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บทคัดย่อ 

 มะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma เป็นมะเร็งท่ีเป็นปัญหาส าคญัทางสาธารณสุขของประเทศ 
เน่ืองจากมีอุบติัการณ์ และมีอตัราการตายสูง โดยขอ้มูลจากสถาบนัมะเร็งแห่งชาติปี 2555 พบวา่มะเร็งตบั
พบบ่อยเป็นอนัดบั 3 ในชายและอนัดบั 4 ในสตรี การรักษาในปัจจุบนัมีประสิทธิภาพไม่ดีนกั ผูป่้วยส่วน
ใหญ่ตามในเวลา 2 ปี หลงัการวนิิจฉยั การพฒันาการรักษาแนวใหม่ท่ีลดขอ้จ ากดัของการรักษาแบบเดิมจึง
ไดรั้บความสนใจอยา่งกวา้งขวาง การวจิยัน้ีมีเป้าหมายในการพฒันาเทคนิคยนีบ าบดัท่ีใช ้lentiviral vector 
เป็นตวัน าพาเขา้สู่เซลลม์ะเร็งตบั เพื่อท าให้เกิดการลดการแสดงออกของยนี WT1  ซ่ึงน่าจะท าหนา้ท่ีส่งเสริม
การเป็นมะเร็งตบั ผลการทดลองพบวา่ สามารถพฒันาเทคนิคไดส้ าเร็จ โดยสามารถท าใหเ้ซลลม์ะเร็งไดรั้บ 
vector ถึง 64.26% และพบวา่มีการลดลงของระดบัการแสดงออกของยนี WT1 ในเซลลด์งักล่าว ซ่ึงน าไปสู่
การลดการเจริญเติบโตของเซลล ์และการตายของเซลลแ์บบ apoptosis ร่วมกบัการลดระดบัการแสดงออก
ของยนี IGF-1R อนัเป็นโปรตีนส าคญัในการกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลล ์งานวจิยัน้ีเป็นพื้นฐานส าคญั
ในการน าไปพฒันาต่อยอดเพื่อการรักษาโรคมะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma ในผูป่้วยต่อไป 
 

Abstract 
 Hepatocellular carcinoma is the major health problem in Thailand due to its high incidence 
and mortality rate.  According to Thailand cancer registry in 2012 it is the third common cancer in 
Thai males and the fifth common cancer in females. The current treatment outcome is not 
satisfactory as the majority of the patients died in 2 years after diagnosis. The development of new 
treatment modality to overcome those limitations of conventional cancer treatment has received 
more interest. The aim of this project is to develop the gene therapy technology utilizing lentiviral 
vector to induce WT1 gene downregulation in hepatocellular carcinoma cells in culture model. The 
data showed that the majority of cancer cells were transduced successfully with the lentiviral vector 

(64.26%) with resulting downregulation of WT1 gene. Moreover, we also demonstrate that the 
growth of the cells was inhibited and tumor cells died by apoptosis.  Additionally downregulation of 

major growth factor receptor gene, IGF-1R was also demonstrated. In conclusion, the study is the 
foundation of the further research work to apply this gene therapy technology for the treatment of 
hepatocellular carcinoma in the future. 
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บทที ่ 1 
                                                           บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและทีม่าของปัญหาที่ท าการวจัิย 

โรคมะเร็งตบั ถือเป็นโรคท่ีเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีส าคญัในระดบัประเทศและระดบัโลก 
เน่ืองจากเป็นมะเร็งท่ีมีอุบติัการณ์สูงในเพศชาย และพบวา่เป็นสาเหตุการตายสูงสุด ในเพศชายใน
ประเทศไทย เน่ืองจากเป็นโรคท่ีมีความรุนแรงและยงัไม่มีการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพ โดยผูป่้วยส่วนจะ
ตายภายใน 3-6 เดือน หลงัการรักษา ดงันั้นจึงมีความพยายามในการคน้ควา้เพื่อหาวธีิการรักษาใหม่ๆ ท่ี
มีประสิทธิภาพมากข้ึน โดยเฉพาะการรักษาเพื่อใหมี้การท าลายเซลลม์ะเร็งอยา่งจ าเพาะท่ีเรียกวา่ gene 
targeted thrapy อยา่งไรก็ตามยงัไม่พบวา่มีการรักษาในลกัษณะดงักล่าวท่ีประสบความส าเร็จการรักษา
ผูป่้วย 

อุบติัการณ์ของโรคมะเร็งตบัมีความแตกต่างกนัในแต่ละประเทศ โดยประเทศไทยมีอุบติัการณ์
ของโรคเท่ากบั 88/100,000 และ 35.4/100,000 ในเพศชายและหญิง (Parkin  et al., 2000) ตามล าดบั ซ่ึง
เช่ือวา่มีสาเหตุจาการติดเช้ือ Hepatitis virus ชนิด B ซ่ึงนบัเป็นสาเหตุส าคญัในผูป่้วยในประเทศก าลงั
พฒันา ปัจจยัเส่ียงอ่ืนๆ ในมะเร็งตบั ไดแ้ก่ การไดรั้บ aflatoxin จากอาหาร, Hepatitis C infection การ
เป็นโรค ตบัแขง็ (cirrhosis from alcoholic liver disease), hemochromatosis เป็นตน้  

เน่ืองจากความรู้กระบวนการเปล่ียนแปลงเป็นมะเร็ง ในระดบัยนีถือเป็นพื้นฐานส าคญัในการ
น าไปใชใ้นการป้องกนั และดูแลรักษาโรคมะเร็ง งานวจิยัมากมายพยายามแสดงใหเ้ห็นกลไกดงักล่าว 
จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงในระดบัยนี ในแต่ละระยะของกระบวนการเปล่ียนแปลงเป็นมะเร็งตบั 
พบวา่ความผดิปรกติของยนีทั้ง 2 กลุ่ม (Oncogenes และ Tumor suppressor genes) เป็นสาเหตุส าคญัใน
การเปล่ียนแปลงเป็นมะเร็ง ( malignant transformation ) และการเพิ่มความรุนแรงของมะเร็ง (tumor 
progression) โดยพบวา่มีการสูญเสียหนา้ท่ีของ tumor suppressor genes เน่ืองจากมีการกลายพนัธ์ุ 
(mutation) หรือการสูญหายไปของยนี (loss of heterozygosity, deletion)  ร่วมกบัการกระตุน้ให ้ 
oncogenes ท างานมากข้ึน ดว้ยสาเหตุต่างๆ เช่น การเพิ่มจ านวนชุดของยนี (gene amplification) การ
แสดงออกท่ีสูงข้ึน (overexpression) การกลายพนัธ์ุของยนี (mutation) โดยพบวา่มีการเปล่ียนแปลงท่ีมี
บทบาทส าคญัในการเกิดมะเร็งตบั ไดแ้ก่ การขาดหายไปหรือเพิ่มข้ึนของโครโมโซมในต าแหน่งต่างๆ 
ไดแ้ก่ การหายไปของ 1p, 4q, 8p, 19q, 17q และการเพิ่มในต าแหน่ง 1q, 8q, 20q (Boige et al., 1997; 
Kusano et al., 1999; Marchio et al., 1997; Nagai et al., 1997; Piao et al., 2000) ภาวะ hyprmethylation 
ของ promoter DNA ของยีน p16/INK4A (Pang et al., 2003; Liew et al., 1999), DLC1 (Wong et al., 
2003), GSTP1 (Su et al., 2007) รวมถึงการกลายพนัธ์ุของ tumor supressor gene และ oncogenes 
โดยเฉพาะ p53 and beta catenin (Nishida et al., 2007) เปล่ียนแปลงทั้งหมดเหล่าน้ีจะท าใหเ้กิดความ
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ผดิปรกติในการท างานของเซลลคื์อ ความผดิปรกติในกระบวนการ apoptosis และการควบคุมวงจรการ
แบ่งตวั (cell cycle) รวมถึงการเกิดภาวะ genomic instability ในท่ีสุดจะน าไปสู่การเกิดลกัษณะทาง
คลินิกของโรคท่ีส าคญัและเป็นสาเหตุการตายของผูป่้วยคือ  การแพร่กระจายของมะเร็ง (metastatic 
phenotype) และการด้ือต่อการรักษาดว้ย เคมีบ าบดั และรังสีรักษา  ดว้ยสาเหตุดงักล่าวท าใหเ้กิดความ
พยายามในการควบคุมรักษาโรคโดยการแกไ้ขความผดิปรกติในระดบัยนีหรือ ท่ีเรียกวา่ gene therapy 
ปัจจยัส าคญัในความส าเร็จของการรักษาดว้ยวธีิดงักล่าวไดแ้ก่ การคน้หายีนเป้าหมายท่ีมีความส าคญัต่อ
กระบวนการเกิดมะเร็งมากท่ีสุด เพื่อประสิทธิภาพในการรักษาท่ีดี รวมทั้งตอ้งมีผลต่อเซลลป์รกติใน
ร่างกายนอ้ยท่ีสุด ซ่ึงในปัจจุบนัยงัไม่สามารถคน้พบวธีิการรักษาท่ีมีลกัษณะสมบูรณ์แบบดงักล่าวไว ้

ยนี WT1 (Wilms tumor suppressor gene ) เป็นยนีท่ีมีความส าคญัในกระบวนการเกิดมะเร็งใน
มนุษย ์โดยมีหลกัฐานจากงานวจิยับ่งช้ีวา่ ยนีดงักล่าวท าหนา้ท่ีเป็น oncogene (ยนีก่อมะเร็ง) ในมะเร็ง
หลายชนิดโดยเฉพาะ Acute Leukenia (Inoue et al., 1994), Wilms tumor (Call et al., 1990; Gessleret 
al., 1994; Little, et al., 1992) ovarian cancer (Bruening et al., 1993) , melanoma (Rodeck et al., 1997), 
mesothelioma (Amin et al., 1995) เป็นตน้ เน่ืองจากพบวา่ยนี WT1 ท างานสูงข้ึนในส่วนใหญ่ของมะเร็ง
ดงักล่าว ซ่ึงต่างจากความรู้เดิมท่ีเช่ือวา่ยนี WT1 เป็นยนีตา้นมะเร็งเท่านั้น โดยพบวา่ WT1 มีหนา้ท่ี
ส าคญัในการควบคุมการแจริญเติบโตของเซลล ์และการตายแบบ Apoptsis การศึกษาใหเ้ห็นกลไกใน
การเหน่ียวน าใหเ้กิดมะเร็งพบวา่โปรตีน WT1 อยูใ่นกลุ่ม transcription factor (zinc finger family) 
(Madden et al., 1991; Madden et al., 1993) ท่ีสามารถควบคุมยนีเป้าหมายหลายชนิด ท่ีท าหนา้ท่ี
โดยตรงในกระบวนการแบ่งตวั และการเกิด Apoptosis ของเซลล ์โดยยนีเป้าหมายท่ีส าคญัท่ีถูกควบคุม
โดยโปรตีน WT1 คือ ยนีท่ีอยูใ่นกลุ่ม growth factor,และ growth factor receptor gene โดยเฉพาะ IGF –
IR (Werner et al., 1993; Werner et al., 1994), EGFR (Englert et al., 1995), IGF- (Drummond et al., 
1992), PDGF-A (Wang et al., 1992), TGF- (Dey et al., 1994), Amphiregulin (Leeet al., 1999) เป็น
ตน้ ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกระบวนการเกิด Apoptosis ไดแ้ก่  bcl2 (48), c-myc (Hewitt et al., 1995) เป็นตน้ ยนี
ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการแพร่กระจายของมะเร็ง ไดแ้ก่ E-cadherin (Hosonoet al., 2000) เป็นตน้ และ
ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ senesence (การแก่ของเซลล)์ไดแ้ก่ HTERT (Telomerase) (Oh, et al., 
1999) 

จากการศึกษาโครงสร้างของโปรตีน WT1 เพื่อใหเ้ขา้ใจถึงกลไกในการท างาน พบวา่โปรตีน 
WT1 มีไดห้ลาย  isoforms (อยา่งนอ้ย 24 isoforms) อนัเป็นผลจาก alternative splicing (Morris et al., 
1991), alternative translational start sites (Bruening et al., 1996), RNA editing (Sharma et al., 1994) 
และพบวา่ โปรตีนเหล่าน้ีท าหนา้ท่ีต่างกนั โดยเฉพาะระหวา่ง isoforms ท่ีเกิดจาก alternative splicing 
ซ่ึงมีอยู ่4 isoforms ท่ีเกิดจาก splicing ใน 2 ต  าแหน่ง โดยต าแหน่งแรกท าใหเ้กิดการเพิ่มหรือหายไปของ
ส่วนของโปรตีน ท่ีสร้างจาก exon 5 (17 aâ) หรือ ท่ีเรียกวา่ WT1 + 17 aâ  และ WT1 – 17 aâ  ตามล าดบั 
alternative splicing ต  าแหน่งท่ี 2 ท าใหเ้กิดการเพิ่มข้ึนหรือขาดหายไปของส่วน 3 aâ บริเวณรอยต่อ
ระหวา่ง zinc finger 3 และ 4 ของโปรตีน มีช่ือเรียกวา่ WT1+ KTS, WT1–KTS ตามล าดบั การศึกษา

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T39-43TPH9T-1&_coverDate=08%2F08%2F2001&_alid=303078076&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_qd=1&_cdi=4941&_sort=d&view=c&_acct=C000015658&_version=1&_urlVersion=0&_userid=267327&md5=1da3506ff72a837868c446651e7c073b#bbib45#bbib45
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T39-43TPH9T-1&_coverDate=08%2F08%2F2001&_alid=303078076&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_qd=1&_cdi=4941&_sort=d&view=c&_acct=C000015658&_version=1&_urlVersion=0&_userid=267327&md5=1da3506ff72a837868c446651e7c073b#bbib97#bbib97
http://www.sciencedirect.com/#bbib94
http://www.sciencedirect.com/#bbib61
http://www.sciencedirect.com/#bbib139
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พบวา่ isoform ท่ีเกิดจาก alternative splicing มีหนา้ท่ีแตกต่างกนัโดยเฉพาะระหวา่ง WT1+KTS และ 
WT1–KTS (Wang et al., 1995) ซ่ึงเช่ือวา่ท่ีเกิดจากคุณสมบติัในการจบักบัส่วนของ promoter DNA ของ
ยนีเป้าหมายท่ีต่างกนั 

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

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

   งานวจิยัท่ีศึกษาบทบาทของยนี WT1 ต่อกระบวนการเกิดมะเร็งตบัชนิด hepatocellular 
carcinoma  มีอยูไ่ม่มากนกั การศึกษาการแสดงออกของยีน WT1 ในเซลม์ะเร็งชนิด hepatocellular 
carcinoma จ านวน 50 รายพบวา่ ระตบัการแสดงออกของยนีมีความสัมพนัธ์ุกบัอตัราการอยูร่อดโดยไม่
มีโรคใน 5 ปี (5 year-disease free survival) อยา่งมีนยัส าคญั (Sera et al., 2008) โดยในกลุ่มท่ีมีการ
แสดงออกของ WT1 สูง จะมีอตัราการอยูร่อด 22% เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีมีการแสดงออกในระดบัต ่า ซ่ึงมี
การอยูร่อดถึง 79% นอกจากน้ียงัพบวา่ สามารถตรวจพบการท างานของ WT1 ในเซลลป์กติท่ีอยูใ่กลก้บั
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มะเร็ง ประมาณ 53% ของผูป่้วย แต่น่าสนใจวา่ระดบัการแสดงออกของยีน WT1 ในเซลลป์กติน้ีมี
ความสัมพนัธ์กบัการพยากรณ์โรค และความรุนแรงของการเกิดเน้ือเยื้อ fibrosis  

ดงันั้นจะเห็นวา่บทบาทของยีน WT1 ต่อกระบวนการเกิดมะเร็งตบัชนิด hepatocellular 
carcinoma บ่งช้ีวา่ WT1 น่าจะท าหนา้ท่ีเป็นยนีส่งเสริมการเป็นมะเร็ง (oncogene) ในมะเร็งชนิดน้ี  
อยา่งไรก็ตามจ าเป็นตอ้งยนืยนัผลโดย functional study และกลไกในการควบคุมกระบวนการเกิดมะเร็ง
ชนิดน้ียงัไม่ทราบแน่ชดั ดว้ยเหตุท่ี WT1 ท าหนา้ท่ียนีเป้าหมายหลายตวัในกลุ่ม growth factor and 
growth factor receptors โดยเฉพาะ IGF-1R, EGFR, IGF-II ท่ีมีความส าคญัมากในการเกิดมะเร็งตบั ท า
ใหผู้ว้จิยัสนใจศึกษาบทบาทของ WT1 ในกระบวนการเกิดมะเร็งชนิดน้ี  วธีิการศึกษาจะใชก้ารทดลอง
ใน hepatocellular carcinoma cell line โดยใชเ้ทคนิคกระตุน้การยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 โดยใช ้
Lentiviral vector แลว้สังเกตผลจากการยบัย ั้งท างานของยนี WT1 ดงักล่าว ซ่ึงรวมถึงคุณสมบติัความเป็น
มะเร็งของเซลลคื์อ อตัราการเจริญเติบโต (proliferative rate) อตัราการตายแบบ Apoptosis และการ
เปล่ียนแปลงการท างานของยีนเป้าหมายของ WT1 ไดแ้ก่ ยนี EGFR, IGF-IR ซ่ึงเป็นยนีท่ีมีบทบาท
ส าคญัในการเกิดมะเร็งตบั การศึกษาน้ีจะน าไปสู่องคค์วามรู้ใหม่ ท่ีแสดงใหเ้ห็นบทบาทและ กลไกใน
ระดบัยนี ของ WT1ในกระบวนการเกิดมะเร็งตบั ซ่ึงอาจพฒันาไปเป็นการรักษาโดยวธีิ gene therapy ใน
อนาคต ซ่ึงจะช่วยใหป้ระสิทธิภาพในการรักษามะเร็งดีข้ึน  

 
1.2 วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

1. สร้างระบบการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเชลลม์ะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma ท่ีมี
ประสิทธิภาพสูง โดยใช ้lentiviral vector 

2. ศึกษาผลของการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma ต่อ
คุณสมบติัความเป็นมะเร็งของเซลล ์ไดแ้ก่ อตัราการแบ่งตวัของเซลล ์(proliferative rate) อตัราการ
เกิด Apoptosis (apoptosis index) 

3. ศึกษากลไกการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma โดยการ
ตรวจวดัระดบัการท างานของยนี IGF-IR, EGFR ในระดบั mRNA  

 

1.3 ขอบเขตของโครงการวจัิย 
งานวจิยัน้ีจะศึกษาในห้องปฏิบติัการเพื่อศึกษาบทบาทของยนี WT1 ต่อกระบวนการเกิดมะเร็งตบัชนิด 

hepatocellular carcinoma โดยใช ้lentiviral vector เป็นพาหะในการท าใหเ้กิดการยบัย ั้งการท างานของยนี 
WT1 ในเซลลม์ะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma แลว้จึงวดัระดบัการท างานของยีน WT1 ซ่ึงจะแสดง
ใหเ้ห็นความส าเร็จในการยบัย ั้งการท างานของยนี จากนั้นจะดูผลต่อคุณสมบติัการเป็นมะเร็งของเซลล ์ซ่ึง
ไดแ้ก่ อตัราการเกิด apoptosis, proliferation rate นอกจากน้ีจะศึกษากลไกการท างานของยนีน้ี โดยวดัระดบั
การแสดงออกของ ยนี EGFR, IGF-1R ในระดบั RNA  
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1.4 วธีิการด าเนินการวจัิยโดยย่อ 
โครงการวจิยัน้ีจะท าการศึกษาและพฒันาเทคโนโลยียีนบ าบดัเพื่อยบัย ั้งการท างานของยีน WT1 ใน

เซลล์มะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma โดยใช ้viral vector ชนิด lentiviral vector ในการยบัย ั้งการ
ท างานของยีน WT1 ในเซลล์มะเร็งดงักล่าว โดยการใช้ lentiviral vector ดงักล่าวสร้าง siRNA (small 
interfering RNA) ข้ึนในเซลลเ์ป้าหมาย ซ่ึง siRNA ดงักล่าวจะสามารถจบักบัส่วนของ mRNA ของ WT1 ได้
อยา่งจ าเพาะและเหน่ียวน าให้เกิดการท าลายของ WT1 mRNA หลงัการน า lentiviral vector ดงักล่าวเขา้สู่
เซลลแ์ลว้ จะท าการวดัระดบัการแสดงออกของยีน WT1 เพื่อยืนยนัวา่สามารถยบัย ั้งการท างานของยีน WT1 
ไดจ้ริง รวมถึงการวดัคุณลักษณะความเป็นมะเร็งของเซลล์ดงักล่าว ไดแ้ก่ อตัราการเจริญเติบโตของเซลล ์
และอตัราการตายแบบ apoptosis และมีการศึกษาให้เห็นกลไกท่ีเก่ียวขอ้งในการท าให้เกิดการเปล่ียนแปลง
ในคุณลกัษณะความเป็นมะเร็งดงักล่าวโดยการวดัระดบั mRNA ของยนีเป้าหมายท่ีถูกควบคุมการแสดงออก
โดย WT1 ไดแ้ก่ ยนี IGF-1R และ EGFR ในระดบั RNA โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR 
 
1.5 ประโยชน์ทีไ่ด้รับ 

1. ได ้lentiviral vector ท่ีสามารถใชใ้นการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งตบัชนิด 
hepatocellular carcinoma ท่ีมีประสิทธิภาพสูง 

2. ไดก้ระบวนการทีมีประสิทธิภาพสูงในการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งตบั
ชนิด hepatocellular carcinoma โดยใช ้lentiviral vector 

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

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

2.1 ระเบียบวธีิด าเนินการวจัิย 
1. การเลีย้งเซลล์ในห้องปฏิบัติการ 

ท าการเล้ียงเซลลม์ะเร็งตบัชนิด HepG2 ในอาหารเล้ียงเซลล์ DMEM (Invitrogen, CA, USA) ท่ี
เติม Fetal bovine serum ปริมาณ 10% (Gibco), penicillin (100U/ml) และ streptomycin (100 g 
/ml) และท าการเล้ียงเซลล์ในตูบ้่มเซลล์ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ี 5% CO2 จากนั้น
เล้ียงเซลล์ท่ีท าหนา้ท่ีในการผลิตไวรัส (packaging cells) ชนิด 293FT ใน complete DMEM ท่ีไม่
เติม antibiotics 

 
2. การสร้าง Lentivirus vector  และการ Transduction เพ่ือยบัยั้งท างานของยนี WT1  

2.1  จะใช ้Lentivirus vector ซ่ึงสามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดการสร้าง shRNA ท่ีจบัและ
เหน่ียวน าให้เกิดการท าลายของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma โดย
ขั้นตอนการสร้าง vector ดงักล่าวสามารถกล่าวโดยสังเขปดงัน้ี 
- สร้างส่วนของ DNA ท่ีสามารถกระตุน้การสร้าง siRNA (shRNA) ท่ีจบัอยา่งจ าเพาะ

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

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

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

- ท าการตกตะกอน plasmid ท่ีสกดัไดด้ว้ย CaCl2 และท า plasmids transfection (pLP1, 
pLP2, pLPv, และ P201 หรือ 1528 WT1-siRNA)  เขา้สู่ 293FT cell lines จากนั้นบ่มท่ี 
37 องศาเซลเซียส 5% CO2 เป็นเวลา 18 ชัว่โมง หลงัจากนั้นก็ท าการเปล่ียนอาหาร
เล้ียงเซลลใ์หม่ โดยไม่เติมยาปฏิชีวนะ เพื่อใหเ้ซลลผ์ลิตไวรัสออกมาในอาหารเล้ียง
เซลล ์บ่มเซลลท่ี์ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นก็เก็บน ้า
เล้ียงเซลลท่ี์มีอนุภาคไวรัสอยู ่แลว้กรองส่ิงปนเป้ือนดว้ยหวักรองขนาด 0.45 ไมครอน 
จากนั้นเพิ่มความเขม้ขน้ของอนุภาคไวรัสดว้ยวธีิ ultracentrifugation ท่ีความเร็ว 
28,000 rpm ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2.06 ชัว่โมง ละลายตะกอนไวรัสดว้ย 
DMEM without antibiotic ปริมาณ 1 ml. จะไดค้วามเขม้ขน้ของไวรัสเพิ่มข้ึนเป็น
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ประมาณ 20 เท่า จากนั้นท าการเติม 32 g/ml polybrene ลงใน viral supernatant เพื่อ
เพิ่มประสิทธิภาพการ transduction และน าอนุภาคไวรัสเขา้สู่เซลล ์HepG2 โดยใชว้ธีิ 
spin transduction ท่ี 1800 rpm นาน 1 ชัว่โมง ท่ี 30 องศาเซลเซียส จ านวน 3 คร้ัง คร้ัง
ละ 12-18 ชัว่โมง จากนั้นก็บ่มเซลลไ์วใ้นตูบ้่มเซลล ์จากนั้นท าการเปล่ียนอาหารเล้ียง
เซลลท่ี์เติมยาปฏิชีวนะดว้ยเพื่อป้องกนัการ contamination บ่มในภาชนะเล้ียงเซลล ์
และบ่มเซลลต่์อไปอีก 1-2 วนั น าเอาเซลล ์ HepG2 ท่ีผา่นการท า transduction ซ่ึงใน
ท่ีน้ีจะใหร้หสัของเซลลเ์ป็น HepG2-WT1-siRNA  และ HepG2-C-siRNA cells มาท า
การทดลองต่อไป โดย HepG2-WT1-siRNA  cells หมายถึงเซลลม์ะเร็งตบัท่ีถูก 
transduction โดย lentiviral vector ท่ีสามารถสร้าง siRNA ท่ีมีฤทธ์ยบัย ั้ง WT1 mRNA 
ข้ึนในเซลล ์ส่วน HepG2-C-siRNA cells หมายถึงเซลลม์ะเร็งตบัท่ีถูก transduction 
โดย control lentiviral vector ซ่ึงสร้าง siRNA ท่ีไม่จ  าเพาะกบัยนีใดๆของเซลลม์นุษย ์

 
3. การศึกษาคุณลกัษณะการเจริญเติบโตของเซลล์ (proliferative rate) 

HepG2-WT1-siRNA จะถูกน ามาเล้ียงต่อตามระยะเวลาท่ีก าหนดในการทดลอง 
ไดแ้ก่ 0, 24, 48, 72, และ 96 ชัว่โมง จากนั้นน าเซลลด์งักล่าวมาทดสอบหาอตัราการ
เจริญเติบโตของเซลล ์ดว้ยวธีิ Trypan blue exclusion method จากนั้นท าการตรวจสอบการ
เจริญของเซลลด์ว้ยการใชชุ้ดทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล ์CellTiter 96 Aqueous One 
solution reagent (Promega, WI, USA)  โดยใชเ้ซลลจ์  านวน 10000 cells ใน 100 l 
cDMEM จากนั้นเติมสาร MTT reagent ปริมาณ 20 l บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง จากนั้นเติมสารละลาย 10% SDS ลงไป 25 l เพื่อหยดุปฏิกิริยา และน าเอาเซลลไ์ป
วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 490/620 nm บนัทึกค่า
การดูดกลืนแสงและวเิคราะห์เป็นอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ 

 
4. การวดัอตัราการเกดิ Apoptosis 

หลงัจากท่ีเซลลถู์กคดัเลือกมาแลว้ ณ เวลาต่าง ๆ ท่ีก าหนด เซลลจ์ะถูกเก็บเก่ียว 
และแบ่งเซลลจ์  านวน 10000 cells เพื่อตรวจวดัการตาย แบบ apoptosis ของเซลล ์ดว้ยการ
ใชห้ลกัการตรวจหากิจกรรมของเอน็ไซมค์าสเปส 3 และ 7 โดยการใชชุ้ดทดสอบ ApoOne 
homogenous caspase-3/7 reagent (Promega) วธีิการแบบยอ่ ๆ เป็นดงัน้ี เตรียม cell 
suspension ปริมาณ 100 l ท่ีมีเซลล ์10000 cells ใน 96 well plate จากนั้นเติมสาร ApoOne 
homogeneous caspase-3/7 reagent ปริมาณ 100 l และท าการบ่มเซลลเ์ป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
ท่ี อุณหภูมิหอ้ง จากนั้นตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง fluorescent microplate 
reader ท่ีความยาวคล่ืน 499Ex/521Em nm และบนัทึกค่าดงักล่าวไวเ้พื่อน ามาวิเคราะห์
กิจกรรมของเอน็ไซมค์าสเปสต่อไป 
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5. การวดัระดับการท างานของยีนในระดับ RNA 

 เซลล ์HepG2-WT1-siRNA และ HepG2-C-siRNA ถูกเก็บเก่ียวตามระยะเวลาท่ีระบุในการ
ทดลอง และน ามาป่ันลา้งตกตะกอนเซลล ์จากนั้นสกดั total RNA จากตะกอนเซลล์ท่ีเตรียมได ้
ดว้ยชุดสกดั RNA ชนิด Total RNA mini kit (geneaid) จากนั้นตรวจวดัปริมาณความเขม้ขน้
ของ RNA ดว้ยเคร่ือง nanodrop จากนั้นท าการสังเคราะห์สาย cDNA ข้ึนมาดว้ยกระบวนการ 
reverses transcription โดยใช ้ReverseAid First strand cDNA Synthesis kit ตามขั้นตอนท่ีระบุ
ในคู่มือการใชง้าน (Invitrogen, CA, USA) จากนั้น cDNA สายใหม่ก็ถูกน ามาเป็น template ใน
การเพิ่มจ านวนของ PCR product โดย reaction mixed ประกอบดว้ย 1X PCR buffer, 0.2 mM 
dNTPs mix, 2 mM MgCl2, 0.4 pmole primers (Table 1), 1 unit of Taq DNA polymerase, 
10.0 l cDNA from reverse transcription step and RNase/DNase free water ปรับให้เป็น 25 
µl/reaction จากนั้นเซตค่าอุณหภูมิและเวลาท่ีใชท้  าปฏิกริยา ดงัน้ี   
95C for 5 minutes จากนั้น 40 cycles ท่ี 95C for 45 second, 51C for 30 second และ 72C 
for 5 minutes ส าหรับ WT1  
95C for 5 minutes จากนั้น 35 cycles ท่ี 95C for 45 second, 60C for 30 second และ 72C 
for 5 minutes ส าหรับ tWT1 และ GAPDH 
94C for 1 minute จากนั้น 35 cycles ท่ี 94C for 30 second, 60C for 30 second, 72C for 
30 second และ 72 for 10 minutes  ส าหรับ EGFR  
94C for 1 minute จากนั้น 35 cycles ท่ี 94C for 1 minute, 65C for 1 minute, 72C for 3 
minutes และ 72 for 10 minutes  ส าหรับ IGF1R  
จากนั้นเก็บ PCR Product ไวแ้ละน าไปแยกขนาดดว้ยวิธีกระแสไฟฟ้า บน agarose gel เขม้ขน้ 
1.5% และตรวจดู PCR Product ดว้ยการยอ้มดว้ย ethidium bromide 
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Table 1 Primer sequences of RT-PCR analyses 

gene Primer sequences Annealing temp. Product size 
WT1 F: 5'-AGACATACAGGTGTGAAACC-3' 

R: 5'-TCAAAGCGCCAGCTGGAGTTT-3' 
51 215 

TWT1 F: 5'-GAACCCTGCATCTAAAGTGG-3' 
R: 5'- CGTTGTGTGGTTATCGCTCT -3' 

60 90 

EGFR F: 5’-TAACAAGCTCACGCAGTTGG-3’ 
R: 5’-GTTGAGGGCAATGAGGACAT-3’ 

60 190 

IGF1R F: 5’- GTGTACGTTCCTGATGAGTGGGAG-
3’ 
R: 5’-GCCCCGTGTCATCAGTTCCATGAT-3’ 

65 300 

GAPDH F: 5’-AGCCACATCGCTCAGACACC-3’ 
R: 5’GTACTCAGCGGCCAGCATCG-3’ 

60 315 

 
2.2 ผลการวจัิย 
ประสิทธิภาพของสร้าง lentivirus ใน packaging cells และการ transduction of lentiviral vector เข้าสู่
เซลล์มะเร็งตับชนิด hepatocellular carcinoma 

ผลการทดลอง: ประสิทธิภาพของ lentivirus 
จากท่ีไดท้  าการเล้ียงเซลล์และผลิตไวรัสข้ึนมาเพื่อน าพา siRNA เขา้สู่เซลล์เป้าหมาย เราสามารถ

ตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิตไวรัสและการน า siRNA เขา้สู่เซลล์โดยการตรวจค่า GFP expression โดยดู
จากภาพในกลอ้ง Fluorescent microscope และการตรวจปริมาณของเซลล์ท่ีติดสี GFP ดว้ยเคร่ือง Flow 
cytometry ภาพท่ี 1 แสดงให้เห็นปริมาณของเซลล์ 293FT ท่ีผา่นการท า plasmid transfection ซ่ึงเม่ือเวลา 48 
ชัว่โมงหลงัจากกระบวนการ transfection เซลล์ 293FT จะมีการแสดงออกของโปรตีน GFP ข้ึนมาภายใน
เซลลซ่ึ์งแสดงถึงความสามารถในการผลิต lentivirus virion ได ้ปริมาณของ GFP+ cells จะเป็นเคร่ืองบ่งช้ีใน
เชิงคุณภาพ ถึงความเขม้ขน้ของไวรัสนัน่เอง กล่าวคือหากมีปริมาณ GFP+ cells มาก ความเขม้ขน้ของไวรัสก็
จะมากข้ึนดว้ย และจากภาพท่ี 1 แสดงถึงจ านวน 293FT-C-siRNA-GFP+ cells และ 293FT-WT1-siRNA-
GFP+ cells ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ซ่ึงวดัไดจ้าก flow cytometry มีค่า 67.35±5.5% และ 66.37±7.4% ตามล าดบั ซ่ึง
จากผลของ flow cytometry พบวา่ packaging cells ส่วนใหญ่มีการ express GFP ไม่สูงมากนกั สังเกตไดจ้าก 
peak สูงสุดของ diagram จะค่อนไปทางซ้ายมือ ระหวา่ง cut point ของ GFP negative  และ GFP positive 
ดงันั้น ปริมาณไวรัสท่ีจะถูกปลดปล่อยจากเซลล์อาจจะน้อย จึงเป็นผลท าให้ตอ้งใช้วิธีการ concentration 
ไวรัสเพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้มากพอท่ีจะใชใ้นการ transduction และจากการท า lentiviral transduction ดว้ย 
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viral supernatant ท่ีมีความเขม้ขน้สูงข้ึนประมาณ 20 เท่า พร้อมกบัเติม polybrene เขม้ขน้ 32 g/ml เขา้สู่
เซลลเ์ป้าหมาย HepG2 พบวา่ เราสามารถน า C-siRNA และ WT1-siRNA เขา้สู่เซลลไ์ด ้ 
75.26±1.9% และ 64.26±3.8% ตามล าดบั (ภาพท่ี 2) ซ่ึงจะเห็นไดว้า่เซลล์มะเร็งตบั HepG2 น้ีตอ้งใชไ้วรัส 
และ polybrene ท่ีความเขม้ขน้สูงในการท า transduction จึงจะประสบความส าเร็จในการน า siRNA เขา้สู่
เซลล์ดงักล่าว และวิธีการ spin transduction น้ีก็ยงัคงมีประสิทธิภาพค่อนขา้งสูงท่ีช่วยในการน าไวรัสเขา้สู่
เซลล์มะเร็งตบัชนิด HepG2 จากนั้น เราท าการเล้ียงเซลล์มะเร็งตบัท่ีผา่นการท า transduction แลว้เป็นเวลา 
96 ชั่วโมง เพื่อตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของเซลล์ พบว่า เซลล์มะเร็งตบัชนิด HepG2 ท่ีได้รับ WT1-
siRNA เขา้ไปนั้นมีรูปร่างเซลล์ท่ีเปล่ียนไป คือจะไม่เพิ่มจ านวน มีการหดตวัของเซลล์ รูปร่างกลม และตาย
ในท่ีสุด ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์มะเร็งตบั HepG2 ท่ีไดรั้บ C-siRNA นั้นยงัคงสามารถ proliferate ได ้
สังเกตไดจ้ากปริมาณเซลลท่ี์ติดสี GFP จะเพิ่มจ านวนข้ึนตามภาพท่ี 3  

 

 
 
ภาพที ่1 293FT cells exhibit GFP expression after 48 hours of transfection process. 293FT packaging cells 
were transfected with C-siRNA (above panel) or WT1-siRNA (lower panel). At 48 hours after transfection 
cells were trypsinized for determination of transfection efficiency based on GFP expression. (10x). Flow 
cytometry analysis shows percent GFP expression of each siRNA transduced cells.  
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ภาพที ่2 GFP expression of human hepatocellular carcinoma (HepG2) cells at 48 hours post transduction. 
Fluorescent fields of HepG2-C-siRNA-GFP+ cells were shown in above panel and HepG2-WT1-siRNA-
GFP+ cells were shown in lower panel. (40x) 
 

 
 
ภาพที ่3 Comparison of HepG2 cells growth after siRNA transduction. HepG2 cells were captured at 0, 
24, 48, 72, and 96 hours post transduction with C-siRNA or WT1-siRNA for detection of GFP expression. 
(20x) 
 
การวเิคราะห์การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งตับชนิด hepatocellular carcinoma  

น าเอาเซลลท่ี์ไดม้าตรวจสอบหาการรอดชีวิตของเซลลพ์บวา่ เม่ือเวลาผา่นไป HepG2-WT1-siRNA-
GFP+ cells มีอตัราการรอดชีวิตลดนอ้ยลงไป ซ่ึงจะสังเกตเห็นไดอ้ยา่งชดัท่ีเวลา 48, 72, และ 96 ชัว่โมง 
ตามล าดบั เซลล์รอดชีวิตลดจ านวนลงจากเวลาเร่ิมตน้  ในขณะท่ี HepG2-C-siRNA-GFP+ cells ซ่ึงใช้เป็น
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กลุ่มควบคุมมีอตัราการรอดชีวิตท่ีเพิ่มสูงข้ึนตามระยะเวลาท่ีเพิ่มมากข้ึน (ภาพท่ี 4) แสดงให้เห็นว่า WT1-
siRNA มีผลลดอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ HepG2 และเพื่อเป็นการยืนยนัผลการยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์
จึงไดท้  าการทดลองตรวจสอบค่าการเจริญเติบโตดว้ยชุดทดสอบ MTT assay และวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 
490/620 nmพบว่า ค่าอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ในกลุ่ม HepG2-WT1-siRNA-GFP+ มีการลดลง
สอดคล้องกับจ านวนเซลล์รอดชีวิตท่ีลดลงเช่นกัน อัตราการเจริญเติบโตลดลงอย่างมีนัยส าคัญเม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ตามล าดบั ดงัน้ี 0.098±0.04, 0.092±0.05, 0.092±0.03, 0.087±0.02, 0.078±0.007 
ในเวลา 0, 24, 48, 72, และ 96 ชัว่โมง ซ่ึงช้ีให้เห็นวา่เซลล์มะเร็งตบัถูกยบัย ั้งการเจริญเติบโตไดด้ว้ย WT1-
siRNA ในขณะท่ีกลุ่มควบคุม (HepG2-C-siRNA-GFP+ cells) มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีเพิ่มมากข้ึนตามปกติ 
(ภาพท่ี 5) กล่าวโดยสรุป WT1-siRNA มีผลต่อการลดการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งตบันัน่เอง  
 

 
ภาพที ่ 4 WT1-siRNA inhibits cell growth of HepG2. At specific time points of transduction, HepG2-
WT1-siRNA-GFP+ and WT1-C-siRNA-GFP+ cells were collected and determined viable cell count by 
trypan blue exclusion assay.  
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ภาพที ่5 WT1-siRNA induces cellular proliferation suppression of HepG2. At specific time  
points of transduction, HepG2-WT1-siRNA-GFP+ cells and HepG2-C-siRNA-GFP+  cells were collected  
and evaluated proliferation rate by MTT assay. 
 
การตรวจสอบการตายของเซลล์ โดยวดัจากการท างานของเอนไซม์คาสเปส 3/7 

ผลการทดลอง: WT1-siRNA กระตุ้นการตายแบบ Apoptosis ในเซลล์มะเร็งตับชนิด  HepG2 
หลงัจากเซลลม์ะเร็งตบัชนิด HepG2  ไดรั้บการทดสอบดว้ย WT1-siRNA แลว้ เราตรวจพบการตาย

ของเซลลเ์พิ่มจ านวนข้ึนตามเวลาท่ีทดสอบ (ภาพท่ี 6) เพื่อเป็นการยนืยนัการตายของเซลลเ์ป็นผลมาจาก 
WT1-siRNA เราไดท้  าการทดสอบอตัราการเกิด apoptosis ดว้ยวธีิวดัค่าการท างานของเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้ง
กบักระบวนการตายแบบ apoptosis ซ่ึงไดแ้ก่ เอนไซม ์Caspase-3/7 ซ่ึง Caspase-3/7 เป็นเอนไซมใ์นล าดบั
สุดทา้ยใน apoptotic pathway และหากพบการแสดงออกของเอนไซมเ์หล่าน้ีมากข้ึนแสดงวา่เซลลถู์กกระตุน้
ใหต้ายแบบ apoptosis นัน่เอง จากขอ้มูลดงักล่าวเราจึงท าการศึกษาผลของ WT1-siRNA ในการกระตุน้การ
ตายของเซลล ์ โดยวดัจาก caspases activity จากการทดลองพบวา่ เม่ือเวลาเพิ่มข้ึน อตัราของ caspase-3/7 
activities ก็เพิ่มมากข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัในกลุ่มของ HepG2-WT1-siRNA cells โดยใหค้่า 841±199, 
1,349±71, 2,167±93 และใหค้่าสูงสุด 3,320±452 RFU ท่ีเวลา 24, 48, 72, และ 96 ชัว่โมง ตามล าดบั เม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม HepG2-C-siRNA cells (ภาพท่ี 7) โดยสามารถสรุปไดว้า่ WT1-siRNA กระตุน้
ใหเ้ซลลต์ายแบบ apoptosis ไดต้ามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน caspase-3/7 จดัเป็น executioner caspases ซ่ึงเป็น
เอนไซมท่ี์มีหนา้ท่ีในการตดัโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิด apoptosis เช่น PARP เป็นตน้ และการท่ีเอนไซม์
ทั้งสองจะท างานไดจ้ะตอ้งไดรั้บการกระตุน้ใหก้ลายเป็น active form ก่อน แลว้จึงท าหนา้ท่ีได ้ และจาก
การศึกษาผลของ WT1-siRNA พบวา่มี activity ของเอนไซมเ์กิดข้ึนสูงหลงัจากทดสอบ แสดงใหเ้ห็นวา่ 
WT1-siRNA มีประสิทธิภาพอยา่งมากในการกระตุน้การตายของเซลลม์ะเร็งตบั HepG2 
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ภาพที ่ 6 Induction of HepG2 cells death after WT1-siRNA transduction. At specific time points, 
transduced cells were stained with trypan blue for determination of dead cells. 

 
ภาพที ่7 WT1-siRNA induces apoptosis of HepG2. At specific time points, HepG2-WT1-siRNA cells and 
HepG2-C-siRNA cells were collected for apoptosis determination based on the activation of Caspase-3/7 
enzyme activities. 
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การตรวจสอบการแสดงออกของยนีด้วยวิธี RT-PCR 

ผลการทดลอง: การลดการแสดงออกของยนี WT1 หลงัจากทดสอบด้วย WT1-siRNA 
 WT1 เป็นยีนท่ีท าหน้าท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งหลายชนิดรวมทั้ง มะเร็งตบั 
และการลดการแสดงออกของยีนดงักล่าวเป็นเป้าหมายในการวิจยัเพื่อศึกษาผลของการใช ้WT1-siRNA ใน
การกระตุน้การตายของเซลล์มะเร็งตบั ในการทดลองน้ีไดท้  าการน า WT1-siRNA เขา้สู่เซลล์เป้าหมาย อนั
ไดแ้ก่เซลล์มะเร็งตบัดว้ยกระบวนการ lentiviral transduction เพื่อยบัย ั้งและท าลาย mRNA ของยีน WT1 
ตรงต าแหน่งจ าเพาะกบัล าดบัเบสบนสาย siRNA  จากท่ีไดท้ราบมาแลว้ว่า siRNA มีผลต่อการยบัย ั้งการ
แสดงออกของยีนท่ีจ าเพาะเพราะฉะนั้นในการใช้  WT1-siRNA จึงตอ้งพิสูจน์ว่ายีน WT1 ถูกลดการ
แสดงออกลงดว้ยจริงและเป็นสาเหตุให้เกิดการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งตบัดว้ย ในการทดลอง 
ใช ้WT1-siRNA เพื่อยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งตบั และศึกษาผลของ WT1-siRNA นั้น ๆ เม่ือเพิ่ม
ระยะเวลาในการเล้ียงเซลล์ต่อไปเร่ือย ๆ พบว่า การแสดงออกของ WT1 ในเซลล์ HepG2-WT1-siRNA-
GFP+ ถูกลดการแสดงออกลง เม่ือเวลาผา่นไป  24, 48, 72, และ 96 ชัว่โมงของการทดสอบ (ภาพท่ี 8) ซ่ึง
สามารถสรุปไดว้า่ กลไกการออกฤทธ์ิของ WT1-siRNA นั้นเป็นผลมาจากการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน 
WT1 ในขณะท่ีเซลล์ในกลุ่มควบคุม HepG2-C-siRNA-GFP+ นั้นยงัคงมีการแสดงออกของยีน WT1 อยูใ่น
ระดบัเท่า ๆ กนั แมว้า่เวลาจะเพิ่มข้ึนก็ตาม จากผลท่ีปรากฏข้ึนน้ี สอดคลอ้งกบัผลการยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของ HepG2 และพร้อมกนันั้นก็เกิดการกระตุน้ให้เซลล์ตายแบบ apoptosis ดว้ย เพราะฉะนั้นบทบาทหนา้ท่ี
ของยีน WT1 ในเซลล์มะเร็งก็คือการควบคุมการเจริญของเซลล์เป็นส าคญั ดงันั้น WT1-siRNA จึงไดส่้งผล
โดยตรงต่อการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งตบัชนิด HepG2 และเน่ืองจากวา่ ยีน WT1 ท าหนา้ท่ี
เป็น transcription factor ชนิดหน่ึง ดงันั้น การยบัย ั้งการแสดงออกของยีน WT1 จึงส่งผลต่อยีนท่ีเป็น
เป้าหมายของ WT1 อนัไดแ้ก่ GF1R โดยยีนชนิดน้ีมีการแสดงออกท่ีลดลง หลงัการยบัย ั้งการท างานของยีน 
WT1 ซ่ึงน่าจะเป็นกลไกส าคญัท่ีท าให้เซลล์มะเร็งตบัชนิด HepG2 หยุดการเจริญเติบโต และตายหลงัจาก
ไดรั้บการทดสอบดว้ย WT1-siRNA 
 

 
 
ภาพที ่8 Gene expression of HepG2-WT1-siRNA-GFP+ compared with HepG2-C-siRNA-GFP+.  
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บทที ่3 
ข้อวจิารณ์ 

 

   3.1 การรายงานผลการวจัิย และการวเิคราะห์ผล 
1. สามารถผลิต lentiviral vector DNA ท่ีมีคุณสมบติัการยบัย ั้งการแสดงออกของยนี WT1 ใน

เซลลม์ะเร็งตบั HepG2 ได ้โดยใช ้vector ชนิด Lentiviral vector (pPRIME-CMV-GFP) โดย
การตดัต่อส่วนของ DNA ท่ีสามารถสร้างเป็น short hairpin RNA ซ่ึงมีคุณสมบติัการท าลาย 
mRNA ในเซลลเ์ป้าหมายได ้

2. ไดว้ธีิการท่ีมีประสิทธิภาพท่ีใชใ้นการน าพา vector DNA เขา้สู่ packaging cells เพื่อให้มีการ
สร้าง lentiviral vector โดยพบวา่ไดส้ัดส่วนของเซลลท่ี์มีการสร้าง lentiviral vector ท่ีสูง
ประมาณ 66.86% ของเซลลต์ั้งตน้ทั้งหมด 

3. ปริมาณ lentiviral vector ท่ีไดมี้ปริมาณเพียงพอในการศึกษาผลการยบัย ั้งการท างานของยนี 
WT1 

4. สามารถน า lentiviral vector ดงักล่าวเขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายคือ เซลลม์ะเร็งตบั HepG2 ไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ โดยสามารถท าใหเ้กิดการ transduction ในเซลลม์ะเร็งตบั HepG2 ไดถึ้ง 69.76%  

5. พบวา่วธีิการท่ีใชใ้นการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 โดยใช ้lentiviral vector เพื่อการกระตุน้
การสร้าง shRNA ในเซลลม์ะเร็งตบั HepG2 เป็นวธีิการท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการยบัย ั้งการ
ท างานของยนี WT1 โดยแสดงใหเ้ห็นจากผลการท า RT-PCR  

6. สามารถแสดงผลของการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งตบั HepG2 โดยพบวา่
การยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ดงักล่าว น าไปสู่การเปล่ียนแปลงในคุณสมบติัของการเป็น
มะเร็ง ไดแ้ก่ การท าให้เซลลมี์การตายแบบ apoptosis เพิ่มข้ึน ท่ียนืยนัจากการตรวจวดัระดบั 
Caspase-3/7 activity ซ่ึงพบวา่ระดบัการท างานของ Caspase-3/7 มีระดบัเพิ่มจาก 841 เป็น 3320 
ในเวลา 96 ชม. หลงัการท า transduction  พร้อมกบัมีการลดลงของอตัราการเจริญเติบโตของ
เซลล ์ท่ีตรวจโดยใช ้MTT assay 

7. สามารถแสดงใหเ้ห็นกลไกของการตา้นคุณสมบติัของความเป็นมะเร็งหลงัการยบัย ั้งการท างาน
ของยนี WT1 ไดว้า่ น่าจะเป็นผลมาจากการท่ีมีการยบัย ั้งการท างานของยนี EGFR โดยผลการ
ลดลงของการท างานของยนีจะเห็นชดัในเวลา 72 ชม. หลงัการ transduction 

 
3.2 อภิปรายผลการวจัิย 

เน่ืองจากการทดลองน้ี เป็นการน าเทคโนโลย ีRNAi (RNA interference) โดยใชห้ลกัการ
ในการยบัย ั้งการแสดงออกของยนีก่อมะเร็งดว้ย siRNA ซ่ึงเป็น RNA สายสั้น ท่ีฟอร์มในรูป short 
hairpin (shRNA) การน าเขา้ siRNA คร้ังน้ีท าโดยใช ้lentiviral vector เป็นพาหะ จากการตรวจการ
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แสดงออกของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งตบัเช่น HepG2 และ PLC cell lines รวมทั้งพบในตวัอยา่ง
มะเร็งตบัท่ีไดจ้ากผูป่้วย Hepatocellular carcinoma (Sera et al., 2008) พบวา่เซลลม์ะเร็งตบั
ดงักล่าวมีการแสดงออกของ ยนี WT1 ในปริมาณสูง นอกจากน้ียนี WT1 น้ีมีผลต่อการท าให้
เซลลม์ะเร็งตบัมีความตา้นทานต่อการทดสอบดว้ยยาตา้นมะเร็งชนิด doxorubicin และเม่ือมีการ
ยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 พบวา่เซลลด์งักล่าวมีการตายแบบ apoptosis มากข้ึน (Perugorria et 
al., 2009) 

จากหลกัฐานการท าวิจยัดงักล่าวบ่งช้ีวา่ WT1อาจสามารถเป็นยนีเป้าหมายท่ีใชเ้พื่อการ
รักษามะเร็งตบัได ้และในการศึกษาของเราคร้ังน้ีใชเ้ซลลม์ะเร็งตบัชนิด HepG2 ซ่ึงในการทดลอง
คร้ังน้ีจะตอ้งใช ้lentivirus ในการกระตุน้การสร้าง siRNA ข้ึนในเซลลม์ะเร็ง ซ่ึงผลการทดลอง
พบวา่สามารถบรรลุเป้าหมายในการท าวจิยัได ้โดยสามารถพฒันาเทคนิคยนีบ าบดัเพื่อยบัย ั้งการ
ท างานของยนี WT1 ได ้และพบวา่การยบัย ั้งยนีดงักล่าวมีผลใหเ้ซลลม์ะเร็งมีการเจริญเติบโตชา้ลง 
ร่วมกบัการตายแบบ apoptosis ท่ีมากข้ึน และแสดงใหเ้ห็นถึงกลไกในระดบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการยบัย ั้งการเจริญเติบโตดงักล่าว โดยพบวา่การลดลงของยนี WT1 ส่งผลใหมี้การลดลง
ของการแสดงออกของยนี IGF-1R ซ่ึงบ่งช้ีวา่ WT1 น่าจะท าหนา้ท่ีกระตุน้การท างานของยนี
ดงักล่าวในเซลลม์ะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma 

ในแง่รายละเอียดทางเทคนิค พบวา่การทดลองการท า transduction ในเซลลม์ะเร็งตบั
ดงักล่าวจ าเป็นตอ้งใช ้viral vector ท่ีความเขม้ขน้สูงในการเขา้สู่เซลล ์โดยการท่ีจะไดค้วามเขม้ขน้
ของ lentivirus สูงนั้นจะตอ้งผา่นการท า ultracentrifugation และสามารถเพิ่มความเขม้ขน้ไดเ้ป็น
ประมาณ 20 เท่า และเม่ือใช ้packing cells ในปริมาณมากข้ึนก็จะยิง่ท  าใหไ้ดป้ริมาณ viral vector 
ในการทดลองมากข้ึนดว้ย นอกจากน้ีจะตอ้งใชป้ริมาณเซลล ์(cell density) นอ้ยหรือประมาณ 
100000 cells/ml เพื่อใหป้ระสิทธิภาพการ transduction ของ ไวรัสดีข้ึน อีกประการหน่ึง จะตอ้งใช ้
polybrene ความเขม้ขน้สูงกวา่ปกติคือ 32 g/ml และท า spin transduction ในขณะ transduced อีก 
1 ชัว่โมง WT1-siRNA ท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังน้ีสามารถส่งผลยบัย ั้งการเจริญเติบโต และลดอตัรา
การ proliferation ของเซลลม์ะเร็งตบัชนิด HepG2 ไดต้ามระยะเวลาท่ีท าการทดลอง นอกจากน้ียงั
สามารถกระตุน้การตายของเซลลม์ะเร็งดงักล่าวไดด้ว้ยการเพิ่ม Caspase-3/7 apoptotic enzyme 
activities ส่งผลให ้HepG2 cells ตายแบบ apoptosis ซ่ึงเป็นผลจากการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน 
WT1  

ผลการทดลองคร้ังน้ีสอดคลอ้งกบัผลงานวจิยัของ Perugorria et al, 2009 ผลการทดลอง
แสดงใหเ้ห็นถึงสมรรถนะของระบบการน า siRNA เขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายโดยใช ้lentivirus system 
ซ่ึงท าใหส้ามารถน าเขา้ WT1-siRNA สู่เซลลไ์ดใ้นปริมาณมาก และช้ีใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพของ 
WT1-siRNA ในการเป็นเคร่ืองมือส าคญัส าหรับการยบัย ั้งการเจริญและกระตุน้การตายของ
เซลลม์ะเร็งตบัชนิด HepG2 อยา่งไรก็ตามงานวจิยัช้ินน้ีต่างจากงานวจิยัก่อนหนา้น้ี (Perugorria et 
al., 2009) เน่ืองจากมีการใช ้siRNA เพียง sequence เดียวก็สามารถยบัย ั้งการแสดงออกของยนี 
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WT1 ได ้ยิง่ไปกวา่นั้นยงัไดแ้สดงใหเ้ห็นกลไกส าคญัในระดบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยบัย ั้งการเจรฺญ
เติบโตของเซลลม์ะเร็งดงักล่าว ไดแ้ก่ การลดการแสดงออกของยนีเป้าหมาย (downstream gene) 
ของ WT1 อนัไดแ้ก่  IGF1R ไดอี้กดว้ย ซ่ึงส่งผลโดยตรงต่อการกระตุน้ใหเ้ซลลม์ะเร็งตบัหยดุการ
เจริญเติบโตและตายในท่ีสุด ซ่ึงนบัวา่เป็นผลท่ีจะสามารถน าไปต่อยอดเพื่อพฒันางานวิจยัได ้โดย
การวจิยัน้ีสามารถน าไปใชเ้พื่อพฒันาวธีิการเพื่อการรักษาผูป่้วยโรคมะเร็งตบัไดต่้อไปในอนาคต 
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บทที ่4 
สรุปผลการวจิัย และข้อเสนอแนะ 

 

สรุปผลการท าวจัิยและข้อเสนอแนะ 
การวจิยัน้ีสามารถสรุปผลการทดลองดงัน้ี 

1. การใชเ้ทคนิคยนีบ าบดัโดยการใช ้lentiviral vector เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการยบัย ั้งการ
ท างานของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งตบั โดยพบวา่เซลลม์ะเร็งตบั HepG2 64.26% มีการ 
transduction โดยไวรัส ไดส้ าเร็จ 

2.  กระบวนการใช ้lentiviral vector ดงักล่าวสามารถยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 ไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพในเซลลม์ะเร็งตบั 

3. การลดลงของการแสดงออกของยนี WT1 ในเซลลม์ะเร็งตบั ส่งผลใหเ้ซลลมี์การเจริญเติบโตลดลง 
และมีการตายแบบ apoptosis มากข้ึน 

4. การลดลงของ WT1 มีผลท าใหก้ารแสดงออกของยนีท่ีถูกควบคุมโดย WT1 ไดแ้ก่ IGF-1R มี
ปริมาณลดลง 

5. จากผลการทดลองบ่งช้ีวา่ WT1 ท าหนา้ท่ีส่งเสริมคุณสมบติัความเป็นมะเร็งตบั และการยบัย ั้ง 
การท างานของยนี WT1 น้ี มีศกัยภาพในการพฒันาต่อยอดเพื่อการรักษามะเร็งชนิดน้ีในอนาคต 
ต่อไป 

 
งานวจิยัน้ีประสบความส าเร็จในการพฒันาเทคนิคยนีบ าบดัมาในการยบัย ั้งการท างานของยนี WT1 

ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดมะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma โดยไดเ้ลือก lentiviral vector เป็นพาหะใน
กระบวนการดงักล่าว เน่ืองจาก vector ดงักล่าวมีความสามารถในการ transduction สูง โดยสามารถเกิดได้
ทั้งในเซลลท่ี์แบ่งตวั หรือ เซลลใ์นระยะพกั (resting cell) และยงัสามารถมีการแสดงออกของยนี หรือ การ
สร้าง siRNA ไดเ้ป็นเวลานาน ซ่ึงมีผลดีในการน าไปใชใ้นทางคลินิก ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นศกัยภาพ
ของวธีิการดงักล่าวท่ีจะน าไปใชใ้นการรักษาโรคมะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma ในผูป่้วย 
เน่ืองจากการรักษาในปัจจุบนัมีขอ้จ ากดั ในดา้นประสิทธิภาพ และผลขา้งเคียง โดยเหตุท่ีตอ้งใชก้ารผา่ตดัเอา
เน้ืองอกออก ร่วมกบัการใหย้าเคมีบ าบดั ผลการรักษาในภาพรวมจึงไม่ดี ผูป่้วยส่วนใหญ่เสียชีวติในเวลา 1 ปี 
หลงัการวนิิจฉยั การพฒันาเพื่อใหไ้ดก้ารรักษาแบบใหม่ท่ีแกไ้ขขอ้ดอ้ยของการรักษาแบบเดิมจึงไดรั้บความ
สนใจอยา่งมาก 

คุณสมบติัท่ีจ  าเป็นในการท่ีการรักษามะเร็งโดยการใชเ้ทคนิคยนีบ าบดั ไดแ้ก่ การท่ีตอ้งท าใหมี้การ
ยบัย ั้งยนีก่อมะเร็งในเซลลม์ะเร็งมากท่ีสุด และมีผลต่อเซลลป์กตินอ้ยท่ีสุด ซ่ึงความส าเร็จทั้งสองประการจะ
เกิดข้ึนได ้ตอ้งอาศยัปัจจยัส าคญั ไดแ้ก่ การเลือก vector ท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการเขา้สู่เซลลม์ะเร็ง ร่วมกบั
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การเลือกยบัย ั้งยนีท่ีมีความส าคญัในการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งโดยไม่มีผลกระทบต่อเซลลป์กติ ซ่ึงการ
ทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่ สามารถพฒันาเทคนิคท่ีมีคุณสมบติัส าคญัดงักล่าวแลว้ ดงันั้นผลงานช้ินน้ีจะเป็น
พื้นฐานส าคญัในการน าไปท าวจิยัต่อยอดในสัตวท์ดลอง และในผูป่้วยมะเร็งตบั ชนิด hepatocellular 
carcinoma ในอนาคต เพื่อยนืยนัใหเ้ห็นประสิทธิภาพ และความปลอดภยัในการใชว้ธีิการดงักล่าวน้ี ในการ
รักษาโรคมะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma ซ่ึงน่าจะเป็นการรักษาทางเลือกท่ีส าคญัในผูป่้วยบางราย 
โดยเฉพาะผูท่ี้ลม้เหลวในการรักษาแบบเดิม หรือผูท่ี้เกิดภาวะแทรกซอ้นจากการรักษา หรืออาจประยกุตใ์ช ้
ร่วมกบัการรักษาแบบเดิม เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาใหดี้ข้ึน นอกจากมะเร็งตบัแลว้ เทคนิคยนี
บ าบดัยงัสามารถประยกุตใ์นการรักษาโรคมะเร็งชนิดอ่ืนๆ ท่ี WT1 มีบทบาทส าคญัในกระบวนการเกิด
มะเร็ง เช่น มะเร็งเมด็เลือดขาว 
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ประวตัผู้ิวจิยั 
ผศ. นพ. ดร. ชวบูลย ์เดชสุขมุ เกิดเม่ือวนัท่ี 17 กุมภาพนัธ์ 2509 ส าเร็จการศึกษา ระดบัปริญญาตรี 
แพทยศาสตร์(พ.ศ. 2533) จากมหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ และ Diploma Thai Board สาขา Anatomical 
Pathology จาก ศิริราชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหิดล จากนั้นไดศึ้กษา ต่อในระดบั ปริญญาเอก สาขา 
Pathology ณ Medical College of Virginia, Virginia Commonwealth University ประเทศสหรัฐอเมริกา จน
จบการศึกษาในปี พ.ศ. 2543 ก่อนท่ีจะศึกษาต่อทางดา้น Molecular Pathology ในระดบั Post-Doctoral 
Fellow ณ Medical College of Virginia, Virginia Commonwealth University ประเทศสหรัฐอเมริกา (พ.ศ. 
2543) ปัจจุบนั ผศ. นพ. ดร. ชวบูลย ์เดชสุขมุ ท างานในต าแหน่งหวัหนา้สาขาวชิาพยาธิวทิยา และเป็น
อาจารยป์ระจ าสาขาวชิาพยาธิวทิยา ส านกัวชิาแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จ. นครราชสีมา 
ประเทศไทย ผศ. นพ. ดร. ชวบูลย ์เดชสุขมุไดรั้บรางวลัทางดา้นวชิาการหลายรางวลั อาทิเช่น รางวลั King 
Scholarship award, Stem Cell Travelling award, International Society for Stem Cell Research (พ.ศ. 2551) 
และ รางวลัส่งเสริมบณัฑิตบณัฑิต มูลนิธิอานนัทมหิดล ปัจจุบนัอาจารย ์ผศ. นพ. ดร. ชวบูลย ์เดชสุขมุ มี
ผลงานตีพิมพใ์นระดบันานาชาติ 15 ผลงาน และผลงานจดสิทธิบตัร เร่ือง“A nucleic acid marker of cancer” 
Serial No.09/434,620, filed Nov.5, 1999 Joy L Ware, Chavaboon Dechsukhum, Carleton T Garrett 
(Detection of novel WT1 transcript in human malignancy, including prostate, breast cancer and acute 
leukemia) สถานท่ีติดต่อ สาขาวชิาพยาธิวทิยา ส านกัวชิาแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 111 
ถนน มหาวทิยาลยั ต.สุรนารี อ.เมือง จ.นครราชสีมา 30000 E-mail : chavaboon@sut.ac.th 
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ประวตัผู้ิร่วมวจิยั 
 

ผูช่้วยศาสตราจารย ์เทคนิคการแพทยห์ญิง ดร. วไิลรัตน์ ล้ีอนนัตศ์กัด์ิศิริ เกิดเม่ือวนัท่ี 31 มีนาคม 2513 
ส าเร็จการศึกษาระดบัปริญญาตรี วท.บ. เทคนิคการแพทย(์พ.ศ. 2535) และ ปริญญาโท วท.ม. ชีวเคมีทาง
การแพทย ์(พ.ศ. 2539) จากมหาวทิยาลยัขอนแก่น จากนั้นไดศึ้กษาต่อในระดบั ปริญญาเอก สาขา 
Microbiology and Immunology โดยเนน้ทางดา้นภูมิคุม้กนัวทิยาทางการแพทย ์และ เซลลต์น้ก าเนิด ณ 
Medical College of Virginia, Virginia Commonwealth University ประเทศ สหรัฐอเมริกา จนจบการศึกษา
ในปี พ.ศ. 2544 ก่อนท่ีจะศึกษาต่อทางดา้น stem cell transplantation and stem cell regulation ในระดบั 
Post-Doctoral Fellow ณ National Institute of Health ประเทศ สหรัฐอเมริกา (พ.ศ. 2545-2546) ปัจจุบนั ผศ. 
ทนพญ. ดร. วไิลรัตน์ ท างานในต าแหน่งอาจารยป์ระจ า สาขาวชิาปรีคลินิก ส านกัวชิาวิทยาศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จ. นครราชสีมา ประเทศไทย อาจารยว์ไิลรัตน์ ล้ีอนนัตศ์กัด ศิริ ไดรั้บรางวลั
ทางดา้นวชิาการหลายรางวลั อาทิเช่น รางวลั Excellent Research Award (Stem cell), USA, Key Stone 
Symposium (พ.ศ. 2550), American Society of Hematology Traveling Award, USA (พ.ศ. 2546), Traveling 
Award, International Society for Stem Cell Research, Australia (พ.ศ.2547) / USA (พ.ศ. 2551), รางวลั
ส่งเสริมบณัฑิตบณัฑิต มูลนิธิอานนัท มหิดล พ.ศ. 2551-2554 และ รางวลัศิษยเ์ก่าดีเด่นดา้นวชิาการ คณะ
แพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยั ขอนแก่นในปี พ.ศ. 2554 ปัจจุบนั ผศ. ทนพญ. ดร. วไิลรัตน์ ล้ีอนนัตศ์กัด ศิริ มี
ผลงานตีพิมพใ์นระดบันานาชาติ 18 ผลงาน สถานท่ีติดต่อ สาขาวชิาจุลชีววทิยา ส านกัวชิาวทิยาศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 111 ถนน มหาวทิยาลยั ต.สุรนารี อ.เมือง จ.นครราชสีมา 30000 E-mail : 
wilairat@g.sut.ac.th 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


