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High risk human papillomavirus type 16 As variant (HPV16 As variant) เป็นปัจจยัเสีย่งทีม่ ี
ความสมัพนัธก์บัการก่อมะเรง็ปากมดลกูในผูห้ญงิไทยการศกึษานี้จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่ออธบิาย
คุณลกัษณะของและกลไกทีเ่กีย่วขอ้งกบัการการก่อมะเรง็ของ E6 gene variation (E6D25E) ของเชือ้ 
HPV16 As โดยท าการสรา้ง expression vector, retrovirus vector และ lentivirus vectors ทีม่จีนี 
E6D25E และ E6 prototype (E6Pro) เพื่อใชท้ดสอบคุณสมบตัใินการจบัโปรตนี E6AP และน าไป 
transduce เขา้ใน cervical keratinocyte หรอื HCK1T แลว้ศกึษาหน้าทีข่อง E6D25E ต่อการแบ่งตวั
เพิม่จ านวนของเซลล ์ดกูารยอ่ยสลาย p53, และผลต่อการกระตุน้ interferon regulatory factor genes 
(IRFs)  ดผูลต่อการเปลีย่นแปลงทาง epigenetic เช่น การกระตุน้การแสดงออกของ miR-21, histone 
deacetylases 6 (HDAC-6) นอกจากนี้ยงัดผูลการแสดงออกของ protein profile โดยเปรยีบเทยีบกบั 
HPV16 E6Pro   ผลการศกึษา พบว่าโปรตนี E6D25E ยงัคงมคีุณสมบตัจิบักบั E6AP ไดเ้หมอืน E6Pro 
ส่วนความสามารถก่อมะเรง็พบว่า E6D25E น าให ้ HCK1T มกีารเพิม่จ านวนไดอ้ยา่งต่อเนื่อง โดยม ี
doubling time ไดเ้ท่ากบัโปรตนี E6Pro รวมทัง้สามารถสลาย โปรตนี p53 และ p21 ไมแ่ตกต่างจาก
โปรตนี E6Pro ซึง่เป็นคุณสมบตัสิ าคญัในการก่อมะเรง็ และพบว่าโปรตนี E6D25E และ E6Pro มผีลต่อ
การแสดงออกของจนีในกลุ่ม IRFs ไดต่้างกนัโดยพบ down-regulation ของ IRF-1 และ IRF-7 mRNA 
ในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6D25E ซึง่ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการลดลงของ IFN-α และ IFN-β 
เมือ่เปรยีบเทยีบกบัเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ E6Pro ในการศกึษานี้ยงัพบว่าโปรตนี E6D25E สามารถ
กระตุน้การแสดงออกของ miR-21 ไดส้งูกว่าโปรตนี E6Pro ในเซลลม์ะเรง็ปากมดลกู และใน 
transduced HCK1T cells ทีเ่ลีย้งภายใต ้condition medium และ condition medium จากเซลล ์Hela 
cells และใน transduced HCK1T cells  ทีม่ ี E6Pro มกีารแสดงออกของโปรตนี HDAC6 สงูมากเมือ่
เทยีบกบัเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ E6D25E  ในการศกึษานี้ยงัไดต้รวจหารปูแบบของโปรตนีในเซลลท์ี่
มกีารแสดงออกของ E6Pro เปรยีบเทยีบกบัเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ E6D25E พบว่ามโีปรตนีจ านวน
ทัง้หมด 9 จดุ ทีม่กีารแสดงออกแตกต่างกนัอยา่งมนียัส าคญั ผลการศกึษานี้พบว่าโปรตนี E6D25E มี
คุณสมบตักิระตุ้นใหเ้ซลลเ์ปลีย่นกลายเป็นมะเรง็ไดไ้มต่่างจากโปรตนี E6Pro แต่ E6D25E น่าจะมี
บทบาทส าคญัต่อการเปลีย่นแปลงเซลลต์ดิเชือ้ในการหลบหลกีภมูคิุม้กนัและท าใหเ้ซลลไ์มต่ายกลายเป็น
ภาวะตดิเชือ้แบบยดืเยือ้ไดเ้รว็กว่า E6Pro ซึง่เป็นปัจจยัส าคญัในการก่อมะเรง็ 
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Abstract 
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High risk human papillomavirus type 16 has previously been classified into four major 
lineages and HPV16 Asian variant (HPV16 As variant) is frequently found in Asian population. 
A common gene variation classified as HPV16 As variant is 178 (T>G) that is localized in the 
E6 oncogene, and leads to an amino acid change from aspartic acid (D)  to glutamic acid (E) 
or E6D25E. HPV16 As variant was identified as the associated risk for cervical cancer in Thai 
population as well as in Asian population. This study aimed to construct plasmid vector 
containing E6D25E (E6As) and determine its function by binding E6AP compared to E6  
prototype (E6Pro). The recombinant retrovirus and lentivirus tet system containing E6D25E and 
E6Pro genes were prepared and used to establish the stable transduced cervical keratinocytes 
or HCK1T cells. The oncogenic properties of E6D25E such as cell proliferation, p53 
degradation and expression of interferon regulatory factors (IRFs) as well as the specific effects 
on miR-21, histone deacetylases 6 (HDAC-6) were investigated and compared to E6Pro.        
The result showed that E6D25E protein still maintains E6 function by binding with E6AP 
protein. E6D25E induces cell proliferation by extension of cell life span, the Proliferation 
Doubling time of the E6D25E and E6-Pro expressing HCK1T cells are comparable as well as 
degradation of p53 protein and p21 protein, which is a hallmark of cancer cell. Moreover, 
E6D25E and E6Pro exhibited the different effects on IRF genes.; E6D25E suppressed IRF-1 
and IRF-7 corresponding with low level of IFNα and β, whereas the E6Pro suppressed IRF-3. 
For activity on epigenetic change, E6D25E showed higher activity of miR-21 induction than 
E6Pro in transient transfection model, corresponding with the stable transduced HCK1T cells 
treated with Hela-CM than treated with CM that miR-21 was higher upregulated in E6D25E than 
E6Pro expressing HCK1T. In addition, E6-Pro protein induced high HDAC6 expression but 
could not observe by E6D25E. Interestingly, 9 spots of protein profile were detected with 
significant different intensity between E6D25E and E6 Pro expressing HCK1T. These result 
demonstrated that E6D25E maintains the oncogenic properties similar to E6Pro and has 
different specific activities from E6Pro on invasion of the innate immunity and high ability of 
HPV persistent promotion that support high potential oncogenicity of HPV16 As variant. 
Keyword: HPV16; HPV16 Asian variant; E6D25E; oncogenic properties; cervical cancer. 
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