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��� ��
# ���#LC���� ��� � LC��*WD��ID����DE��# ���	P�

�DE��# -������ 
J  ��&�������@ �G. ��. -�)DG ��G%�P�  X���DN�N
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J# ���#LC�P�*�R�,���&�C��D��L' 	
��
��@�Q�IQ�

�� �DE��   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

Abstract 

Silencing of WT1 gene expression in leukemia for potential of gene therapy 

Leeanansaksiri, W. 1*, Chavaboon Dechsukhum2 , Sopit Wongkham3 
1
School of Microbiology, Institute of Science, Suranaree University of Technology, Nakhon Ratchasima, Thailand, , 

Thailand, 
2
School of Pathology, Institute of Medicine, Suranaree University of Technology, Nakhon Ratchasima, 

Thailand, 
3
Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon Khen, Thailand 

________________________________________________________________________ 

WT1 is a zinc finger transcription factor which regulates several genes involving the cellular processes 

including cell proliferation, differentiation and apoptosis.  This protein also plays a pivotal role in 

carcinogenesis. In this study, we are success to down regulate WT1 in leukemic cell line, CCRF cells, 

using siRNA technology.  Our results revealed that after introducing siRNA-WT1 into CCRF cells, WT1 

mRNA and protein were decreased and demonstrated the peak at 48 hours.  The declination of WT1 gene 

expression exhibited profound inhibitory effect on cell proliferation with highest effect of 71.5% after 72h 

of treatment. We also found that the cells treated with siRNA induced apoptosis via activation of caspase 

3+7.  In addition, silencing of WT1 gene exhibited a significantly down regulation of the IL-2 α-, β-, and 

γ-chain receptor subunits mRNA expression but has no significant effect on IL-3, IL-7 and TCR receptor 

mRNA expression.  Altogether, our finding suggests that WT1 may serve as a new candidate for a new 

avenue of controlling survival rate of the leukemic cells. The implication of this work is therapeutic value 

in leukemic treatment by gene therapy in the future.  

_______________________________________________________________________ 

    Keywords: WT1, leukemia, siRNA, gene therapy 

   _______________________________________________________________________   
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WT1 �*+  transcription factor # ���Q� zinc finger $R��	P�L C�	
�# �����������������������
 

IQ��V	
���
����C����������Q�I������$��% ����*�
�� �*������$��%�*+ �$�%	
�EP��)�&��&-*��������I��

����$��%   ��E�� 
J-*�I
  WT1  
J����*+ *tEE���P����	
���
����C���������Q��&��'�L���N D� # ���GR�,�

�DE�� 
J�
��Iu�*�&���%# �������������������
  WT1 -��#NC siRNA technology # �$��%�&��'���'�

��(����� CCRF  E�����	����)��Q������u��������������� WT1 H�C�P���'E-��L���E���$��%H�C��� 

siRNA-WT1 ��C� �&���������������� mRNA ��&-*�I
 ��� WT1  
J�
*�D��@������Q���
 ���P���� 

-���
��������B����	
� 48 N���-��  ���������� WT1 ����$��%��'���(������Q�A�#LC�$��%�
���I��

�)D���RJ  -���
��I�����I���B����	
� 72  N���-�� ��&�
���I���B�uR� 71.5%  E�����	�������)��Q����I��

����$��%��D�E�������&I�C  apoptosis -�������&I�C  caspase 3/7 #LC�)D��*�D��@�RJ $R���*+ -�������P����

	
���&I�C ��&�� ��� apoptosis ����$��%   ��E�� 
J������������������ WT1 ����Q�A�# ��������J�

��������������
  IL-2 receptor -����������������� α-, β-, and γ-chain receptor subunits mRNA  

��� IL-2 receptor   
J ��Q��H��'I�������������������� WT1 H�Q�
A�IQ�������������� IL-3, IL-7 

��& TCR receptors  E��A����	����	�J�L�� 
J����#LC�L' �Q���������������������
  WT1  

�����uIC� �&��'���'���(�����-����������I�������BQ�������$��%�&��'�H�C  $R���C��B��L�Q� 
J�*+ �C��B�	
�

�P����# ���)�w �IQ����IQ�H*�)(��*�&���I%#NC# ���	P�����$��%�&��'��)(��������,�-���&��'�IQ�H*# 

� ��I 
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Executive  Summary 

1. =>?9�������  (X�,�H	�)      �����������������������
  WT1 # �$��%�&��'���'���(����� �)(�� 

                                                    �*+ � �	��# ������,�-�� 

                       (X�,�����x,)      Regulation of WT1 gene expression in leukemic cells for  

                                                    therapeutic potentiation 

2. ���A�B���	�:  

2.1.  D	�D�B�������� 
           (X�,�H	�)         .�.�DH���I % �
J� � I%G���DKGD�D 
          (X�,�����x,)    Ms. Wilairat Leeanansaksiri 
            ��@��wD              *�D������ 

           �u� 	
�	P���     �����DN�E��N
��D	��/N
��D	�� �P� ���DN��D	��G��I�% 

                         �L��D	������	�- -��
��� ��
  E. ����N�
�� 30000 

                       -	�G�)	% 0-4422 4628   -	����  0-4422 4633 

2.2    A�B�8�
���	� 

          (X�,�H	�)          �� N��B��% ��N�����                          

          (X�,�����x,)     Mr. Chavaboon Dechsukhum 
            ��@��wD               �)	�%�y)�&	��)��zD����DX��  

                                      *�D������ 

           �u� 	
�	P���     �����DN�)��zD�D	�� �P� ���DN��)	�G��I�% 

                         �L��D	������	�- -��
��� ��
  E. ����N�
�� 30000 

                        -	�G�)	% 0-4422 4628   -	����  0-4422 4633 

 

2.3   6F?��G�H�I9��������: ���G��I��E���% ��. -�)DG ��G%�P� 
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.3. ��I���=�6F?6J�������	� 

                              Molecular Regulation of Cancer 

4. ���
�J��	L 6F?
�I9��MLD�6F?6J�������	� 

�&��'���'���(����� (Leukemia)  ���*+ �&��'�	
��*+ *t�L�	����z��@���	
��P����	�J�# �&��� 

*�&�	G��&�&���-�� -���
����ID���@%���-�������Q��-���y�
�� 8.5 � # N����&L�D� 5.2 �  IQ�

*�&N��� 100,000 �  I��A��P���E��� WHO # �&L�Q��*U 1993-1997(1) �Q� # *�&�	GH	� �J   

�C��B����	&��
� �&��'��&L�Q��*U 1995-1997 )�����ID���@%���-�� (Age-specific incidence rate) # �)G

N����&�)GL�D� 4.1 ��& 3.5 IQ�*�&N��� 100,000 �  I���P����(2)  ��&�*+ 	
� Q������I�Q� ����ID���@%

���-�� 
J# � H	��
� �- C��)D���RJ E����
I(2) $R��-�� 
J ���*+ -���&��'�	
�)��Q��	
����# ��'� �(�

*�&��@ 38.7% ���-���&��'�	�J�L��# ��� 
J ER� ���*+ *t�L�	
��P����# �&���*�&�	G 

   *t�L�������,��&��'���'���(�����	
��P����# *tEE���  H�C��Q ���	
�IC��#NC�����
�P���� �*+ L���# 

������,�ABC*|�� �)(��#LC�$��%�&��'�# �Q�����ABC*|���L�(� C��	
����# �@&	
��$��%�(� V�����u�
N
�DI��BQH�C 

$R�����#LC�����
�P�����Q�#LC��D�A��C����
��IQ�ABC*|����Q�������� -���y)�&# ���	
�-���
������ �����&

ABC*|���
���� C�����V $R��	P�#LCABC*|���
��@X�)N
�DI	
�������Q�����  ��E�� 
J�����D�*t�L�����(J���H�C

�Q�� ��� �J ER�H�C�
����)������D��C L��Dz
������,�#L�QV�)(����A��C����
�����������,���&�)D��-����

# ���L�����E��-���&��'������Q�� $R�� ��E�����)�w �L���IC� �&��'�N D�#L�Q 	
�
����EP��)�&IQ�

�$��%�&��'��B� (�����u	P�����y)�&�$��%�&��'�-��H�Q�
A�IQ��$��%*�ID) ������uR���� P�����Dz
������,�

#L�QV ��C����Q��# ������,� -���Dz
������,����#L�Q 	
�H�C�������� #E���# *tEE���  H�C��Q gene 

therapy, immunotherapy �*+ IC  ��Q��H��'I���� �DE��	
�GR�,���������J����	P��� ����
  WT1 IQ�

��&�� �����D��&��'���'���(�����N D� ALL -���Dz
 siRNA �)(��)�w ��*+  gene therapy ���H�Q�
ABC#�GR�,� 

��� �J ABC�DE��ER��
����I�J�#E	
�E&GR�,���� P� siRNA technology $R���*+ �Dz
���#L�Q	
��
*�&�D	zDX�)# ���

�����J���������������
 ��#NC# ��������J����	P��� ����
  WT1 # �&��'���'���(�����N D� ALL �)(��

��C�����%�����BC#L�Q	
��P������&)�w ��*+  gene therapy �)(��#NC# ������,�-�� 
J# ABC*|��H�C��Q���


*�&�D	zDX�) ��&*���X��IQ�H*      
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5.  �	�OP�������I9�����������	� 

5.1  �)(������������������
  WT1 # �$��%�&��'���'���(����� 
5.2  �)(��	�������I��� ��# �&����$��%����$��%�&��'�L����������������������
  WT1  
5.3   �)(��L���H�������x	zDK# �&����@BN
��D	��������IC� �&��'���'���(�����-���BA�IQ������D�   

               Apoptosis ����$��% 

 

6. AR������	�6F?S�F?��IB9� (literature review)  

 -*�I
  Wilms tumor 1 (WT1) E����BQ# ���Q� transcription factor (zinc finger family) $R���


�����P����IQ�����E�D��ID�-I��������&IQ��V�NQ  HI I�� �C�� L��#E �*+ IC (4)  ��������������
  

WT1 # �&���	
�AD�*�ID�
�����P����# ��&�� �����D��&��'�# � �,�% -���
L���}� E���� �DE���Q�N
J�Q� 

�
 �����Q��	P�L C�	
��*+  oncogene (�
 �Q��&��'�) # �&��'�L���N D�-���y)�& Acute Leukenia (5), 

Wilms tumor (6-8), ovarian cancer (9), melanoma (10), mesothelioma (11) �*+ IC  � (���E��)��Q��
  

WT1 	P��� �B��RJ # �Q� #L�Q����&��'������Q�� $R��IQ��E�������BC��D�	
��N(���Q��
  WT1 �*+ �
 IC� �&��'�

�	Q� �J  -��)��Q� WT1 �
L C�	
��P����# �������������E�D��ID�-I����$��% ��&���I����� Apoptosis 

���GR�,�#LC�L' ��H�# ����L 
��� P�#LC��D��&��'�)��Q�-*�I
  WT1 (12-13) 	
������u�������
 �*~� 

L���L���N D� 	
�	P�L C�	
�-��I��# ��&�� �����Q�I�� ��&�����D� Apoptosis ����$��% -���
 �*~� 

L���	
��P����	
�uB�������-��-*�I
  WT1 �(� 

 

1. �
 	
���BQ# ���Q� growth factor ��& growth factor receptor gene -���y)�& IGF )IR (14-15), EGFR    
       (16), IGF-Π (17), PDGF-A (18), TGF-β (19), Amphiregulin (20) 

2. �
 	
���
����C����&�� �����D� Apoptosis H�C��Q  bcl2 (21), c-myc (22) 
3. �
 	
���
����C�������&�� ����)�Q��&E������&��'� H�C��Q E-cadherin (23) 
4. �
 	
���
����C�������&�� ��� senesence (�����Q����$��%)H�C��Q hTERT (Telomerase) (24) 

E�����GR�,�-�����C�����-*�I
  WT1 �)(��#LC��C�#EuR���H�# ���	P���  )��Q�-*�I
  WT1 

�
H�CL���  isoforms (��Q�� C�� 24 isoforms) �� �*+ A�E�� alternative splicing (24), alternative 

Translational start sites (25), RNA editing (26) ��&)��Q� -*�I
 �L�Q� 
J	P�L C�	
�IQ����  -���y)�&
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�&L�Q�� isoforms 	
���D�E�� alternative splicing $R���
��BQ 4 isoforms 	
���D�E�� splicing #  2 IP��L Q� -��

IP��L Q����	P�#LC��D�����)D��L�(�L��H*����Q� ���-*�I
  	
���C��E�� exon 5 (17 aâ) L�(� 	
���
���Q� 

WT1 + 17 aâ  ��& WT1 � 17 aâ  I���P���� alternative splicing IP��L Q�	
� 2 	P�#LC��D�����)D���RJ L�(����

L��H*����Q�  3 aâ ��D��@���IQ��&L�Q�� zinc finger 3 ��& 4 ���-*�I
  �
N(����
���Q� WT1+ KTS, 

WT1 �KTS I���P���� ���GR�,�)��Q� isoform 	
���D�E�� alternative splicing �
L C�	
��I�IQ���� 

-���y)�&�&L�Q�� WT1+KTS ��& WT1�KTS (27) $R���N(���Q�	
���D�E����@����ID# ���E������Q� ��� 

promoter DNA ����
 �*~�L���	
�IQ����  

 ���GR�,�)��Q�L C�	
���� WT1 # �$��%E&�I�IQ���� ���H*�RJ ���N D�����$��% $R���LI�A�	
�

�P����	
��N(���Q� ��D�E��������������	P��� ��� WT1  -��-*�I
 �(�  	
��P����H�C��Q P53 (28) ��& Par-4 

(29-30) -��)��Q� WT1 E&�����u�����	P�#LC��D� Apoptosis E�� P53 # �@&��
����  P53 	P�#LC���

�������
 �*~�L������ WT1 IQ��H*�C�� �Q�  Par-4 E&�����J������&I�C �
 �*~�L��� ��&����@����ID

��������J������Q�I�� (growth suppression) ���  WT1 �@&��
����  WT1 	P�#LC���������u# ���	P�#LC

��D� apoptosis -�� Par-4 ���� �NQ ��  I����Q�����GR�,�	
��P���� �(��������#LC�L' �Q� ���������u# 

����������
 �*~�L��� IGF-IR -�� WT1 �RJ ��BQ���X��& P53 # �$��% -��# ���	����	
�#NC Transient 

Transfection �)(���B���������u# ��������J����	P��� ����
  IGF-IR -�� WT1 (31) )��Q� WT1-KTS 

�����u�����J����	P��� ����
  IGF-1R �y)�&��(��H�Q�
���AQ��L�Q� (mutations) ����
  P53 ��� �J 

���GR�,��Q� WT1 	P�L C�	
���Q��H�# ����������
 �*~�L��� ��&E&�
��@����ID�Q����D� (oncogenic) L�(�

�����J������D��&��'� (Tumor suppression) EP��*+ IC���P� R�uR�X��&����AD�*�ID���-*�I
 �(� V �L�Q� 
J

�C�� 

�&��'���'���(����������u��Q�N D��Q��V H�C�*+  4 N D� I�����,@&���ID��
	
������I-����C��

E��	��G % ��&���#NCI��E	��  Cytochemistry �*+   Acute lymphoblastic leukemia, Acute non-

lymphoblastic leukemia, chronic myelogenous leukemia ��& Chronic lymphocytic leukemia -���


����ID���@%����P�� D -����&���)����@%-��	
�IQ����  (2-3)  -���&��'���'���(�����N D� Acute 

lymphoblastic leukemia �*+ �&��'�	
�)��Q��	
����# ��'� (���� C����Q� 15 *U) -���
����ID���@% 2.6 ���IQ�

*�&N�����'� 100,000 �  �IQ)� C����# ABC#L�Q �Q� �&��'�N D� Acute non-lymphoblastic leukemia )�

�Q��# ABC#L�Q ��&�*+ ���LI� *�&��@ 40% ����&��'���'���(�����# ABC#L�Q�&��'�N D� Chronic 

myelogenous leukemia $R��)�H�C C�����# ��'� -��)�# ABC#L�Q 1 ���IQ�*�&N��� 100,000 � (2)�&��'�
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N D� chronic lymphocytic leukemia H�Q)����# ��'� �IQ)�# ABC�B������*+ �Q� #L�Q(2)  ��� �J E&�L' H�C

�Q� leukemia �*+ -��	
��
�����P����# ���Q���'� $R��u(��*+ ���Q�*�&N���	
�E&�*+ 	��)���������	
��P����

���*�&�	G   WT1 �
�	��	# ���������������������� growth factors ����$��%# �&����(��

L���N D��NQ  macrophage colony stimulating factor (M-CSF), transforming growth factor β-1 (TGF-

β1)(32-34) �*+ IC   

# �&����(�� WT1 �
�	��	# ���������������������� growth factors L���N D��NQ  

macrophage colony stimulating factor (M-CSF), transforming growth factor β-1 (TGF-β1)(32-34) �*+ IC  

# �X��&*�ID�$��%IC �P�� D���'���(��# H���&�B��
��������������
  WT1 ��BQ# �&���	
�I�P����  ���

�����������
  WT1 # �&���	
��B��RJ �����Q��&���*�ID�*+ ���LI���������D��&��'���'���(�����L���

N D�H�C��Q acute myeloid leukemia (AML), acute lymphoid leukemia (ALL), chronic myelocytic leukemia 

(CML), and myelodysplastic syndrome (MDS) (35-47)  ��E�� 
J  WT1 ��������u#NC�*+  marker # ���

�D DEy��-���&��'���'���(����� #NCID�I��A�������,�-���&��'� 
JL���������,�-���Dz
���
�P���� L�(�L���

���*�B�uQ��H���&�B� (48)  E����@����ID��� WT1 	
���
����C������&��'���&���������u# ���������

��������������
 �(� V L����
 	
��P����IQ���&�� �����D��&��'� ER��
���)�w ��B*���������,�

�&��'�-���Dz
��������J����	P��� ����
  WT1 # �$��%�&��'�	
���
���Q� gene �targeting therapy -��L����Q�

A�	
�H�C�Q��E&�
�RJ  �)��&�����u�Q�A�IQ��
 �(� V	
�uB�������-�� WT1 H�C)�C����  -��H�C�
�� �DE��H�C

GR�,������*+ H*H�C�����Q����&)��Q���������J����	P��� ����
  WT1 �
A�NQ������@����ID�������

�*+ �&��'�H�C �NQ  ��������J����	P��� ����
  WT1 -���Dz
 Anti-sense technology # �$��%�&��'�	
���
J��# 

LC��	���� L��� N D� �(� �$��%�&��'���&�)�&��L�� (AZ-521) �$��%�&��'�*��(OS3) �$��%�&��'����H�Q 

(TYK-nu) �&��'���'���(�����N D� CML (MV4-11, NB4, K562) ��&)��Q������u�����J�����E�D��ID�-I

����$��%�&��'������Q��H�C (48-50)  �� �DE��	
�GR�,���������J����	P��� ����
  WT1 IQ���&�� �����D�

�&��'���'���(�����N D� ALL ��& MDS -���Dz
 siRNA ���H�Q�
ABC#�GR�,���&�*+ ���%�����BC	
��P�����)(��

�*+ � �	��# ���)�w �������,�-���Dz
 gene therapy # ABC*|��IQ�H*H�C��Q���
*�&�D	zDX�) ��&

*���X��# � ��I         
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7. ��S�F����WF���	� 

7.1 ���SRFX��SYRR�R��
�PH�� (Human Cell Line) 
  P��$��%���)� z�%�&��'���'���(����� CCRF (lymphoblastic cell line) $(J�E�� ATCC ��

��
J��#  JP�����
J���$��% DMEM 	
�uB����D��C�� 10% fetal bovine serum, 0.1% penicillin-streptomycin, 

0.1% L-glutamine  # �����
J���$��%��&��	
� 37°C,  5%CO2 L���E����
J�� 4-7 �� E& passage �$��%	
��E�D�
�RJ ��#L�Q-��#NC JP�����
J���$��%N��#L�Q  ��C� P��$��%�Q� L R��H*�NQ��'�H�C# H -I��E �L�� �Q� �$��%
	
��L�(�E&��
J��IQ�H*�)(��#NC# ���	���� 

 

    7.2   RNA interference and Transfection 

       	P���������(�� siRNA oligonucleotides -��#NC-*����� siRNA Target Designer program E�� �J ����

�������&L%E����D,�	 invitrogen  P� WT1-siRNA 	
�H�C 
J#�Q��C�H*# �$��%���)� z�%�&��'� -��#NC 

Lipofectamine 2000 (Imvitrogen) E�� �J  P��$��%	
�H�CH*��
J�� �)(��GR�,���&�D����&L%IQ�H* -���
�$��%	
�

H�C��� siRNA control sequence �*+  Control 

 

7.3  �����	7��7	����_�7�99�I9��F� WT1 _R��RP8
�F�S�̀�D
��I9� WT1�7���WF Real-Time   

       PCR 

���� Total RNA E���$��%# �C� 7.2 -�� Trizol extraction reagents ��&��C��  cDNA -����G�� 

reverse transciption reagent kit (In vitrogen)  E�� �J 	P����	���� real-time  PCR �)(��I��E����&������

�����������
  WT1 	�J�# �$��%	
�H�C��� RNA interference,  untransfected cell control, cells transfected 

with RNAi vector and cell treanfected with control vector -���Dz
  SyBr green real-time PCR ��& ���Q��
 

	
���
����C��H�C��Q IL2, IL3, IL7, TCR receptor -���
 GAPDH �*+  control   

 

    7.4 �����	7��7	����_�7�99�I9�����F� WT1 �7���WF  Western Blotting 

	P��������-*�I
 E���$��%# �C� 7.2 -��#NC  lysis buffer 	
��
�Q� A����� 1X PBS, 1% NP40, 

0.5 % sodium deoxycholate, 0.1% SDS ��& 10 mg/ml PMSF  L���E��	P��������-*�I
  (total protein 
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extraction) E���$��%	�J� 2 ���Q� �(����Q�	����	
�uB���&I�C L�(������J��
  WT1) ��&���Q������� ��(�����

*�D��@-*�I
 	
�H�C��C�  P� lysate 	
�H�C��A����� 2X reducing buffer # ����Q�  1:1 ��& P�H*IC�#  JP�

��(��*�&��@ 10  �	
 ��C� P����D����&L%-�� 8-10% SDS-polyacrylamide gel eletrophoresis L���E�� �J 

	P�������(�� �C��-*�I
 H*��� PVDF membrane ��C��D����&L%-*�I
 -��#NC  primary antibody 	
�EP��)�&

IQ�-*�I
  WT1 E�� �J #�Q secondary antibody conjugated with horseradish peroxidase I���C�� 

chemiluminescent method ��& autoradiography ��C�	P�����*�
���	
��A�	�J��Q� ��&L�����������J����

���������� WT1 ���	����E&I��E����&���-*�I
  actin �*+ I��������*�D��@ 

 

     7.5  Cell proliferation assays 

7.5.1. 	P����I��E ��EP� � �$��%	
��
N
�DI (viable cells)	���� # �&L�Q��	P����	����-�����

�C���$��%�C�� JP��� Trypan blue ��& P�H*#�Q#  hemocytometry chamber �)(��	P���� ���$��%X��#IC��C��

E��	��G %  E�� �J  P�EP� � �$��%	
� ��H�CH*��C���*+ �����)(������D����&L%��I�������BQ�����& ���I��

����$��%IQ�H* 

7.5.2 ���GR�,���I������E�D��ID�-I����$��% L�����������J��
  WT1 E&#NC JP����P���'E�B* 

CellTiTer 96 Aqueous one solution cell preliferation assay kit -���
�Dz
���	����-�����*��� 
J 

��
J���$��%�&��'�#  96-well titer plate #LCH�C*�D��@ 3000 cell IQ�L��� -����
J���$��%# ��L��*�ID 	P����

���(�� �C�� plasmid vector ��C��BQ�$��% I���Dz
����C��IC  L���E�� �J  24 ��& 48 N�. ER��ID�����&��� 

MTS+PES # ��L����
J���$��% *�Q��	DJ�H�C 4 N�.��& P��$��%	
�H�CH*���������C�����
	
���D��RJ -�� 

ELISA  plate  reader 	
����������(�  490 nm ��C� P��Q�	
����H�CH*��C���*+  growth curve 

 

        7.6   Apoptosis Assays 

L���E����
J���$��% 24, 48 ��& 72 N���-�� 	P����I��E����&��� caspases 3/7 -��#NC casepases 3/7 

assay kit (Promega) I���Dz
���	����	
��zD���H�C# �BQ�(����#NC kit �����D,�	 
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S�>X9D����67R9�/AR���67R9� 

1. ���R7���_�7�99�I9��F� WT1 _R���������9��7���WF real-time PCR 

 P��$��%���)� z�%�&��'���'���(����� CCRF (lymphoblastic cell line) ��
J��# 

 JP�����
J���$��% DMEM 	
�uB����D��C�� 10% fetal bovine serum, 0.1% penicillin-

streptomycin, 0.1% L-glutamine # �����
J���$��%��&��	
� 37°C,  5%CO2 E�� �J 

��� P� WT1-siRNA L�(�siRNA control ��C��BQ�$��% CCRF -�� Lipofectamine 2000 

(Imvitrogen)  P��$��%	
�H�C��
J��	
� 37°C,  5%CO2 �*+ ���� 48 N���-��-��I��E���

�&������������� WT1 -�� real-time RT-PCR 	
����� 0, 24, 48, 72  N���-�� E��

���	����)��Q� WT1-siRNA �����u����������������
  WT1 H�C�P���'E���

����#  Figure 1  -���&������ WT1 mRNA ������Q���
 ���P����L���H�C���  

WT1-siRNA �*+ ���� 12, 24,48 ��&72 N���-�� -���
�C���&# ��������	Q���� 

47%, 76%, 92%, 33% I���P���� �&������ WT1 mRNA ������Q���B����	
� 48 

N���-��L���H�C���  WT1-siRNA ��&x	zDK��������J�������������� WT1 mRNA 

-�� WT1-siRNA ������(������AQ� H* 72 N���-��� (���E�����H�C��� siRNA  
J*+

 ��� transient expression 

 

 

 

 

 

 

 

                     Figure 1.  WT1 expression in CCRF cells after WT1-siRNA treatment by real-time PCR.   
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2. ���R7���_�7�99�I9�����F� WT1  

 

E�� �J ��� P� WT1-siRNA L�(�siRNA control ��C��BQ�$��% CCRF -�� 

Lipofectamine 2000 (Imvitrogen)  P��$��%	
�H�C��
J��	
� 37°C,  5%CO2 �*+ ���� 48 

N���-��-��I��E����&����������������-*�I
  WT1 -�� western blotting 	
�

���� 24, 48, 72  N���-�� E�����	����)��Q� WT1-siRNA �����u������������

���-*�I
  WT1 H�C�P���'E�������#  Figure 2  -���&������-*�I
  WT1 ����

��Q���
 ���P����L���H�C���  WT1-siRNA �*+ ���� 48 N���-��  � (���E�����H�C��� 

siRNA  
J*+ ��� transient expression ��� �J -*�I
 ER�uB������J��)
��N��������Q� ��D��

�����BQ�X��&*�ID���E&�L' H�C�Q���(������AQ� H* 72 N���-���&���-*�I
  WT1 ��D���


����RJ -���
�&��� C����Q� control H�Q��� ��  

 

 

 

 

 

                         

                         Figure 2. WT1 protein expression in CCRF cells either received siRNA-WT1 (shown as I)       

                                          or received siRNA control (shown as C) by western blot analysis.   
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3. ���R7���_�7�99�I9��F� WT1 Sf�?
������I9�SYRR�_R�����PB�gDBSYRR�S��7 

apoptosis 
��IGX� 

L���E�� P� WT1-siRNA ��C��BQ CCRF cells ��C�  P��$��%	
�H�C�� ��EP� � �$��%

	
��
N
�DIA����	����)��Q��$��%��D���
���I������RJ ��(���	
������$��%������ -���


�$��%	
��
N
�DI�����*+ EP� � �����Q���
 ���P����L���H�C��� WT1-siRNA �*+ ���� 

72 N���-�� ��� ����#  Figure 3  ��E�� 
J�������������������
  WT1 ��&I�C 

#LC����)D��*�D��@  caspases 3/7 �������#  Figure 4  $R�� caspases 3/7 �*+ 

����P����# �����&I�C  program cell death ����$��%��&	P�#LC�$��%I����� 

apoptosis E�����	����-�����I��E����&��� caspase 3 + 7 )��Q����������� 

WT1 	P�#LC��D������&I�C  caspase 3 & 7 �B��RJ I�J��IQ 24 N���-��L���H�C��� siRNA 

��(���	
����� control cells $R��H�C��� siRNA control -���
�����&I�C  caspase 3 & 7 

�)D������RJ ��&�B����	
� 60 N���-�� $R���*+ �LI�A�L R��	
��zD���uR����	
��
�$��%��BQ���

H�C���� Figure 3  L�(��
���I������$��%	
�H�C��� siRNA ����RJ I��������� 

treatment 	
� � �RJ  $R�����	���� 
J�
���)� z%������	����	
� Figure 1 ��&  Figure 

2 ���*H�C�Q�L������������� WT1 $R���B����	
� 48 N���-�� �J 	P�#LC��D������&I�C  

apoptosis -����&I�C  caspase 3 & 7 IQ�����&�B����	
� 60 N���-�� (Figure 4) $R��

IQ����Q�A�#LC��D����I������$��%����RJ  (Figure 3)-��)��Q��
EP� � �$��%	
�

�����u��BQ���H�C������Q���
 ���P������&�������	
����# ���� 72 N���-�� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.  Down regulation of WT1 expression inhibits cell survival of CCRF cells. 
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Figure 4.  Down regulation of WT1 expression induced program cell death of CCRF 

cells via activation of caspases 3/7 expression. 

 

4. ���R7���_�7�99�I9��F� WT1 �8�AR�89���_�7�99�I9� IL-2 receptor  

��������J�������������� WT1 -�� WT1-siRNA  ��E��E&��&I�C  

caspases 3/7 ��&	P�#LC�$��%�&��'�I������RJ ��C� ���)��Q� WT1-siRNA ����Q�A�# 

������������������ IL-2 receptor �������#  figure 5   E�����	����)��Q� 

WT1-siRNA �Q�A�# ��������J� α-subunit ���  IL-2 receptor ��(���$��%H�C��� WT1-

siRNA �*+ ���� 12, 24, 48, 72 N���-�� -���
 % inhibition �B����	
� 48 N���-����&

������(������AQ� H* 72 N���-�� (Figure 5, panel A)  

�P�L���������������� β -subunit ���  IL-2 receptor H�C���A���&	�E�� 

WT1-siRNA �NQ �� -�� WT1-siRNA �����J� β -subunit ���  IL-2 receptor ��(���$��%

H�C��� WT1-siRNA �*+ ���� 12 N���-�� -���
 % inhibition of mRNA expression 

��� α-subunit �*+  40% ��&A���������J��
����RJ ��(���$��%H�C��� WT1-siRNA  � 

�RJ -��	
� 24, 48, 72 N���-�� -���
 % inhibition �B����	
� 72 N���-����&������(������

AQ� H* 72 N���-�� (Figure 5, panel B)  

 ��E�� 
J WT1-siRNA ����Q�A�# ��������J�������������� mRNA ��� 

gamma subunit ��� IL-2 receptor -���
 % inhibition of mRNA expression ��� γ-

subunit  ��(���$��%H�C��� WT1-siRNA �*+ ���� 12, 24, 48 ��& 72 N���-��I���P���� 
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E��A����	�����C��IC E&�L' H�C�Q� WT1-siRNA �
A�# ��������J�	�J� α-, β- , γ- 

subunit ��� IL-2 receptor $R�� IL-2 receptor �
�����P����IQ�������BQ�������$��% 

��� �J ER��*+ ���LI�L R��	
��Q�A�#LC�$��%�
��I�������BQ������� �� ��� 

 

 

A 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

C 

 

 

 

 

 

 

Figure 5.  Down regulation of WT1 expression demonstrates inhibitory effect on IL-2 α-

,β- and γ -subunits of IL-2 receptor mRNA expression. 

 

 

 



17 

 

5. AR���R7���_�7�99�I9��F� WT1 �89���_�7�99�I9� IL-3 receptor  

                       E��A����	��������#LC�L' �Q��������������������
  WT1 �DH�C�Q�A�

IQ�������������� IL-3 receptor ��Q���
 ���P���� 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6.  Down regulation of WT1 expression has no significant effect on IL-3  receptor 

mRNA expression. 

 

6. AR���R7���_�7�99�I9��F� WT1 �89���_�7�99�I9� IL-7 receptor  

           E��A����	��������#LC�L' �Q��������������������
  WT1 �DH�C

�Q�A�IQ�������������� IL-7 receptor ��Q���
 ���P���� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7.  Down regulation of WT1 expression has no significant effect on IL-7  receptor 

mRNA expression. 
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7. AR���R7���_�7�99�I9��F� WT1 �89���_�7�99�I9� TCR receptor  

     E��A����	��������#LC�L' �Q��������������������
  WT1 �DH�C

A���&	�#�V ��Q���
 ���P����IQ�������������� TCR receptor  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8.  Down regulation of WT1 expression has no significant effect on TCR  

receptor mRNA expression. 

 

 

                 9.  ��P�AR���67R9� 

 

�������������������
  WT1 -�� siRNA against WT1 gene �����u���������

�E�D���Q�I����&������BQ�������$��%�&��'���'���(����� H�C -����&I�C  apoptosis ���

�$��%�&��'�-�������&I�C  caspase 3/7 	P�#LC�$��%�&��'���D����I����&����)D��EP� � 

�$��%ER�����  ��E�� 
J�������������������
  WT1 ����Q�A�#LC�������������

�
  IL-2 receptor ����$��%������Q���
 ���P���� ��Q��H��'I�� ������������������

�
  WT1 H�Q�
A�IQ���������������
  IL-3, IL-7, TCR receptors E��A����	���� 
J

�����u P�H*GR�,���&*�&���I%#NC# ����������$��%�&��'���'���(��������ABC*|��

-���&��'���'���(�����N D� lymphoblastic leukemia IQ�H*H�C 
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Figure 9.  Summarization of the effect of down regulatuion of WT1 gene expression by 

siRNA-WT1 on lynmphoblastic leukemia CCFR cells.  
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