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Wilms’tumor gene (WT1) 17AA(-)/KTS(-) isoform มีผลต่อรูปร่าง การเคล่ือนท่ีและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง
ซ่ึงน่าจะเก่ียวข้องกับการเกาะพ้ืนผิวของเซลลต่์อ extracellular matrix (ECM) และ integrin subunits ซ่ึงเป็น receptor
ท่ีเซลล์ใช้จับกับ ECM การศึกษาในคร้ังน้ีจึงได้ทดสอบผลของ WT1 17AA(-)/KTS(-) ต่อความสามารถในการเกาะพืน้ผิว
extracellular matrix (ECM) แต่ละชนิดในเซลล์มะเร็ง โดยใช้ ovarian cancer และ fibrosarcoma cell line
ซึ่งทำให้มีการแสดงออกของ WT1 17AA(-)/KTS(-) ในระดับสูง เพื่อนำไปศึกษาผลของ WT1 17AA(-)/KTS(-)
ต่อการเกาะพื้นผิวของเซลล์ต่อ ECM ต่างชนิดกันคือ Fibronectin, Collagen I และ Laminin โดยใช้ cell adhesion
assay พบว่า WT1 17AA(-)/KTS(-)  ทำให้เซลล์เกาะพ้ืนผิว ECM ชนิด Fibronectin ลดลง และไม่เปล่ียนแปลงใน ECM
อื่นๆ แสดงให้เห็นว่า WT1 17AA(-)/KTS(-) น่าจะมีผลต่อกลไกการเกาะพื้นผิวของเซลล์มะเร็ง โดยมีความเป็น
ไปได้สูงที่จะควบคุมการทำงานของ integrin subunits ที่รับผิดชอบต่อการจับกับ Fibronectin ซึ่งอาจทำให้มีผล
ต่อการเปลี่ยนรูปร่างของเซลล์และการเคลื่อนที่ของเซลล์ ตลอดจนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งได้ วารสารเทคนิค
การแพทย์เชียงใหม่ 2552; 42: 233-241.

Wilms’ tumor gene 17AA(-)/KTS(-) ลดความสามารถในการเกาะพ้ืนผิว fibronectin
ส่งผลต่อการเปลีย่นรปูร่างและการเคลือ่นท่ีของเซลลม์ะเรง็
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Wilms’tumor gene (WT1) 17AA(-)/KTS(-) isoform alters morphological changes, motility and invasion of
cancer cells that may involve in cell attachment to extracellular matrix (ECM) and its receptor integrin subunits.
The objective of this study is to determine effect of WT1 17AA(-)/KTS(-) cell adhesion on each type of ECM
coating substratum in ovarian cancer and fibrosarcoma cell line. Constitutively expression of WT1 17AA(-)/KTS(-)
in both cell lines were determined cell adhesion assay to Fibronectin, Collagen I or Laminin substratum
compared to mock control cells. We found that WT1 17AA(-)/KTS(-) reduced the ability of cancer cells to
Fibronectin substratum. This data suggested that 17AA(-)/KTS(-) may has function in cancer cells adhesion
mechanism and may has highly possible to involve the function of Fibronectin substratum binding-integrin
subunits that related to cancer cells morphological changes, motility and invasion.  Bull Chiang Mai Assoc Med Sci
2009; 42: 233-241.

Abstract: Wilms’ tumor gene 17AA(-)/KTS(-)- reduced ability of cancer cell
adhesion to fibronectin substratum
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บทนำ
Wilms’ tumor gene หรือ WT1 gene ถูกจัดให้เป็น

tumor suppressor gene ต่อ Wilms’ tumor ซึ่งเป็น
มะเร็งของไตในเด็กแรกเกิด1 แต่ในระยะต่อมา มีหลาย
รายงานได้ศึกษาพบว่า มีการแสดงออกของ WT1 gene
ระดับสูงในมะเรง็เม็ดเลือดขาว และ solid tumor หลาย
ชนิด อีกท้ังพบวา่ระดับการแสดงออกมคีวามสัมพันธกั์บ
มะเร็งในระยะที่สูงขึ้นและมีการพยากรณ์โรคที่เลวลง2-12

นอกจากนี้ยังพบว่า WT1 gene มีองค์ประกอบทาง
โครงสร้างที่มีคุณสมบัติเป็น transcription factor โดยมี
ส่วนของ zinc finger domain อยู่ถึง 4 ตำแหน่ง ซ่ึงเป็น

DNA-binding domain ควบคุมการแสดงออกของยีนต่างๆ
ท่ีมีความเก่ียวข้องกับ cell proliferation และ growth factor
เช่น PDGF-A chain, CSF-1, IGF-II, GF-IR, RAR-α และ
RNA metabolism เป็นต้น13 นอกจากน้ี การมี alterna-
tive splicing ของ WT1 gene โดยการเติม amino acid
17 ตัว ท่ี exon 5 และ amino acid 3 ลำดับ (KTS) ระหว่าง
zinc finger domain 3 และ 4 จึงทำเกิด WT1 isoform 4
isoform คือ 17AA(+)/KTS(+), 17AA(+)/KTS(-), 17AA
(-)/KTS(+), และ 17AA(-)/KTS(-) ตามลำดับแต่ละ isoform
มีคุณสมบัติเป็น transcription factor โดยมีการควบคุม
ยีนแตกต่างกัน นอกจากนี้ WT1 gene ยังมีคุณสมบัติ
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anti-apoptosis ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว และเซลล์
มะเร็งชนิดก้อนหลายชนิด และมีผลต่อการกระตุ้น cell
proliferation ในเซลล์มะเร็ง13 จากคุณสมบัติต่างๆ ที่ได้
กล่าวมาข้างต้น WT1 gene จึงมีคุณสมบัติเป็นยีน
ก่อมะเร็งตัวหน่ึง ซ่ึงอาจควบคุมกลไกการเกิดมะเร็งด้วย

ผู้วิจัยและคณะ14   ได้รายงานผลของ WT1 isoform
17AA(-)/KTS(-) ต่อการเปลี่ยนรูปร่างของเซลล์มะเร็ง
ความสามารถในการเกาะพื้นผิว การเคลื่อนที่ของเซลล์
และการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (in vitro) พบว่า
ทำให้เกิดการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์จาก epithelial
cell shape เป็น small round cell shape หรือ fibroblast
like shape ความสามารถในการเกาะพื ้นผิวลดลง
เคล่ือนท่ีได้เร็วข้ึน ลักษณะดังกล่าวน้ีมักพบในเซลล์มะเร็ง
ที่มีการพัฒนาไปสู่ระยะที่สูงขึ้นและมีการแพร่กระจาย
จากนั ้นเม ื ่อม ีการขยาย ผลการศึกษาไปในระดับ
โครงสร้างของเซลล์และกลไกในระดับชีวโมเลกุล พบว่า
WT1 17AA(-)/KTS(-) ทำให้ filamentous actin
cytoskeleton และ adhesion protein complex
มีปริมาณน้อยลง และยังพบว่าเกิดจากการท่ี WT1 17AA
(-)/KTS(-) ไปควบคุมการแสดงออกของ actin binding
protein 3 ชนิด ได้แก่ actinin, cofilin และ gelsolin
ซึ่งมีหน้าที่เกี ่ยวกับการควบคุม actin cytoskeleton
การเคล่ือนท่ีของเซลล ์และ การเกาะพ้ืนผิวของเซลล์

ผู้วิจัยได้ทำการศึกษากลไกของ WT1 17AA(-)/
KTS(-) ต่อการเกาะพ้ืนผิวของเซลลม์ะเร็ง เน่ืองจากเป็น
กระบวนการหลักท่ีทำให้เกิดการเปล่ียนแปลงอ่ืนๆ ได้แก่
รูปร่างและการเคลื่อนที่ของเซลล์ การศึกษาที่ผ่านมา
พบว่า WT1 17AA(-)/KTS(-) ทำให้ความแข็งแร็ง
ในการเกาะพื้นผิวของเซลล์ลดลง ทำให้เซลล์เคลื่อนที่
ได ้เร ็วข ึ ้น ซึ ่งนอกจากจะเป ็นผลจากการควบคุม
การแสดงออกของ actinin ซ่ึงเป็น adhesion protein แล้ว
ยังมีความเป็นไปได้ส ูงว ่า WT1 17AA(-)/KTS(-)
อาจมีผลต่อการจับกันของ integrin receptor และ extra-
cellular metrix เนื่องจาก integrin เป็น up stream
signaling cascade หนึ ่ง ของ adhesion protein
complex และ cell motility signaling cascade
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อให้ทราบกลไกของ WT1
17AA(-)/KTS(-) ต่อการเกาะพื้นผิวของเซลล์ ผ่านทาง

integrin signaling cascade โดยศึกษาในเซลลม์ะเร็งท่ีมี
การแสดงออกของ WT1 17AA (-)/KTS(-) สูง เพ่ือดูผลของ
WT1 17AA(-)/KTS(-) ต่อการเกาะพ้ืนผิวท่ีมี extracellu-
lar metrix (ECM) 3 ชนิด ได้แก่ Fibronectin, Collagen
type I และ Laminin โดยใช้ cell adhesion assay ECM
แต่ละชนิดจับกับ integrin จำเพาะต่างกัน ซึ่งจะทำให้
ทราบว่า WT1 17AA(-)/KTS(-) มีผลต่อ integrin ซ่ึงจับกับ
ECM ชนิดใด เพื่อเป็นแนวทางในการศึกษาต่อเนื่อง
ถึงกลไกการเปลี่ยนรูปร่างของเซลล์ การส่งเสริมการ
เคลื่อนที่ของเซลล์ และการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง
โดย WT1 17AA(-)/KTS(-)

วัสดุและวิธีการ
การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็ง

ทำการเพาะเล้ียงเซลลม์ะเร็ง 2 ชนิด คือ ovarian
cancer cell line (TYK-nu.CP-r) และ fibrosarcoma cell
line (HT-1080) ท่ีถูก transfect ด้วย pcDNA3.1+/ WT1
17AA(-)/KTS(-) isoform plasmid vector และคัดเลือก
โคลนที ่มีการแสดงออกของ WT1 17AA(-)/KTS(-)
ในระดับสูงและมีการแสดงออกท่ีสม่ำเสมอ (constitutively
expression) โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM
ท่ีมี 10% Fetal Bovine Serum และมี G418 500 ug/ml
เป็น selective drug เพาะเลี ้ยงในตู้ที ่มีคาร์บอนได
ออกไซด์ 5% และมีอุณหภูมิ 37°C

siRNA transfection
โคลนที่มีการแสดงออกของ WT1 17AA(-)/KTS

(-) ในระดับสูงและมีการแสดงออกท่ีสม่ำเสมอ ได้ถูกนำมา
transfection ด้วย WT1 17AA(-) specific siRNA โดย
lipofection kit (Superfect, Qiagen) เพื่อลดระดับการ
แสดงออกให้เท่ากับเซลล์ด้ังเดิม จากน้ันเก็บเซลล์ท่ีเวลา
48 ช่ัวโมงหลงัการ transfection เพ่ือทำการทดลองต่อไป

RT-PCR
ตรวจวัดระดับการแสดงออกของ WT1 isoform

ด้วย RT-PCR โดย total RNA ถูกสกัดด้วย TRIzol
reagent (Invitrogen) จากน้ัน ถูกเปล่ียนเป็น cDNA ด้วย
enzyme reverse transcriptase (MMLV-RT, Invitrogen)
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และเพิ่มปริมาณ PCR product ด้วย WT1 17AA(+/-)
specific primer14 ตรวจสอบ PCR product โดยผ่าน
กระแสไฟฟ้าใน 2% agarose และ Gel documentation
(Bio-rad)

Cell adhesion assay
เคลือบหลุมทดสอบ (96 well plate) ด้วย

fibronectin (10 ug/ml), collagen type I (10 ug/ml) หรือ
laminin (2 ug/ml) นานมากกว่าสองชั่วโมงหรือข้ามคืน
จากน้ันล้างออกด้วย PBS block ด้วย 0.1% BSA นาน
30 นาที trypsinize และนับเซลล์ที ่เลี ้ยงไว้ข้ามคืน
ในสภาวะท่ีไม่มี serum และ เตรียมเซลล์ให้มีความเข้มข้น
1X105 cells/ml ใน DMEM free serum เติมเซลล์ลงใน
plate ท่ีเคลือบไว้ ท้ิงให้เซลล์เกาะพ้ืนผิวเป็นเวลา 30 นาที
จากนั้นล้างเอาเซลล์ที่ไม่เกาะพื้นผิวออกและนับเซลล์มี
ช ีว ิตที ่ เกาะพื ้นผ ิวเซลล์ โดยการทดลองทั ้งหมด
ทำมากกว่าสามคร้ัง และ แต่ละคร้ังทำในเวลาทีต่่างกัน

การคำนวณทางสถิติ
ผลการทดลองที ่ได ้ นำมาวิเคราะห์เพื ่อหา

นัยสำคัญทางสถิติด้วย Student t test

ผลการทดลอง
เซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ WT1 17AA(-)/KTS(-)

ในระดับสูง และสม่ำเสมอ (constitutively expression
clone) ได้ถูก คัดเลือกด้วย G418 (Neomycin derivertive)
จำนวน 3-5 โคลน เม่ือทำการตรวจสอบระดับการแสดง

ออก ของ WT1 โดย densitometer ดังแสดงในรูปที่ 1
พบว่า ระดับของ WT1 17AA(-) สูงกว่า mock หรือ
control cell (empty vector) มากกว่า 3-5 เท่า จากน้ัน
เซลล์ที่ถูก ทำให้มีระดับการแสดงออกของ WT1 17AA
(-)/KTS(-) สูงและสม่ำเสมอ ถูกนำมาทำการทดลอง cell
adhesion assay ใน 96 well plate ท่ีเคลือบด้วย extra-
cellular matrix แต่ละชนิด พบว่าเซลล์ทั ้งสองชนิด
เมื่อมีระดับของ WT1 17AA(-)/KTS(-) สูงขึ้น มีความ
สามารถในการเกาะพื้นผิว fibronectin ลดน้อยลงอย่าง
มีน ัยสำคัญทางสถิต ิ โดยลดลงประมาณ 35-40%
เมื่อเทียบกับ mock clones ในขณะที่บนพื้นผิวของ
collagen type I และ laminin น้ันเซลลยั์งมีความสามารถ
ในการเกาะพืน้ผิวได้เท่ากับ mock clones (รูปท่ี 2-3)

เพื่อเป็นการยืนยันว่า WT1 17AA(-)/KTS(-)
มีผลต่อการเกาะพ้ืนผิว fibronectin ของเซลล์ท้ังสองชนิด
จริง จึงได้ทำการกดการแสดงออกของ WT1 17AA(-)/
KTS(-) ด้วย WT1 17AA(-) specific siRNA เพ่ือทดสอบ
ว่าเมื่อระดับของ WT1 17AA(-)/KTS(-) กลับสู่ภาวะ
ใกล้เคียงกับ control cells แล้ว ความสามารถในการเกาะ
พื้นผิวของเซลล์ต่อ fibronectin substratum จะกลับคืน
สู่ภาวะปกติได้หรือไม่ โดยก่อนการทดสอบ cell adhesion
assay ได้ทำการตรวจวัดระดับการแสดงออกของ WT1
mRNA ในเซลล์ท่ีได้รับ WT1 17AA(-) specific siRNA
เทียบกับ control cells (รูปที ่ 4) และเมื ่อทำ cell
adhesion assay พบว่าความสามารถในการเกาะพืน้ผิว
fibronectin ของเซลล์ท่ีได้ WT1 17AA(-) specific siRNA
กลับคืนสู่ปกติ ใกล้เคียงกับ mock control (รูปท่ี 5-6)
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รูปท่ี 1 การตรวจสอบ ระดับการแสดงออกของ WT1 gene mRNA โดยวิธี RT-PCR ใน parental cell
 line ได้แก่ ovarian cancer cell line TYK-nu.CP-r (TYK) และ fibrosarcoma cell line HT-1080 (HT)
และ constitutively expression of WT1 17AA(-)/KTS(-) cell clones ที่ผลิตจากเซลล์ทั้งสองชนิด
เทียบกับ empty vector control cells (mock control cells) อย่างละ 3 โคลน

รูปท่ี 2 ผลการทดสอบ cell adhesion assay ในเซลล์ที่มีการแสดงออกของ WT1 17AA(-)/KTS(-) สูง
และสม่ำเสมอ (กราฟแทง่สีดำ) เทียบกับ mock control cells (กราฟแทง่สีขาว) ใน TYK-nu.CP-r cell
 line บนพ้ืนผิวท่ีเคลือบ ด้วย fibronectin, collagen type I และ laminin
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รูปท่ี 3 ผลการทดสอบ cell adhesion assay ในเซลล์ที่มีการแสดงออกของ WT1 17AA(-)/KTS(-) สูง
และสม่ำเสมอ (กราฟแทง่สีดำ) เทียบกับ mock control cells (กราฟแทง่สีขาว) ใน HT-1080 cell line
บนพ้ืนผิวท่ีเคลือบด้วย fibronectin, collagen type I และ laminin

รูปท่ี 4 ระดับการแสดงออกของ WT1 17AA(-)/KTS(-) mRNA หลัง transfection ด้วย WT1 17AA(-) specific
siRNA เทียบกับ control cells
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รูปท่ี 5 ผลการทดสอบ cell adhesion assay ใน constitutively WT1 17AA(-)/KTS(-) expression clones หลัง
transfection ด้วย WT1 17AA(-) specific siRNA เทียบกับ constitutively WT1 17AA(-)/KTS(-)
expression clones และ mock control cells ใน TYK-nu.CP-r cell line

รูปท่ี 6 ผลการทดสอบ cell adhesion assay ใน constitutively WT1 17AA(-)/KTS(-) expression clones หลัง
transfection ด้วย WT1 17AA(-) specific siRNA เทียบกับ constitutively WT1 17AA(-)/KTS(-)
expression clones และ mock control cells ใน HT-1080 cell line
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สรุปและวิจารณ์ผลทดลอง
จากผลการวิจัยชี ้ให้เห็นว่าเมื ่อเพิ ่มระดับการ

แสดงออกของ WT1 17AA(-)/KTS(-) ในเซลล์มะเร็ง
ovarian cancer cell line และ fibrosarcoma cell line
ให้สูงขึ้นมากกว่าระดับปกติถึง 3-5 เท่า ซึ่งเป็นการ
เลียนแบบให้คล้ายกับสภาวะที่เซลล์มะเร็งมีระดับของ
WT1 สูง เมื่ออยู่ในระยะที่ร้ายแรงขึ้น2 แล้วนั้น พบว่า
เซลล ์ด ังกล ่าวม ีความสามารถในการเกาะพ ื ้นผ ิว
fibronectin ลดลงเมื่อเทียบกับ control cells ในขณะที่
ไม่มีความเปลี่ยนแปลงเมื่ออยู่บนพื้นผิวของ collagen
type I และ laminin นอกจากน้ี เม่ือลดระดับ WT1 17AA
(-)/KTS(-) ให้กลับสู่ปกติใกล้เคียงกับ control cells โดยใช้
WT1 17AA(-) specific siRNA เพ่ือยับย้ัง การแสดงออก
ของ WT1 17AA(-)/KTS(-) พบว่า ความสามารถในการ
เกาะพื้นผิวของเซลล์ดังกล่าวได้กลับคืนเป็นปกติ ซึ่ง
แสดงว่า WT1 17AA(-)/KTS(-) มีผลต่อเซลล์มะเร็งท้ังสอง
ชนิดในการเกาะพื้นผิว fibronectin และมีความเป็น
ไปได้สูงมากที่ WT1 17AA(-)/KTS(-) น่าจะมีผลต่อ
ระดับการแสดงออก หรือ การทำงานของ integrin
subunits ที่เป็น receptor บนผิวเซลล์ที่รับผิดชอบต่อ
การจับกับ fibronectin ซึ่งเป็นที่ทราบกันดีว่า integrin
protein เป ็นด่านแรกของเซลล์ หรือ upstream
signaling ท่ีเก่ียวข้องกับ กระบวนการ cell adhesion, cell
migration และ cancer cell invasion โดยส่งผ่าน
สัญญานไปยัง adhesion molecules, actin binding
protein และ cell cycle regulation pathway มีรายงาน
การศึกษาที่ผ่านมากล่าวถึง actin binding protein
ทั้งสามชนิดคือ gelsolin, cofilin และ α actinin 1
ซึ่งผู ้วิจัยและคณะได้ค้นพบว่าเป็น target  protein
และถูกควบคุมการแสดงออกโดย WT1 17AA(-)/KTS(-)
ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง การเกาะพื้นผิว และ
การเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็ง13  น้ัน เป็น down stream ใน
integrin signaling pathway จึงน่าจะมีความเป็นไปได้ว่า
WT1 17AA(-)/KTS(-) อาจมีผลต่อ integrin signaling
pathway และส่งผลต่อการแสดงออกของยีนทั ้งสาม
ชนิดน้ีได้ ซ่ึงไม่นานมาน้ีมีรายงานว่า WT1 17AA(-)/KTS
(-) สามารถควบคุมการแสดงออกของ α 4 integrin sub-
unit15 ได้โดยตรง และนอกจากน้ี มีรายงานว่า เซลล์มะเร็ง

รังไข่ในระยะแพร่กระจายท่ีได้จากผู้ป่วย มีการเกาะพ้ืนผิว
ของเซลล ์ลดลงเม่ืออยู่บน fibronectin substratum16

สิ ่งที ่น่าสนใจและมีความสำคัญในผลการวิจัย
ในคร้ังน้ีคือ ผลท่ีได้สามารถนำไปศกึษาต่อเน่ืองในระดบั
การทำงานของ WT1 17AA(-)/KTS(-) ว่ามีผลอย่างไรตอ่
integrin subunits ในระดบัชีวโมเลกลุ ซ่ึงจะนำไปสูก่าร
เชื่อมโยงถึงกลไกการทำงานของ WT1 ที่มีผลต่อการ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งได้ และอาจเป็นส่วนหน่ึงเพ่ือ
ให้ได้มาซึ ่งองค์ความรู ้ท ี ่สามารถพัฒนาการรักษา
โรคมะเร็งต่อไปในอนาคตได้
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