามารถตรวจสอบพบยนีหลายชนิดทั�งที�เป็น

ยนีก่อโรคมะเร็ง และยนีที�ตา้นการเกิดมะเร็ง ในเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวและหนึ�งในนั�นก็คือการ

พบการแสดงออกอยา่งมากของยนี WT1 ซึ� งถูกคน้พบครั� งแรกวา่เป็น tumor suppressor gene โดยยนี 

WT1 นี�จะถูกถอดรหสัเป็น transcription factor ซึ� งประกอบดว้ย Cys2-His2 zinc-finger ที�ทาํหนา้ที�

สําคญัในกระบวนการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล ์ การตายของเซลล ์และการเปลี�ยนแปลง

เซลล ์ ยกตวัอยา่งของการแสดงออกของยีน WT1 ในเซลลเ์ม็ดเลือดแลว้เกิดการกระตุน้ใหเ้ซลล์

เปลี�ยนไปเป็น myeloblastic leukemia M1 cell monocytic differentiation ซึ� งสรุปไดว้า่ WT1 มี

บทบาทสาํคญัในดา้นการควบคุมโมเลกุลต่าง ๆ ภายในเซลล์เมด็เลือด (Shirley, Dominique, 

Gregory, Andrew, & Chung, 1998) และอยา่งไรก็ตามการแปลรหสัของ WT1 ก็ทาํให้เกิดโปรตีน

รูปแบบต่าง  ๆกนัขึ�น โดยยนี WT1 จะมีการแสดงออกอยา่งมากในเซลลม์ะเร็งหลายชนิด รวมถึง

มะเร็งเม็ดเลือดขาวดว้ย ซึ� งยีนดงักล่าวนี�จะอยูบ่ริเวณแขนขา้งสั�นของโครโมโซมที� 11 ซึ� งประกอบ

ไปดว้ย exon จาํนวน 10 exon และมี zinc-fingers อยู ่ 4 ลูปในบริเวณ exon ที� 7-10 ที�ปลายดา้น 

carboxyl group ซึ� งทาํหนา้ที�ในการ promote การเขา้จบัของ DNA (DNA binding region) 

(Rosenfeld, Cheever, & Gaiger, 2003)ไอโซฟอร์มทั�งสี�แบบของยนี WT1 เกิดจากกระบวนการ 

alternatively spliced ใน 2 บริเวณ ไดแ้ก่ การสอดแทรก หรือไม่สอดแทรกของ กรดอมิโน 17 ตวัยงั

บริเวณตาํแหน่ง exon ที� 5 และการมีหรือไม่มีการสอดแทรกของกรดอมิโน 3 ตวั ไดแ้ก่ lysine, 

threonine และ serine: KTS ระหวา่งบริเวณ zinc-fingers ที� 3 และที� 4 (Gessler, Konig, & Bruns, 

1992; Harber et al., 1991) การแสดงออกอยา่งมากของ WT1(+17AA) จะทาํใหเ้กิดภาวการณ์ต่อต่าน

การเกิด apoptosis ซึ� งวดัผลจากการปกป้องเซลลจ์ากการเกิดความเสียหายของผนงัของไมโตคอนเด

รียซึ� งเป็นสัญญาณของการตายแบบ apoptosis (Ito et al., 2006) อยา่งไรก็ตาม ไม่พบผล
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เช่นเดียวกบัที�เกิดขึ�นใน WT1(+17AA) กล่าวคือ WT1(-17AA) ไม่มีผลต่อการกระตุน้การตายแบบ 

apoptosis ของมะเร็งเม็ดเลือดขาวนั�นเอง ในการศึกษาผลของ WT1-siRNA ที�จาํเพาะกบั 

WT1(+17AA) นั�นพบวา่มีส่วนสําคญัในการกระตุน้ให้เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวตายแบบ apoptosis 

โดยผลการทดลองพบวา่เกิดกระบวนการกระตุน้ใหม้ีการแสดงออกของเอนไซม ์ caspase-3 และ 

caspase-9 ใน intrinsic apoptotic pathway ในทางกลบักนัผลการทดลองนี�ไม่กระทบกบั caspase-8 

ของ extrinsic apoptotic pathway         (Ito, et al., 2006) การเกิด alternative splice II ซึ�งมีการแทรก 

KTS เขา้ไปในโครโมโซมทาํใหเ้กิดอีก 2      ไอโซฟอร์ม ที�ทาํหนา้ที�ในการเกาะกบัดีเอ็นเอของยีน 

early growth factor1 (EGF1) (Rauscher, Morris, Tournay, Cook, & Curran, 1990) และส่งผลใน

การยบัย ั�งตรงบริเวณตาํแหน่ง zinc-fingers ทาํให้ส่งผลโดยตรงต่อประสิทธิภาพการเกาะกบัดีเอ็นเอ 

(Englert et al., 1995) โดยที�ยนี WT1 จะถูกถอดรหสัไดเ้ป็นโปรตีนขนาอ 52-54 กิโลดลัตนั ซึ� ง

ประกอบไปดว้ย บริเวณที�มี glutamine proline อยูม่ากในรตาํแหน่ง transregulatory domain และ 

zinc-finger อีก 4 ลูปที�อยูด่า้น คาร์บอ๊กซีกรุ๊ป (Call et al., 1990; Gessler et al., 1990) โดยที� WT1 จะ

ทาํหนา้ที�ควบคุมยนีในลาํดบัต่อไปดงันี�   EGR-1  IGF-2 IGF-1-R C-MYC และ C-MYB ดว้ย

กระบวนการทั�งร่วมกนักระตุน้หรือกระตุน้ดว้ยตวัเองของยนีที�ทาํหนา้ที�ช่วยเหลือในกระบวนการ

เจริญ เติบโตของเซลล ์(Rauscher, et al., 1990; Scharnhorst, Van der Eb, & Jochemsen, 2001) อีก

ประการหนึ�ง การแสดงออกอยา่งมากของยนี WT1 นาํไปสู่ผลการเพิ�มจาํนวนของ BCL-2 ภายใน

เซลลช์นิด rhabdoid tumor cell line G401 (Mayo et al., 1999) ในขณะที�มีรายงานแสดงใหเ้ห็นวา่ใน

เซลลม์ะเร็งต่อมลูกหมากพบวา่ WT1 ไม่สามารถควบคุม bcl-2 promoter ได ้(Cheema et al., 2003) 

การเกิดปฏิกิริยาของ WT1 และ ยีนเป้าหมาย เกิดขึ�นจากการที�โมเลกุลของ WT1 มีบริเวณ zinc-

fingers ซึ� งมีความคลา้ยคลึงกบัส่วนของยีนเป้าหมาย เช่น WT1(-KTS) มี zinc-fingers domain ที�มี

ความใกลเ้คียงกบั early growth response-1 (EGR-1) (CGCCCCGC) และเนื�องจากโปรตีน EGR-1 ก็

มี zinc-fingers ที�เกิดจาก Cys2-His2 เช่นกนัประมาณ 60% ที�มีความคลา้ยคลึงกบั zinc-fingers ที� 2, 

3, และ 4 ของโปรตีน WT1 (Rauscher, 1993) แต่อยา่งไรก็ตาม โปรตีน EGR-1 ก็ไม่ไดท้าํหนา้ที�ใน

การเกาะกบั RNA ซึ� งไม่เหมือนกนั WT1 ที�สามารถเกาะกบั RNA ได ้ในขณะที�ศึกษาระหวา่ง

กระบวนการพฒันาของไต ไดแ้ก่ การแสดงออกของ WT1 แต่ละไอโซฟอร์ม ดงันี�  

WT1(+17AA/+KTS) : WT1(-17AA/+KTS) : WT1(+17AA,-KTS) : WT1(-17AA/-KTS) เท่ากบั 

8.3:3.8:2.5:1.0 ตามลาํดบั (Harber, et al., 1991) ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมีสัดส่วนการแสดงออก
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ของ WT1 แต่ละไอโซฟอร์มดงันี�  สัดส่วนระหวา่ง WT1(+KTS) : WT1(-KTS) ประมาณ 1.6:1.0 เท่า 

(Harber, et al., 1991) และไดม้ีรายงานเกี�ยวกบั WT1(-KTS) ที�สามารถยบัย ั�งผลของ WT1(+KTS) ได้

ตามปริมาณที�ทดสอบโดยการวดัค่าการแสดงออกของ alkakine phosphatase ที�หลั�งออกมาหลงัจาก

เซลลถ์ูก transfection ดว้ยพลาสมิด pCMVgagpol สําหรับการวิเคราะห์หา CTE (Bor, Swartz, & 

Aorrison, 2006) โดยทุก          ไอโซฟอร์มไดม้ีการแสดงให้เห็นวา่เกิดการยบัย ั�งและในขณะเดียวกนั

ก็สามารถกระตุน้โปรโมเตอร์หลาย ๆ ชนิดของเซลล์ผา่นทางการเกาะกบัโมเลกุลของดีเอ็นเอ และ

เพียงเฉพาะไอโซฟอร์ม WT1(+17AA/-KTS) เท่านั�นที�สามารถกระตุน้โดยตอ้งใช ้ exon 5 เพื�อ

ควบคุมแฟคเตอร์ต่าง ๆ ภายในเซลล ์ (Moorwood et al., 1999) และยงัมีการทดลองที�สรุปไดว้า่

หนา้ที�หลกัของ WT1(+KTS) นั�นเกี�ยวขอ้งกบักระบวนการหลงัการ transcription ในระดบั RNA 

processing ดงันั�นพวกเขาจึงแสดงใหเ้ห็นวา่ WT1(+KTS) นั�นมีความจาํเพาะที�สามารถช่วยใหเ้กิด

กระบวนการ splicing factor (U2AF65) และเกี�ยวขอ้งกบั putative splicing factor (WTAP)      

(Davies et al., 1998; Larsson et al., 1995; Ortiga et al., 2003) ยิ�งไปกวา่นั�น WT1(+KTS) ยงัสามารถ

ทาํหนา้ที�ในการเชื�อมโยงกบั cis-acting ของ constitutive transport element (CTE) เพื�อนาํส่ง RNA 

ที�ยงัไม่ผา่นกระบวนการ splicing ที�ยงัคงมีส่วนของ intron อยูจ่ากนิวเคลียส ออกไปยงัไซโตพลา

สซึม และส่งเสริมกระบวนการ translation ของ mRNA เป้าหมายของ WT1 อีกดว้ย (Bor, et al., 

2006) อีกประการหนึ�ง การแสดงออกของ WT1 พบนอ้ยมากในเซลลเ์ม็ดเลือดปกติ และ เซลลเ์ม็ด

เลือดที�เป็น CD34+ hematopoietic progenitor cells (Gaiger, Reese, Disis, & Cheever, 2000) แต่ก็

พบวา่ WT1 สามารถแสดงออกไดอ้ยา่งมากในเซลลเ์ม็ดเลือดขาวที�เป็นมะเร็ง เช่น K562  และ 

Hela60 ซึ� งอยา่งไรก็ตามในการลดการแสดงออกของยีน WT1 และไอโซฟอร์ม WT1(+17AA) และ

มีการเพิ�มการแสดงออกของ CD11b ส่งผลใหเ้กิดการยบัย ั�งการบวนการเปลี�ยนแปลงเป็น NB4 cells 

(Gu et al., 2005) อตัราส่วนของแต่ละไอโซฟอร์มของ WT1  ไดรั้บความสนใจในการศึกษาในเซลล์

ปกติ และในเซลลท์ี�เกิดโรค เช่น คณะวจิยั Lui และคณะ (Liu, Wang, Deuel, & Xu, 1999) ได้

พยายามในการบ่งชี�และแยกแยะวา่ ผูป่้วยโรค wilms’tumor เกิดความผดิปกติของไต โดยที�พวกเขา

ทาํการศึกษาอตัราส่วน ของ WT1 ต่อไอโซฟอร์มของมนั ที�ไม่มี exon 5 ไดแ้ก่ (WT1+17AA ต่อ 

WT1-17AA) ในเซลล์ของผูป่้วยโรค wilms’ tumor พบวา่ความแตกต่างของอตัราการแสดงออกของ

ยนีทั�งสองอยา่งดงักล่าวในเซลลป์กติคือ 2:1 และเซลลข์องผูป่้วยคือ 1:1 หรือ 1:5 ตามลาํดบั ซึ� งจาก

ผลอนันี�สามารถสรุปไดถึ้งความแตกต่างที�เกี�ยวพนักนัระหวา่งทั�งสองไอโซฟอร์ม และสามารถระบุ
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ไดว้า่เป็นการแยกยอ่ยของ sporadic unilateral wilms’tmors และยิ�งไปกวา่นั�น การศึกษาถึงการ

แสดงออกของ WT1 ไดถู้กวเิคราะห์โดยใชก้ระบวนการ RQ-RT-PCR โดยนกัวจิยัไดท้าํการศึกษา

โดยใชต้วัอยา่งผูป่้วยจาํนวน 226 คนที�เป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลนัในสาย myeloid ที�

ไดรั้บการรักษาและไดรั้บการวินิจฉยัวา่กลบัมาเป็นซํ� า พบวา่ สัดส่วนของการแสดวออกของ 

WT1(+17AA) และ WT1 ทั�งหมด ไดเ้ท่ากบั 0.5 และพบสูงกวา่ในผูป่้วยที�กลบัมาเป็นซํ� า มากกวา่ใน

ผูป่้วยที�เพิ�งจะไดรั้บการวินิจฉยัวา่เป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดดงักล่าว (Gu et al., 2010) 

 รายงานหลายฉบบัยืนยนัวา่การแสดงออกอยา่งมากของ WT1 มีความสัมพนัธ์เกี�ยวเนื�องกบั

การวินิจฉยัผูป่้วยรายใหม่ และผูป่้วยที�กลบัมาเป็นซํ� าของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ดว้ยวิธีการหา

ปริมาณของยนีผา่นการวิเคราะห์ดว้ย RT-PCR โดยพบวา่ประมาณ 60-100% ของผูป่้วย AML และ 

ALL ที�มีการแสดงออกของ WT1 แต่อยา่งไรก็ตาม ระดบัของการแสดงออกของ WT1 พบใน ALL 

นอ้ยกวา่ AML (Inoue et al., 1994) ยิ�งไปกวา่นั�น การลดการแสดงออกของ endogenous WT1 ใน

เซลลไ์ลน์ AML และเซลล์ของผูป่้วย AML นาํไปสู่การยบัย ั�งการเจริญเติบโต และกระตุน้ให้เกิดการ

ตายแบบ apoptosis ไดอ้ยา่งรวดเร็วอีกดว้ย (Ito, et al., 2006; Yamagami et al., 1996) และใน

สัตวท์ดลองการที�มี WT1(-KTS) นอ้ย หรือการขาด    WT1(-KTS) มีบทบาทสาํคญัในการคงรักษา

ความมีชีวิต และเนื�อเยื�อของตวัอ่อนของสัตวท์ดลองไดเ้ป็นอยา่งดีในขณะที�การแสดงออกของ ยีน

ที�เกี�ยวขอ้งกบั sex-determining region Y(Sry) ถูกลดระดบัลง และเป็นสาเหตุให้ไดโ้ครโมโซมเป็น 

XY อยา่งสมบูรณ์ เหล่านี�ถูกพบในหนูทดสอบที�ขาดการแสดงออกของ WT1(+KTS) (Hammes et 

al., 2001).  

เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวหลายชนิด เช่น human promyelocytic leukemia (KL-60)  human 

leukemia (K562)  murine erythroluekemia (MEL) และ lymphocytoc leukemia (U937) ถูกใชเ้ป็น

ตน้แบบในการศึกษาระบบของการเปลี�ยนแปลงในสายของเม็ดเลือด (Tsiftsoglou, Pappas, & 

Vizirianakis, 2003) ซึ� งผลของการกระตุน้การเปลี�ยนแปลงของเซลล ์ชนิด MEL คือการจาํกดัอตัรา

การเจริญเติบโตของเซลล์ และทาํใหเ้กิดปรากฎการณ์ G1 arrest ยิ�งไปกวา่นั�น การเปลี�ยนแปลงของ

เซลลใ์นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวยงัทาํใหเ้กิดผลตามมาหลายอยา่ง ในระดบัเซลล ์ เช่น การ

เปลี�ยนแปลงบนผวิเซลล ์ การเปลี�ยนแปลงคุณสมบติัทางชีวเคมีของเซลล ์การเปลี�ยนแปลงระบบ

การเผาผลาญของเซลล ์ และเกิดการเปลี�ยนแปลงของนิวเคลียส ดงัที�เกิดขึ�นใน HL-60 cell และใน
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ส่วนของเซลล์ K562 ที�มีการเปลี�ยนแปลงของเซลลไ์ปเป็น  megakaryocytic และ macrophage-

monocytic cells โดยผา่น phorbar esters-activating MAPK pathway ยิ�งไปกวา่นั�น เซลล์ K562 ที�ถูก

กระตุน้ใหเ้ปลี�ยนแปลงไปเป็นerythropoeisis ผา่นสารกระตุน้ hemin ก็มีการแสดงคุณสมบติั

เปลี�ยนแปลงไปเป็น plasticity เพื�อการเปลี�ยนสายของเม็ดเลือดได ้  (Whalen, Galasinski, Shapiro, 

Nahreini, & Ahn, 1997) 

โปรตีน WT1 มีหนา้ที�หลายอยา่งในกระบวนการภายในเซลล ์เช่น ควบคุมการเจริญเติบโต

ของเซลล ์ การตายแบบ apoptosis ของเซลล ์ และควบคุมการเปลี�ยนแปลงของเซลล ์การแสดงออก

อยา่งมากของ WT1 ถูกพบในเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวที�ยงัไม่แก่ตวั รวมไปถึง มะเร็งเมด็เลือดขาว

ชนิดเฉียบพลนั และชนินเรื�อรัง ในสายตวัอ่อน myeloid (Miwa, Beran, & Saunders, 1992) การลด

การแสดงออกของโปรตีน WT1 ถูกพบในเซลล ์ K562 ในระหวา่งที�ถูกกระตุน้ใหเ้ปลี�ยนเป็น 

erythrokd และ megakaryocytic cells (Phelan, Lindberg, & Call, 1994) นอกจากนี�ยงัพบในเซลล์

ชนิด HL-60 ซึ� งถูกกระตุน้ใหเ้ปลี�ยนเป็นเซลลใ์นสาย myelomonocytic cells อีกดว้ย (Sekiya, 

Adachi, Hinoda, Imai, & Yachi, 1994) ในทางกลบักนั การเพิ�มการแสดงออกของ WT1 ในเซลล์ไข

กระดูก นาํไปสู่การยบัย ั�งไม่ใหเ้ซลลด์งักล่าวเปลี�ยนแปลงไปเป็น myeloid progenitor cells (Tsuboi 

et al., 1999) โดยรายงานวิจยัของ Svedberge และคณะ ไดส้รุปไวว้า่การคงรักษาให้มีการแสดงออก

อยา่งมากของ WT1 ไม่ไดเ้ป็นเหตุให้เกิดการกระตุน้เปลี�ยนแปลงของเซลล ์ เมื�อกระตุน้ดว้ย12-O-

tetradecanolyphorbal-13 acetate (TPA) (Svedberg, Chylicki, & Gullberg, 1999) 

WT1 and CML differentiation 

การกระตุน้การเปลี�ยนแปลงของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวมีหลากหลายกลไก ไดแ้ก่ กลไกที� 

1ผา่นทางผนงัเซลล ์ และสัญญาณการกระตุน้การเปลี�ยนแปลง โดยเริ�มตน้จากปฏิกิริยาของ growth 

factors และตวัรับบนผิวเซลล์ โดยสัญญาณถูกสร้างขึ�นจาก plasma membrane เขา้ไปภายใน

นิวเคลียสเพื�อสั�งให ้ กระตุน้หรือลดการควบคุมการแสดงออกของยีนที�เกี�ยวขอ้ง (Ghysdeal et al., 

2000) ไม่เพียงแต่ signal transduction pathwayเท่านั�น แต่ยงัหมายรวมไปถึงสารเคมีที�มีและไม่มีขั�ว 

ที�เป็นตวักระตุน้ให้เกิดกระแสการเปลี�ยนที�ระดบัของ plasma membrane การเกิดปฏิกิริยาขั�นที�ผิว

เซลล ์  การลดขนาดของเซลล ์การกระตุน้การขนส่ง Ca2
+ และการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีอื�น ๆ ขึ�น

ระหวา่งการเกิดและกระตุน้ให้ระยะการแบ่งเซลล์ในช่วง G1 สั�นลง (Tsiftsoglou & Robinson, 
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1985) กลไกที� 2 เกิดจากกระบวนการที�เกี�ยวขอ้งกบัตวัรับต่าง ๆ ซึ� งเป็นพื�นฐานของการกระตุน้การ

เปลี�ยนแปลงเซลล ์ ผา่นองคป์ระกอบที�คลา้ยกบัตวัรับบนผวิเซลล์ ซึ� งสารเคมีบางชนิด เช่น

bisacetamides, hydroxamic acid และ  ureidopyridine derivatives ซึ� งมีการใชเ้พื�อสร้างเป็น

สารประกอบเชิงซ้อนขึ�นภายในเซลล์ เพื�อสร้างreceptor-like cellular components (review of 

Tsiftsoglou    et al,2003) กลไกที� 3 คือการทาํตน้แบบขึ�นมาใหม่ของโครงสร้างของโครมาติน ซึ� ง

พบในกระบวนการเกิด nuclear condensation และ การจาํลองดีเอน็เอ ของเซลล์ MEL ที�เกิดการ 

differentiation การเปลี�ยนแปลงนี�มีความเกี�ยวพนักบัการกระตุน้การแสดงออกของalpha and beta-

globin genes ผา่นการเพิ�มขึ�นของ DNAse I hypersensitivity ที�ลาํดบัเบสของยนีทั�งสอง กลไกที� 4 

การเกิดปฏิกิริยา transmethylation ของ ดีเอน็เอ และ อาร์เอ็นเอ โดยในการเปลี�ยนแปลงของ

เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว ชนิด MEL ที�ถูกทดสอบดว้ย DMSO ที�พบวา่เกิดจากกระบวนการ 

methylation ของ RNAโดยสารเคมีนี�จะกระตุน้กระบวนการ methylation ของไซโตพลาสซึม

ทั�งหมด และ polyA+RNA ซึ� งอยา่งไรก็ตาม การเพิ�ม RNA methylation อาจส่งผลต่อพฤติกรรมทาง

เคมีกายภาพ และกระบวนการขนส่งจากนิวเคลียสไปสู่ไซโตพลาสซึม อีกประการ การเปลี�ยน RNA 

methylation อาจส่งผลต่อกระบวนการเปลี�ยนโครงสร้างและรูปร่างของเซลลซึ์� งมีผลต่อการทาํ

ปฏิกริยาของ trans-acting factors ไดอี้กดว้ย ยิ�งไปกวา่นั�น ความเสถียรของ RNA และระดบัของ 

RNA transcription ก็ส่งผลหลงัจากเกิด RNA methylation กลไกที� 5 เซลล์ที�จาํเพาะกบั transcription 

factor ทาํหนา้ที�ในการควบคุม reprogramming ของ hematopoietic cell fate ภายใตเ้ซลลป์กติ และ

เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว transcription factor ที�เกี�ยวขอ้งกบัการพฒันาเม็ดเลือดรวมไปถึงโปรตีนที�

ควบคุมจุดเริ�มตน้ของการเปลี�ยนแปลง วงจรชีวิตของเซลล ์และ apoptosis เช่น GATA-1, GATA-2, 

p53, c-myc ซึ� งโปรตีนเหล่านี�สามารถควบคุมกระบวนการ reprogramming ของ HSCs ภายในสาย

ของเซลลอ์ยา่งจาํเพาะ ตวัอยา่งเช่น GATA-1 จะกระตุน้การเปลี�ยนแปลงในสาย erythroid GATA-2 

จะควบคุม progenitors cell ส่งผลใหเ้ซลลย์งัคงมีชีวิตรอดและเจริยเติบโตได ้ส่วน P53 ทาํหนา้ที�ใน

การกระตุน้การเปลี�ยนแปลงของเซลล์ ทั�ง progeniter cells และ erythroid cells นาํไปสู่การควบคุม

การเจริญเติบโต และการตายของเซลล์ และสุดทา้ย c-myc กระตุน้เซลลห์ลายชนิด รวมทั�ง การ

เปลี�ยนแปลงเซลลเ์ม็ดเลือด  และยงัส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ การเปลี�ยนแปลง และการ

ตายของเซลล ์  transcription factor บางตวัแสดงผลทั�งสองแบบ ไดแ้ก่      การกระตุน้การเปลี�ยน 

แปลงที�มีความจาํเพาะกบัลกัษณะที�แสดงออกของเซลล ์ หรือยบัย ั�งการทาํงานของ transcription 
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factor อื�น ๆ  เช่น การแสดงออกอยา่งมากของ PU.1 ถูกควบคุมการพฒันาของเมด็เลือดสาย erythroid 

progenitor โดยผา่นการทาํงานของ GATA-1 ในขณะที�การแสดงออกของ GATA-1 มีผลต่อการ

ยบัย ั�งการเปลี�ยนแปลงของเซลลท์ี�ถูกกระตุน้ดว้ย PU.1 และกลไกที� 6 ประสิทธิภาพของ 

protooncogenes ในกระบวนการเปลี�ยนแปลงของเซลลแ์ละการตายของเซลล ์ c-myc ซึ� งเป็น 

transcription factor ตวัหนึ�งมีผลต่อการเปลี�ยนแปลงของเซลล์และการตายของเซลล ์ รวมไปถึงการ 

reprogramming ของ hematopoietic progenitor cells ความไวของเซลลผ์า่นทาง c-myc ถูกพบวา่เกิด

การปลดปล่อย cytochrom c ออกจาก ไมโคคอนเดรีย ไปยงัไซไตพลาซึม ซึ� งเหตุการณ์นี�สร้าง 

CD95/Fas ligand ซึ� งจาํเป็นต่อการกระตุน้การตายแบบ apoptosis ผา่นทาง caspases pathway 

 WT1 and cytokine expression 

 Interleukin-2 (IL-2) เป็นไซโตไคน์ที�สําคญัสาํหรับการกระตุน้การเจริญของ T-cells 

กระตุน้การเปลี�ยนแปลงของเซลล ์ และกระตุน้กระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลล ์ T-cells ทาํหนา้ที�

โดยการส่งสัญญาณผา่น IL-2 โดยมีตวัรับสัญญาณ IL-2 receptor ที�อยูบ่นผิวเซลลซึ์� งประกอบดว้ย 3 

subunit ไดแ้ก่ subunit alpha (IL-2RA) subunit beta (IL-2RB) และ subunit gramma (IL-2RG) โดย

ทั�งสาม subunit ทาํหนา้ที�ในการส่งสัญญาณภายในเซลล์ ผา่นทาง IL-2 pathway โดยทั�งสามโมเลกุล

ถูกแบ่งแยกโดยใชค้วามสามารถในการเกาะกบัโมเลกุลของ IL-2 แยกไดเ้ป็น ความสามารถในการ

เกาะสูง กลาง และตํ�า (K. A. smith, 1988)        IL-2RA ประกอบไปดว้ย exon จาํนวน 8 exon ซึ� งอยู่

บริเวณโครโมโซมที� 10p14-15 อยา่งไรก็ตาม IL-2RA ไม่สามารถทาํหนา้ที�ส่งสัญญาณไดด้ว้ยตวัเอง

เพียงลาํพงั เพราะโครงสร้าง cytoplasmic domain ของ IL-2RA ซึ� งประกอบไปดว้ยกรดอะมิโนเพียง 

13 ตวัเท่านั�น ซึ� งเป็นปริมาณที�นอ้ยจนเกินไป (Ishida et al., 1985; Leonard et al., 1985) ดงันั�นจึง

ตอ้งการ subunit อื�น ๆ เขา้มาช่วย ไดแ้ก่ IL-2RB ซึ� งประกอบไปดว้ย exon จาํนวน 10 exons ที�อยู่

บริเวณโครโมโซมที� 22q11.2-12 และประกอบไปดว้ยกรดอะมิโนถึง 525 ตวั และมนัยงัถูกบ่งชี�

ลกัษณะวา่เป็นไซโตไคน์ที�เป็น super family ซึ� งมีความสามารถในการเกาะกบัโมเลกุลของ IL-2 ได้

ดีมาก ส่วน IL-2RG ซึ� งมีขนาด 64 กิโลดลัตนั และประกอบไปดว้ยกรดอะมิโนจาํนวน  347  ตวั โดย    

IL-2RG ถูกตรวจสอบครั� งแรกวา่ทาํหนา้ที�เป็น coimmunoprecipitation กบั IL-2RB (Takeshita et 

al., 1992)โครงสร้างของ cytoplasmic domain ของ IL-2RG ประกอบดว้ย Src homonogy region ซึ� ง

ทาํหนา้ที�ในการส่งสัญญาณต่อ ๆ กนัไปผา่นทางการทาํปฏิกิริยากบั phosphotyrosine ของ ตวัส่ง
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สัญญาณที�มีประสิทธิภาพ เช่น IL-2, IL-4, IL-9, และIL-15 ทั�งสามหน่วยยอ่ยของ IL-2 receptor จะ

ทาํงานไดดี้หรือไม่นั�นขึ�นอยูก่บัการรวมตวักนัและค่าจาํเพาะของ dissociation rate constants และ 

ความสามารถในการเกาะของ IL-2 ดว้ย(Matsuoka et al., 1993)โดยการเกาะกนัเป็น complex ของ

ทั�งสามหน่อยยอ่ย (heterotrimer) จะทาํใหเ้กิด high-affinity IL-2 binding และในทางกลบักนัถา้เกิด 

(heterodimer) ระหวา่ง IL-2RA และ IL-2RB จะไม่แสดงสัญญาณในการเกิด transduction สาํหรับ

การเจริญของเซลล์ อีกประการหนึ�ง heterodimer ระหวา่ง  IL-2RB และ IL-2RG จะแสดง

ความสามารถในการเกาะกบั IL-2 ไดป้านกลาง ทั�งสอง subunit ไม่สามารถแยกกนัออกไปทาํงาน

เดี�ยว ๆ  จึงตอ้งทาํหนา้ที�แบบเป็น complex ซึ� งจะสนบัสนุนการเพิ�มสัญญาณการเกาะกบั IL-2 ไดเ้ป็น

อยา่งดี IL-2 receptor จะตอบสนองต่อ IL-2 ไดด้ว้ยกระบวนการ tyrosine phophotylation ของ IL-

2RB และจะกระตุน้ protooncogene เช่นc-myc, c-fos, and c-jun (Asao et al., 1993) ทั�งหมดทั�งมวล 

สามารถบ่งชี�ไดว้า่ IL-2RB และ IL-2RG มีความสาํคญัสาํหรับหนา้ที�เป็น IL-2 receptor complexes 

ส่วน   IL-2RA ทาํหนา้ที�เพียงเค่การเพิ�มประสิทธิภาพของ complex ที�เป็น heterodimer ระหวา่ง IL-

2RB และ     IL-2RG ยิ�งไปกวา่นั�น IL-2RG ยงัสามารถตอบสนอบต่อไซโตไคน์ลาย ๆ ชนิด เช่น IL-

4, IL-7, IL9, IL-15 ซึ� งนาํไปสู่การทาํหนา้ที�เป็น multi-receptor subunit 
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บทที� �  

วธิีดําเนินการวจิัย 

1. การเลี�ยงเซลล์ 

เซลลไ์ลน์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด chronic myeloid leukemia (K562) ถูกเลี�ยงในอาหารเลี�ยง

เซลลช์นิด PRMI1640(Gibco: Cat.No: 31800-014)ที�มีส่วนผสมของ Fetal bovine serum 10% 

(Hyclone: Cat.No: CH30160.03)ยาปฏิชีวนะชนิด penicillin (100U/ml) และ streptomycin (100 

ug/ml) จากนั�นเลี�ยงเซลลด์งักล่าวในตูบ้่มเซลล ์ ในสภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5% 

คาร์บอนไดออกไซด ์ส่วนเซลล์ที�ใชเ้พื�อสร้างไวรัส (packaging cells) ไดแ้ก่ 293T/17 cells ถูกเลี�ยง

ในอาหารเลี�ยงเซลลช์นิด DMEM (Gibco: Cat. No. 31600-026) ที�เตรียมโดยเติมส่วนผสม Fetal 

bovine serum 10% และยาปฏิชีวนะชนิด penicillin (10U/ml) และ streptomycin (100 µg/ml) จากนั�น

เลี�ยงเซลล์ดงักล่าวในตูบ้่มเซลล์ ในสภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ คาร์บอนไดออกไซด ์5% 

อาหารเลี�ยงเซลล์ในกระบวนการสร้างไวรัสจะไม่เติมยาปฏิชีวนะเพื�อป้องกนัการยบัย ั�งการสร้างตวั

ไวรัส 

2. การสร้างไวรัสและตรวจวดัปริมาณไวรัส 

อนุภาค Lentivirus ถูกสร้างขึ�นจาก lentiviral vectors ดว้ยวธีิการตกตะกอนดว้ยเกลือ

แคลเซียม คลอไรด์ ในpackaging cells สรุปวิธียอ่ ๆ  ไดด้งันี�  เลี�ยงเซลล์ 293T/17 ในอาหารเลื�ยงเซลล์

ให้ไดค้วามหนาแนนของเซลลป์ระมาณ 90% ใน tissue culture dish จากนั�น ทาํการเติม packaging 

plasmids mixed (6.5 g of pLP1, 2.5 g of  pLP2 and 3.5 g of  pLPv) และ core plasmid (10 g 

of  p201 หรือ WT1-siRNA) ลงไปในจานเลี�ยงเซลล ์จากนั�นทาํการบ่มเซลล์ไวเ้ป็นเวลา 24 ชั�วโมง 

เก็บนํ�าเลี�ยงเซลล์ที�มีอนุภาคไวรัส และกรองดว้ยหวักรองขนาด 0.45 µm และนาํไปตกตะกอนไวรัส

ดว้ยเครื�องปั�นเหวี�ยงความเร็วสูง 28,000 rpm เป็นเวลา 2 ชั�วโมง ที� 4 องศาเซลเซียส ทิ�ง supernatant 

และละลายตะกอนไวรัสดว้ยอาหารเลี�ยงเซลลท์ี�ไม่เติมยาปฏิชีวนะ เก็บไวรัสไวท้ี� -80 องศาเซลเซียส 

จนกวา่จะใชง้าน 
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3. การนําไวรัสเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย 

เลี�ยงเซลล์ K562 ไวใ้หม้ีความแขง็แรงก่อนที�จะนาํมาทาํ viral transduction โดยการนาํไวรัส

ที�ผา่นการเพิ�มความเขม้ขน้ดว้ยการปั�นเหวี�ยงความเร็วรอบสูง เติมสารละลาย polybrene ดว้ยความ

เขม้ขน้สุดทา้ยเป็น  8 g/ml ทาํการ transducer ไวรัสเขา้สู่เซลล ์K562 ดว้ยวธีิ spin ดว้ยความเร็วรอบ 

1,800 rpm เป็นเวลา 45 นาที ที� 25 องศาเซลเซียสหลงัจากนั�นบ่มเซลลใ์นตูบ้่มเป็นเวลา 12 ชั�วโมง ทาํ 

viral transduction 3 ครั� งเพื�อเพิ�มประสิทธิภาพในการเขา้สู่เซลลเ์ป้าหมาย 48 ชั�วโมงหลงัจากทาํการ 

transduction แลว้ เซลลท์ี�ติดไวรัสจะเกิดการเรืองแสงสีเขียวของ green fluorescence protein และ

สามารถคดัเลือกเอาเฉพาะ positive cells เท่านั�นโดยใชเ้ครื�อง FACs vantage หลงัจากนั�น เซลลท์ี�ได้

ถูกนาํไปใชเ้พื�อการทดลองต่อ ๆ ไป 

4. การตรวจวัดการเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว หลงัได้รับ WT1-siRNA  

หลงัจากที� GFP positive cells ถูกคดัเลือกแลว้ เซลลท์ั�งหมดที�ไดจ้ะถูกนาํไปเลี�ยงต่อเป็น

เวลาตามที�กาํหนดในการทดลองคือ 0 3 6 12 24 48 72 และ 96 ชั�วโมงจากนั�นเมื�อถึงเวลาดงักล่าว 

เซลลจ์ะถูกเก็บและนบัจาํนวนดว้ยการยอ้ม trypan blue จากนั�นนบัจาํนวนเซลล์ให้ได ้ 1x104 cells 

และนาํไปทาํการทดสอบการเจริญของเซลล์ดว้ย MTT assayโดยเติม cell suspension 100 l และเติม 

CellTiter 96 aqueous one solution ปริมาณ 20 l ลงไปใน 96 well plate ทาํการบ่มเซลลเ์ป็นเวลา 2-

3 ชั�วโมง จากนั�นนาํไปวดัค่า absorbance ที� 490/620 nm ดว้ย ELISA plate reader 

5. การวัดการตาย แบบ apoptosis ของเซลล์ด้วยวิธีวัดการทาํงานของ apoptotic enzyme; 

Caspase-3/7 หลังจากทดสอบด้วย WT1-siRNA  

หลงัจากที� GFP+ cells ถูกคดัเลือกแลว้ เซลลท์ั�งหมดที�ไดจ้ะถูกนาํไปเลี�ยงต่อเป็นเวลาตามที�

กาํหนดในการทดลองคือ 0 3 6 12 24 48 72 และ 96 ชั�วโมง จากนั�นเมื�อถึงเวลาดงักล่าว เซลลจ์ะถูก

เก็บและนบัจาํนวนดว้ยการยอ้ม trypan blue จากนั�นนบัจาํนวนเซลล์ให้ได ้1x104 cells และนาํไปทาํ

การทดสอบวดัการทาํงานของเอนไซมค์าสเปส โดยเติม cell suspension 100 l และเติม Apo-One 

Homogeneous Caspase-3/7 reagent (Promega: Cat.No. G778A) ปริมาณ 100 l ลงไปใน 96 well 

plate ทาํการบ่มเซลลเ์ป็นเวลา 2-3 ชั�วโมง จากนั�นนาํไปวดัค่า absorbance ที� 499/521 nm ดว้ย 

Fluorescence spectrometer  
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6. การวัดการตาย แบบ apoptosis ของเซลล์ด้วยวธิีย้อม antibody บนผิวเซลล์หลังจาก

ทดสอบด้วย WT1-siRNA  

เพื�อยืนยนัวา่ WT1-siRNA มีผลต่อการกระตุน้ให้เซลล ์K562 ตายแบบ apoptosis เซลลท์ี�ถูก

ทดสอบดว้ย WT1-siRNA ตามเวลาต่าง ๆ จาํนวน 1x105 cells ถูกนาํมายอ้ม antibody บนผิวเซลล์ 

ดว้ย 5 l          Annexin V-FITC และ 5 l Propidium Iodide (BD Pharmingen: Cat.No. 556547) 

จากนั�นบ่มเซลลไ์วใ้นที�มืด ที�อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที แลว้นาํไปตรวจวดัปริมาณเซลล์ที�ตาย

ดว้ยเครื�อง Flow cytometry 

 

7. การวัดระดับการแสดงออกของ mRNA 

เพื�อตรวจเช็คการแสดงออกของยนีต่าง ๆ ของเซลล ์ K562 หลงัจากถูก transduction ดว้ย           

WT1-siRNA เมื�อ GFP positive cells ถูกคดัเลือกและทาํการเลี�ยงต่อจนกระทั�งถึงเวลาที�กาํหนดใน

การทดลอง เซลลจ์ะถูกเก็บเกี�ยว แลว้นาํมาตกตะกอน จากนั�นทาํการลา้งตะกอนของเซลลด์ว้ย PBS 

และตกตะกอนอีกครั� ง จากนั�น นาํเอาตะกอนเซลลท์ี�ไดไ้ปทาํการสกดั RNA ดว้ยชุดสกดั total RNA 

extraction kit (geneaid) หลงัจากนั�นทาํการเปลี�ยน RNA กลบัไปเป็น cDNA ดว้ยชุด kit ซึ� ง

ประกอบดว้ย 1 X RT buffer 0.83 mM dNTPs mix 2.08 pmole reverse primer 100 unit of reverse 

transcriptase 700-1000 ng of RNA template และ diethylpyrocarbonate- treated water. หลงัจากนั�น

ทาํปฏิกิริยาในเครื�อง PCR ที� 42 องศาเซลเซียส นาน 60นาที เพื�อให้เอนไซม ์reverse transcriptase 

ทาํงาน จากนั�น cDNA template ถูกใชเ้พื�อทาํการเพิ�มจาํนวนยีน โดยการเติม reaction mixed 

ดงัต่อไปนี�   1X PCR buffer 0.2 mM dNTPs mix 2 mM MgCl2 0.2 pmole reverse primer 0.4 pmole 

forward primer 1 unit of Taq DNA polymerase 10.0 l cDNA จาก การทาํ reverse transcription and 

RNase/DNase free water ปรับปริมาณสุดทา้ยของปฏิกริยาดว้ยนํ�าใหไ้ด ้25 µl/reaction นาํเอาหลอด

ใส่เขา้เครื�อง PCR โดยตั�งโปรแกรมดงันี�  95C 5 นาที จากนั�น  40 cycles ที� 95C 1 นาที 51C หรือ

อุณหภูมิที�เหมาะสมสาํหรับแต่ primer (ตารางที� 1) 30 วินาที 72C 45 วินาทีและตามดว้ย 72C 5 

นาที และคงไวท้ี� 4ºC จนกวา่จะใชง้านต่อไป จากนั�นนาํเอา PCR product ไปทาํ gel electrophoresis 

ที� 1.5% agarose gel และยอ้มดว้ย ethidium bromide 
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ตารางที� 1 แสดงรายละเอยีดของ primers  

 

8. การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน WT1 และ caspase 7 ของเซลล์ K562 หลังจากทดสอบด้วย 

WT1-siRNA 

ทาํการสกดัโปรตีนของเซลลท์ี�เก็บเกี�ยวไดด้ว้ย CelLytic M cell lysis reagent (Sigma, C2978) 

เป็นเวลา 15 นาทีตามวิธีการ และปั�นเศษตะกอนดว้ยความเร็วรอบ 12000 rpm เป็นเวลา 15 นาที 

จากนั�นนาํโปรตีนที�ไดไ้ปวดัความเขม้ขน้ดว้ยวิธี Bradford protein assay (Sigma, B6916) จากนั�นนาํ 

50 ug ของโปรตีนที�ไดร้วมทั�ง sample buffer ตม้ในนํ�าเดือดเป็นเวลา 5 นาทีเพื�อทาํลายโครงสร้าง

ของโปรตีน (denaturation) จากนั�นโปรตีนที�เตรียมพร้อมแลว้ถูกนาํไปแยกขนาดดว้ย SDS-PAGE 

gel ดว้ยสภาวะ 200 V 70 mA  เป็นเวลา 80 นาที โปรตีนบนแผน่เจลถูกเคลื�อนยา้ยไปยงัแผน่เมม

เบรน PVDF โดยใช ้blotting buffer (25 mM Trizma base 192 mM glycine และ 20% Methanol) ที�

สภาวะ 400 mA 100 V เป็นเวลา 1 ชั�วโมง จากนั�นทาํการ blocking แผน่เมมเบรนเพื�อป้องกนัการเกิด 

non specific ดว้ย blocking buffer ขา้มคืน ที� 4 องศาเซลเซียส และลา้งแผน่เมมเบรนดว้ย 1% skim 

milk จากนั�นนาํ primary antibody ความเขม้ขน้ตามที�ระบุไวด้า้นล่างเขา้ทาํปฏิกริยากบัโปรตีนบน

แผน่เมมเบรน เป็นเวลา 2 ชั�วโมงโดยการเขยา่ภาชนะตลอดเวลา จากนั�นลา้งแผน่เมมเบรนดว้ย 1% 

skim milk เป็นเวลา 10 นาที และเติม secondary antibody ความเขม้ขน้ตามทีระบุดา้นล่าง เพื�อจบักบั 

mRNA Primer sequences Annealing temp. Product size Refferences 

WT1 

Exon 8-10 

R:5'-TCAAAGCGCCAGCTGGAGTTT-3' 

F: 5'-AGACATACAGGTGTGAAACC-3' 

51 225 Damon et al., 

2000 

IL2 R:5'- TGGGAAGCACTTAATTATCAAGTC-3' 

F:5'-CGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGG -3' 

60 150 Kim et al., 2006 

IL-2RB R:5’-CGGTGTTCCTGCAGTTG-3’ 

F:5’-CAGTATGAGTTTCAGGTGCG-3’ 

          50 205 Kim et al., 2006 

IL-2RG R:5’-CCAACAGAGATAACCACGG-3’ 

F:5’-CGCTACACGTTTCGTGTTC-3’ 

60 152 Kim et al., 2006 

GAPDH R: 5’GTACTCAGCGGCCAGCATCG-3’ 

F: 5’-AGCCACATCGCTCAGACACC-3’ 

60 310 Yao et al., 2006 
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primary antibody เป็นเวลา 1 ชั�วโมง ลา้งแผน่เมมเบรน 2 ครั� งดว้ย 0.1% TPBS จากนั�นนาํแผน่เมม

เบรนไปทาํปฏิกริยากบั Super Signal Pico-chemiluminescent mixed เป็นเวลา 5 นาที แลว้นาํไป

ประกบฟิลม์ในหอ้งมืด เพื�อดูการแสดงออกของโปรตีน 

Primary antibodies 

- WT1   1:200  

- Actin    1:1,000 

- Caspase 7  1:1,000  

Secondary antibodies 

- Use anti-rabbit IgG antibody for caspase-7, WT1 and Actin 

- Caspase-7  1:5,000 

- WT1   1: 5,000  

- Actin               1: 5,000  
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บทที� �  

ผลการทดลอง  

ผลการทดลองตอนที� � 

การทดสอบผลของ WT1-siRNA ต่อเซลล์สายพนัธ์ุมะเร็งเม็ดเลอืดขาว  

ชนิด Chronic myeloid leukemia : K 562 
 

1. ประสิทธิภาพการ transduction ของ lentivirus เข้าสู่เซลล์มะเร็งเม็ดเลอืดขาวชนิด K562 

หลงัจากเซลล ์K562 จาํนวน 2x106 cells ถูก transduce ดว้ย Lentivius ดว้ยวธีิปั�นเหวี�ยงแลว้

นั�น เมื�อถึงระยะเวลาบ่มครบ 48 ชั�วโมง ก็ทาํการตรวจหาปริมาณเซลลท์ี�ถูก transducer โดยการวดั

ปริมาณเซลลท์ี�มีการแสดงออกของ green fluorescence protein (GFP) และเซลล์ที�ถูก transduec จะ

ผา่นกระบวนการคดัเลือก (sorting) เพื�อคดัเอาเฉพาะเซลลท์ี�เป็น GFP positive เท่านั�น ซึ� งจากการ

ทดลองพบวา่ปริมาณเซลลท์ี�คดัเลือกไดน้ั�นเพิ�มประชาการได ้ จากเดิมประมาณ ��% เป็น ��% 

(รูปภาพที� 1) และลกัษณะเซลลท์ี�มีการแสดงของ GFP นั�น จากภาพจะสังเกตเห็นวา่ เมื�อระยะเวลา

ของการบ่มนานยิ�งขึ�น ในกลุ่มเซลลท์ี�ไดรั้บ WT1-siRNA จะพบการตายของเซลลเ์พิ�มมากขึ�นดู 

ในขณะที�เซลล์ที�เป็นกลุ่มควบคุม (C-siRNA) จะไม่พบการตายของเซลลแ์ต่อยา่งใด (รูปภาพที� 2) 
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รูปภาพที� 1 แสดงปริมาณ GFP+ cells หลงัจากกระบวนการ lentiviral transduction เพื�อนาํเอา C-

siRNA (a) และ WT1-siRNA (c) เขา้สู่เซลล ์K562 และบ่มเป็นเวลา 48 ชั�วโมง เซลลถ์ูกตรวจสอบ

ดว้ยเครื�อง flow cytometry และทาํการคดัเลือกเฉพาะ GFP+ cells ดว้ยเครื�อง FACs vantage พบวา่

ปริมาณ GFP+ cells ของ   C-siRNA และ WT1-siRNA เพิ�มมากขึ�น ดงัภาพ b และ d ตามลาํดบั  
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รูปภาพที� 2 การแสดงออกของ GFP หลงัจากนาํ C-siRNA (a b และ c) และ WT1-siRNA (d e และ 

f) เขา้สู่เซลล์ K562 ดว้ย lentivirus ซึ� งถ่ายดว้ยกลอ้ง fluorescent microscope ที�เวลา 6 12 และ 24 

ชั�วโมง ตามลาํดบั  

 

2. ผลการยับยั�งการเจริญเติบโตของ K562 cells โดย WT1-siRNA 

หลงัจากกระบวนการ GFP+cell sorting แลว้ เซลลจ์ะถูกนาํไปเลี�ยงต่อเป็นเวลาต่าง ๆ ตามที�

กาํหนดในการทดลอง และเมื�อถึงแต่ละช่วงเวลา เซลลจ์ะถูกนาํไปทดสอบการเจริญดว้ยวิธีตรวจนบั

เซลล์ที�ยงัมีชีวิตรอด และเซลลท์ี�ตายไป โดยทาํการยอ้มสีเซลลด์ว้ยสี trypan blue โดยเซลล์ที�ยงัมี

ชีวิตรอดจะไม่ติดสี ส่วนเซลล์ที�ตายแลว้จะติดสีนํ�าเงินของ trypan blue จากนั�นนบัจาํนวนเซลลแ์ต่

ละกลุ่ม และคาํนวณปริมาณเซลล์ จากการทดลองพบวา่ในกลุ่มเซลล์ที�เป็น WT1-siRNA-

transduced-cells จะมีปริมาณเซลลท์ี�รอดชีวิตลดลงไปตามระยะเวลาที�เลี�ยง ในขณะที�เซลลใ์นกลุ่ม

ควบคุม (C-siRNA) จะมีประมาณเซลลท์ี�รอดชีวิตเพิ�มมากขึ�น ตามรูปภาพที� 3ซึ� งแสดงให้เห็นวา่ ผล

ของ WT1-siRNA นั�นมีผลในการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 นี�ไดต้าม

ระยะเวลา โดยเห็นผลชดัเจนเมื�อเวลาผา่นไป 48 ชั�วโมง จากนั�นคาํนวณผลการยบัย ั�งการเจริญเป็น

อตัราร้อยละ พบวา่ค่าการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลล์ K562 โดย WT1-siRNA นั�นสูงขึ�นเรื�อย ๆ 

ตามระยะเวลาที�เพิ�มขึ�น และสูงที�สุดประมาณ 90% เมื�อทาํการเลี�ยงเซลล์ต่อไปจนครบเวลา               
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96 ชั�วโมง (รูปภาพที� �) และจากนั�น ทาํการยืนยนัผลการยบัย ั�งการเจริญของเซลลด์ว้ยวธีิการ

ตรวจวดัอตัราการ proliferation ของเซลลท์ี�ถูก transducer โดยใชชุ้ดการตรวจวดั MTT assay 

(Promega) และผลการทดลองก็เป็นไปตามการทดลองการวดัการเจริญเติมโตขา้งตน้ โดยพบวา่ 

เซลลใ์นกลุ่ม WT1-siRNA จะมีค่าการดูดกลืนแสงที�นอ้ยกวา่เซลลใ์นกลุ่มควบคุม (C-siRNA) ตาม

ระยะเวลาที�เพิ�มขึ�น (รูปภาพที� �) ซึ� งสรุปผลไดว้า่ WT1-siRNA ส่งผลให้เกิดการยบัย ั�งการ

เจริญเติบโตของเซลลไ์ดจ้ริง 
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รูปภาพที� 3 ผลการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลล ์ K562 หลงัจากทดสอบดว้ย WT1-siRNA โดย

หลงัจากการคดัเลือกเซลล ์และเลี�ยงต่อเป็นระยะเวลาต่าง ๆ กนั (0 3 6 12 24 48 72 และ 96 ชั�วโมง) 

เซลล์จะถูกเก็บเกี�ยวและนาํมายอ้มสีดว้ย trypan blue เพื�อนบัปริมาณเซลล์ที�รอดชีวิต (B) ผลการ

ยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลล์ดว้ย WT1-siRNA โดยแสดงผลเป็นเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั�งการเจริญ 

ซึ� งคาํนวณจากปริมาณเซลล์ที�รอดชีวิตตั�งตน้ และปริมาณเซลลท์ี�รอดชีวิตที�เหลือ ณ เวลาต่าง ๆ ที�

กาํหนดและอตัราการยบัย ั�งการเจริญไดเ้พิ�มขึ�นจาก 10% เป็น 90% ตามระยะเวลาที�เพิ�มขึ�น 
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รูปภาพที� 4 ผลของ WT1-siRNA ต่อการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 

K562 เซลล์จะถูกเก็บเกี�ยวและทดสอบดว้ยการเติมนํ�ายา MTT ลงไปและบ่มใหเ้กิดปฏิกิริยาเป็น

เวลา 2-3 ชั�วโมง จากนั�นอ่านค่าการดูดกลืนแสงที� 490/620 nm และแสดงค่าเป็นกราฟการ

เจริญเติบโต 

 

3. ผลการทดสอบการกระตุ้นการตายของเซลล์ K562 ด้วย WT1-siRNA 

 หลงัจากการ transduce และ sorting เซลล์ถูกยอ้มและนบัจาํนวนเซลล์ตายดว้ย trypan blue 

พบวา่จาํนวนเซลลท์ี�ตายเพิ�มมากขึ�นในเซลล์กลุ่มที�ทดสอบดว้ย WT1-siRNA และจากนั�น เพื�อ

ตอ้งการทราบวา่เซลลท์ี�ตายนั�นเกิดจากการกระตุน้ให้เกิด apoptosis ขึ�นจึงทาํการทดสอบปริมาณ

เอ็นไซมท์ี�เกี�ยวขอ้งกบั apoptosis โดยใชชุ้ดทดสอบปริมาณเอนไซม ์  caspase-3/7 (Apo-One 

Homogenouse caspase- 3/7 reagent (Promega: G778A) ผลการทดลองพบวา่ ที�เวลา 48 ชั�วโมงเป็น

ตน้ไปของการทดสอบดว้ย WT1-siRNA สามารถกระตุน้ใหเ้ซลลเ์กิด activity ของ apoptotic 

enzyme ใหเ้พิ�มมากขึ�นได ้ เมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (C-siRNA) (รูปภาพที� �) โดยกระตุน้
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ปริมาณเอนไซมไ์ดสู้งถึง 3 เท่า และ 4 เท่า เมื�อเวลา 48 และ 96 ชั�วโมง ตามลาํดบั ซึ� งเป็นการยืนยนั

ไดว้า่ผลของ WT1-siRNA วา่มีผลกระตุน้ใหเ้ซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเกิดภาวะการตายแบบ 

apoptosis ขึ�นไดจ้ริงอยา่งมีนยัสาํคญัซึ� งเอนไซมด์งักล่าวที�ใชใ้นการทดสอบการตายแบบ apoptosis 

นี�  มีความสาํคญัและถือวา่เป็นเอนไซมล์าํดบัทา้ย ๆ ของการเกิด apoptosis cascade ซึ� งกระบวนการ

เกิดมีลาํดบัขึ�น มีการกระตุน้ การตดัโมเลกุลต่าง ๆ ที�เกี�ยวขอ้ง เป็นลาํดบัไป ซึ� งในการเกิด apoptosis 

นี�  สามารถเรียกอีกอยา่งไดว้า่ program cell death ซึ� งเป็นกระบวนการตายแบบไม่เป็นธรรมชาติ เป็น

การตายแบบที�ตอ้งเกิดจากการถูกกระตุน้ดว้ย death molecule ซึ� งจะส่งผลต่อให้เกิดเส้นทาง 

(pathway) หรือกลไก โดยแบ่งเป็น 2 เส้นทาง ไดแ้ก่ intrinsic pathway และ extrinsic pathway ซึ� งทั�ง

สองเส้นทางนี� ถึงแมว้า่กระบวนการภายในเซลลท์ี�เกิดขึ�นจะแตกต่างกนั แต่ผลสุดทา้ยของ

กระบวนการก็คือ การตายแบบ apoptosis นั�นเอง เพราะฉะนั�น การเพิ�มขึ�นของ executioner caspases 

enzyme นั�น ก็เป็นการบ่งบอกไดถึ้งการที�เซลล์ถูกกระตุน้ให้เกิดการตายแบบ apoptosis ขึ�นนั�นเอง 

 

 

รูปภาพที� � การกระตุน้การทาํงานของเอนไซม ์ caspase-3 และ -7 ของเซลล ์ K562 หลงัจากที�ถูก

ทดสอบดว้ย WT1-siRNA  จากนั�น เซลล์จะถูกเก็บเกี�ยวตามระยะเวลาที�กาํหนด เพื�อนาํมาทดสอบ

ดว้ยชุดทดสอบการตายของเซลล์แบบ apoptosis (Apo-One Homogenouse Caspase-3/7 apoptosis 

kit (Promega)) หลงัจากบ่มให้เกิดปฏิกิริยาแลว้ นาํเอาเซลลไ์ปตรวจวดัปริมาณความเขม้ของ 

fluorescence ที�เกิดขึ�นที�ความยาวคลื�น   499/621 nm บนัทึกค่าที�ไดแ้ละวิเคราะห์ผล 
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4. ผลการกระตุ้น apoptosis ของ K562 cells โดย WT1-siRNA 

 เพื�อตรวจเช็คผลของ WT1-siRNA ในการกระตุน้ให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเกิดการตาย

แบบ apoptosis ขึ�นเซลลท์ี�ไดรั้บการ transducer ดว้ย lentiviruses แลว้จะถูกเก็บเกี�ยวและนาํมา

ทดสอบโดยการยอ้มสีดว้ย Annexin V-FITC และ Propidium iodide เพื�อวิเคราะห์ลกัษณะจาํเพาะ

ของการเกิด apoptosis โดยเซลลท์ี�เป็น apoptotic cells นั�น จะพบการผิดปกติของผนงัเซลล์ กล่าวคือ

จะมีการยา้ยตาํแหน่งของโมเลกุลที�ปกติแลว้จะอยูภ่ายในของผนงัเซลล์ (internal membrane) เมื�อ

เกิด apoptosis แลว้ โมเลกลุดงักล่าวจะถูกเคลื�อนยา้ยออกมาอยูด่า้นนอกของผนงัเซลล์ จึงใชเ้ป็นตวั

บ่งชี�สภาวะ apoptosis ของเซลล์ได ้โมเลกุลดงักล่าวคือ phosphatidylserine ซึ� งจะจบัไดก้บัโมเลกุล

ของ annexin V-FITC ทาํใหเ้ซลล์ติดสีเขียวของ annexin V-FITC นั�นเอง จากการทดลองพบวา่เมื�อ

เวลาผา่นไป เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว K562 ที�ถูก transduction ดว้ย WT1-siRNA จะพบ early 

apoptotic cells ประมาณ ��% เมื�อเวลาผา่นไปเพียงแค่ 12 ชั�วโมงหลงัจากการ transduction และ

เซลลท์ี�เกิด late apoptosis จะมีปริมาณเพิ�มขึ�นตามเวลาที�เพิ�มขึ�น นอกจากนี�วิธีการดงักล่าวยงั

สามารถแบ่งกลุ่มของเซลล์ตายไดเ้ป็น 3 กลุ่ม ตามการติดสี กล่าวคือ เซลลใ์นกลุ่มที�เป็น early 

apoptosis จะให้ผลเป็น annexin V-FITC positive, PI negative ส่วนเซลลใ์นกลุ่มที�เป็น late apoptosis 

จะให้ผลบวกทั�ง annexin V-FITC และ PI ส่วนเซลลท์ี�ตายแบบ necrosis จะให้ผลบวกเฉพาะ PI 

เท่านั�นอีกประการหนึ�ง เมื�อเวลาผา่นไปกลุ่มเซลลจ์ะถูกกระตุน้ให้เขา้สู่ late apoptosis เพิ�มมากขึ�น 

เป็นการตายแบบสมบูรณ์ (รูปภาพที� �) และจากการทดสอบสามารถสรุปไดว้า่ WT1-siRNA 

สามารถมีผลไปกระตุน้ใหเ้พิ�มปริมาณ apoptotic cells ไดเ้มื�อเปรียบเทียบผลกบักลุ่มควบคุม  
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รูปภาพที� � ผลของ WT1-siRNA ต่อการกระตุน้ให้ เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวตายแบบ apoptosis โดย

เมื�อเซลล ์K562 ไดรั้บ WT1-siRNA แลว้ เซลล์จะถูกเก็บเกี�ยว ณ เวลาต่าง ๆ ที�กาํหนด และนาํมายอ้ม

สี Annexin V-FITC/PI จากนั�นนาํเซลล์ที�ไดไ้ปวเิคราะห์ดว้ยเครื�อง Flow cytometry (A) กราฟแสดง

ปริมาณเซลลท์ี�เขา้สู่ early apoptosis (B) และ late apoptosis (C) 

 

5. ผลของ mRNA expression หลังจากการทํา WT1-siRNA transduction  

หลงัจากที�ทาํการ transduction เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว K562 ดว้ย WT1-siRNA แลว้ เซลล์

จะถูกเก็บเกี�ยวเพื�อนาํมาสกดั total RNA ตามระยะเวลาต่าง ๆ ที�กาํหนด คือ 0 3 6 12 24 48 72 และ 

96 ชั�วโมง เซลล ์K562 ถูกปั�นตกตะกอน และนาํมาสกดั total RNA และนาํมาทาํการ convert ให้เป็น 

cDNA ดว้ย reverse transcriptase จากนั�นทาํการตรวจสอบ mRNA expression ผลการทดลองพบวา่ 

WT1-siRNA ส่งผลต่อการลดการแสดงออกของ WT1 mRNA หลงัจากการ transduction เป็นเวลา 

72 ชั�วโมง และในการลดการแสดงออกของ WT1 mRNA ก็ส่งผลให้เกิดการกระตุน้การตายของ
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เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวไดอี้กดว้ย เนื�องจาก WT1 ทาํหนา้ที�หลกัในการควบคุมการเจริญของเซลล์

นั�นเอง ยิ�งไปกวา่นั�น โมเลกุลสําคญัที�เกี�ยวขอ้งกบัการเจริญของเซลลก์็คือกลุ่ม cytokine เช่น 

Interleukin 2 และ receptor ของมนั ไดแ้ก่ IL-2 beta และ gamma ก็เป็นที�น่าสนใจในการทดสอบการ

แสดงออกของมนัหลงัจากที�เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวถูก transducer ดว้ย WT1-siRNA ซึ� งผลการ

ทดลองพบวา่ IL-2 ถูกลดการแสดงออก หลงัจากทดสอบดว้ย   WT1-siRNA เป็นเวลา 96 ชั�วโมง

หลงัการ transduction และเพื�อเป็นการทดสอบกลไกการลดการแสดงออกของ IL-2 จึงไดท้าํการ

ตรวจหาการแสดงออกของ IL-2 receptor และพบวา่ IL-2RG และ IL-2RB ถูกลดการแสดงออก

ตั�งแต่เวลา 48 และ 72 ชั�วโมงหลงัการ transduction (รูปภาพที� 7) ซึ� งสามารถอธิบายไดว้า่ การ

กระตุน้ใหเ้ซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวตาย โดยใช ้WT1-siRNA นั�น ส่งผลกระทบต่อยีนที�เกี�ยวขอ้งกบั

การเจริญเติบโตของเซลล์ ซึ� งไดแ้ก่ IL-2 และกลไกของการลดลงของยีน IL-2 นั�นก็เกิดขึ�นจากการที� 

receptor ของมนัถูกลดการแสดงออกนั�นเอง อยา่งไรก็ตาม receptor ของ IL-2 นั�นมีอยูท่ ั�งหมด 3 

แบบ (subunit) ไดแ้ก่ IL-2 receptor alpha (IL-2RA) IL-2 receptor beta (IL-2RB) และ IL-2 receptor 

gramma (IL-2RG) โดยทั�งสามชนิดนี�จาํทาํหนา้ที�ร่วมกนัในการจบักบั IL-2 บริเวณตาํแหน่งที�

จาํเพาะแบ่งไดต้ามความสามารถในการเขา้เกาะกบัโมเลกุลของ IL-2 (binding affinity) เพื�อกระตุน้

กลไกการเจริญเติบโตของเซลลต์ามลาํดบัขั�น แต่การจบักนัระหวา่ง IL-2 และ receptors นั�น จะจบั

ไดอ้ยา่งมั�นคง และกระตุน้กระบวนการเจริญไดดี้ที�สุด จะตอ้งจบัใหไ้ดท้ั�ง 3receptors คือ alpha, beta 

และ gramma เรียกวา่ heterotrimerization แต่อยา่งไรก็ตาม สัญญาณจะถูกลดลงไปถา้หาก IL-2 จบั

กบั receptor ไดเ้ป็นบางตวัเท่านั�น เช่น การเกิด heterodimer ระหวา่ง IL-2RA และ IL-2RB จะเกิด 

pseudo-high affinity กบั IL-2 ส่วน IL-2RB และ IL-2RG จะเกิด intermediate affinity กบั IL-2 

เพราะฉะนั�น จึงสามารถสรุปไดจ้ากการทดลองนี�วา่ การลดการแสดงออกของ WT1 โดยใช้          

WT1-siRNA นั�น ส่งผลกระทบต่อ cytokine IL-2 ซึ� งมีความสําคญัต่อการดาํรงชีวิตของเซลลม์ะเร็ง

เม็ดเลือดขาวดงักล่าว โดยผา่นกลไกการลดการแสดงออกของ receptor บนผิวเซลล ์ไดแ้ก่ IL-2RB 

และ IL-2RG  
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รูปภาพที� 7 การแสดงออกของ mRNA ชนิดต่าง ๆ ของ K562 หลงัจากทดสอบดว้ย WT1-siRNA 

เซลล์ถูกเก็บเกี�ยวที�เวลาต่าง ๆที�กาํหนดคือ 0 3 6 12 24 48 72 และ 96 ชั�วโมง จากนั�นเปลี�ยนเป็น 

cDNA ดว้ย reverse transcriptase จากนั�นทาํการเพิ�มจาํนวนยีนดว้ย RT-PCR ผลิตภณัทท์ี�ไดถู้กนาํมา

แยกบน agarose gel และวิเคราะห์ดว้ยเครื�องอ่านเจล โดยใช ้GAPDH เป็นตวัควบคุม 

 

6. การแสดงออกของโปรตีน หลังจาก WT1-siRNA transduction 

 หลงัจากทราบการแสดงออกของยีนต่าง ๆ วา่มีการลดการแสดงออกลงเมื�อเซลล์มะเร็งเม็ด

เลือดขาวถูกทดสอลดว้ย WT1-siRNA จึงตอ้งมีการศึกษาผลของ protein expression ดว้ย เพื�อเป็น

การยนืยนัวา่   WT1-siRNA มีผลลดการแสดงออกทั�งในระดบัยนี และระดบัโปรตีนโดยเริ�มจากการ

เก็บเกี�ยวเซลลท์ี�ผา่นการคดัเลือกและเลี�ยงต่อตามระยะเวลาที�กาํหนดในการทดลอง ปั�นลา้งและ

ตกตะกอนเซลล ์ จากนั�นนาํเอาเซลลไ์ปสกดัเอาเฉพาะส่วนของโปรตีนออกมาดว้ยชุดสกดัโปรตีน 

Celllytic M (sigma, C2978) จากนั�นโปรตีนปริมาณ 20 ไมโครกรัมก็ถูกนาํมาแยกขนาดบน SDS-

PAGE และทาํการยา้ยแถบโปรตีนลงบน PVDF membrane จากนั�นนาํเอา antibody ที�ตอ้งการศึกษา

มาทาํปฏิกิริยาจบัอยา่งจาํเพาะกบัโปรตีน และประกบกบัฟิลม์เพื�อดูการแสดงออกของโปรตีนแต่ละ

ชนิด ผลการทดลองพบวา่โปรตีน WT1 ก็ถูกลดการแสดงออกในเวลาเดียวกบัการลดการแสดงออก

ของ WT1 mRNA คือที�เวลา 72 และ 96 ชั�วโมง (รูปภาพที� 8) จากนั�นทาํการศึกษาโปรตีนที�เกี�ยวขอ้ง

กบักระบวนการเกิด apoptosis เช่น Pro-Caspase 7 ซึ� งเป็น apoptotic enzyme จากการทดลองพบวา่มี

การแสดงออกของ Procaspase-7 ตั�งแต่เริ�มตน้จนกระทั�งเวลา 72 และ 96 ชั�วโมง procaspase-7 จึงถูก
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ลดการแสดงออกลง ซึ� งเป็นเพราะ procaspase-7 จะถูกกระตุน้ใหเ้ปลี�ยนเป็น active caspase-7 แทน

ทีเพื�อให้การเกิด apoptosis เป็นไปอยา่งสมบูรณ์ ผา่นกระบวนการ intrinsic apoptotic pathway จาก

การทดลองสรุปไดว้า่ WT1-siRNA มีผลต่อการลดการแสดงออกของโปรตีน WT1 และส่งผลให้

เซลล์ตายผา่นกระบวนการ intrinsic apoptotic pathway  

 

 

รูปภาพที� 8 การวดัการแสดงออกของโปรตีนของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวหลงัจากการทาํ WT1-

siRNA transduction เซลล์จะถูกเก็บเกี�ยวตามระยะเวลาที�กาํหนด และเก็บตะกอนเซลลไ์ว ้จากนั�น

ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนดว้ยวิธี western blot  
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ผลการทดลองตอนที� � 

การทดสอบผลของ WT1-siRNA ต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลอืดขาวของผู้ป่วย 

acute lymphoblastic leukemic cells: ALL-L1 

 
1.  WT1-siRNA ยับยั�งอัตราการเจริญเติบโต และกระตุ้นการตายแบบ apoptosis ของเซลล์มะเร็ง

เม็ดเลอืดขาวของผู้ป่วย  

ในการทดลองครั� งนี�ไดใ้ช้ตวัอยา่งเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลนัแบบ 

lymphoblast ที�เก็บจากผูป่้วยเด็ก อายุระหวา่ง 3-15 ปีที�ถูกวินิจฉยัวา่ป่วยเป็นโรคมะเร็งเมด็เลือดขาว 

จากโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา โดยทุกรายไดรั้บการชี�แจงและลงนามยินยอมเขา้ร่วม

โครงการวจิยัครั� งนี� เรียบร้อยแลว้ ตวัอยา่งperipheral blood mononuclear cells (PMBC) ถูกนาํไปปั�น

แบบ gradient centrifugation เพื�อนาํไปทาํการทดลองต่อไปหลงัจากที�เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวถูก 

transduce ดว้ย WT�-siRNA แลว้ พบวา่ WT1-siRNA สามารถยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง

ดงักล่าวไดท้ี� 79±14% ในขณะที�กลุ่มควบคุมมีค่า 49±9%     (รูปภาพที� 9A) ในขณะที�วดัค่า

proliferation ในกลุ่มที�ไดรั้บ WT1-siRNA ได ้0.21±0.02 และกลุ่มควบคุมมีค่า0.27±0.005 (รูปภาพ

ที� 9B) และจากการศึกษาพบวา่ WT1-siRNA สามารถกระตุน้ใหเ้ซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวตายไดถึ้ง 

2.6±0.3 เท่าเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (รูปภาพ 9C) กลไกในการกระตุน้การตายของ

เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL สามารถวดัไดจ้ากการทาํงานของเอนไซม ์ caspase-3 และ 

caspase -7 ซึ� งเป็นเอนไซมท์ี�ทาํหนา้ที�ในขั�นตอนสุดทา้ยของกระบวนการ apoptosis ซึ� งการเพิ�มขึ�น

ของเอนไซมด์งักล่าวแปรผนัตรงกบัการกระตุน้ให้เซลลต์ายแบบ apoptosis และจากการทดลอง

พบวา่ WT1-siRNA สามารถกระตุน้ใหม้ีการทาํงานของเอนไซม ์ caspase-3/7 สูงถึง 5,104±836 

RFUsในขณะที�กลุ่มควบคุมมีค่าการทาํงานของเอนไซมเ์พียง 1,823±374 RFUs เท่านั�น (รูปภาพ 9D) 

ซึ� งขอ้มูลนี� ชี� ให้เห็นวา่ WT1-siRNA สามารถยบัย ั�งการเจริญเติบโต และกระตุน้การตายของ

เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวไดเ้ป็นอยา่งดี ซึ� งไดม้ีการเปรียบเทียบผลของ WT1-siRNA ในตวัอยา่งเม็ด

เลือดของอาสาสมคัรสุขภาพดีแลว้พบวา่ WT1-siRNA ไม่ส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโต และไม่

กระตุน้การตายของเซลลเ์ม็ดเลือดขาวของกลุ่มควบคุมจึงสรุปไดว้า่ WT1-siRNA ที�ไดท้าํการ
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ออกแบบมานี�  สามารถใชไ้ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพในการยบัย ั�งการเจริญ และกระตุน้การตายของ

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญัโดยไม่ส่งผลต่อเซลล์เม็ดเลือดปกติ 

 

รูปภาพที� 9 WT1-siRNA แสดงผลการยบัย ั�งและกระตุน้การตายของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ALL 

subtype L1 หลงัจากไดเ้ซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวไดรั้บ WT1-siRNA เป็นเวลา 48 ชั�วโมง เซลล์ถูก

ยอ้มดว้ย  trypan blue และตรวจสอบ Inhibitory effect (A) จากนั�นตรวจวดัค่า proliferation ดว้ยวธีิ 

MTT analysis (B)จาํนวนเซลล์ที�ถูกกระตุน้การตายดว้ย WT1-siRNA (C) และการตรวจสอบการ

กระตุน้การตายของเซลล์แบบ Apoptotic ดว้ยวิธีวดัการทาํงานของเอนไซม ์caspase-3/7 (D) (n=5) 

2. ระดับการแสดงออกของ mRNA หลังจากเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ALL ได้รับ WT1-siRNA 

ในการทดลองครั� งนี�  ไดท้าํการตรวจวดัระดบัการแสดงออกของ mRNA โดยใชเ้ทคนิก 

reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) โดยตวัอยา่งเซลล์มะเร็งเมด็เลือดขาว

ชนิด ALL ที�ไดจ้ากผูป่้วยถูกนาํทดสอบดว้ย WT1-siRNA และ C-siRNA จากการตรวจวดัพบวา่ 

WT1-siRNA ทาํให้ระดบัการแสดงออกของ WT1 mRNA ลดลง ซึ� งชี� ให้เห็นวา่ WT1 มีความจาํเป็น

สําหรับการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นอยา่งมาก ซึ� งสอดคลอ้งกบัผลการวดัการ

เจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาวหลงัจากไดรั้บ WT1-siRNA ไม่เพียงแต่เท่านั�น การกระตุน้

การตายของเซลลด์ว้ย WT1-siRNA ยงัส่งผลต่อการลดการแสดงออกของ survival cytokines เช่น 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

 
 

IL2 IL-2RB และ IL-2RG (รูปภาพที� 10A) นอกจากนี�ยงัพบวา่ค่าการแสดงออกของ IL-2 IL-2RB 

และ IL-2RG มีค่าเป็น 25±0.3% 39±0.3% และ 45±0.6% ตามลาํดบั (รูปภาพที� 10B) อยา่งไรก็ตาม 

WT1-siRNA ไม่ไดส่้งผลต่อการแสดงออกของ mRNA ในตวัอยา่งเซลล์เมด็เลือดขาวของ

อาสาสมคัรสุขภาพแข็งแรงแต่อยา่งใด 

 

รูปภาพที� 10 ระดบัการแสดงออกของ mRNA ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL จากผูป่้วยที�

ไดรั้บ WT1-siRNA เซลลถ์ูกนาํไปสกดั total RNA เพื�อศึกษาระดบัการแสดงออกของ mRNA ที�เวลา 

0 และ 48 ชั�วโมงดว้ยกระบวนการ Reverse transcriptase PCR (A) กราฟแสดงระดบัการแสดงออก

ของ mRNA จากการวดัค่าความเขม้ของ PCR product ดว้ยโปรแกรม Image J software (B) 

 

3. ระดับการแสดงออกของโปรตีนหลงัจากเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ALL ได้รับ WT1-siRNA 

WT1 เป็น transcription factor ชนิดหนึ�ง ซึ� ง มีบทบาทสําคญัอยา่งยิ�งในการควบคุมการ

เจริญเติบโตของเซลล ์ และการแสดงออกแบบ overexpression ของ WT1 ถูกพบในตวัอยา่ง

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวหลายชนิด [5] ในการศึกษาครั� งนี�  มีการนาํเอาตวัอยา่งเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือด

ขาวชนิด ALL มาทดสอบการไดรั้บ WT1-siRNA จากนั�นทาํการเก็บตวัอยา่งเซลล์ดงักล่าวมาหาค่า

การแสดงออกของโปรตีนดว้ยวิธี western blot analysis ผลการทดลองพบการยบัย ั�งการแสดงออก

ของโปรตีน WT1 ที�เวลา 48 ชั�วโมง  (รูปภาพที� 11A) โดยวดัระดบัการแสดงออกของ WT1 ไดท้ี� 

38±0.6% ในขณะที�กลุ่มควบคุมมีค่าการแสดงออกของ WT1 เป็น 62±0.6% (รูปภาพที� 11B)  ซึ� งการ
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ยบัย ั�งการแสดงออกของ WT1 นี� ส่งผลกระทบต่อการกระตุน้การตายของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว

ชนิด ALL ซึ� งวดัไดจ้ากการแสดงออกของเอนไซม ์caspase-7 ซึ� งเป็นที�ทราบกนัดีวา่เป็น apoptotic 

enzyme โดยหากพบการแสดงออกของ Caspase-7 ในระดบัที�สูงก็จะเป็นตวับ่งชี�ไดว้า่เซลล์ไดเ้ขา้สู่

การตายแบบapoptosis นั�นเอง ในที�นี�  WT1-siRNA สามารถกระตุน้การแสดงออกของ caspase-7 ได้

สูงถึง 60±1.1% ในขณะที�กลุ่มควบคุมพบเพียง 40±1.1% เท่านั�น      (รูปภาพ 11C) อยา่งไรก็ตาม ไม่

มีการตรวจพบการเปลี�ยนแปลงของระดบัการแสดงออกของโปรตีน WT1 และ Caspase-7 ใน

ตวัอยา่งเม็ดเลือดขาวของอาสาสมคัรสุขภาพดี หลงัจากไดรั้บ WT1-siRNA เขา้สู่เซลล ์จึงสามารถ

สรุปไดว้า่ WT1-siRNA สามารถควบคุมการแสดงออกของ WT1 ทั�งระดบั mRNA และ ระดบั

โปรตีนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

 

 

รูปภาพที� 11 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน WT1 และ caspase-7 ในตวัอยา่งเซลลม์ะเร็ง

เม็ดเลือดขาว ที�ไดรั้บ WT1-siRNA ที�เวลา 48 ชั�วโมง ดว้ยวิธี western blot analysis (A) ใชโ้ปรแกรม 

Image J sorfware ในการวดัความเขม้ของโปรตีน WT1 (B) และ caspase-7 (C) และใช ้actin เป็น

โปรตีนควบคุม 
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4. การกระตุ้นการตายแบบ apoptosis ด้วย WT1-siRNA 

WT1 มีความสําคญักบัการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวหลายชนิด WT1-

siRNA ที�ออกแบบมาเพื�อใชใ้นการควบคุมและลดการแสดงออกของ endogenous WT1 ทั�งในระดบั

ของ mRNA และ protein ที� 48 ชั�วโมง ในการทดลองครั� งนี�  พบการกระตุน้การตายของเซลลม์ะเร็ง

เม็ดเลือดขาวชนิด ALL แบบ apoptosis ดว้ยการตรวจสอบการยอ้มติดสี Annexin V-FITC/PI 

ตวัอยา่งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวที�ไดรั้บ WT1-siRNA จะแสดงแนวโนม้การเกิดทั�ง early apoptosis 

และ late apoptosis (รูปภาพที� 12A) ดว้ยอตัรา 36.63±6.35% และ 33.25±9.8% ที� 48 ชั�วโมง 

ตามลาํดบั (รูปภาพที� 12B และ 12C) เมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (C-siRNA) พบวา่ WT1-

siRNA กระตุน้การตายของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญั ขอ้มลูดงักล่าวนี�  บ่งชี� ไดว้า่ 

WT1-siRNA สามารถกระตุน้ apoptosis ของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL ไดอ้ยา่งมี

ประสิทธิภาพ และเหมาะที�จะใชใ้นการวิจยัเพื�อการรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาวต่อไปในอนาคต  
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รูปภาพที� 12 WT1-siRNA กระตุน้การตายแบบ apoptosis ของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL 

ตวัอยา่งเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวที�ไดรั้บ C-siRNA และ WT1-siRNA ถูกนาํไปยอ้มดว้ย annexin V-

FITC/PI จากนั�นตรวจสอบดว้ย flow cytometry (A) ค่าของจาํนวนเซลล์ที�อยูใ่นกลุ่ม early apoptosis 

(B) และ late apoptosis (C) แสดงดว้ยกราฟ จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นการทดลอง (n=5) (sample t-test  

p ≤ 0.05) 
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บทที� �  

ข้อวจิารณ์ 

 

เทคนิคที�เรียกวา่ small interference RNA (siRNA) เป็นเทคนิคที�ใช ้ siRNA เพื�อยบัย ั�งการ

ทาํงานของ mRNA เป้าหมายที�มีลาํดบัเบสเป็นคู่สมกนั โดยมีกลไกในการตดัทาํลาย mRNA 

เป้าหมายดว้ยเอนไซม ์ Dicer และส่งผลให ้mRNA นั�น ๆ ไม่เกิดการ transcript และไม่สามารถทาํ

หนา้ที�ได ้ ซึ� งถือวา่เป็นเทคนิคที�สาํคญัและมีประสิทธิภาพมากในการควบคุมการแสดงออกของยีน

ที�ทาํให้เกิดโรค ซึ� งในที�นี�  ยนีที�เป็นเป้าหมายในการใช ้ siRNA เขา้ไปยบัย ั�งคือยนี Wilms’ tumor 1 

(WT1) โดยยีน WT1 ทาํหน้าที�เป็น transcription factor ซึ� งมีบทบาทสาํคญัจดัเป็นยนีที�กระตุน้การ

เกิดโรคมะเร็ง ในมะเร็งหลายชนิด ซึ� งมีการแสดงออกอยา่งมากเมื�อตรวจพบ การตรวจพบปริมาณ

ยนี WT1 มากกวา่ปกติจะถูกใชเ้ป็นเกณฑใ์นการตดัสินใจ และคาดเดาการรักษาของโรคมะเร็งหลาย

ชนิด รวมทั�งโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวดว้ย ในการศึกษาครั� งนี�  ไดท้าํการศึกษาการลดการแสดงออก

ของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื�อรังในสาย myeloid leukemia cell (K562) โดยการ

ใช ้WT1siRNA ซึ� งเป็น siRNA ที�จาํเพาะกบัยนี WT1 ตรงบริเวณ   ตาํแหนงลาํดบัเบสที� 1528 มาเป็น

ตวัควบคุมการแสดงออกของยนี WT1 รวมทั�งควบคุมการเจริญเติบโต และกระตุน้การตายของเซลล์ 

K562 อีกดว้ย ซึ� งในการนาํเอา WT1-siRNA เขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายนั�นจะใชว้ิธี viral delivery โดยใช้ 

Lentiviruses เป็นพาหะในการนาํ WT1-siRNA เขา้สู่เซลล ์ ซึ� งเป็นวิธีที�มีประสิทธิภาพเนื�องจาก 

lentiviruses เป็นไวรัสที�สามารถ transducer เขา้สู่เซลลไ์ดห้ลายหลายชนิด ทั�งที�เป็นเซลลใ์นระยะ

แบ่งตวั หรือเซลล์ในระยะพกัตวัก็ตาม ซึ� งจากการทดลองพบวา่  การเจริญเติบโตของเซลลท์ี�ถูก

ทดสอบดว้ย WT1-siRNA นั�นลดลง ตามระยะเวลาของการเลี�ยงเซลล์เมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มเซลล์

ที�เป็นกลุ่มควบคุม ยิ�งไปกวา่นั�น จากการวิเคราะห์หาค่าร้อยละของการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของ

เซลล ์ พบวา่ เซลล์จะถูกยบัย ั�งการเจริญเติบโตไดม้ากถึงประมาณ 85% เมื�อเวลาผา่นไป 96 ชั�วโมง 

หลงัจากการ transduction ไม่เพียงแต่ลดการเจริญเติบโตของเซลลเ์ท่านั�น WT1-siRNA ยงัส่งผล

กระตุน้การตายของเซลล ์ แบบ apoptosis ไดอี้กดว้ย ซึ� งจากการวิเคราะห์พบวา่ร้อยละของการติดสี 

annexin V-FITC ซึ� งเป็นตวัชี�บ่งถึงการตายแบบ apoptosis ของเซลล ์พบสูงขึ�นตามระยะเวลาที�ทาํ

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

 
 

การทดสอบสรุปไดว้า่การทดสอบทางดา้นเซลล์ของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 ดว้ย WT1-

siRNA ส่งผลต่อการยบัย ั�งเจริญเติบโตของเซลล ์และกระตุน้การตายของเซลล์ได ้จากนั�นเพื�อพิสูจน์

วา่ ผลกระทบดงักล่าวเกิดขึ�นผา่นกระบวนการใด ๆ  ภายในเซลล ์จึงไดท้าํการตรวจวเิคราะห์โมเลกุล

ภายในเซลล ์ โดยเริ�มตน้จากการพิสูจน์ผลของ WT1-siRNA ต่อการแสดงออกของยนี WT1 พบวา่

หลงัจากที�เซลลถ์ูก transduce ดว้ย WT1-siRNA แลว้ นาํเอาเซลลแ์ต่ละช่วงเวลาที�กาํหนดมาสกดัเอา 

total RNA และเปลี�ยนเป็น cDNA จากนั�นทาํการศึกษาการแสดงออกของ WT1 mRNA ผลการ

ทดลองพบวา่ การแสดงออกของ WT1 mRNA ไดถู้กลดระดบัลงตามระยะเวลา และตรวจไม่พบการ

แสดงออกเลยตั�งแต่เวลา 72 และ 96 ชั�วโมง หลงัการ transduction ซึ� งผลที�ไดนี้�ก็เกิดจากการทาํงาน

ของ siRNA ที�จาํเพาะกบัยีน WT1 และส่งผลทาํลายโครงสร้างของยนีตรงบริเวณตาํแหน่งของเบสคู่

สมกนั และเนื�องจาก WT1 ทาํหนา้ที�ในการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล ์ควบคุมการ

เปลี�ยนแปลงของเซลล์ และควบคุมการตายของเซลล์ เมื�อ WT1 ถูกทาํลายไป หรือไม่สามารถทาํ

หนา้ที�ได ้ ผลกระทบก็จะตอ้งเกิดขึ�นกบักระบวนการต่าง ๆ ของเซลล์ โดยเฉพาะการที�เซลล์ถูก

กระตุน้ใหต้ายเพิ�มมากขึ�นนั�นเอง นอกจากนี�ในการศึกษายีนที�เกี�ยวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของ

เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว ซึ� งยนีที�เป็นปัจจยัหนึ�งของการควบคุมการเจริญเติบโต คือยีนที�ทาํหนา้ที�

เป็น cytokine ซึ� งจาํเป็นต่อการมีชีวิตรอดของเซลลด์งักล่าว ในที�นี� ไดท้าํการศึกษา cytokine ชนิด 

Interleukin-2 (IL-2) วา่ไดรั้บผลกระทบอยา่งไรหรือไม่จากการลดการแสดงออกของ WT1 mRNA 

ผลการทดลองพบวา่ IL-2 mRNA ก็ถูกลดการแสดงออกเช่นกนักบั WT1 mRNA แต่เกิดขึ�นใน

ช่วงเวลา 96 ชั�วโมงหลงัจากการ transduction ซึ� งก็สามารถสรุปไดว้า่ ในการกระตุน้การตายของ

เซลล ์K562 นั�น เป้าหมายลาํดบัต่อมาของการที� WT1 mRNA ถูกลดลงระดบัการแสดงออกลง ก็คือ

ทาํให้ IL-2 ลดการแสดงออกลงดว้ย และยิ�งไปกวา่นั�น การศึกษาวา่เหตุใด IL-2 ถึงถูกลดลงดว้ย เรา

จึงทาํการศึกษาการแสดงออกของ IL-2 receptor ซึ� งเป็นตวัรับที�จบักบัโมเลกุลของ IL-2 และส่ง

สัญญาณต่าง ๆ ต่อไปจนเกิดกระบวนการกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลล ์และพบวา่IL-2 receptor 

subunit beta และ gamma หนึ�งในสาม ของ IL-2 receptor ถูกลดการแสดงออกลงตั�งแต่เวลา 48 

ชั�วโมงของการทดสอบ และเนื�องจากการส่งสัญญาณการเจริญเติบโตผา่น IL-2 pathway นั�นตอ้ง

อาศยัการจบักนัระหวา่ง IL-2 และ IL-2 receptors ซึ� ง IL-2 receptors นี�  ประกอบไปดว้ย 3 subunits 

ไดแ้ก่ IL-2 receptor subunit alpha (IL-2RA) IL-2 receptor subunit beta (IL-2RB) และ IL-2 receptor 

subunit gramma (IL-2RG) ซึ� งแต่ละ subunit ถูกแบ่งแยกตามความสามารถในการเกาะกบัโมเลกุล
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ของ IL-2 โดยที�การเกาะระหวา่ง IL-2 IL-2RB และ IL-2R จะมีความเสถียรมากที�สุดจะตอ้งอาศยั 

heterotrimer ของ ทั�งสาม subunit ถึงจะกระตุน้ IL-2 signaling pathway ไดดี้ที�สุด แต่อยา่งไรก็ตาม 

heterodimer ระหวา่ง IL-2RA และ IL-2RB หรือ IL-2RB และ IL-2RG ก็ยงัสามารถกระตุน้ IL-2 

signaling pathway ไดเ้ช่นกนั เพราะฉะนั�น การที� IL-2RG ถูกลดการแสดงออกลงนั�นก็ส่งผลให้ลด

การแสดงออกของ IL-2 ได ้ และกระตุน้การตายของเซลล์ได ้ ทั�งนี�  WT1-siRNA มีผลต่อกลไกการ

เจริญเติบโตของเซลลผ์า่นการยบัย ั�งกระบวนการควบคุมการเจริญของเซลล์ เช่น IL-2 signaling 

pathway ใหห้ยดุการทาํงาน 

 การทดสอบผลของ WT1-siRNA ต่อการแสดงออกของโปรตีน WT1 พบวา่ผลที�เกิดขึ�น

สอดคลอ้งกบัการแสดงออกของ WT1 กล่าวคือ ทั�ง mRNA และโปรตีน WT1 ต่างก็ถูกยบัย ั�งการ

แสดงออกเมื�อเวลา   72 และ 96 ชั�วโมงหลงัจากทดสอบเซลลด์ว้ย WT1-siRNA นั�นแสดงให้เห็นวา่ 

ผลของ WT1-siRNA ส่งผลทั�งระดบั mRNA และระดบัโปรตีน ซึ� งจะทาํใหก้ระบวนการเจริญของ

เซลลถ์ูกยบัย ั�งไดดี้ขึ�น และยิ�งไปกวา่นั�น WT1 เมื�อถูก translate เป็นโปรตีนแลว้จะมีโครงสร้าง

แตกต่างกนัไดห้ลกั ๆ แลว้ 4 โครงสร้าง ขึ�นกบักระบวนการ splicing ในบริเวณ regulatory domain 

ตรงบริเวณ exon5 และบริเวณ DNA binding domain ตรงตาํแหน่งระหวา่ง zinc-finger ที� 3 และ 

zinc-finger ที� 4 ซึ� งทั�งสองบริเวณนี�  บริเวณแรก จะมีการแทรกเขา้หรือการตดัออกของ กรดอมิโน 

จาํนวน 17 ตวั ทาํใหเ้กิด isoform หลกั ๆ ขึ�น 2 isoforms ไดแ้ก่ WT1(+17AA) และ WT1(-17AA) 

ส่วนบริเวณที�เกิดการ splicing บริเวณที� 2 จะเกิดจากการแทรกเขา้ หรือการตดัออกของ amino acid 

จาํนวน 3 ตวั ไดแ้ก่ lysine thrionine และ serine (KTS) จึงทาํใหเ้กิดอีก isoform ขึ�นอีก 2 isoforms 

คือ WT1(+KTS) และ WT1(-KTS) จากปรากฎการณ์ที�เกิดขึ�น สามารถแบ่ง WT1 ไดเ้ป็น 4 isoforms 

หลกั ๆ  ไดแ้ก่ WT1(+17AA/+KTS) WT1(+17AA/-KTS) WT1(-17AA/+KTS) และWT1(-17AA/-

KTS) ซึ� งทั�ง 4 isoforms นี� เมื�อนาํไปแยกดว้ยวิธี western blot จะพบวา่ มีแบนด์ของโปรตีนแยกกนั

เป็น 2 แบนด์ ขนาด 52 และ 54 กิโลดาลตนั (Avril & Michael, 2006) และพบวา่ WT1-siRNA ที�ใช้

ในการทดลองครั� งนี�  สามารถยบัย ั�งการแสดงออกของโปรตีน WT1 ทั�งสองขนาด ดงัที�กล่าวมา 

แสดงใหเ้ห็นวา่ WT1-siRNA มีผลอยา่งมากต่อการยบัย ั�งทั�งระดบัยนี และระดบัโปรตีนของ WT1 

ดงัที�มีการศึกษาจากนกัวจิยั Gunter และคณะ (Gunter et al., 2008) ไดท้าํการศึกษาผลของการยบัย ั�ง

การเจริญเติบโตของมะเร็งเม็ดเลือดขาว ทั�งชนิดเฉียบพลนั และชนิดเรื�อรัง โดยการลดปัจจยัต่อการ

เจริญเติบโต เช่น ลด Fetal craft serum และ เพิ�มความเป็นกรด หรือ ด่าง ของอาหารเลี� ยงเซลล ์และ
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ผลปรากฏวา่เกิดการลดการแสดงออกของโปรตีน WT1 ควบคู่ไปกบัการลดการเจริญเติบโตของ

เซลล ์ ซึ� งผลที�ไดนี้�สอดคลอ้งกบัการทดลองของเราที�วา่ เมื�อลดการแสดงออกของ WT1 แลว้ จะทาํ

ให้ลดการเจริญเติบโตของเซลลล์งไปดว้ย และยิ�งไปกวา่นั�น การลดการแสดงออกของ WT1 mRNA 

ยงัส่งผลในการกระตุน้การตายของเซลล์แบบ apoptosis อีกดว้ย โดยการวดัการแสดงออกของ

เอนไซมท์ี�เกี�ยวขอ้งกบักระบวนการเกิด apoptosis ไดแ้ก่เอนไซม ์caspase-7 ซึ� งเป็นเอนไซมใ์นกลุ่ม 

Interleukin-1 beta converting enzyme (ICE)/ced-3 subfanily ซึ� งเอนไซมช์นิดนี� จดัเป็น effector หรือ 

executioner caspases ซึ� งจะถูกตดัโมเลกุลโปรตีนดว้ยกระบวนการ proteolysis ดว้ย เอนไซม ์คาส

เปส ในกลุ่มที�เป็น ตวัยบัย ั�ง ซึ� งไดแ้ก่ caspase-8 caspase-9 และ caspase 10 การที� caspase-7 ที�เป็น 

long form ที�ปราศจาก prodomain หรือที�เรียกวา่ active form ถูกแสดงออกอยา่งมากนั�น สามารถ

กระตุน้ใหเ้ซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis ได ้ (รูปภาพที� 13) ซึ� งในภาพแสดงให้เห็นวา่ caspase-7 

precursor ขนาด 35 กิโลดาลตนั ถูกแสดงออก และถูกยบัย ั�งการแสดงออกในช่วงเวลา 72 และ 96 

ชั�วโมง หลงัการทดสอบ ซึ� งจากผลการทดลองสรุปไดว้า่ ณ เวลา 72 และ 96 ชั�วโมง โมเลกุลของ 

caspase-7 precursor ไดถู้ก degrade ไปเป็น active form ทาํใหก้ระบวนการ apoptosis เกิดขึ�น และยิ�ง

ไปกวา่นั�น caspase-7 ที�เป็น short isoform ที�ทาํหนา้ที�เป็น inactive form นั�นสามารถส่งผลยบัย ั�งการ

ทาํงานของ caspase-7 ที�เป็น active form ได ้ อยา่งไรก็ตามมีรายงานวา่ WT1 สามารถกระตุน้

กระบวนการ apoptosis ไดท้ั�งแบบ intrinsic และ extrinsic pathway (Morrison, English, & Licht, 

2005) เมื�อเป็นที�ทราบดีแลว้วา่ WT1siRNA มีผลต่อการกระตุน้ apoptosis จึงไดท้าํการศึกษาผลของ 

WT1-siRNA ต่อการแสดงออกของโปรตีนที�ทาํหนา้ที�เป็น anti-apoptosis ซึ� งไดแ้ก่ โปรตีน BCL-2 

โดยมีการรายงายวา่ BCL-2 เป็นเป้าหมายหนึ�งของ WT1 ในการควบคุมการแสดงออก โดย

เซลลม์ะเร็งบางชนิดเช่น rhabdoid tumor (Mayo, et al., 1999) และ breast cancer (Tuna, Chavez-

Reyes, & Tari, 2005) จะมีการเพิ�มระดบัการแสดงออกของ BCL-2 หลงัจากถูกกระตุน้ใหม้ีการ

แสดงออกอยา่งมากของ WT1 แต่ในขณะที�ในเซลลม์ะเร็งต่อมลูกหมากนั�น BCL-2 promoter ไม่ได้

ถูกควบคุมโดย WT1 (Cheema, et al., 2003) ในการศึกษาครั� งนี�พบวา่มีการแสดงออกของโปรตีน 

BCL-2 ตั�งแต่ 12 ชั�วโมง จนถึง 96 ชั�วโมง ซึ� งอาจเป็นไดว้า่ endogenous WT1 ในเซลล์มะเร็งเม็ด

เลือดขาวทาํหนา้ที�ในการยบัย ั�งการแสดงออกของ BCL-2 ซึ� งเหมือนกบัในเซลล ์Hela cell ซึ� งมีการ 

overexpress ของ WT1 และพบการยบัย ั�งการ transcription ของ BCL-2 promoter (Hewitt, Hamada, 

McDonnell, Rauscher, & Saunders, 1995)  ดงันั�นการที�ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่มีการทาํงาน
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ของ BCL-2 เกิดขึ�นในเซลล์ที�ไดรั้บการทดสอบดว้ย WT1-siRNA เป็นเพราะการที� WT1 ถูกทาํลาย

ไปจึงส่งผลยบัย ั�งการกดการแสดงออกของโปรตีน BCL-2 นั�นเอง อีกประการหนึ�ง บทบาทของ 

WT1 ส่วนหนึ�งก็ทาํหนา้ที�ยบัย ั�งการ transcription ของ growth factors บางชนิด เช่น insulin-like 

growth factor II (IGF-II) (Drummond et al., 1992) PDGF alpha (Wang, Madden, Deuel, & 

Rauscher, 1992) และ transforming growth factor beta I(TGF1) (Dey et al., 1994) และยงัทาํหนา้ที�

ในการกระตุน้ colony-stimulation factor 1 (CSF1) และ insulin-like growth factor 1 receptor 

(IGF1R) (Werner et al., 1994) อีกดว้ย ซึ� งสามารถสรุปไดว้า่ การยบัย ั�ง WT1 ดว้ย WT1-siRNA นั�น

ส่งผลกระทบโดยตรงต่อหลายกระบวนการภายในเซลล์ที�เกี�ยวขอ้งกบัการควบคุมกระบวนการ

เจริญเติบโตของเซลล ์และการเปลี�ยนแปลงของเซลล์  

 

รูปภาพที� �� แสดงกลไกการเกิด apoptosis โดยผา่นกระบวนการทาํงานของเอนไซม ์caspase-7 

 

 มีรายงานวจิยัหลายฉบบัที�ระบุวา่ WT1 ภายในเซลล์ทาํหนา้ที�ในการควบคุมการเจริญเติบ 

โตและการเปลี�ยนแปลงของเซลล์ได ้ และในการทดลองของเราก็ทาํการทดสอบผลของ WT1-

siRNA  ซึ� งทาํให้ลดการแสดงออกของยีน WT1 และส่งผลต่อเนื�องให้กระตุน้การเปลี�ยนแปลงของ

เซลล ์ มีรายงานหนึ�งฉบบัระบุวา่ การลดการแสดงออกของ WT1 (+17AA/+KTS) และ WT1               

(-17AA/-KTS) สามารถยบัย ั�งการเปลี�ยนแปลงเซลลใ์หเ้ป็นเซลล์ในกลุ่ม megakaryopoiesis ซึ� งถูก
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กระตุน้ดว้ย 12-o-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA) โดยการวดัค่าการลดลงของ Nitroblue 

tetrazolium (NBT) และการลดลงของ CD61 หลงัจากที� WT1 ถูกยบัย ั�งการแสดงออก (Carrington & 

Algar, 2000) และอีกประการหนึ�ง มีรายงานวิจยัที�อา้งวา่ เซลล์ K562 ที�มีการแสดงออกอยา่งมาก

ของ WT1 เกิดการสูญเสียความสามารถในการลงเกาะกบัพื�นผิวของภาชนะเลี�ยงเซลล์ และยิ�งไป

กวา่นั�น ยงัพบวา่มีเซลลเ์ป็น floating cells อยูม่ากในอาหารเลี�ยงเซลลเ์มื�อเปรียบเทียบกบักลุ่ม

ควบคุมที�ไม่ไดถู้กกระตุน้ให้มีการ overexpression ของ WT1 อยา่งไรก็ตามผลที�ไดไ้ม่มีความ

แตกต่างกนัมากอยา่งมีนยัสาํคญัเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ซึ� งสามารถสรุปไดว้า่ WT1 

สามารถกระตุน้สัญญาณการเกิดการเปลี�ยนแปลงเซลล ์และยงัสามารถยบัย ั�งโปรแกรมการ

เปลี�ยนแปลงเซลลไ์ดอี้กดว้ย ในขณะที�ผลที�เกิดขึ�นนี�ไม่ไดก้ระตุน้การยบัย ั�งการเจริญเติบโตของ

เซลล ์เพราะฉะนั�น หนา้ที�โดยตรงของ WT1 คือ ควบคุมเซลลใ์ห้เปลี�ยนเป็น megakaryopoiesis ได ้

ซึ� งสอดคลอ้งกบัรายงานวิจยัอื�น ๆ ที�สรุปวา่ WT1 ทาํหนา้ที�เป็น ยนีกระตุน้ใดเ้กิดมะเร็ง และยิ�งไป

กวา่นั�น ก็เกี�ยวขอ้งกบัการเพิ�มสัญญาณการเปลี�ยนแปลงของเซลล์ไดอี้กดว้ย โดยทั�วไปแลว้ การ

ยบัย ั�งการแสดงออกของ WT1 มีผลโดยตรงต่อการเปลี�ยนแปลงของเซลลเ์ม็ดเลือดไปเป็นสาย 

myeloid ดงันั�น WT1 จึงทาํหนา้ที�ในการควบคุมการเปลี�ยนแปลงของ heamatopoietic cells ในช่วง

แรก (earlier stage of lineage commitment)  และมีรายงานอีกฉบบัที�ระบุวา่ การลดการแสดงออก

ของ WT1 ลงอยา่งรวดเร็ว ส่งผลกระทบต่อการเปลี�ยนแปลงในระยะแรก ๆ ของเม็ดเลือดสาย

erythroid, megakaryocyte และ myelomonocytic (Svedberg, et al., 1999) และอยา่งไรก็ตาม มีขอ้

โตแ้ยง้จากกลุ่มวจิยัของ Smith และคณะ ที�ระบุวา่ WT1(+KTS) แสดงบทบาททั�งการกระตุน้และ

การยบัย ั�งใหเ้ม็ดเลือดเปลี�ยนไปเป็น monocytic ในเซลลช์นิด murine promyolocytic leukemia M1 

(S. Smith, Weil, Johnson, Boyd, & Li, 1998) อีกประการ ไม่ใช่เพียงแค่เซลลท์ี�มีลกัษณะเป็นเหมือน

เซลลเ์ม็ดเลือด แต่การควบคุมการแสดงออกของ WT1 ยงัสามารถส่งเสริมการเปลี�ยนแปลงของ

เซลล ์K562 ใหเ้ปลี�ยนไปเป็น เซลลท์ี�คลา้ยเซลล์ประสาท ไดอี้กดว้ย (Goodfellow et al., 2011) 

Primary leukemic cell 

Wilms’ tumor 1 หรือ WT1 ทาํหนา้ที�เป็น zinc-finger transcription factor ซึ� งมีตาํแหน่งอยู่

บน chromosome ที� 11p13 โดยมีความสาํคญัอยา่งยิ�ง ต่อกระบวนการกระตุน้หรือการยบัย ั�ง

กระบวนการ transcription ภายในเซลล์ ส่งผลต่อการควบคุมการเจริญเติบโต การเปลี�ยนแปลง และ

การตายของเซลล ์   (D. M. Loeb et al., 2002; Sugiyama, 2002) ซึ� งจากการวิจยัพบวา่ WT1 มีการ
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แสดงออกอยา่งมากในเซลลม์ะเร็งหลายชนิดรวมไปถึง มะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยที� Acute 

lymphoblastic leukemic cells (ALL) จะพบการแสดงออกของ WT1 ประมาณ  70-90% โดยการ

ทดสอบดว้ย PCR ซึ� งการเพิ�มการแสดงออกของ WT1 ส่งผลให้ไม่สามารถควบคุมการเจริญเติบโต

ของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวได ้ บ่งชี� ใหเ้ห็นวา่ WT1 มีความสําคญัมากต่อการศึกษาวิธีการรักษา

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Boublikova et al., 2006) ยิ�งไปกวา่นั�น ผูป่้วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวส่วนใหญ่ 

(92%) ถูกตรวจพบวา่มีการแสดงออกของ WT1 มากกวา่ปกติ อยา่งไรก็ตาม หากเปรียบเทียบ

ระหวา่ง T-cell และ B-cell ALL แลว้ ใน  immature B-lineage จะพบการ overexpress ของ WT1 

มากกวา่ใน mature T-lineage และ mature B-lineage ในผูป่้วย ALL ที�เป็นผูใ้หญ่ ตามลาํดบั และยงั

มีการรายงานพบการแสดงออกอยา่งมากของ WT1 ในตวัอยา่งเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL ที�

มี myeloid marker มากกวา่ ALL ที�ไม่พบการ coexpression ของ myeloid marker (Busse et al., 2009) 

และในทาํนองเดียวกนั ในกรณีการกลบัมาเป็นซํ� าของผูป่้วย ALL, AML ก็พบการ overexpress ของ 

WT1 เช่นกนั (Hu et al., 2010) 

จากผลการทดลองพบวา่ WT1-siRNA สามารถยบัย ั�งการเจริญเติบโตของ primary ALL 

cells โดยลดแสดงค่าอยูท่ี� 0.20±0.001 เมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (C-siRNA) ซึ� งมีค่าสูง 

0.27±0.005 หรือประมาณ 22% ของการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ผลการ

ทดลองครั� งนี�สอดคลอ้งกบัการใช ้ WT1-siRNA ในเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวของผูป่้วย CML 

(UPN3) โดยที� WT1-siRNA ส่งผลลดการเจริญเติบโต จาก 27.5±2.7% เป็น 18.7±2.1% และยงัลดลง

อยา่งมีนยัสาํคญัเป็น 8.6±1.1 % เมื�อให้การรักษาร่วมกบั BCR-ABL-siRNA (A. H. Elmaagacli et al., 

2005) ผลการทดลองชี� ใหเ้ห็นวา่ การยบัย ั�งการแสดงออกของ WT1 ภายในเซลล์มะเร็งนั�นสามารถ

รบกวนอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL ยิ�งไปกวา่นั�น ผลกระทบจาก 

WT1-siRNA ยงัส่งไปถึงการกระตุน้การตายแบบ apoptosis ไดอี้กดว้ย โดย WT1-siRNA เพิ�มอตัรา

การตายของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็น 2.6±0.3 เท่า ในขณะที�เซลลใ์นกลุ่มควบคุม (C-siRNA) คง

มีค่าเพียง 1.7±0.4 เท่า ในผูป่้วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด CML WT1-siRNA สามารถกระตุน้การตาย

ได ้ 19.6±1.9% และเพิ�มขึ�นเป็น 24.8±2.1% เมื�อทดสอบร่วมกบั BCR-ABL siRNA (A. H. 

Elmaagacli, et al., 2005)  ขอ้มูลนี� ชี� ใหเ้ห็นวา่ ในเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด myeloid มียีนก่อ

มะเร็งสาํคญัไดแ้ก่ WT1 และ BCR-ABL ซึ� งจะถูกใชเ้ป็นเป้าหมายในการให้การรักษาผูป่้วยโรค

ดงักล่าว และเพื�อเป็นการยืนยนัผลการกระตุน้การตายของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวดว้ยการใช ้

WT1-siRNA ที�ไดท้าํการออกแบบมานี�  ผูว้ิจยัไดท้าํการทดสอบการทาํงานนของเอนไซมท์ี�เกี�ยวขอ้ง

กบักระบวนการ apoptosis อนัไดแ้ก่เอนไซม ์caspase-3/7 ผลการทดลองแสดงให้เห็นการเพิ�มระดบั

การทาํงานของเอนไซม ์ caspase-3/7 ในตวัอยา่งเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวที�ไดรั้บ WT1-siRNA ที�
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เวลา 48 ชั�วโมง สูงถึง 5,104±836 RFU ในขณะที�กลุ่มควบคุม (C-siRNA) ให้ค่าการทาํงานของ

เอนไซมด์งักล่าวเพียง 1,823±374 RFU เท่านั�น ผลครั� งนี� ชี� ใหเ้ห็นกลไกการเกิด apoptosis ดว้ยการใช้ 

WT1-siRNA โดยเกิดผา่นทางการกระตุน้การทาํงานของ caspase-3/7 และกระตุน้ใหเ้ซลล์มีการ

เปลี�ยนแปลงลกัษณะรูปร่าง และอีกประการหนึ�ง ไดม้ีการทดสอบเพื�อยืนยนัการกระตุน้การตาย

แบบ apoptosis โดยใชก้ารยอ้มสี Annexin V-FITC/PI ตรวจดูการเปลี�ยนแปลงคุณสมบติัของผนงั

เซลล ์ (cytoplasmic membrane permeability) ซึ� งการเกิด apoptosis จะทาํใหเ้กิดการสลบัที�ของ 

phospholipid phosphatidylserine (PS) จากดา้นในออกสู่ดา้นนอกของ plasma membrane และ สี

ยอ้มAnnexin V-FITC  มีคุณสมบติัในการจบักบั PS ไดเ้ป็นอยา่งดี ซึ� งชี� ให้เห็นวา่เซลล์กาํลงัอยูใ่น

สภาวะเริ�มตน้ apoptosis ในการทดลองครั� งนี�ตรวจพบจาํนวนเซลลท์ี�ไดรั้บ WT1-siRNA ถูกกระตุน้

ให้ตายแบบ early apoptosis จาํนวน 36.63±6.35% และ late apoptosis จาํนวน  33.25±9.8% ที�เวลา 

48 ชั�วโมงหลงัไดรั้บ   WT1-siRNA ซึ� งชี� ใหเ้ห็นประสิทธิภาพของ WT1-siRNA ที�ไดอ้อกแบบขึ�น

เพื�อการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวนี�  และเนื�องจาก WT1-siRNA มีคุณสมบติัในการจบักบั

ตาํแหน่งที�เป็นคู่สมของ WT1 mRNA ซึ� งจะทาํลายกระบวนการ transcription และ ยบัย ั�ง

กระบวนการ translation ของโปรตีน WT1 การทดลองครั� งนี�แสดงให้เห็นการยบัย ั�ง การแสดงออก

ของ mRNA ของ WT1 IL2 IL-2RB และ IL-2RG ซึ� งส่งผลต่อการยบัย ั�งอตัราการเจริญเติบโตของ

เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว และยงักระตุน้การตายของเซลลแ์บบ apoptosis ผา่นทางการเพิ�มการ

ทาํงานของเอนไซม ์caspase-3/7   

อยา่งไรก็ตาม WT1 มีหลากหลาย isoform เกิดจาก กระบวนการ RNA splicing RNA editing 

alternative splicing และ กระบวนการถอดรหสัโปรตีนโดยจุดเริ�มตน้ที�ต่างกนั ซึ� งความแตกต่างของ

แต่ละ isoform ทาํให้ WT1 มีบทบาทหนา้ที�หลายอยา่ง (Hohenstein & Hastie, 2006) นอกจากนี�แลว้

ยงัมีการตรวจพบ truncated WT1 ในเซลลม์ะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งเตา้นม MCF-7 มะเร็งเม็ด

เลือดขาว K562 ซึ� งทาํใหจ้ดัไดว้า่ truncated WT1 มีบทบาทสาํคญัในการก่อมะเร็งได ้(Dechsukhum 

et al., 2000)  
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บทที� �  

สรุปและข้อเสนอแนะ 

1. สรุป 

 WT1-siRNA-lentiviral system ที�ออกแบบใหม่ในโครงการนี�สามารถใชใ้นลดการแสดง 

ออกของยีนและโปรตีน WT1 ไดส้าํเร็จ นอกจากนี�ยงัมีประสิทธิภาพสูงในการยบัย ั�งการเจริญเติบโต

ของเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว สามารถยบัย ั�ง IL-2 pathway สามารถกระตุน้ใหเ้ซลลม์ะเร็งนี�ตายแบบ 

apoptosis และกระตุน้การทาํงานของ apoptotic enzyme caspase-3/7   ไดท้ั�งเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาว

ชนิด K562 (chronic myeloid leykemia) และ เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวจากผูป่้วย acute 

lymphoblastic leukemia   เนื�องจากการโคลน WT1-siRNA ลงใน lentiviral vector และสร้างเป็น

อนุภาคไวรัสในการนาํ WT1-siRNA เขา้สู่เซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวยงัไม่มีผูใ้ดทาํมาก่อน ดงันั�นการ

พฒันาเทคโนโลยยีนีบาํบดัโดยวธีินี�นบัเป็นวธีิใหม่ที�มีประโยชน์สูงมาก   ผลการทดลองในโครง 

การนี�นบัเป็นองคค์วามรู้ใหม่ที�สําคญัที�เป็นประโยชน์ต่อวงการวิจยัทางการแพทย ์ นอกจากนี�โครง 

การวิจยันี�ยงัช่วยส่งเสริมการผลิตบุคลากรที�มีความรู้ความ สามารถทางดา้นยนีบาํบดัให้กบัประเทศ

ไทย  องคค์วามรู้ที�ไดจ้ากการวจิยันี�ยงัสามารถนาํไปพฒันาต่อยอดต่อไปไดอี้กมากมายไม่วา่จะเป็น

การวิจยัหรือเป็นองคค์วามรู้ในการพฒันาสู่การรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดดว้ยเทคโนโลยยีนีบาํบดัที�

มีประสิทธิภาพสูงต่อไป  

 

2.  ข้อเสนอแนะ 

งานวิจัยนี� ควรมีการต่อยอดในการศึกษาการนํา WT1-siRNA-lentiviral system นี� ไป

ทดสอบการรักษาโรคในสัตว์ทดลองที�เป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว นอกจากนี� โครงการวิจยันี�

สามารถศึกษาต่อในเชิงลึกเกี�ยวกบักลไกหรือ mechanism ของเซลล์มะเร็งเตา้นมที�ตอบสนองต่อ 

WT1-siRNA ในระดบัจีโนม ยีนและโปรตีนต่างๆ เช่น กลุ่ม signaling pathway และอื�นๆต่อไปได ้ 
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ภาคผนวก 

 
1. Reagent for cell culture 

 

1.1 cDMEM 

 DMEM      10.0 g 

 FBS      10.0 ml 

 NaHCO3     3.7 g 

 1000 U/ml Penicillin/1000 ug/ml Streptomycin 10.0 ml 

 2 mg/ml Amphotericin B      0.4 ml 

เติมนํ�า ultra-pure ใหไ้ดป้ริมาตร 1,000 ml จากนั�นผสมสารต่างๆให้เขา้กนัและปรับ pH เป็น 7.25 

ก่อนนาํไปกรองผา่นกระดาษกรองขนาด 0.2 m  

 

1.2  cDMEM for viral production  

 DMEM      10.0 g 

 FBS      10.0 ml 

 NaHCO3     3.7 g 

 D-Glucose     3.5 g 

เติมนํ�า ultra-pure ใหไ้ดป้ริมาตร 1,000 ml จากนั�นผสมสารต่างๆให้เขา้กนัและปรับ pH เป็น 7.25 

ก่อนนาํไปกรองผา่นกระดาษกรองขนาด 0.2 m  

 

1.3 cRPMI 1640 

 RPMI 1640     10.4 g 

 FBS      10.0 ml 

 NaHCO3     2.0 g 

 10x HEPES     10.0  ml 

 1000 U/ml Penicillin/1000 ug/ml Streptomycin 10.0 ml 

 2 mg/ml Amphotericin B      0.4 ml 

เติมนํ�า ultra-pure ใหไ้ดป้ริมาตร 1,000 ml จากนั�นผสมสารต่างๆให้เขา้กนัและปรับ pH เป็น 7.25 

ก่อนนาํไปกรองผา่นกระดาษกรองขนาด 0.2 m  
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1.4 Trypsin/EDTA 

 Trypsin      0.25 g 

 EDTA      0.04 g 

เติม sterile PBS ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 ml. 

 

1.5 Phosphate Buffer Saline (PBS) 

 NaCl      8.00 g 

 Na2HPO4     1.44 g 

 KCl      0.20 g 

 KH2PO4     0.24 g 

เติมนํ�า ultra-pure ให้ไดป้ริมาตร 1,000 ml จากนั�นผสมสารต่างๆให้เขา้กนัและปรับ pH เป็น 7.4 

ก่อนนาํไปผา่นกระบวนการปลอดเชื�อโดยการ  autoclaved ที� 121°C เป็นเวลา 15 นาทีก่อนเก็บไวท้ี�

อุณหภูมิห้อง 

 

2. Reagent for viral production 

 

2.1 2.5 M CaCl2 

 CaCl2      18.375 g 

เติมนํ�า ultra-pure ให้ไดป้ริมาตร 50 ml จากนั�นผสมสารต่างๆให้เขา้กนัและนาํไปกรองผา่นกระดาษ

กรองขนาด 0.2 m  

 

 

2.2 2x BBS 

 NaCl      4.09 g 

 BES      2.66 g 

 Na2HPO4     52.5 mg 

เติมนํ�า ultra-pure ใหไ้ดป้ริมาตร 240 ml จากนั�นผสมสารต่างๆใหเ้ขา้กนัและปรับ pH เป็น 6.95 ดว้ย 

1 M NaOH  จากนั�นเติมนํ� า ultra-pure ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเป็น 250 ml ก่อนนาํไปกรองผา่น

กระดาษกรองขนาด 0.2 m  
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2.3 100x Polybrene 

 Hexadimethrin Bromide    16.0 mg 

เติม  cDMEM ที�ปราศจาก antibiotic ใหไ้ดป้ริมาตร 10 ml ก่อนนาํไปกรองผา่นกระดาษกรองขนาด 

0.2 m จากนั�นเก็บที� 4°C ควรใชน้ํ�ายานี�ภายใน � สัปดาห์หลงัจากเตรียมเสร็จ 
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ประวตัิผู้วิจัย 

นาง ดวงนภา เดชจุย้ เกิดวนัที� 27 กุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2521 สถานที�เกิด จ. นครราชสีมา สําเร็จ

วุฒิการศึกษาระดบัปริญญาตรี วท.บ. สาขาจุลชีววิทยา จากมหาวิทยาลยั ขอนแก่น ในปี พ.ศ. 2542  

ปัจจุบนักาํลงัศึกษาในระดบัปริญญาเอก สาขาวิชาจุลชีววิทยา  มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี  

สถานที�ติดต่อ สาขาวิชาจุลชีววิทยา สํานกัวิชาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี 111 ถ.

มหาวทิยาลยั ต.สุรนารี อ.เมือง จ.นครราชสีมา 30000  

 

 

 

 

 

 

 

 

 


