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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 
ค าหลกั: HPV16; E6D25E; human cervical keratinocyte;   



 

 

Abstract 
Project Code: RMU5380038 
Project Title: Characteristics of the Asian HPV16 E6 variant in cervical carcinogenesis 
Investigator: Assoc. Prof. Dr. Chamsai Pientong, M.D., Dr.Sc.Hum.         
E-mail Address: chapie@kku.ac.th 
Project Period: 3 years 

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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1. บทน ำ 
 
     โรคมะเร็งปากมดลูกพบเป็นอันดับ 1 ของมะเร็งทุกชนิดในสตรไีทย จึงยงัถือว่าโรคนี้มี
ความส าคญัและเป็นปัญหาด้านสาธารณสุขของประเทศไทย จากการศกึษาระบาดวทิยาของมะเรง็
ปากมดลูกในแถบเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต้ได้แก่ อนิโดนีเซยี มาเลเซยี ไทย และเวยีดนาม พบว่า
มะเรง็ปากมดลูกจดัเป็นมะเรง็ที่พบมากเป็นอนัดบั 1 ในสตรไีทยและเวยีดนาม อกีทัง้ยงัเป็นสาเหตุ
การตายของสตรเีป็นอนัดบั 3 ในไทย การศึกษาในประชากรเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต้ม ี incidence 
ของมะเรง็ปากมดลูก (age-standardized rate, ASR) ในอนิโดนีเซยีและมาเลเซยีเท่ากบั 15.7 ต่อ 
100,000 ในขณะทีพ่บค่า ASR สงูขึน้ใน ไทย (ASR = 19.8) เวยีดนาม (ASR = 20.2) และฟิลปิปินส ์
(ASR = 20.9) ตามล าดบั ในไทยพบว่าอายุของสตรทีีส่ามารถตรวจพบมะเรง็ปากมดลูกจะเริม่จาก 
20 ปีเป็นต้นไป และพบสูงสุดในสตรทีี่มอีายุ 45-50 ปี โดยส่วนใหญ่แล้วจะตรวจพบในระยะท้ายๆ 
ของการเกดิโรค โดยมกัตรวจพบเป็น International Federation of Gynecology and Obstetrics 
(FIGO) stage II (51%) และ stage III (31%) อกีทัง้ยงัพบว่าม ีoverall 5-year survival เป็น  68.2% 
ในเชยีงใหม ่และ 54.5% ในขอนแก่น [1] 
    สาเหตุส าคญัของมะเรง็ปากมดลูกคอื การตดิเชือ้ high risk human papillomavirus (HR-
HPV) โดย HPV จดัอยู่ใน family Papillomaviridae เป็น non-envelope viruses ที่มขีนาด
เสน้ผ่าศูนยก์ลาง 55 นาโนเมตร มจีโีนมป็นวงกลม สายคู่ (double stranded DNA) ขนาดประมาณ 
8000 คู่เบส แคปซดิมกีารเรยีงตวัแบบ icosahedral symmetry ประกอบดว้ยแคปโซเมอร ์72 หน่วย 
และ ไม่มเีอนเวลโลป [2] HPV genome ประกอบด้วย 3 ส่วน ได้แก่ non-coding URR 
(upstreamregulatory region) ประมาณ 1 kb, early region ประกอบดว้ย open reading frames 
(ORFs) ส าหรบั encode โปรตนีของ E6, E7, E1, E2,E4 และ E5, และ  late region ประกอบดว้ย 2 
ORFs ส าหรบั encode โปรตนี 2 ชนิด คอื L1 ซึง่เป็น major capsid protein และ  L2 เป็น minor 
capsid protein [3] HPV ตรวจพบมากกว่า 120 genotypse ในกลุ่มที่ตดิเชื้อบรเิวณ mucosal 
epithelium สามารถจดัแบ่งเป็นกลุ่ม low risk HPV และ high risk HPV ตามความสามารถในการ
ก่อใหเ้กดิรอยโรคหรอื lesion โดย low-risk HPV สามารถท าใหเ้กดิ benign genital warts ไดแ้ก่ 
HPV6 และ 11  ส่วน high-risk HPV เช่น HPV16, 18, 31, 33, 45, 58 และ 56 พบว่าท าใหเ้กดิ 
cervical cancer โดยสามารถตรวจพบ HPV DNA ไดถ้งึ 99% ของ cancer [4] ในการศกึษาความชุก
ของการตดิเชื้อ HPV พบว่าการตดิเชือ้ HPV16 และ HPV58 เป็นสาเหตุท าใหเ้กดิโรคมะเรง็ปาก
มดลูกได ้50% และ 20% ของการเป็นโรคมะเรง็ปากมดลูกทัง้หมด [5] การก่อโรคมะเรง็ปากมดลูก
เนื่องจากการตดิเชือ้ HR-HPV จะเกี่ยวขอ้งกบั viral oncoprotein E6 และ E7 ซึง่สามารถชกัน าให้
เซลล์ติดเชื้อเกดิ transformation และ immortalization ท าให้เซลล์เพิม่จ านวนได้อย่างไม่สิ้นสุด
กลายเป็นเซลล์มะเรง็ โดยการตดิเชือ้ทัง้ LR-HPV และ HR-HPV ทีเ่ซลลเ์ยื่อบุปากมดลูกบรเิวณ 
transformation zone จะสามารถก่อใหเ้กดิเซลลผ์ดิปกต ิเรยีกว่า koilocyte atypia แต่ส่วนใหญ่ 90% 
ของผูต้ดิเชือ้ดงักล่าวจะสามารถก าจดัเชือ้ (viral clearance) และเซลลต์ดิเชือ้จะกลบัคนืสู่ภาวะเซลล์
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ปกต ิ(spontaneous regression) เนื่องจากผลการตอบสนองของระบบภูมคิุม้กนัโดยเฉพาะผูท้ีย่งัมี
อายุน้อยเชื้อจะหายไปหมดภายใน 1-3 ปี [6] อย่างไรกต็ามขึน้อยู่กบัสภาวะของระบบภูมคิุ้มกนัที่
เกดิขึน้ แต่มบีางกลุ่มโดยเฉพาะผู้ทีต่ดิเชือ้กลุ่ม HR-HPV อาจพบการตดิเชือ้อยู่นาน เรยีก การตดิ
เชือ้แบบยดืเยือ้ (persistent infection) ซึง่ถอืว่าเป็นปัจจยัส าคญัของการเกดิมะเรง็ปากมดลูกไดถ้้า
เซลล์ตดิเชือ้นี้เพิม่จ านวนและเปลีย่นแปลงไปเป็น cervical intraepithelial neoplasia II หรอื III 
(CINIII) ต่อไป การเปลี่ยนแปลงดงักล่าวจะมปัีจจยัร่วมแตกต่างกนัไป และมหีลายชนิด เช่น HR-
HPV genotype ต่างกนัจะมผีลต่อการเกดิ persistent และ รอยโรค ไดใ้นระดบัต่างกนั จากการศกึษา
ในผู้หญิงภาคตะวนัออกเฉียงเหนือที่มภีาวะมะเรง็ปากมดลูกพบค่าความเสี่ยงในการเกดิโรค (odd 
ratio, OR) ประมาณ 130.6 (95% CI 11.7–1457.0) เมื่อมกีารตดิเชือ้ในกลุ่ม HR-HPV  และมี
รายงานว่า ค่า OR ของการตดิเชือ้ HPV 16, 18 and 16/18 กบัการมภีาวะมะเรง็ปากมดลูกคอื 12.3, 
3.2 and 15.7 เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีไ่ม่มกีารตดิเชือ้  HPV [7] อย่างไรกต็าม ปัจจยัดา้นปรมิาณ
ของไวรสั (viral load) กถ็ูกรายงานว่ามผีลในการตรวจวนิิจฉัยได ้เช่นใน ระยะทีม่ ี low viral load จะ
ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของเซลล์แต่ในระยะที่ม ีhigh viral load จะมผีลที่แสดงให้เห็นการ
เปลีย่นแปลงของเซลล ์ซึง่เซลลท์ีม่ ีlow viral load ดงักล่าวนี้มอุีบตักิารณ์การของการตรวจพบภาวะ
ของเซลลผ์ปิกตไิด ้(accumulate risk) รอ้ยละ 25-40 ที ่1-3 ปีหลงัการตรวจพบ HPV DNA จงึเป็น
อกีภาวะหน่ึงของการเกดิ persistent infection [8]       
     ในภาวะของ HPV persistent infection มกีลไกการหลบหลกีระบบภูมคิุม้กนัของ host ได้
หลายวธิ ีซึง่ลกัษณะจ าเพาะ life cycle ของ HPV แบบ non-lytic life cycle นัน้เป็นวธิกีารหนึ่งทีท่ า
ให ้HPV สามารถหลบหลกีระบบภูมคิุม้กนัได ้โดยเมื่อตดิเชือ้ HPV แลว้ไม่พบว่ามกีารอกัเสบและมี
ผลเกดิการกระตุ้นภูมคิุม้กนัไดต้ ่า การไม่พบ dendritic cells ในบรเิวณ lesion ท าใหไ้วรสัสามารถ
หลบหลกีอยู่ในเซลล์ได้เป็นระยะเวลานานและไม่ถูกก าจดัด้วยระบบภูมคิุ้มกนัได้ [9] จาก non-lytic 
life cycle นี่เองท าให้เกดิการบกพร่องในการสรา้งและ processing ของ antigen (Ag) ให้กบั 
adaptive immune response และ HPV ยงัมกีารสรา้งโปรตนีทีเ่ป็น non-secreted proteins ไดแ้ก่ 
early protein E1, E2, E4, E5, E6 และ E7 ในระดบัต ่าและพบในบรเิวณนิวเคลยีสของเซลลท์ีต่ดิเชือ้
ท าใหร้ะบบภูมคิุม้กนัไม่สามารถตรวจเจอ [10-12] นอกจากนี้ E6 และ E7 ของ HR-HPV มบีทบาท
ส าคญัในการท าใหเ้กดิการหลบหลกีระบบภูมคิุม้กนัได้ โดย E6 มผีลต่อขัน้ตอนการ processing และ
การน าเสนอของแอนตเิจน โดย HPV positive tumor cells นัน้ไม่มปีระสทิธภิาพในการน าเสนอ
แอนตเิจน ซึ่งแสดงถงึการลดการน าเสนอของ human leukocyte antigen (HLA) class I, 
proteasome subunits low molecular mass protein (LMP) 2 and 7 และ the transporters of 
antigenic peptides (TAP) 1 และ 2 ใน cervical carcinoma cell lines [13] นอกจากนี้ HR-HPV E6 
และ E7 oncoprotein ยงัรบกวนการสรา้ง IFN type I ของเซลลท์ีต่ดิเชือ้และลดการท างานของ IFN 
type I ได ้โดยพบว่า HPV E7 ไปยบัยัง้ Interferon-sensitive response element (ISRE) [14] 
รวมถงึกลไกในการยบัยัง้ IFN-α-mediated signal transduction โดยผ่านการจบักนัของ p48/IRF-9 
(interferon regulatory factor 9) และป้องกนัการเขา้สู่นิวเคลยีส ท าใหไ้ม่มกีารจบัของ  Interferon-



3 
 

stimulated gene factor 3 (ISGF3) transcription complex ที ่ ISRE ในนิวเคลยีสได้ [15, 16]  E7 
protein มกีลไกทีไ่ปรบกวน IFN-mediated signaling โดยการยบัยัง้ IRF-1 mediated activation 
ของ IFN-β promoter ดว้ยการ recruitment histone deacetylase ไปยงับรเิวณ promoter และท าให้
ไม่เกดิการ transcriptionของ IFN-β ได ้ [17] ใน In vivo พบว่า HPV18 E7 ลดการแสดงออกของ 
IRF-1 target genes เช่น TAP-1, IFN-β และ monocyte chemo-attractant protein-1 (MCP-1) โดย
ผ่านการยบัยัง้  trans-activation function ของ IRF-1 [18] สภาวะทีม่ ีE7 protein พบว่าสามารถ
ยบัยัง้ NF-B DNA binding activity และท าใหไ้ม่เกดิ NF-B-induced gene expression ได ้ [19] 
HPV E6 protein สามารถจบักบั IRF-3 ซึง่ท าใหเ้กดิการยบัยัง้ trans-activation function ของ IRF-3 
ซึง่ท าใหไ้ม่มกีาร transcription ของ IFN-β mRNA [20] E6 ยงัสามารถจบักบั Tyk2 และขดัขวางการ
จบัของ Tyk2 กบั cytopolasmic portion ของ IFN-α receptor 1 และยบัยัง้การ phosphorylation 
ของ Tyk2, STAT-1 และ STAT-2 ท าใหเ้กดิความบกพร่องของ Jak-STAT activation ซึง่ไปรบกวน 
IFN-α mediated signaling ได ้[21] HPV16 E6 และ E7 protein ยงัสามารถยบัยัง้การสรา้ง cytokine 
และ chemokine ทีม่คีวามส าคญัในการ recruitment ของ immune cell เช่น Langerhans cell ให้
มายงับรเิวณที่มกีารติดเชื้อ เช่น การยบัยัง้การสร้าง CCL20 ซึ่งเป็น chemokine ที่สร้างจาก 
infected cell โดยผ่าน NF-B pathway [22] การ recruitment ของ LC มายงับรเิวณ lesion นัน้ 
นอกจากต้องใช ้chemokine แล้ว พบว่า adhesion molecules ก็มผีลต่อการ migration ของ LC  
โดยในสภาวะปกตพิบว่า LC มกีาร express adhesion molecules like E-cadherin [23] ICAM-1, 
VCAM-1 [24], LFA-3 [25] เป็นต้น แต่ไม่พบการ expression ของ adhesion หรอื co-stimulation 
molecule โดย epithelial LC ใน pre-malignant หรอื malignant cervical biopsy specimens [26]  
     การศกึษา HPV 16 genome พบว่ามกีารเกดิ intratype variants ซึง่ม ีgene variation รอ้ย
ละ 2 และ genome แตกต่างกบั prototype เชื่อว่าการเกดิ gene variation ใน oncogene มผีลต่อ
ความสามารถในการก่อมะเรง็ปากมดลกู เนื่องจากการเปลีย่นแปลงเบสใน genome ท าใหก้รดอะมโิน
เปลีย่นแปลง การเกดิ variation ของจนี E6 และ E7 พบไดบ้่อยในต าแหน่งทีเ่กี่ยวขอ้งกบัหน้าทีใ่น
การท าให้เกดิ cell transformation และการหลบหลกีต่อการตอบสนองของระบบภูมคิุ้มกนั จาก
การศึกษา HPV variants พบว่าม ีvariant เกิดขึ้นแตกต่างกนัในแต่ละภูมปิระเทศ อาทเิช่น 
European variants จะพบไดม้ากทีสุ่ดในยุโรป และอเมรกิาเหนือ ส่วน Asian variants พบไดม้าก
ที่สุดในเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต้ Africa variants พบมากที่สุดในแอฟรกิา และ Asia-American 
variants พบมากที่สุดที่อเมรกิากลางและอเมรกิาใต้ HPV16 variants ที่พบในปัจจุบนัได้แก่ 
European (E), Asian (As), Asian-American (AA), African-1 (Af-1), African-2 (Af-2) และ North 
American-1 (NA-1) variants โดยในแต่ละภมูภิาคของโลกจะพบ variants ไดแ้ตกต่างกนั [27] ล่าสุด 
Cornet และคณะ (2013) ไดจ้ดักลุ่ม HPV16 variants ออกเป็น 4 กลุ่มไดแ้ก่ 1) European Asian 
(ประกอบดว้ย sublineages European (EUR) และ Asian (As) 2) African 1 (AFR1) 3) African 2 
(AFR2) และ 4) Asian American/North American (AA/NA) ซึง่ประกอบไปดว้ย sublineages Asian 
American 1, Asian American 2 และ North American [28]    
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     การศึกษาที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่า variant มคีวามสมัพนัธ์กบัการเกดิมะเรง็ได้มากกว่า 
prototype อาทเิช่น Zehbe และคณะ (1998) พบ HPV16 variant และ HPV16 prototype รอ้ยละ 94 
และรอ้ยละ 6 ของมะเรง็ปากมดลูกตามล าดบั ในขณะทีเ่นื้อเยื่อปากมดลูกทีผ่ดิปกตใินระดบั 3 (CIN 
III) พบ HPV16 prototype และ variant ใกลเ้คยีงกนัคอืรอ้ยละ 44 และ 56 การศกึษาในผูห้ญงิแมกซิ
กนัทีม่คีวามชุกของการติดเชือ้ HPV ในมะเรง็ปากมดลูก รอ้ยละ 87 พบ HPV16 variant ในเซลล์
ผดิปกตชินิด low grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) เป็น European prototype (EP) 
รอ้ยละ 66% และ European (E) variant รอ้ยละ 33% ขณะทีใ่นมะเรง็พบชนิดของ variant เป็น EP, 
AA และ Af โดยจะพบ AA มากทีสุ่ด (รอ้ยละ 44) และการศกึษานี้แสดงใหเ้หน็ว่า HPV16 AA variant 
มคีวามสมัพนัธก์บัการเกดิมะเรง็ปากมดลูกทีรุ่นแรง โดยมคีวามเสีย่ง (OR) ส าหรบัความสมัพนัธใ์น
การเกดิมะเรง็ปากมดลูกเท่ากบั 27 เท่าซึง่สูงกว่าใน E variant ทีม่คี่าเท่ากบั 3.4 เท่า และ HPV16 
AA variant มกัจะพบในผู้ป่วยที่มอีายุน้อย โดยเฉลี่ยประมาณ 7.7 ปี ซึ่งน้อยกว่าผู้ป่วยที่ตดิเชื้อ 
HPV16 EP [29] กลุ่มวจิยัของ Berumen และคณะ (2001) และกลุ่มของ del Refugio Gonzalez-
Losa M และคณะ (2004) ท าการศกึษามะเรง็ปากมดลูกซึง่พบสูงมากในประเทศแมกซโิก และหา
ความสมัพนัธก์บัการเกดิ variation ของเชือ้ HPV16 ท าการตรวจสอบโดยใช ้PCR  ในการศกึษานี้
พบ HPV16 กลุ่ม AA variants และกลุ่ม E variant โดยพบกลุ่ม AA ในตวัอย่างทีเ่ป็นมะเรง็ปาก
มดลูกมากกว่าในกลุ่มควบคุมที่เป็น prototype จากการศกึษานี้ไดแ้นะน าว่าการเกดิ variations ของ
เชือ้ HPV16 น่าจะมคีวามสมัพนัธ์กบัมะเรง็ปากมดลูกที่รุนแรง [30, 31] Radhakrishna Pillai M  
และคณะ ศกึษาการเกดิ variation ในโปรตนี E6 และ E7 ของเชือ้ HPV16 ทีแ่ยกมาจากเซลลแ์ละชิน้
เนื้อปากมดลูก และพบ specific mutation ภายในโปรตนี E6 ของเดก็ผูห้ญงิอนิเดยีทีถู่กวนิิจฉัยว่ามี
เนื้อเยื่อปากมดลูกผดิปกตริะดบั High grade SIL(HSIL) และ squamous cervical carcinoma 
(SCC) จากการศกึษานี้พบว่าการเกดิโปรตนี E6 mutation ในเชือ้ HPV16  และมผีลร่วมกบัการ
ท าลาย p53 น่าจะเพิม่การเกดิมะเรง็ทีรุ่นแรงกว่า HPV 16 prototype [32] Tornesello ML และคณะ 
(2004) ศกึษาการเกดิ HPV16 variations โดยศกึษา E6 gene จากตวัอย่างชิน้เนื้อทีถู่กวนิิจฉัยเป็น 
CIN I, II, III และ SCC ในผูห้ญงิชาวอติาล ีโดยพบไดม้ากคอื variant ทีม่ลี าดบัเบสของ E6 gene 
เปลีย่นจาก G ไปเป็น T ทีต่ าแหน่งที ่350 (E6G350T) ขณะที ่E6 gene prototype พบในกลุ่ม
ควบคุม (คนปกต)ิ รอ้ยละ 43.7 ในกลุ่ม CIN I รอ้ยละ 41.2 กลุ่ม CIN II รอ้ยละ 28.6 และในกลุ่มที่
เป็น มะเรง็ พบรอ้ยละ 11.1 จากการศกึษานี้แสดงว่ากลุ่มที่ HPV16 variants ในเซลลม์ะเรง็นัน้น่าจะ
มคีวามสามารถในการก่อมะเรง็ไดม้ากกว่ากลุ่มทีเ่ป็น prototype ดงันัน้ความสมัพนัธก์บัการก่อมะเรง็
ของ HPV16 variant แต่ละนี้ อาจจะมกีระบวนการท าให้เกิดโรคที่แตกต่างไป และอาจจะเกิดการ
สูญเสยีการควบคุมการแสดงออกของ oncoprotein ดงันัน้การเกดิ HPV16 variants แต่ละชนิดที่
ต่างกนัอาจมผีลต่อความรนุแรงทีท่ าใหก้ารเปลีย่นแปลงของเซลลป์ากมดลูกและการพฒันากลายเป็น
เซลลม์ะเรง็ไดต่้างกนั [33] Tornesello ML และคณะ (2011) ศกึษา viral genotype และ HPV16 
intratypic variants ในเซลลม์ะเรง็แบบ adenocarcinoma และ SCC ในผูห้ญงิชาวอติาล ีและพบว่า 
HPV16 ถูกพบมากที่สุดคดิเป็น 64% และ 73% ในมะเรง็ adenocarcinoma และ SCC ตามล าดบั 
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โดยพบ variant ทีเ่ป็น AA รอ้ยละ 33 ในมะเรง็ adenocarcinoma และพบรอ้ยละ 20 ใน SCC จาก
การศกึษานี้เป็นการยนืยนัว่า HPV16 variant โดยเฉพาะ AA variant เป็นปัจจยัเสีย่งในการพฒันาไป
เป็นมะเรง็ปากมดลูก รวมทัง้มะเรง็ adenoglandular ได้เพิ่มขึ้นเมื่อเปรยีบเทยีบกับ HPV16 E 
variants โดยอาจจะเกี่ยวข้องกับคุณสมบัติการก่อมะเร็งของ variant ที่เกิดขึ้น (oncogenic 
properties) [34]  
     มรีายงานว่า nucleotide variation ที่เกิดขึ้นใน gene E6 ท าให้เกิด กรดอะมโินที่
เปลีย่นแปลงไปในส่วนของโปรตนี E6 ทีท่ าหน้าทีส่ าคญัเกี่ยวกบั transforming activity และมผีลท า
ให ้degrade p53 ไดเ้รว็ขึน้ [35] และมคีวามส าคญัต่อ host immune recognition โดยมผีลท าใหห้ลบ
หลกีจากระบบภูมคิุ้มกนัของร่างกายได้ [36] Chakrabarti O และคณะ (2004) ได้ศึกษาถึง
กระบวนการก่อโรคที่มคีวามสมัพนัธ์กบั HPV16 E variants ที่มกีารเปลี่ยนแปลงกรดอะมโิน 
(E6L83V) และมผีลต่อการเกดิมะเรง็ปากมดลกูทีร่นุแรงกว่าเมื่อเปรยีบเทยีบกบั E6 prototype พบว่า 
E variant ชนิดนี้จะท าให้เกิดการสูญเสียการควบคุมการแสดงออกของ Notch1 ซึ่งเป็น 
transmembrane receptor จากผลการกระตุ้น Notch1 เชื่อว่าจะท าใหเ้กดิ anti apoptosis signal ขึน้
และยงัมผีลขดัขวาง p53 induce cell death ท าให้เซลลท์ี่ตดิเชือ้มกีารเปลี่ยนแปลงผดิปกตเิพิม่
จ านวนไดม้ากขึน้กลายเป็นเซลลม์ะเรง็ไดเ้รว็ขึน้ [37] การแสดงออกของโปรตนี E6 ในเซลลต์ดิเชือ้จะ
เป็นการน าเสนอแอนตเิจนต่อ cytotoxic T lymphocytes (CTLs) หลงัจากมกีารจบักบั human 
leukocyte antigen (HLA) class I  นอกจากนี้ โดยเฉพาะ HPV16 variant พบว่ามคีวามสมัพนัธก์บั 
HLA B-7 allele ซึง่ท าใหเ้ป็นปัจจยัทีเ่พิม่ความเสีย่งในการพฒันาไปเป็นมะเรง็ปากมดลูก [38] จาก
ขอ้มลูดงักล่าวนี้จงึไดม้สีมมุตฐิานว่า HPV16 variant ทีจ่ าเพาะต่อ HLA B-7 allele จะมโีอกาสทีด่กีว่า
เมื่อเทียบกับ prototype ในการหลบหลีกระบบภูมคิุ้มกันของร่างกายและสามารถบุกรุกระบบ
ภูมคิุม้กนั ผ่านกระบวนการของระบบ HLA class I alleles ซึง่มคีวามแตกต่างกนัในกลุ่มประชากรที่
ต่างกนัจงึท าให้มคีวามเสี่ยงในการพฒันาไปเป็นมะเรง็เกดิขึน้แตกต่างกนั ในกลุ่มที่ตดิเชื้อ HPV16 
variant ชนิด As variants พบ E6 gene variation โดยมกีารเปลีย่นแปลงจาก G ไปเป็น T ที่
ต าแหน่ง 178 ท าให้เกดิการเปลีย่นแปลงกรดอะมโิน Aspartic Acid ไปเป็น Glutamic Acid ที่
ต าแหน่ง 25 (E6D25E) และพบว่าการเปลีย่นแปลงกรดอะมโินทีต่ าแหน่ง 25, 27, 58, 78 and 83 จะ
สมัพนัธก์บั host immune recognition และจากการเปลีย่นแปลงของ base ระหว่าง nucleotide ที ่
168 and nucleotide ที1่88 ใน E6 gene อาจจะมผีลท าใหม้กีารเปลีย่นแปลงของกรดอะมโินที ่ส่วน
ปลาย (N-terminus) ของ E6 protein ซึง่มคีุณสมบตัทิาง antigenic structure ต่อการกระตุ้นหรอื
ตอบสนองของ T cells อย่างด ีจงึน่าจะมผีลต่อการจดจ าของ T cells [39] ปัจจุบนับทบาทของ 
HPV16 E6 variations ต่อความรุนแรงของการเกดิมะเรง็ปากมดลูกยงัไม่สามารถอธบิายได ้แต่พบ
ไดว้่า HPV16 E6 variations ทีเ่กดิขึน้จะมกีรดอะมโินเปลีย่นแปลงพบไดใ้นต าแหน่งทีม่คีวามส าคญั
ในการจดจ าโดยระบบภูมคิุม้กนั ดงันัน้ HPV16 E6 variations ทีเ่กดิขึน้น่าจะมโีอกาสทีเ่หนือกว่า 
prototype และมบีทบาทในการท าใหเ้กดิ cell transformation และ บุกรุกระบบภูมคิุม้กนัของร่างกาย
ท าใหเ้กดิโรครุนแรงได้ [29] Chopjitt และคณะ (2009) ไดต้รวจหา HPV DNA ในเนื้อเยื่อปากมดลูก
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ของสตรภีาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และพบการตดิเชือ้ HPV16 ไดบ้่อยทีสุ่ดทัง้ในเนื้อเยื่อปากมดลูก
ปกตแิละมะเรง็ปากมดลูก เมื่อศกึษาการเปลีย่นแปลงล าดบัเบสใน HPV16 E6 gene ทีพ่บ ในมะเรง็
ปากมดลกูของสตรภีาคตะวนัออกเฉียงเหนือเทยีบกบั HPV16 prototype พบ HPV16 As variant ถงึ
รอ้ยละ 74 ซึง่ม ีvariation ในส่วนของ E6 oncogene ทีม่บีทบาทส าคญัในการก่อมะเรง็ [40] ในปี 
2011 Jang M และคณะ (2011) ศกึษา HPV16 E6 D25E หรอื As variants ว่ามผีลต่อการพฒันาไป
เป็นมะเรง็หรอืไม่ โดยใชว้ธิ ีoligonucleotide microarray ในการบ่งชีร้ปูแบบการแสดงออกของจนีที่
เปลีย่นแปลงไปจาก E6 prototype และ E6 D25E  ใน HPV negative cancer cells (C33A) และพบ
จนีทัง้หมด 211 ชนิด มกีารแสดงออกที่เพิม่ขึน้หรอืลดลงอย่างมนีัยส าคญั (อย่างน้อย 1.5 เท่า 
p<0.05) ซึง่ในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ HPV16As variant, E6 D25E นัน้พบว่า มจีนีจ านวน 14 
ชนิด ที่มีการแสดงออกที่เปลี่ยนแปลงไป โดยมีจีน 9 ชนิดมีการแสดงออกลดลง ได้แก่ 
ZMZ1,RPL23, MAPK4, RPL31, RARA, LAMB3, HSPA14, AIFM2, IFRD1 และ 5 ชนิดทีเ่หลอืมี
การแสดงออกเพิม่ขึน้ ได้แก่ UBC,RPS9,HLA-A,-B,ROCK2 เมื่อเปรยีบเทยีบกบั E6 prototype  
และเมื่อศึกษาหน้าที่การท างานของจนีเหล่านี้ ก็พบว่ามคีวามเกี่ยวขอ้งกบัการพฒันาไปเป็นมะเรง็ 
เช่น  จนี AIFM2 ท าหน้าทีเ่ป็น pro-apoptotic และพบว่ามนัมกีารแสดงออกลดลงในเซลลม์ะเรง็เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัเซลลป์กต ิดงันัน้ E6-D25E อาจจะเกี่ยวขอ้งกบัการส่งเสรมิการรอดชวีติของ HPV-
infected cells ได ้นอกจากนี้ยงัม ีจนี RPL23 ซึง่มคีวามเกี่ยวขอ้งกบั cell cycle และ apoptosis โดย 
จนี RPL23 จะรกัษาเสถยีรภาพของ p53 ไม่ใหถู้กท าลาย และสามารถเขา้สู่ cell cycle ในระยะพกั
หรอื checkpoint และหรอืเกดิ apoptosis ได้ และจนี ROCK2 ซึง่เป็นเอนไซม ์kinase ท าหน้าที่
ส าคญัในการส่งเสรมิการเกดิ centrosome duplication และ amplification โดยเอนไซมน์ี้ถูกพบว่ามี
การแสดงออกมากในเซลลม์ะเรง็หลายชนิดและเป็นสาเหตุหลกัในการเกดิ Chromosomal instability 
จากการศกึษานี้ท าใหส้ามารถอธบิายไดอ้ย่างคร่าวๆว่า E6-D25E ของ HPV16As variant นี้ มผีลใน
การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของจนีที่เกี่ยวขอ้งหรอืส่งเสรมิการเกิดหรอืการพฒันาไปเป็นมะเรง็
ปากมดลกูได ้[41]   
     การตรวจหา HPV DNA ในเซลลป์ากมดลูกของสตรภีาคตะวนัออกเฉียงเหนือพบการตดิเชือ้ 
HPV16 ไดบ้่อยทีสุ่ดซึง่ไม่แตกต่างจากรายงานทีพ่บทัว่โลก โดยพบการตดิเชือ้ทัง้ในเซลลป์ากมดลูก
ปกต ิและในเซลลม์ะเรง็ปากมดลูก และพบว่าการตดิเชือ้ HPV16 ในสตรเีอเชยีรวมทัง้สตรไีทยส่วน
ใหญ่เป็น HPV16 As variant ซึง่เป็นผลจากการเกดิ intratypic variation โดยเฉพาะ variation ใน
ส่วนของจนี E6 ซึง่เป็น oncogene ทีม่บีทบาทส าคญัในก่อมะเรง็ ในการศกึษาการเปลีย่นแปลงนิวคลี
โอไทดข์องจนี HPV16 E6 ทีพ่บในสตรภีาคตะวนัออกเฉียงเหนือ เทยีบกบั HPV16 prototype  พบ 
HPV16 As variants ถงึรอ้ยละ60-70 ของมะเรง็ปากมดลูก [42, 43] กลุ่มวจิยันี้จงึมสีมมุตฐิานว่าเมื่อ
จีน E6 เกิดการเปลี่ยนแปลงไปจะท าให้โปรตีนที่ถูกสร้างออกมามีคุณสมบัติในการท างาน
เปลีย่นแปลงไป และโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 As variant น่าจะมปีระสทิธภิาพการในการก่อ
มะเรง็สูงกว่าโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 prototype ซึง่จะเป็นปัจจยัส าคญัอนัหนึ่งทีท่ าใหเ้ซลลต์ดิ
เชือ้เปลีย่นแปลงไปเป็นมะเรง็ไดม้ากกว่าการตดิเชือ้ HPV16 prototype  



7 
 

     ดงันัน้การวจิยันี้จงึต้องการศกึษาว่า โปรตนี E6D25E ของเชื้อ HPV16 As variant มี
คุณลกัษณะพเิศษในการก่อโรคมะเรง็ปากมดลูกทีรุ่นแรงกว่า HPV16 prototype อย่างไร โดยสรา้ง 
E6 expression vectors ทีม่ ีE6 ของเชือ้ HPV16 As variant ทีไ่ดจ้ากตวัอย่างแตกต่างกนั และม ีE6 
ของเชื้อ HPV16 prototype ส าหรบัน ามาใช้ตรวจสอบคุณลกัษณะเฉพาะ โดยน า constructed 
vectors ทีไ่ด ้transfect ใน packaging cell line (293T) เพื่อเตรยีมไวรสัทีม่จีนี E6 ทีต่้องการ แลว้ท า 
transduction เขา้ใน human cervical keratinocyte (HCK1T) และ human foreskin keratinocyte 
(HFK) และศกึษาความสามารถที่ท าให้เกดิ immortalized keratinocyte ขึน้ โดยตรวจสอบ การ
แสดงออกของโปรตนี E6 ทดสอบหา population doubling times (PDs) ทดสอบคุณสมบตัใินการก่อ
มะเรง็ เช่น p53 และ p21 degradation โดยวธิ ีwestern blot  และศกึษาความสามารถในการยบัยัง้
การแสดงออกของจนีในระบบภูมคิุ้มกนัของร่างกาย ผลการเปลี่ยนแปลงทาง epigenetic และการ
เปลีย่นแปลงการแสดงออกของจนีโฮสต (protein profile) ดว้ย  
 
2. วตัถปุระสงคข์องโครงกำร 
 
    2.1 เพื่อศกึษาคุณสมบตัขิอง E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variants 
    2.2 เพื่อศกึษาคุณสมบตัใินการก่อมะเรง็ของ E6D25E โปรตนี 
    2.3 เพื่อศกึษาถงึผลของ E6D25E โปรตนี ต่อการแสดงออกของจนีในระบบภูมคิุม้กนั 
    2.4.เพื่อศกึษาถงึผลของ E6D25E โปรตนี ต่อการเปลีย่นแปลงทาง epigenetic  
    2.5 เพื่อศกึษารปูแบบการแสดงออกของโปรตนีใน cervical keratinocytes (HCK1T) ทีถู่ก 
transduced โดย E6 gene ของเชือ้ HPV16 As variants เปรยีบเทยีบกบั prototype 
 
3. วิธีกำรทดลอง 
 
    3.1 กำรสร้ำงเวกเตอร ์ 
 
          3.1.1 กำรสร้ำง expression vectors ของ E6 genes 
                   3.1.1.1 กำรเตรียม DNA ของ HPV16 As variants และ HPV16 prototype 

               ส าหรบัการศกึษานี้ DNA ของ HPV16 prototype ได้ใช้ HPV reference 
plasmid ส่วน HPV16 As variants ไดค้ดัเลอืกมาจาก DNA ทีส่กดัจากตวัอย่างชิน้เนื้อ (paraffin 
embedded biopsies) ทีม่ผีล pathology เป็น SCC ซึง่ไดร้บัการศกึษาและทราบล าดบันิวคลโีอไทด์
แลว้จากการศกึษาของผูว้จิยัก่อนหน้านี้ [40] จาก DNA ดงักล่าวได้ท าการเพิม่ปรมิาณ E6 gene โดย
ออกแบบ primers ใหม้ตี าแหน่งจ าเพาะกบัล าดบั nucleotide ของ E6 gene ช่วงต าแหน่งที ่83-559 
(ข้อมูลจาก GeneBank: K02718) และเหมาะสมกับการต่อเข้ากับพลาสมิดเวกเตอร์ชนิด 
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pcDNA™3.2/V5 Gateway Directional TOPO (Invitrogen) ล าดบันิวคลโิอไทด์ของไพรเ์มอรท์ี่
ใชด้งัแสดงดา้นล่าง 

  HPV16 E6 forward primer: 5'-CACCATGCACCAAAAGAGAACTGC-3' 
  HPV16 E6 reverse primer: 5'-GAGCAGCTGGGTTTCTCTACGT-3' 
          ท าการเพิม่จ านวน gene E6-prototype และ gene E6-As variants ดว้ยวธิ ีPCR 

ตาม condition ดงันี้  95°C for 5 min; followed by 35 cycles at 94°C for 1 min, 50°C for 1 min 
and 72°C for 2 min; final extension at 72°C for 7 min ได ้PCR product ขนาดประมาณ 500 bp 
                   3.1.1.2 กำรสร้ำง expression vectors ของ E6-prototype และ E6-As variants 
ของเช้ือ HPV16 
                        น า PCR products ทีไ่ดจ้ากการเพิม่ปรมิาณ E6 gene ของ HPV16 prototype และ 
HPV16 As variant ไปเตรยีมความเขม้ขน้ใหไ้ดต้ามทีก่ าหนดแลว้เตมิลงใน cloning reaction tube 
(ประกอบดว้ย Fresh PCR products, salt solution, water, TOPO vector) จากนัน้ท าการ 
transformation เขา้ไปใน competent cells E. coli  และคดัเลอืกโคลนโดยใช ้LB plates ทีเ่ตมิ 
Ampicillins  100 µg/ml  น าโคลนทีไ่ดไ้ปเพิม่จ านวนโดยท าการเลีย้งใน LB broth ทีม่ ีAmpicillins 
100 µg/ml ที ่incubator shaker 37°C overnight จากนัน้น าโคลน ทีไ่ดไ้ปต้ม  100°C 5 นาท ีแลว้ใช้
เป็น template ในการท า PCR เพื่อตรวจหาจนี E6 น าโคลนทีม่จีนี E6 ไปสกดัพลาสมดิโดยใช ้Quick 
Plasmid Miniprep kit (Invitrogen)  จากนัน้ท าการตรวจสอบพลาสมดิโดยการน าไปตดัด้วย 
restriction enzyme โดยน าไปตดัดว้ยเอนไซม ์Not I และ Apa I (Fermentas) ซึง่เอนไซมน์ี้สามารถ
ตดัพลาสมดิทีส่รา้งขึน้ได ้2 ต าแหน่ง คอื ตรงบรเิวณพลาสมดิ 1 ต าแหน่ง และบรเิวณจนีทีเ่ชื่อมใส่
เขา้ไปอกี 1 ต าแหน่ง ดงันัน้เมื่อตดัพลาสมดิทีม่จีนีทีส่นใจแลว้น าไปแยกโดยการ run ด้วย 0.7% 
agarose gel  จะพบแบน 2 ขนาด ไดแ้ก่ 5500 bp และ 500 bp  และท าการยนืยนัผลอกีครัง้ดว้ยการ
ตรวจสอบความถูกตอ้งของล าดบั nucleotide โดยการ sequencing            
 
           3.1.2 กำรสร้ำง virus vectors ได้แก่ retrovirus และ lentrivirus vectors  
                Retrovirus vectors ประกอบดว้ย pCLXSN16E6D25E, pCLXSN16E6SD-D25E และ 
pCLXSN16E6D25E/E7 
                Lentivirus vectors ประกอบดว้ย CSII(ins)-TRE-Tight-16E6D25E, CSII(ins)-TRE-
Tight-16E6SD-D25E และ CSII(ins)-TRE-Tight-16E6D25E/E7 
                  3.1.2.1 กำรสร้ำง Entry vectors ท่ีมี HPV16 E6D25, HPV16E6SD-D25E และ 
HPV16E6D25E/E7   
                         สรา้ง Entry clones ดว้ย QuickChange® II site-directed mutagenesis kit 
(Stratagen) โดยให ้ 
- pENTR(DONR)201-16E6 เป็น template ส าหรบัสรา้ง pENTR(DONR)201-16E6D25E 
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- 16E6 คอื จนี E6 ของเชือ้ HPV16 prototype 
- pENTR(DONR)201-16E6SD เป็น template ส าหรบัสรา้ง pENTR(DONR)201-16E6SD-D25E 
- 16E6SD คอื จนี E6 ของเชือ้ HPV16 ทีเ่กดิ spilcing ตรงนิวคลโิอไทด ์G ทีต่ าแหน่ง 226  
- pENTR(DONR)201-16E6E7 เป็น template ส าหรบัสรา้ง pENTR(DONR)201-16E6D25E/E7 
- 16E6E7 คอื จนี E6 และจนี E7 ของเชือ้ HPV16 prototype 
จากนัน้ท าการออกแบบ mutagenesis primers ไดด้งันี้; 
F: 16E6D25toE25A; 5 AACAACTATACATGAaATAATATTAGAATGT 
R: 16E6D25toE25AS; 5ACATTCTAATATTATtTCATGTATAGTTGTT 
                         เตรยีม master mix และท า PCR ตามขัน้ตอนของ QuickChange® II site-
directed mutagenesis kit จากนัน้ น า PCR product ทีไ่ด ้มาตดัดว้ย DpnI ที ่37°C นาน 1 ชัว่โมง 
แลว้น าไป run gel เพื่อตรวจสอบ PCR product ทีไ่ด ้โดยดดู PCR product 2 µl ใส่ลงใน tube ทีม่ ี
competent cell (GT116) 40 µl, incubate on ice 10 นาท,ี 42°C 1 นาท ีและ on ice 2 นาท.ี แลว้
เตมิ S.O.C. medium 400 µl และน าไป incubate ที ่shaker incubator 37°C นาน 45 นาท ีดดู 150 
µl มา spread บน LB medium ทีม่ ีKanamycin (LB+Km plate) แลว้เลอืกโคโลนีใส่ลง LB + Km 
broth แลว้incubate 6-8 ชัว่โมง แลว้ท าการสกดัพลาสมดิดว้ยวธิ ีmini preparation ตรวจสอบล าดบั
นิวคลโิอไทดด์ว้ยการ sequencing พลาสมดิ Entry vectors ทีไ่ดน้ี้จะน าไปใชใ้นการ สรา้ง retrovirus 
และ lentivirus ต่อไป 
 
    3.2 กำร transfection  
 
       เตรยีมเซลล์ทีต่้องการ  อายุ 1 วนั ใน plate เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลเ์ดมิออก แลว้เตมิอาหาร
เลีย้งเซลลท์ีไ่ม่ม ีfetal bovine serum (FBS) และไม่มยีาปฏชิวีนะ ปรมิาณ ครึง่หนึ่งของอาหารเลีย้ง
เซลล์เดมิ แลว้น าไปบ่มต่อทีตู่้บ่ม 37°C ที่ม ี5% CO2 เพื่อรอการ transfection ท าตามคู่มอืของ 
Lipofectanime 2000 และ TransIT293 Transfection reagent โดยจะก าหนดความเขม้ขน้ของพ
ลาสมดิ  (expression vectors) และปรมิาณของ lipofectamine 2000 ทีเ่หมาะสมในแต่ละขนาดของ 
plate เลีย้งเซลลม์าให ้หลงัจากผสมพลาสมดิกบั lipofectamine 2000 แลว้หยดลงบนเซลลท์ีเ่ตรยีม
ไว ้หมุนเบาๆ เพื่อผสมให้ transfection reagent กระจายใหท้ัว่เซลล์ น าไปบ่มต่อทีตู่้บ่ม 37°C ทีม่ ี
5% CO2 เป็นเวลา 6 ชม. เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลเ์ดมิออกไป แลว้เตมิอาหารเลีย้งเซลล ์DMEM ทีม่ ี
10% FBS แต่ไม่มยีาปฏชิวีนะเขา้ไปแทน แลว้บ่มต่อทีตู่้บ่ม 37°C ทีม่ ี5% CO2 เป็นเวลา 48 ชม.
จากนัน้เกบ็เซลลเ์พื่อใชใ้นการศกึษาต่อไป 
 
    3.3 กำรสร้ำง  transduced cervical keratinocyte หรือ HCK1T ด้วยกำรติดเช้ือ HPV16 E6 
As variant (E6-D25E) และ HPV16 Prototype (E6-Pro) 
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            3.3.1 กำรสร้ำง retrovirus และ lentrivirus vectors ท่ีมี HPV16 E6D25, HPV16E6SD-
D25E และHPV16E6D25E/E7   
                 การสรา้ง retrovirus และ lentrivirus vectors โดยใช ้ Gateway system ใน LR 
reaction (Gateway system, Invitrogen) เตรยีม LR master mix ซึง่ประกอบดว้ย Entry vectors 
(pENTR(DOR)201), Destination vector (pCLXSN-rfA/CSII(ins)-TRE-Tight-RfA) และ LR 
clonase II Mix จากนัน้ incubate at 25°C overnight จากนัน้เตมิ 0.3 µl Proteinase K solution 
incubate ที ่37°C นาน 10 min แลว้ท าการ transform เขา้ competent cell (GT116) หลงัจากนัน้
เลอืกโคโลนี ลง LB broth ทีม่ ีAmpicillin (100 µg/ml) และสกดั plasmid vectors ดว้ยวธิ ีmini-prep 
จากนัน้ตรวจพลาสมดิทีไ่ดด้ว้ยการตดัดว้ย restriction enzyme BsrGI เปรยีบเทยีบกบั Destination 
vectors และน าไปใชใ้นการเตรยีม retrovirus และ lentivirus ต่อไป 
 
            3.3.2 กำรผลิต retrovirus และ lentivirus supernatant  
                      3.3.2.1 Retrovirus   
                           เตรยีมเซลล ์293T 2.5x106 cell ลงใน plate ขนาด P100 ก่อนวนั transfection 
1 วนั จากนัน้เตรยีมพลาสมดิและน ้ายาต่างๆทัง้หมด ดงันี้ DMEM ปรมิาตร 800 µl และ TransIT293 
reagent ปรมิาตร 30 µl แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัโดบใช ้vortex จากนัน้วางไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง นาน 5 นาท ี
จากนัน้ดดูลงไปใน tube ทีม่ ีพลาสมดิเหล่านี้ Retrovirus vectors (1 mg/ml)  ปรมิาตร 5 µl, 
Gag pol (GP) pCL-GagPol (1mg/ml) ปรมิาตร 3.3 µl และ Rev+VSVG pHCMV-VSV-G 
(1mg/ml) 1.7 µl ผสมแลว้ mix by vortex วางไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง นาน 15 นาท ีจากนัน้หยดลง plate 
เซลล ์293 ทีเ่ตรยีมไว ้incubate 24 ชัว่โมง จงึเปลีย่น medium ปรมิาตร 9 ml แลว้ incubate ต่อ 48 
ชัว่โมง (72 ชัว่โมง นบัจาก transfection) เกบ็ไวรสัโดยการดดูเอา supernatant ทัง้หมด กรอกผ่าน 
filter ขนาด 0.45 µl แลว้แบ่งใส่ 1.5 ml tube tube ละ 1 ml และ 50 µl, 10 µl ส าหรบัไวต้รวจหา 
virus titer เกบ็ที ่-80°C  
         
                    3.3.2.2 Lentivirus  
             เตรยีมเซลล ์ 293T 2.5x106 cell ลงใน plate ขนาด P100 ก่อนวนั 
transfection 1 วนั จากนัน้เตรยีมพลาสมดิและน ้ายาต่างๆทัง้หมด ดงันี้ DMEM ปรมิาตร 800 µl และ 
TransIT293 reagent ปรมิาตร 30 µl แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช ้vortex จากนัน้วางไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง 
5 นาท ีจากนัน้ดดูลงไปใน tube ทีม่ ีพลาสมดิเหล่านี้ Lentivirus vectors (1 mg/ml) ปรมิาตร 4.6 µl, 
Gag pol (GP) pCAG-HIVgp (1mg/ml) ปรมิาตร 2.7 µl และ Rev+VSVG  pCMV-G-RSV-Rev 
(1mg/ml) ปรมิาตร 2.7 µl แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช ้vortex ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง นาน 15 นาท ีหยด
ลง plate เซลล ์ 293T ทีเ่ตรยีมไว ้ incubate 24 ชัว่โมง จงึเปลีย่น medium ปรมิาตร 9 ml แลว้ 
incubate ต่อ 48 ชัว่โมง (72 ชัว่โมง นบัจาก transfection) เกบ็ไวรสัโดยการดดูเอา supernatant 
ทัง้หมด กรอกผ่าน filter ขนาด 0.45 µl แลว้แบ่งใส่ 1.5 ml tube ละ 1 ml และ 50 µl (สามารถตรวจ
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ดว้ย real time PCR เท่านัน้ เพราะเวคเตอรน์ี้ไมม่ ีantibiotic marker) ส าหรบัไวต้รวจหา virus titer 
เกบ็ที ่-80°C 
              วิธีกำรตรวจหำ virus titer  
                  เตรยีม Hela  5x104 cell ใน 12  well plate วนัต่อมาท าการ infection โดย
เตรยีม DMEM medium ทีม่ ี8 µg Polybrene ใส่ลงในแต่ละหลุม 2 ml และดูด 990 µl ลงไปใน tube 
ทีม่ ีไวรสั อยู่ 10 µl จากนัน้ดูด 500 µl ใส่หลุมที ่1, 100 µl ใส่หลุมที ่2, 10 µl ใส่หลุมที ่3 หลุมที ่4 
เป็น control ท าการ incubate นาน 2 วนั จากนัน้เปลีย่นเป็น selective medium (0.8 mg/ml G418) 
เลีย้งต่อไปนาน 2 สปัดาห ์โดยเปลีย่น medium ทุกสปัดาห ์จากนัน้ท าการ fixation โดยดูด medium 
เก่าทิง้ แลว้เตมิ MeOH หลุมละ 1 ml นาน 1 นาท ีจากนัน้เตมิ Gimsa stain นาน 30 min แลว้ลา้ง
ออกดว้ยน ้าประปา 4-5 ครัง้ ทิง้ใหแ้หง้ แลว้นบัโคโลนีทีข่ ึน้ 
                           วีธีกำร transduction  
                                เลีย้ง human foreskin keratinocyte (HFK) human cervical keratinocyte 
infected telomerase (HCK1T) 2x105 ใน 6 well plate เตรยีมไวรสั เพื่อท าการ infection โดยใช ้
MOI=0.5 ส าหรบั retrovirus และ MOI=20 ส าหรบั lentivirus เปลีย่น medium เก่าออก แลว้เตมิ 
medium (K-SFM) ทีม่ ี4 µg/ml polybren ดดูไวรสัตามทีก่ าหนดไว ้ลงในเซลล ์incubate เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง เปลีย่น medium ออก เตมิ medium ใหม ่ และ incubate นาน 48 ชัว่โมง แลว้จงึเปลีย่น 
medium เก่าออก แลว้เตมิ medium ทีม่ ี50 µg/ml G418 (*ส าหรบั Lentivirus เปลีย่นเป็น medium 
ไมต่อ้งเตมิ antibiotic แพราะ ไวรสัตวันี้ไมม่ ี antibiotic resistance gene) เมือ่เซลลเ์พิม่จ านวนจน 
confluence ประมาณ 90% ท าการ trypsinize ลง P100 plate โดยเลีย้งใน medium ทีม่ ี50 µg/ml 
G418 ส าหรบัเซลลท์ีถู่ก infected retrovirus 
 
     3.4 กำรท ำ Western blot assay  
 
             3.4.1 กำรสกดัโปรตีน 
                เตรยีมโปรตนีจากเซลลท์ีท่ าการทดลองดว้ยการ trypsinization แลว้ น าไปปัน่เหวีย่ง
เพื่อลา้งเซลลด์ว้ย cold PBS 2 ครัง้ ทีอุ่ณหภมู ิ 4C, 1,500 rpm นาน 5 นาท ี เทส่วนใสทิง้ น า
ตะกอนทีไ่ดใ้ส่ RIPA buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium 
deoxycholate, 0.5% SDS, 1X PMSF) ปรมิาตร 100 µl ดดู ขึน้-ลง น าไปเขย่าดว้ย vortex นาน 15 
วนิาท ี ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ 4C 15 นาท ี แลว้น าไป vortex นาน 15 วนิาท ี ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ 4C 15 
นาท ีน าไปปัน่เหวีย่งทีอุ่ณหภมู ิ4C, 14,000 rpm นาน 20 นาท ีดดู total protein ใส่หลอดใหม ่แลว้
ท าการวดัความเขม้ขน้ของโปรตนีทีไ่ด ้ดว้ยวธิ ีBradford assay 
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             3.4.2 กำรวดัปริมำณโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay 
                 น าสารละลายโปรตนีมาตรฐาน Bovine Serum Albumine (BSA) (2 mg/ml) เจอืจาง
แบบ 2 fold dilution ทัง้หมด 5 dilutions ดว้ย lysis buffer (1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125 
mg/ml) และน าโปตนีตวัอย่างมาเจอืจางดว้ย lysis buffer จากนัน้ปิเปตสารละลายโปรตนีมาตรฐาน 
BSA และโปรตนีตวัอย่าง ทีเ่จอืจางแลว้ลง 96 well plate ปรมิตร 5 µl อยา่งละ 3 ซ ้า เตมิ Bio-Rad 
reagent (เจอืจางดว้ย water, 1:4) ปรมิาตร 200 µl วางไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง 5 นาท ี น าไปวดัค่าการ
ดดูกลนืแสงที ่ 625 nm น าค่าทีไ่ดม้าหาปรมิาณความเขม้ขน้ของโปรตนีโดยเทยีบกบักราฟมาตรฐาน
ของสารละลายโปรตนี BSA ทีท่ราบความเขม้ขน้ 
 
            3.4.3 กำรท ำ Western blot assay     
                 น าโปรตนีจากตวัอยา่งในการศกึษาทีม่คีวามเขม้ขน้ 20 µg ผสมกบั sample buffer 
แลว้น าไปตม้ที ่ 95C นาน 5 นาท ี จากนัน้น าไป run เพื่อแยกขนาดของโปรตนีดว้ย 12% SDS-
PAGE ที ่ 100 โวลต ์ นาน 1.30 ชัว่โมง น าเจลทีไ่ดม้าท าการ transfer ยา้ยโปรตนีจากเจลลงสู่ 
nitrocellulose membrane ดว้ยวธิ ี semi-dry ที ่ 250 โวลต ์ นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้ท าการ block 
membrane ดว้ย 5% skim milk ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง นาน 1 ชัว่โมง ตามดว้ยการ incubate กบั primary 
antibody ต่อโปรตนีทีต่อ้งการตรวจแต่ละชนิดทีแ่ตกต่างกนั ไดแ้ก่ antibody ต่อ HPV16 E6 (1:200), 
p53 (1:1,000), p21 (1:1000), HDAC6 (1:1000), β-actin (1:2000) ทีอุ่ณหภมู ิ 4C overnight 
จากนัน้ลา้ง membrane ดว้ย washing buffer (1XPBS, 0.1%Tween-20) บน shaker นาน 10 นาท ี
จ านวน 3 ครัง้  แลว้ incubate กบั secondary antibody ทีจ่ าเพาะต่อ primary antibody ของแต่ละ
ชนิดทีอุ่ณหภมูหิอ้ง นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้ลา้ง membrane ดว้ย washing buffer บน shaker นาน 5 
นาท ี จ านวน 2 ครัง้ และตามดว้ย 1xPBS อกี 2 ครัง้ แลว้จงึน าไปตรวจหาแบนของโปรตนีทีส่นใจ
ดว้ยเครือ่ง ImageQuant LAS 4000 Mini (GE Healthcare Life Sciences)  
 
    3.5 กำรท ำ immunoprecipitation assay  
 
        เลีย้งเซลล ์C33A ใน dish culture ขนาด 60 mm overnight  ท าการ co-transfection ระหว่าง 
expressing vector ของ pE6-As หรอื pE6-Pro และ expressing vector ของ E6AP โดยใช ้
Lipofectamine 2000 (invitrogen®) เป็นเวลานาน 48 ชัว่โมง จากนัน้ท าการสกดัโปรตนีน าโปรตนีที่
ได้ไปท า immunoprecipitation assay ดงันี้ น าโปรตนีที่ได้ทัง้หมด มา pre-clean ด้วยการเติม 
protein G plus (Santra cruze) น าไปบ่มนเครือ่งเขยา่ทีม่อุีณหภมู ิ4 ºC เป็นเวลา 2 ชม. ปัน่ที ่1,500 
rpm เป็นเวลา 5 นาท ีที ่4ºC หลงัจากนัน้ดูด supernatant ใส่ tube ขนาด 1.5 ml และท าการลา้ง 
protein G plus ของส่วนตะกอน ดว้ย lysis buffer จ านวน 2 ครัง้ แลว้น า supernatant ไปรวมกบั 
ส่วน supernatant ทีเ่กบ็มาแลว้ แลว้เตมิ anti-HPV16/18 E6 antibody 1:50 น าไปบ่มบนเครื่องเขย่า
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ทีม่อุีณหภูม ิ4ºC overnight  เตมิ protein G plus น าไปบ่มต่อบนเครื่องเขย่าที ่4ºC เป็นเวลา 2 ชม. 
ปัน่ที ่1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีที ่4ºC ดูด supernatant ทิง้ ลา้ง protein G ดว้ย PBS จ านวน 2 
ครัง้ เตมิ sample buffer 50 น าไปต้มที ่100ºC เป็นเวลา 5 นาท ีแลว้ปัน่ที ่1,500 rpm เป็นเวลา 5 
นาท ีดดู supernatant ไปท า western blot เพื่อตรวจหาโปรตนี E6AP 
     
    3.6 กำรหำ population doubling time (PD) 
 
         เลีย้งเซลล ์HCK1T ทีต่ดิเชือ้ retrovirus ทีม่จีนี E6 ชนิดต่างๆ เริม่ตน้ 2x105 ใน 6 well plate 
เปลีย่น medium ทุก 3 วนั จนกว่าเซลลจ์ะเพิม่จ านวนถงึ 90% แลว้ท าการ sub passage และนบั
จ านวนเซลลท์ัง้หมด น าจ านวนเซลลท์ีน่ับไดม้าค านวณหา PD ตามสตูรขา้งล่างนี้ แลว้น า PDs 
ค านวณไดม้าพลอ็ตกราฟระหว่างเวลากบั PDs 

PDs = log2(N/N0) 
  

     โดยที ่   N= จ านวนเซลลม์ชีวีติทิ ัง้หมดทีเ่กบ็ในแต่ละครัง้  
                 N0= จ านวนเซลลเ์ริม่ตน้ทีจ่ะ seed ลง plate    
             จากนัน้น าไป pot กราฟ ระหว่าง ค่า PDs และจ านวนวนัทัง้หมดทีศ่กึษา เพื่อดู 
population doubling times (PDs) ของเซลล ์
 
    3.7 Treatment condition        
 
         เลีย้งเซลล ์HCK1T ทีต่ดิเชือ้ retrovirus ทีม่จีนี E6 ชนิดต่างๆ เริม่ตน้ 2x105 ใน 6 well อยา่ง
ละ 3 ซ ้า เลีย้ง overnight  แลว้เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลเ์ดมิออก เตมิอาหารเลีย้งเซลลใ์หมค่อื DMEM 
ทีม่ ี10%FBS หรอืเรยีกว่า culture medium (CM) และอกีการทดลองใหเ้ตมิ อาหารเลีย้งเซลล ์Hela 
คอื (CM-He) เป็นอาหารทีเ่ลีย้งเซลล ์Hela มาแลว้ 48 ชัว่โมง แลว้น าไปปัน่ตกที ่1,500 rpm จากนัน้
น ามาเตมิแทนทีอ่าหารเลีย้งเซลลเ์ดมิ ท าการเลีย้งเซลลท์ัง้หมดนานเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  จากนัน้ท า
การสกดั total RNA เพื่อน าไปศกึษาต่อ 
           เลีย้งเซลล ์HCK1T ทีต่ดิเชือ้ retrovirus ทีม่จีนี E6 ชนิดต่างๆ เริม่ตน้ 2x105 ใน plat ขนาด 
P100 แบ่งเซลลอ์อกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที ่ 1 เตมิ Actinomycin ทีค่วามเขม้ขน้ 5 nM เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง กลุ่มที ่2 น าเซลลไ์ปฉายรงัสทีี ่10 Gy นาน 10 นาท ีเลีย้งเซลลจ์นกว่าจะได ้confluence 90% 
ในระหว่างนัน้ท าการเปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลท์ุก 3 วนั จากนัน้ท าการเกบ็โปรตนีทัง้หมดเพื่อน าไป
ศกึษาต่อ  
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    3.8 กำรท ำ real time PCR 
 
               3.8.1 กำรสกดั RNA  
                    ดูดอาหารเลีย้งเชือ้ออกจากขวดเลีย้งเซลล์ทีท่ าการทดลอง ปิเปต TRIzol® reagent 
1000 µl ลงไป แลว้ดูดขึน้ลงเพื่อใหเ้ซลลแ์ตก จากนัน้ปัน่เหวีย่งทีอุ่ณหภูม ิ4C 14,000 rpm นาน 5 
นาท ีดูด supernatant ใส่หลอดใหม่ แลว้เตมิ Chloroform ปรมิาตร 200 µl เขย่าใหเ้ขา้กนันาน 15 
วนิาท ีทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง 3 นาท ีน าไปปัน่เหวีย่งทีอุ่ณหภูม ิ4C 14,000 rpm นาน 15 นาท ีดูด
ส่วนใสดา้นบนใส่หลอดใหม่ จากนัน้ตกตะกอน RNA โดยเตมิ Isopropanol ปรมิาตร 1 เท่าของส่วน
ใสทีดู่ดมา เขย่าโดยการพลกิหลอดกลบัไปมา วางทิง้ไวท้ี ่อุณหภูมหิอ้ง นาน 10 นาท ีแลว้น าไปปัน่
เหวีย่งที ่อุณหภูม ิ4C 14,000 rpm นาน 10 นาท ีเท supernatant ทิง้ แลว้ลา้งตะกอน RNA ดว้ย 
75% ethanol ปรมิาตร 1 ml แลว้น าไปปัน่เหวีย่งทีอุ่ณหภูม ิ4C 14,000 rpm นาน 5 นาท ีเท 
supernatant ทิง้ ปล่อยให ้ethanol ทีอ่ยูใ่น RNA ระเหยใหห้มด นาน 10 นาท ีจากนัน้ ละลายตะกอน 
RNA ด้วย RNase free water ปรมิาตร 30 µl  แลว้ท าการวดัปรมิาณ RNA ทีไ่ดด้้วยเครื่อง 
Nanodrop 2000 RNA ทีเ่หลอืน าไปเกบ็ที ่-80C 
 
             3.8.2 Quantitative Real time PCR 
                     3.8.2.1 กำรสงัเครำะห์ cDNA  
                             RNA จะถูกน ามา convert เป็น cDNA ด้วย SuperScript III Reverse 
Transcriptase (invitrogen) โดยใช ้RNA ตวัอย่าง 5 µg ผสมกบั 50 µM oligo (dT) 10 mM dNTP 
mix และ DEPC-treat water จากนัน้น าไป incubate ที ่65C นาน 5 นาท ีเสรจ็แลว้วางบนน ้าแขง็
ทนัท ีนาน 1 นาท ีจากนัน้น า master mix ทีป่ระกอบไปดว้ย 1 x RT buffer, 5 mM MgCl2, 0.02 M 
DTT, 1 µl RNaseOUT (40U/µl) และ 1 µl SuperScript III RT (200 U/µl) ผสมกบั cDNA 
synthesis Mix ทีเ่ตรยีมไว้แลว้ก่อนหน้านี้ จากนัน้น าไป incubate ตามล าดบัดงันี้ อุณหภูม ิ50C 
นาน 50 นาท ีตามดว้ย อุณหภูมทิี ่85C นาน 5 นาท ีแลว้วางบนน ้าแขง็ทนัท ีจากนัน้เตมิ 1 µl l 
RNase H แลว้ incubate ทีอุ่ณหภูม ิ37C นาน 20 นาท ีน า cDNA ทีไ่ดม้าท า real time เพื่อ
ตรวจหาการแสดงออกของจนีทีส่นใจ 
                          3.8.2.2 กำรท ำ quantitative real time PCR  
                              เตรยีม master mix ประกอบด้วย 1xSsoAdvanced SYBR Green 
supermix, primers ทีจ่ าเพาะต่อจนีทีศ่กึษา (ดงัแสดงในตารางที่ 1) ประกอบดว้ย 0.4 µM forward 
primer, 0.4 µM reverse primer, cDNA template (เจอืจาง 1:10) และ Nuclease-free water 
จากนัน้น าไปท า PCR โดยก าหนด condition ส าหรบัการศกึษาการแสดงออกของจนีแต่ละชนิดดงั
แสดงในตาราง 1 เช่น enzyme activation ที ่95°C 30 วนิาท ีตามดว้ยdenature ที ่95°C 5 วนิาท,ี 
annealing/extension ที ่60°C 30 วนิาท ีจ านวน 40 รอบ และ melt curve ที่ 65-95°C 2-5 
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วนิาท/ีstep จากนัน้น าผลที่ไดไ้ปค านวนหาสดัส่วนการแสดงออกของจนีทีส่นใจ โดย เซลล ์control 
เป็นตวั calibrator และ ให ้β-actin ซึง่เป็น internal control ในการ normalized โดยค านวนตามสูตร 
Ct  
 
    3.9 กำรตรวจหำกำรแสดงออกของ miR-21 
 
        เตรยีม total RNA จากเซลลท์ีท่ าการศกึษา แลว้วดัปรมิาณและ คุณภาพของ RNA ทีส่กดัได้
จากเซลล ์โดยวเิคราะหค์่า 18s rRNA และ 28s rRNA โดยวธิ ีUV-VIS spectrophotometer และ run 
gel electrophoresis ดู band ของ 18s rRNA และ 28s rRNA น า RNA ทีไ่ด้ไปตรวจหาการ
แสดงออกของ miR-21 โดยใช ้TaqMan® MicroRNA Assays (Ambion) เป็น two-step RT-PCR 
ประกอบดว้ย 1) ปฏกิริยิา reverse transcription (RT) step, total RNA จะถูกเปลีย่นเป็น cDNA 
ดว้ย small RNA-specific, stem-loop RT primer 2) PCR step, PCR products จะถูก amplified 
จาก cDNA samples โดยใช้ U6 snRNA และ DW เป็น positive และ negative control ตาม
รายละเอยีดขา้งล่าง 
 
       3.9.1 Reverse transcription for cDNA synthesis 
             เตรยีม  RT master mix ทัง้หมด ประกอบดว้ย master mix 7 µl, 5X RT primer 3 µl, 
และ RNA sample 5 µl แลว้ปัน่ตก จากนัน้ก าหนด condition ตามนี้ 30 min 16 °C, 30 min 42 °C, 
5 min 85 °C,  4 °C.  
 
        3.9.2 PCR Amplification 
             เตรยีม master mix ทัง้หมด 20 µl ประกอบดว้ย 20X TaqMan MicroRNA assay 1 µl, 
Product from RT reaction 1 µl, TaqMan 2X Universal PCR Master Mix 10 µl และ Nuclease-
free water 8 µl จากนัน้น าไปท า PCR โดยก าหนด condition ดงันี้ 95°C 10 min 40 cycles: 
denature 95°C 15s, anneal/extend 60 °C 60s 
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ตำรำงท่ี 1 แสดงล าดบันิวคลโิอไทดข์อง primers ทีใ่ชใ้นการศกึษาและ condition ในการตรวจ 
 
Genes Sequence (5ˊ-3ˊ) Conditions 

E6 
F; TTGAACCGAAACCGGTTAGT 

95C for 5 min; 40 cycles 
95C for 1 min, 55C for 30 sec 
72C for 1 min, Final extension 

72C for 5 min 
R; GCATAAATCCCGAAAAGCAA 

IRF-1 
F; TCTTAGCATCTCGGCTGGACTTC 98C for 30 sec; 40 cycles  

98C for 1 sec, 65C for 1 sec 
Melt cure; 65-95C for 2 sec/step R; CGATACAAAGCAGGGGAAAAGG 

IRF-3 
F; CAGGGCCTTGGTAGAAATGG 98C for 30 sec; 40 cycles  

98C for 1 sec, 65C for 1 sec 
Melt cure; 65-95C for 2 sec/step R; GGGTGGCTGTTGGAAATGTG 

IRF-7 
F; GATGTCGTCATAGAGGCT GTTGG 98C for 30 sec; 40 cycles  

98C for 1 sec, 65C for 1 sec 
Melt cure; 65-95C for 2 sec/step R; TGGTCCTGGTGAAGCTGGAA 

IFNα 

F; AGGAGGAGTTTGATGGCAACCAGT 98C for 30 sec; 40 cycles  
98C for 1 sec, 65C for 1 sec 
Melt cure; 65-95C for 2 sec/step 

R; TGCTGGTAGAGTTCGGTGCAGAAT 

IFNβ 

F; TGGGAGGCTTGAATACTGCCTCAA 
98C for 30 sec; 40 cycles  
98C for 1 sec, 65C for 1 sec 
Melt cure; 65-95C for 2 sec/step 

R; TCTCATAGATGGTCAATGCGGCGT 
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ตำรำงท่ี 1 แสดงล าดบันิวคลโิอไทดข์อง primers ทีใ่ชใ้นการศกึษาและ condition ในการตรวจ (ต่อ) 
 
Genes Sequence (5ˊ-3ˊ) Conditions 

HDAC6 
F; TGGCTATTGCATGTTCAACC 

98C for 30 sec; 40 cycles  
98C for 1 sec, 65C for 1 sec 
Melt cure; 65-95C for 2 sec/step R; GTCGAAGGTGAACTGTGTTCCT 

PDCD4 
F; GATTAACTGTGCCAACCAGTCCAAAG 

98C for 30 sec; 40 cycles  
98C for 1 sec, 65C for 1 sec 
Melt cure; 65-95C for 2 sec/step R; CATCCACCTCCTCCACATCATACAC 

β–actin 
F; ACCAACTGGGACGACATGGAGAAA 

98C for 30 sec; 40 cycles  
98C for 1 sec, 65C for 1 sec 
Melt cure; 65-95C for 2 sec/step R; TAGCACAGCCTGGATAGCAACGTA 

 
 
    3.10 กำรท ำ two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) 
 
           3.10.1 กำรสกดัโปรตีน 
                 หลงัจากเกบ็เซลล์ HCK1T ทีต่ดิเชือ้ retrovirus ที่มจีนี E6 ชนิดต่างๆ ด้วยการ 
trypsinization แลว้ น าไปปัน่เหวีย่งเพื่อลา้งเซลลด์ว้ย cold PBS 2 ครัง้ ทีอุ่ณหภูม ิ4C, 1,500 rpm 
นาน 5 นาท ีเท supernatant ทิง้ แลว้ใส่ lysis buffer (8M Urea, 4%(w/v) CHAPS, 2%(v/v) IPG 
buffer, 40 mM DTT) ปรมิาตร 150 µl ดูด ขึน้-ลง น าไปเขย่าดว้ย vortex นาน 15 วนิาท ีจากนัน้
น าไปแช่ใน nitrogen เหลวใหแ้ขง็ แลว้น าไปละลายใน water bath ทีอุ่ณหภูม ิ45C นาน 1 นาท ี
เขย่าดว้ย vortex (ท าซ ้า 5 ครัง้)   น าไปปัน่เหวีย่งทีอุ่ณหภูม ิ4C, 14,000 rpm นาน 20 นาท ีดูด 
lysate ใส่หลอดใหม ่แลว้น าไปวดัความเขม้ขน้ของโปรตนีทีส่กดัได้ 
 
             3.10.2 กำรท ำ 2D-gel 
                  ดูดโปรตนี 150 µg ผสมกบัสารละลาย rehydration (7 M Urea, 2 M thiourea, 
2%(w/v) CHAPS, 0.5% (v/v) ampholytes (pH4-7), 18 mM DTT and 0.002% (w/v) 
bromophenol Blue) ใหป้รมิาตรสุดทา้ยเท่ากบั 125 µl หลงัจากผสมให้เขา้กนัดว้ย vortex แล้ว 
spindown จากนัน้น าสารละลายทีไ่ด ้load ลงใน strip holder ตามดว้ย immobilized pH gradient 
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(IPG) strip (pH 4-7, 7 cm) (GE Healthcare) และตามดว้ย mineral oil ปรมิาตร 330 µl ตามล าดบั 
น าไปวเิคราะหด์ว้ยเครื่อง Ettan IPGphor II Isoelectric Focusing Unit (GE Healthcare) ทีอุ่ณหภูม ิ
20C ทีค่วามต่างศกัดิ ์500 ถงึ 6000 วตัต์ ใชเ้วลานาน 16 ชัว่โมง จากนัน้ น า IPG strip ไปปรบั
สมดุลในสารละลาย equilibrium buffer (75 mM Tris-Cl pH8.8, 6M Urea, 29.3%(w/v) Glycerol, 
2%(w/v)SDS , 0.002% (w/v) bromophenol Blue) ทีม่ ี100 mg DTT โดยเขย่าเบาๆ นาน 15 นาท ี
จากนัน้น า IPG strip มาปรบัสมดุลดว้ย   equilibrium buffer ทีม่ ี2.5% (w/v) iodoacetamide เขย่า
เบาๆ นาน 15 นาท ีเสรจ็แลว้น า IPG strip มาวางลงบน 12% SDS-PAGE ท าการแยกขนาดโปรตนี
โดยก าหนดแอมเท่ากบั 0.04 แอมแปร ์run จนกว่าส ีbromophenol blue จะถงึขอบกระจกดา้นล่าง 
น าเจลทีไ่ดม้าท าการ fix ดว้ยสารละลาร fixing (45% methanol, 5% acetic acid) เขย่าเบาๆ นาน 1 
ชัว่โมง แล้วยอ้มด้วย Coomasie blue (0.25% Coomasie Brilliant Blue R250, 50% (V/V) 
methanol, 10% (V/V) acetic acid) เขย่าเบาๆ นาน 1 ชัว่โมง ตามดว้ย fix อกีครัง้ เขย่าเบาๆ นาน 
1 ชัว่โมง สุดทา้ยน าเจลไป destain ดว้ย destain solution (7% (V/V) acetic acid, 5% (V/V) 
methanol) เขย่าเบาๆ นาน 2 ชัว่โมง ตามล าดบั น าเจลทีไ่ดไ้ปสแกนดว้ยโปรแกรม ImageScaner 
(Amersham Biosciences) จากนัน้น ารปูเจลของแต่ละตวัอย่างมาท าการวเิคราะหจ์ุดโปรตนีทีม่คีวาม
แตกต่างกนัดว้ยโปรแกรม Image Master 2D Platinum software (Amersham Biosciences)   
                   หลงัจากท าการเลอืกจุดโปรตีนได้แล้ว จากนัน้ท าการย่อยเจลเพื่อเอาจุดโปรตีนที่
ต้องการโดย ท าการตดัและเจาะจุดโปรตนี ใส่ในหลอดขนาด 1.5 ml เตมิ DW ปรมิาตร 200 µl แลว้
เขย่าดว้ย shaker นาน 10 นาท ีแลว้เทส่วนของเหลวทิง้ จากนัน้เตมิ 20 mMAmB ปรมิาตร 200 µl 
แลว้เขย่าดว้ย shaker นาน 10 นาท ีแลว้เทส่วนของเหลวทิง้ จากนัน้เตมิ 20 mMAmB/ACN (1:1) 
ปรมิาตร 200 µl แลว้เขย่าดว้ย shaker นาน 10 นาท ีแล้วเทส่วนของเหลวทิง้ จากนัน้เตมิ ACN 
ปรมิาตร 200 µl แลว้เขย่าด้วย shaker นาน 10 นาท ีแล้วเทส่วนของเหลวทิ้ง จากนัน้เตมิ 20 
mMAmB ปรมิาตร 200 µl แลว้เขย่าดว้ย shaker นาน 10 นาท ีแลว้เทส่วนของเหลวทิง้ จากนัน้เตมิ 
20 mMAmB/ACN (1:1) ปรมิาตร 200 µl แลว้เขย่าดว้ย shaker นาน 10 นาท ีแลว้เทส่วนของเหลว
ทิง้ จากนัน้เตมิ ACN ปรมิาตร 200 µl แลว้เขย่าดว้ย shaker นาน 10 นาท ีแลว้เทส่วนของเหลวทิง้ 
แหง้เจลใหป้ระมาณ 5 นาท ีจากนัน้เตมิ 10 mM DTT/20 mM AmB ปรมิาตร 100 µl แลว้ incubate 
ทีอุ่ณหภูม ิ56C นาน 45 นาท ีแลว้เทส่วนของเหลวทิง้ จากนัน้เตมิ 55 mM IAA/20 mM AmB 
ปรมิาตร 100 µl แล้ว incubate ในทีม่ดื นาน 30 นาท ีแลว้เทส่วนของเหลวทิง้ จากนัน้เตมิ 20 
mMAmB/ACN (1:1) ปรมิาตร 200 µl แลว้เขย่าดว้ย shaker นาน 10 นาท ีแลว้เทส่วนของเหลวทิง้ 
จากนัน้เตมิ 20 mMAmB/ACN (1:1) ปรมิาตร 200 µl แลว้เขย่าดว้ย shaker นาน 10 นาท ีแลว้เท
ส่วนของเหลวทิง้ จากนัน้เตมิ ACN ปรมิาตร 200 µl แลว้เขย่าดว้ย shaker นาน 10 นาท ีแลว้เทส่วน
ของเหลวทิง้ แหง้เจลใหป้ระมาณ 5 นาท ีแลว้เตมิ enzyme solution (trypsin) ปรมิาตร 40 µl แช่ที่
อุณหภูมทิี ่4 C นาน 30 นาท ีแลว้เทส่วนของเหลวทิง้ จากนัน้เตมิ 25 mMAmB ปรมิาตร 10 µl 
เพื่อใหเ้จลไม่แหง้ แลว้ incubate ทีอุ่ณหภูม ิ37C นานขา้มคนื จากนัน้เตมิ 20 mMAmB ปรมิาตร 
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50 µl แลว้เขยา่ดว้ย shaker นาน 10 นาท ีแลว้เกบ็ส่วนของเหลวใส่หลอดขนาด 1.5 ml เตมิ extract 
buffer 1 แลว้เขย่าดว้ย shaker นาน 10 นาท ีเกบ็ส่วนของเหลวใส่หลอดขนาด 1.5 ml เตมิ extract 
buffer 2 แลว้เขยา่ดว้ย shaker นาน 10 นาท ีเกบ็ส่วนของเหลวใส่หลอดขนาด 1.5 ml น าของเหลวที่
ไดไ้ปท าใหแ้หง้ดว้ย speed Vacuum ทีอุ่ณหภูม ิ45C นาน 2 ชัว่โมง แลว้ resuspend ดว้ย Buffer 
ปรมิาตร 20 µl จากนัน้น าตวัอยา่งไปวเิคราะหด์ว้ย LC/MS/MS หรอืเกบ็ที ่-80C 
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4. ผลกำรทดลอง 
 
   4.1 กำรสร้ำงเวกเตอร ์ 
 
        4.1.1 Expression vectors  
             การศกึษานี้สรา้ง expression vectors ทัง้หมด 2 ตวัไดแ้ก่ pcDNA3.2/V5/GW/D-TOPO 
ทีม่จีนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant (pE6As) และ E6 ของเชือ้ HPV16 prototype 
(pE6Pro) หลงัจากทีไ่ดโ้คลนของเวกเตอรแ์ละยนืยนัผลความถูกตอ้งดว้ยการตดัดว้ยเอนไซม ์ NdeI 
แลว้ พบว่าไดช้ิน้ส่วนทัง้หมด 2 ชิน้ ขนาดประมาณ 5500 bp และ 500 bp ตามทีค่าดไว ้ดงัแสดงใน
รปูท่ี 1  
 

 
 

รปูท่ี 1 แสดงการทดลองการยนืยนัผลของเวกเตอรท์ีไ่ด ้ ในการตดัดว้ย restriction enzyme Not I 
และ Apa I โดยพบชิน้ส่วนทัง้หมด 2 ชิน้ ขนาด 5500 bp และ 500 bp ส าหรบั pE6-Pro ซึง่มจีนี E6 
ของเชือ้ HPV16 prototype และ pE6-As ของเชือ้ HPV16 As variant  
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            จากนัน้น าเวกเตอรน์ี้ไป sequence อกีครัง้เพื่อยนืยนัผลการทดลองทีไ่ด ้ซึง่ผลทีไ่ดแ้สดงให้
เหน็ถงึความแตกต่างของล าดบันิวคลโิอไทดใ์นจนี E6 ของเชือ้ HPV16 As variant และจนี E6 ของ
เชือ้ HPV16 prototype ซึง่แสดงดงัรปูท่ี 2  
 

    
 
รปูท่ี 2 แสดงผลการ sequencing โดยจนี E6 ของเชือ้ HPV16 As variant มกีารเปลีย่นแปลงของ
ล าดบันิวคลโิอไทดท์ีต่ าแหน่งที ่178 โดยเปลีย่นจาก T เป็น G การเปลีย่นแปลงของล าดบันิวคลโิอ
ไทดน์ี้ท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของกรดอะมโินทีต่ าแหน่งที ่25 โดยเปลีย่นจาก aspartic acid (D) 
ไปเป็น glutamid c acid (E)  
 
4.2 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรแสดงออกของ expression vectors ท่ีมีจีน E6 
 
     เพื่อทดสอบความสามารถในการแสดงออกของจนี E6 ของ pE6-Pro ซึง่มจีนี E6 ของเชือ้ 
HPV16 prototype และ pE6-As ของเชือ้ HPV16 As variant การทดลองนี้จงึท าการ transfect 
plasmids ทีม่จีนี pE6-Pro และ pE6-As ลงในเซลล ์ C33A เป็นเวลานาน 48 ชัว่โมง จากนัน้เกบ็ 
RNA น ามาตรวจหา mRNA ของ E6 ดว้ยวธิ ีreal time PCR ซึง่ผลการทดลองแสดงในรปูท่ี 3 โดย
พบว่าเวกเตอรท์ัง้ 2 ชนิดนี้ สามารถแสดงออกของจนี E6 ได ้มคี่าเฉลีย่ของ ct cycles ไมแ่ตกต่างกนั 
โดยพบค่าเฉลีย่ Ct (Cycle threasthold) เท่ากบั 16 ทัง้คู่ ซึง่เป็นการพสิจูน์ว่า expression vectors นี้
น าไปท าการทดลองในขัน้ตอนต่อไป  
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รปูท่ี 3 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของจนี E6 หลงัจากท าการ transfection ของ 
expression vectorsทีม่จีนี E6 เขา้ไปในเซลล ์C33A เป็นเวลานาน 48 ชัว่โมง  
 
4.3 กำรทดสอบคณุสมบติัของโปรตีน E6 ของ expreesion vector pE6-As และ pE6-Pro ใน
กำรจบักบั E6 association protein (E6AP) 
     จากการทดลองทีผ่่านมาพบว่าเวกเตอร ์pE6-As และ pE6-Pro สามารถแสดงออกของจนี E6 ได ้
แต่ยงัไมท่ราบว่าโปรตนี E6 ทีแ่สดงออกมานัน้สามารถท างานไดจ้รงิหรอืไม่และยงัคงมคีุณสมบตัทิาง
ชวีวทิยา ดงันัน้การทดลองนี้จงึตอ้งการทดสอบความสามารถในการท างานของโปรตนี E6 โดย
ทดสอบการจบักบัโปรตนี E6AP ในการทดลองนี้ท าการ co-transfect ระหว่าง expression vectors 
ของจนี E6 และ expression vector ของจนี E6AP ลงในเซลล ์C33A แลว้ตรวจสอบการจบักนัของ
โปรตนี E6 กบั E6AP ดว้ยวธิ ีimmunoprecipitation assay ผลการทดลองพบว่าโปรตนี E6 ทีม่าจาก 
expression vector แต่ละตวัสามารถจบักบัโปรตนี E6AP ได ้ ดงัแสดงในรปูท่ี 4 แสดงใหเ้หน็ว่า
เวกเตอร ์pE6-As และ pE6-Pro สามารถแสดงออกโปรตนี E6 และโปรตนี E6 นัน้ยงัคงมกีารท างาน
ไดต้ามปกตสิามารถจบักบัโปรตนี E6AP ไดม้ผีลไมต่่างจาก E6Pro 
 

 
รปูท่ี 4 แสดงผลการทดลองการทดสอบการจบักนัของโปรตนี E6 และ โปรตนี E6AP ดว้ยวธิ ี
immunoprecipitation assay หมายเลข 1 คอื lysate ของเซลล ์SiHa, 2 คอื lysate ของ C33A ทีถู่ก 
transfect ดว้ยเวกเตอร ์pE6-Pro, 3 คอื lysate ของ C33A ทีถู่ก transfect ดว้ยเวกเตอร ์pE6-As 
และ 4 คอื lysate ของ C33A  
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4.4 กำรสร้ำง immortal keratinocyte (HFK) และ transduced cervical keratinocyte (HCK1T)  
 
        การศกึษานี้ไดท้ าการสรา้งและผลติ retroviruses และ lentiviruses ทีม่ ีHPV16 E6D25E และ 
HPV16 E6Pro โดยไดท้ าการตดิเชือ้ retrovirus ในเซลล ์HFK และ tet/on system HCK1T ส่วน 
lentivirus ท าการตดิเชือ้เฉพาะในเซลล ์ tet/on system HCK1T หลงัจากท าการตดิเชือ้ไวรสัใน HFK 
และ tet/on system HCK1T แลว้ท าการคดัเลอืกเซลลท์ีม่กีารตดิเชือ้ดว้ยการเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์
ทีม่ยีาปฏชิวีนะ G418 ทีม่คีวามเขม้ขน้ 50 µg/ml เป็นเวลานาน 2 สปัดาห ์ รปูท่ี 5 แสดงรปูร่าง
ลกัษณะของเซลลห์ลงัจากการท าการตดิเชือ้ retroviruses และเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลลท์ีม่ยีา
ปฏชิวีนะ G418 ทีม่คีวามเขม้ขน้ 50 µg/ml เป็นเวลานาน 1 สปัดาห ์ โดยพบการตายของซลล ์
control ซึง่เป็นเซลลท์ีไ่ม่ไดถู้กตดิเชือ้ retroviruses (Mock) แตกต่างจากเซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ 
retroviruses พบว่าเซลลส์ามารถเจรญิเตบิโตและเพิม่จ านวนไดอ้ยา่งต่อเนื่อง ส่วนการตดิเชือ้ 
lentivirus ทีม่ ี E6 ของเชือ้ HPV16 As variant ในเซลล ์ HCK1T tet/on system นัน้ เนื่องจาก 
lentivirus vector ไมม่ ี resistance gene จงึไมส่ามารถคดัเลอืกเซลลท์ีต่ดิเชือ้ดว้ยการเลีย้งในอาหาร
เลีย้งเซลลท์ีม่ยีาปฏชิวีนะได ้ดงันัน้ในการทดลองนี้จงึตอ้งท าการตดิเชือ้ lentivirus ทีม่จีนี GFP ดว้ย
เพื่อใชใ้นการยนืยนัและเป็นตวั control ว่าการทดลองนี้มเีซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ lentivirus ดงัแสดงในรปูท่ี 
6 จะเหน็ว่าเซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ lentivirus และเซลล ์ control ไมม่คีวามแตกต่างกนัเลยเซลลแ์ต่ละกลุ่ม
สามารถเจรญิเตบิโตไดด้ ี 
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รปูท่ี 5 แสดงลกัษณะของเซลล ์ human primary keratinocytes หลงัจากท าการตดิเชือ้ดว้ย 
retroviruses เป็นเวลา 1 อาทติย ์ A คอืเซลล ์Human cervical keratinocyte, HCK1T และ B คอื 
Human foreskin keratinocyte, HFK โดยตรวจดูรปูรา่งของเซลลภ์ายใตก้ลอ้ง inverted microscrope 
ก าลงัขยาย X400 
 

 
 
รปูท่ี 6 แสดงลกัษณะของเซลล ์HCK1T tet/on หลงัจากท าการตดิเชือ้ดว้ย Lentivirus เป็นเวลา 1 
อาทติย ์โดยตรวจดรูปูร่างของเซลลภ์ายใตก้ลอ้ง inverted microscrope ทีก่ าลงัขยาย X400 

A 

B 
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         เพือ่ยนืยนัว่า lentivirus สามารถตดิเชือ้เขา้สูเ้ซลล ์HCK1T tet/on ได ้ท าการทดสอบโดยเตมิ  
1 µg doxycyclin (Dox) ลงในอาหารเลีย้งเซลลเ์ป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง จากนัน้น าไปตรวจการ
แสดงออกของ GFP (เซลล ์control) ภายใตจ้ลุจลุทรรศชนิด Fluorescence microscopes แสดงผล
ในรปูท่ี 7 ผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่าเซลล ์HCK1T tet/on ถูกตดิเชือ้ lentivirus ทีม่จีนี GFP โดย
พบการแสดงออกของ GFP มากทีสุ่ดในช่วงเวลาที ่48 ชัว่โมง    
 

 
 
รปูท่ี 7 แสดงผลการแสดงออกของ GFP จากการชกัน าดว้ยการเตมิ 1 µg/ml Dox ในอาหารเลีย้ง
เซลล ์HCK1T tet/on หลงัจากท าการ infection ดว้ย lentivirus ทีม่จีนี E6 และจนี GFP เป็นเวลา 24 
และ 48 ชม. ตรวจดรูปูร่างของเซลลภ์ายใตก้ลอ้ง Fluorescence microscopes ทีก่ าลงัขยาย 400X 
 
   4.5 กำรทดสอบกำรแสดงออกของโปรตีน E6          
        เพื่อทดสอบการแสดงออกของโปรตนี E6 ดว้ยวธิ ีWestern blot analysis ในเซลลท์ีถู่กท าให้
ตดิเชือ้ดว้ย retrovirus และ lentivirus โดยหลงัจากคดัเลอืกเซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ดว้ย retrovirus ท าการ
สกดัโปรตนีจากเซลลท์ีถู่กท าใหต้ดิเชือ้ไวรสั ไดแ้ก่ HFK แล HCK1T tet/on system แลว้น าไปแยก
ขนาดโปรตดีว้ย SDS-PAGE แลว้ใช ้ antibody ทีจ่ าเพาะต่อ HPV16 E6 ในการตรวจจบั ผลการ
ทดลองแสดงใหเ้หน็ว่าเซลลท์ีถู่กท าใหต้ดิเชือ้ไวรสัมกีารแสดงออกของโปรตนี E6 ยกเวน้เซลล ์
control ซึง่ถูกตดิเชือ้ดว้ย retrovirus ทีไ่ม่มจีนี E6 การแสดงออกของโปรตนี E6 ในแต่ละเซลลพ์บว่า 
ไมม่คีวามแตกต่างกนัเมือ่เปรยีบเทยีบกบัโปรตนี vinculin ซึง่เป็น internal control ในการทดลองนี้ 
โดยแสดงผลการทดลองในรปูท่ี 8 การทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่าเซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ไวรสัมกีารแสดงออก
ของโปรตนีทีต่อ้งการหรอืโปรตนี E6  
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รปูท่ี 8 แสดงผลการแสดงออกของโปรตนี E6 ชนิดต่างๆ ในเซลลท์ีท่ าการตดิเชือ้ดว้ย retrovirus 
โดย ท าการทดลองใน passage ที ่15 และในกลุ่มเซลล ์HFK ท าการทดลองใน passage ที ่9 โดยวธิ ี
western blot, vinculin คอื internal protein control 
 
         ส าหรบักลุ่มเซลล ์HCK1T tet/on system การทดสอบการแสดงออกของโปรตนี E6 นัน้ ตอ้ง
ท าการเตมิ DOX ทีม่คีวามเขม้ขน้ 1 µg/ml เป็นเวลานาน 48 ชัว่โมง จากนัน้จงึเกบ็เซลลม์าสกดั
โปรตนีเพื่อตรวจหาโปรตนี E6 ดว้ยวธิ ีWestern bolt assay ผลการทดสอบแสดงในรปูท่ี 9 ซึง่พบว่า
โปรตนี E6 มกีารแสดงออกในเซลลท์ีท่ าการเตมิ DOX แต่ในเซลลท์ีไ่มไ่ดเ้ตมิ DOX นัน้ ไมพ่บการ
แสดงออกของโปรตนี E6 การทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่าระบบ tet/on ท างานไดป้กตแิละพบการ
แสดงออกของโปรตนี E6 ในแต่ละเซลลท์ีท่ าการตดิเชือ้ไวรสั ยกเวน้ในเซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ดว้ย 
lentivirus ทีม่จีนี GPF ซึง่ถูกใชเ้ป็นเซลล ์ control และในการทดลองนี้ใช ้ β–actin เป็น internal 
control  

 
รปูท่ี 9 แสดงผลการแสดงออกของโปรตนี E6 ในเซลลท์ีท่ าการตดิเชือ้ดว้ย lentivirus ซึง่ถูกน ามาท า
การทดลองใน passage ที ่25 ทดสอบโดยวธิ ีwestern blot, β–actin เป็น internal control 
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   4.6 กำรทดสอบควำมสำมำรถของโปรตีน E6D25E ของเช้ือ HPV16 As variant ต่อกำร
แบ่งตวัเพ่ิมจ ำนวนของเซลล ์
       `เพื่อทดสอบความสามารถของโปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant ต่อการ
เจรญิเตบิโตของเซลลโ์ดยเปรยีบเทยีบกบัโปรตนี E6Pro ของเชือ้ HPV16 prototype เซลล ์HCK1T 
ทีไ่ดถู้ก transduce และมกีารแสดงออกของโปรตนี E6D25E ไดถู้กเพาะเลีย้งนานเป็นเวลา 4 เดอืน 
โดยนบัจ านวนเซลลท์ี ่seed เริม่ตน้และนบัจ านวนเซลลเ์มือ่เลีย้งเซลลจ์นเตม็ flask แลว้น าไปค านวน
หาค่า Population doubling time (PDs) จากนัน้น ามา plot กราฟระหว่างค่า PDs และจ านวนวนัที่
เลีย้งเซลล ์แสดงในเหน็ในรปูท่ี 10 จากรปูจะเหน็ว่าโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 As variant ไดแ้ก่ 
E6D25E และ E6SDD25E มคี่า PDs อยูท่ีช่่วง 28-30 ไมแ่ตกต่างจากโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 
prototype ไดแ้ก่ E6Pro และ E6SD แต่แตกต่างจากเซลล ์control โดยพบว่า PDs อยูท่ี ่18   การ
ทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่าโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 As variant มคีวามสามารถในการเพิม่จ านวน
เซลลไ์ดไ้มแ่ตกต่างจากโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 prototype 
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รปูท่ี 10 แสดงผลการศกึษาหา PDs ของเซลล ์HCK1T ทีถู่กท าใหต้ดิเชือ้ retrovirus ทีม่โีปรตนี E6 
ชนิดต่างๆ ของ HPV16; E6Pro= E6, E6SDPro= E6SD, E6D25E= E6D25E, E6SDD25E= 
E6SDD25E และ pCLXSN= emtyp vector 
          
         นอกจากนี้ยงัท าการทดลองในเซลล ์HFK ซึง่ถูกท าใหเ้ป็น immortal keratinocyte โดยการชกั
น าดว้ย HPV16 E6D25EE7   เปรยีบเทยีบกบั HPV16 E6E7 การทดลองในเซลลก์ลุ่มนี้จะมคีวาม
แตกต่างจากการทดลองในเซลลก์ลุ่ม HCK1T ซึง่แสดงผลการทดลองไวด้า้นบน โดยในเซลลก์ลุ่มนี้จะ
ท าการตดิเชือ้โปรตนี E7 เขา้ไปดว้ย เนื่องจากโปรตนี E6 ตวัเดยีวไมส่ามารถทีจ่ะท าใหเ้ซลล์
กลายเป็น immortal ไดห้รอือกีนยัหน่ึงคอืเซลลท์ีต่ดิเชือ้เฉพาะ E6 อยา่งเดยีวจะสามารถเลีย้งและ 
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sub culture ไดไ้มก่ีค่ร ัง้ เซลลก์จ็ะตายไปในทีสุ่ด ดงันัน้การทดลองนี้จงึจ าเป็นทีจ่ะตอ้งท าการตดิเชือ้ 
HPV16 E7 เขา้ไปดว้ย โดยในการศกึษานี้ท าการเลีย้งเซลลแ์ละ sub culture เป็นเวลานาน 3 เดอืน 
ผลการทดลองแสดงในรปูท่ี 11 โดยพบว่า E6 ของ HPV16 As variant (E6D25EE7) มี
ความสามารถในการเพิม่จ านวนเซลลไ์ดไ้มแ่ตกต่างจาก E6 ของ HPV16 prototype (E6E7) 
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รปูท่ี 11 แสดงผลการศกึษาหา PDs ของเซลล ์ HFK3 ทีถู่กท าใหต้ดิเชือ้ retrovirus ทีม่ ี HPV16 
E6E7 และ HPV16E6D25E/E7; E6E7=E6ProและE7Pro, E6D25EE7= E6D25EE7Pro 
 
   4.7 กำรทดสอบควำมสำมำรถของโปรตีน E6D25E ของเช้ือ HPV16 As variant ในกำรย่อย
สลำยโปรตีน p53  
         เนื่องจากหน้าทีท่ีส่ าคญัอยา่งหนึ่งของโปรตนี E6 คอืสามารถยอ่ยสลายโปรตนี p53 ได ้ซึง่เป็น
โปรตนีทีท่ าหน้าเป็น tumor suppressor cell ดงันัน้ในการทดลองนี้จงึทดสอบความสามารถในการ
ยอ่ยสลายโปรตนี p53 ของโปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant เปรยีบเทยีบกบัโปรตนี 
E6Pro ของเชือ้ HPV16 prototype โดยสกดัโปรตนีจากเซลล ์HCK1T ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี 
E6 ชนิดต่างๆ แลว้ตรวจหาโปรตนี p53 และ p21 ซึง่เป็น downstream ของโปรตนี p53 ดว้ยวธิ ี
Western blot assay ผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่าโปรตนี E6D25E สามารถยอ่ยสลายโปรตนี p53 
ได ้ไมแ่ตกต่างจากโปรตนี E6Pro ในทัง้ 2 กลุ่มเซลลท์ีท่ าการทดลอง นอกจากนี้ยงัตรวจโปรตนี p21 
เพื่อยนืยนัว่าโปรตนี p53 ถูกยอ่ยสลายไปจรงิและส่งผลต่อ downstream ของโปรตนี p53 โดยพบว่า
มกีารลดลงของโปรตนี p21 นัน้สอดคลอ้งกบัผลการลงลดของโปรตนี p53 ผลการทดลองแสดงในรปู
ท่ี 12 สรปุไดว้่าโปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant มคีวามสามารถในการยอ่ยสลาย
โปรตนี p53 ได ้และไมแ่ตกต่างจากโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 prototype 
 



29 
 

 
 
รปูท่ี 12 แสดงระดบัของโปรตนี p53 และ p21 ในเซลล ์ HCK1T ที ่ passage 15 และ HFK3 ที ่
passage 9   ทีถู่กตดิเชือ้ retrovirus ทีม่โีปรตนี E6 ชนิดต่างๆตรวจโดยวธิ ีwestern blot 
 
        จากนัน้ท าการทดลองในเซลล ์HCK1T tet/on system โดยท าการเตมิ DOX ทีค่วามเขม้ขน้ 1 
µg/ml ลงในอาหารเลีย้งเซลล ์ เป็นเวลานาน 48 ชัว่โมง แลว้สกดัโปรตนีน ามาตรวจโปรตนี p53 และ
โปรตนี p21 ดว้ยวธิ ีWestern blot assay ผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่าโปรตนี p53 มกีารลดลงใน
เซลลท์ีม่กีารเตมิ DOX ซึง่สอดคลอ้งกบัการลดลงของโปรตนี p21 เช่นกนั สรปุไดว้่าโปรตนี E6 มี
ความสามารถในการยอ่ยสลายโปรตนี p53 ซึง่ส่งผลต่อไปยงัโปรตนี p21 ดว้ย แสดงในรปูท่ี 13    
 

 
 
รปูท่ี 13 แสดงผลการยอ่ยสลายโปรตนี p53 ของโปรตนี E6 ชนิดต่างๆ ในเซลล ์ HCK1T tet/on 
system ซึง่ทีถู่กตดิเชือ้ lentivirus ทีม่โีปรตนี E6 ชนิดต่างๆ ดว้ยวธิ ีwestern blot assay 
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      4.8 กำรเปรียบเทียบควำมสำมำรถในกำรย่อยโปรตีน p53 ของโปรตีน E6D25E กบั 
โปรตีน E6Pro  
         4.8.1 กำรทดสอบโดย actinomycin D treatment  
               เพื่อตรวจสอบความสามารถของโปรตนี  E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant ต่อการ
ยอ่ยสลายโปรตนี p53 ในการศกึษานี้จงึท าการ treat เซลล ์HCK1T tet/on system  ทีถู่กตดิ
เชือ้ดว้ย retrovirus และ treate เซลลต์ดิเชือ้ดว้ย actinomycin D ทีค่วามเขม้ขน้ 5 nM เป็นเวลานาน 
24 ชัว่โมง แลว้สกดัโปรตนีน ามาตรวจโปรตนี p53 โปรตนี p21 และโปรตนี E6 ดว้ยวธิ ีWestern 
blot assay ผลการทดลองแสดงในรปูท่ี 14 จะพบระดบัของ E6 ชนิดต่างๆมกีารแสดงออกเพิม่ขึน้
ชดัเจนใน tet on system ปรมิาณของโปรตนี p53 ทัง้ในเซลลท์ี ่ treat ดว้ย actinomycin D และใน
เซลลท์ีไ่มไ่ด ้ treat ดว้ย actinomycin พบมคีวามแตกต่างกนัเลก็น้อย เช่นเดยีวกบัปรมิาณของ
โปรตนี p21 และโปรตนีทัง้สองชนิดลดลงแตกต่างจาก cell control เพราะตามหลกัแลว้ actinomycin 
D จะส่งผลต่อโปรตนี p53 โดยจะไปชกัน าใหโ้ปรตนี p53 เพิม่สงูขึน้ เนื่องจาก actinomycin D มี
หน้าทีใ่นการยบัยัง้การ transcription ของเซลล ์ ส่งผลใหม้กีารเพิม่สงูขึน้ของโปรตนี p53 เพื่อทีจ่ะ
ยบัยัง้การ replication ของเซลล ์ จะพบว่า การแสดงออกของโปรตนี E6 แต่ละชนิดมผีลต่อการยอ่ย
สลายโปรตนี p53 ไดไ้มแ่ตกต่างกนั 
 
 

 
 
รปูท่ี 14 แสดงระดบัการแสดงออกของโปรตนี p53, p21 และ E6 ในเซลล ์HCK1T ทีถู่กตดิเชือ้ 
retrovirus ของโปรตนี E6 ชนิดต่างๆ หลงัจากไดร้บั actinomycin D นาน 24 ชัว่โมง โดยวธิ ี
western blot 
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          4.8.2 กำรทดสอบโดยกำรฉำยรงัสีหรือ irradiation (IR) 
               เพื่อตรวจสอบความสามารถของโปรตนี  E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant ต่อการ
ยอ่ยสลายโปรตนี p53 ในการศกึษานี้จงึท าการ treat เซลล ์HCK1T ทีถู่กตดิเชือ้ดว้ย retrovirus ดว้ย
รงัสแีกรมมาที ่10 Gray เป็นเวลานาน 10 นาท ีแลว้สกดัโปรตนีน ามาตรวจโปรตนี p53 โปรตนี p21 
และโปรตนี E6 ดว้ยวธิ ี Western blot assay ผลการทดลองแสดงในรปูท่ี 15 พบว่าระดบัการ
แสดงออกของ โปรตนี E6 แต่ละชนิดไมแ่ตกต่างกนั และปรมิาณของโปรตนี p53 ทัง้ในเซลลท์ีไ่ดร้บั
รงัสแีละในเซลลท์ีไ่มไ่ดร้บัรงัส ีพบว่าไม่มคีวามแตกต่างกนั เช่นเดยีวกบัปรมิาณของโปรตนี p21 ซึง่
พบว่ามกีารแสดงออกทีไ่มแ่ตกต่างกนัในทัง้ 2 condition ทีท่ าการทดลอง แต่จะแตกต่างจาก cell 
control ซึง่อธบิายถงึผลการยอ่ยสลายโปรตนี p53 และ p21โดยโปรตนี E6 แต่ละชนิดไดไ้มแ่ตกต่าง
กนั 
 

 

 
 
รปูท่ี 15 แสดงระดบัการแสดงออกของโปรตนี p53, p21 และ E6 ในเซลล ์ HCK1T ทีถู่กตดิเชือ้ 
retrovirus ของโปรตนี E6 ชนิดต่างๆ หลงัจากไดร้บั รงัส ีนาน 10 นาท ีโดยวธิ ีwestern blot 
  
 
  การทดลองนี้สรปุไดว้่าโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 As variant มคีวามสามารถในการยอ่ย
สลายโปรตนี p53 ไม่มคีวามแตกต่างจากโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 prototype อยา่งชดัเจน  
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   4.9 กำรทดสอบควำมสำมำรถของโปรตีน E6D25E ของเช้ือ HPV16 As variant ต่อกำร
แสดงออกของจีนในระบบภมิูคุ้มกนั แบบ innate immunity  
 
        เนื่องจากการศกึษาทีผ่่านมาพบว่าโปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant นัน้มผีลต่อ
การหลบหลกีระบบภูมคิุม้กนัของเซลลโ์ดยไปเปลีย่นแปลงคุณสมบตัใินการเป็น immunogenicity 
และช่วยใหไ้วรสัสามารถตดิเชือ้แบบยดืเยือ่ไดน้านยิง่ขึน้ ซึง่เป็นการส่งเสรมิการพฒันาไปเป็นมะเรง็
ในทีสุ่ด ดงันัน้ในการศกึษานี้ตอ้งการทราบถงึอทิธพิลของโปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 E6 As 
variant ต่อการแสดงออกของจนีในระบบภูมคิุม้แบบ innate immunity ไดแ้ก่ IRF-1, IRF-3, IRF-7 
และ down stream signaling คอืการแสดงออกของจนี IFNα และ IFNβ โดยเปรยีบเทยีบกบัโปรตนี 
E6Pro ของ HPV16 E6 prototype ในการศกึษาไดเ้กบ็เซลลท์ีp่assages ที ่25 (p25) มาสกดั RNA 
และ convert เป็น cDNA จากนัน้น าไปท า real time PCR เพื่อตรวจหาการแสดงออกของจนี IRF-1, 
IRF-3, IRF-7 IFNα และ IFNβ โดย normalize กบัจนี β-actin ผลการทดลองแสดงในรปูท่ี 16 การ
แสดงออกของ IRF-1 และ IRF-7 พบว่ามกีารลดลงอยา่งมนียัส าคญัทางสถติใินเซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ 
retrovirus ทีม่ ี gene E6 ของ HPV16 As variant เมือ่เปรยีบเทยีบกบัเซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ HPV16 
prototype (รปูที ่12A และ 12C) ซึง่แตกต่างจากการแสดงออกของ IRF-3 โดยพบว่ามกีารแสดงออก
ลงลดอยา่งมนียัส าคญัทางสถติใินเซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ HPV16 prototype เมือ่เปรยีบเทยีบกบั ทีถู่กตดิ
เชือ้ HPV16 As variant (รปูที ่ 12B) นอกจากนี้ยงัท าการยนืยนัผลการทดลองทีไ่ดโ้ดยวดัการ
แสดงออกของ IFNα (รปูที ่12C) และ IFNβ (รูปที่ 12D) ซึง่เป็น  downstream signaling proteins 
ของ IRFs พบว่าการแสดงออกของ IFNα และ IFNβ ลดลงอยา่งมนียัส าคญัทางสถติใินเซลลท์ีถู่กตดิ
เชือ้ HPV16 As variant เมื่อเปรยีบกบักบัเซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ HPV16 prototype  
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รปูท่ี 16 การตรวจหาการแสดงออกของจนี IRF-1, IRF-3, IRF-7, IFNα และ IFNβ ในเซลล ์HCK1T
ทีถู่กตดิเชือ้ retrovirus ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 As variant, HPV16 
prototype และเซลล ์control ใน passage ที ่25 ดว้ยวธิ ีreal time PCR 
 
4.10 กำรทดสอบควำมสำมำรถของโปรตีน E6D25E ของเช้ือ HPV16 As variant ต่อกำร
เปล่ียนแปลงทำงด้ำน epigenetic  
         การเปลีย่นแปลงทางดา้น epigenetic (epigenetic change) หมายถงึการเปลีย่นแปลงการ
แสดงออกของจนีโดยปราศจากการเปลีย่นแปลงของล าดบั DNA ซึง่การเกดิ epigenetic change มี
บทบาทส าคญัในการก่อมะเรง็ ขบวนการการเปลีย่นแปลงทาง epigenetic ประกอบดว้ย DNA 
methylation, histone modifications and non coding RNAs ส าหรบัการเปลีย่นแปลงทาง 
epigenetic ของ HPV ในมะเรง็ปากมดลกู พบการศกึษาทางดา้น DNA methylation เป็นส่วนใหญ่ 
ดงันัน้ในการศกึษานี้สนใจศกึษาผลของโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 As variant ต่อการชกัน าการ
แสดงออกของ miR-21 และการแสดงออกของโปรตนี histone deacetylases 6 (HDAC6) 
 
          4.10.1 ผลของโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV16 As variant ต่อกำรชกัน ำกำรแสดงออกของ 
miR-21 
                 เริม่แรกเป็นการทดลองในระบบ transient transfection โดยตรวจหาระดบัการ
แสดงออกของ miR-21 ในเซลลม์ะเรง็ปากมดลกู C33A (ไมม่กีารตดิเชือ้ HPV) ทีถู่ก transfect ดว้ย 
expression vector pE6-As เปรยีบเทยีบกบั pE6-Pro ผลการทดลองพบระดบัของ miR-21 เพิม่
สงูขึน้อยา่งมนียัส าคญัทางสถติใินเซลลถ์ูก transfect ดว้ย pE6-As และ pE6-Pro เมือ่เปรยีบเทยีบ
กบัเซลล ์ control ดงัแสดงในรปูท่ี 17 และนอกจากนี้พบว่า E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant 
สามารถชกัน าใหม้กีารแสดงออกของ miR-21 ได ้2.3 เท่า ซึง่สงูกว่า E6 ของเชือ้ HPV16 prototype 
ทีช่กัน าใหม้กีารแสดงออกของ miR-21 ได ้1.6 เท่า 
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รปูท่ี 17 แสดงระดบัการแสดงออกของ miR-21 ในเซลล ์ C33A ทีถู่ก transfect ดว้ย pE6-As 
เปรยีบเทยีบกบั pE6-Pro (*; มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิp<0.05) 
 
 
                   เพื่อยนืยนัผลการทดลองว่า E6 สามารถชกัน าใหม้กีารแสดงออกของ miR-21 ได ้จงึ
ท าการทดลองใน human cervical keratinocyte ซึง่เซลลน์ี้มกีารแสดงออกของโปรตนี E6 ของเชือ้ 
HPV16 As variant (pCLXSNE6D25E) และ โปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 prototype (pCLXSNE6) 
และเซลล ์ control ซึง่เป็นเซลลท์ีม่ ี เวกเตอร ์ pCLXSN (pCLXSN) โดยการทดลองนี้ใชเ้ซลล ์
passage ที ่25มาท าการตรวจหาระดบัของ miR-21 ผลการทดลองพบว่า miR-21 มกีารแสดงออกต ่า
มากในทุกเซลลไ์มแ่ตกต่างจากเซลล ์ control ดงัแสดงในรปูท่ี 18 จากผลทีไ่ดค้าดว่า โปรตนี E6 
น่าจะไมส่ามารถกระตุ้นการแสดงออกของ miR-21 ในเซลลท์ีพ่ึง่มกีารแสดงออกของโปรตนี E6 หรอื 
เซลลท์ีย่งัเลีย้งอยูใ่น passage ต ่าๆ  สภาวะดงักล่าวอาจมคีวามแตกต่างจากสภาวะ in vivo ซึง่
บรเิวณทีเ่ซลลต์ดิเชือ้อาจจะสมัผสักบัปัจจยัต่างๆ รอบบรเิวณทีม่กีารตดิเชือ้ ดงันัน้จงึน าเซลลท์ีม่กีาร
แสดงออกของโปรตนี E6 นี้ ไป treat ดว้ย culture medium (CM) และอกีการทดลองใหเ้ตมิ อาหาร
เลีย้งเซลล ์Hela คอื (CM-He) นาน 48 ชัว่โมง ในการทดลองที ่ treat ดว้ย CM พบว่า ระดบัของ 
miR-21 สงูขึน้ในทัง้ 2 เซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 เมือ่เปรยีบเทยีบกบัเซลล ์control และ
ระดบัของ miR-21 ในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6Pro สงูกว่าในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ
โปรตนี E6D25E เลก็น้อย แสดงในรปูท่ี 19 ผลทีไ่ดน้ี้ตรงกนัขา้มกบัผลของการทดลองที ่ treat ดว้ย 
CM-HeLa โดยพบระดบัของ miR-21 สงูขึน้อยา่งมนีัยส าคญัทางสถติใินเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ
โปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant เมือ่เปรยีบเทยีบกบัเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี 
E6 ของเชือ้ HPV16 prototype ดงัแสดงในรปูท่ี 20  
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รปูท่ี 18 แสดงระดบัของ miR-21 ในเซลลทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6Pro และ โปรตนี E6D25E 
ในเซลลใ์นเซลล ์ HCK1Tทีถู่กตดิเชือ้ retrovirus ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 
As variant (E6D25E), HPV16 prototype (E6) และเซลล ์control ใน passage ที ่25 ในสภาวะที่
เลีย้งปกต ิตรวจโดยวธิ ีreal time PCR 
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รปูท่ี 19 แสดงระดบัของ miR-21 ในเซลลทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6Pro และ โปรตนี E6D25E 
ในเซลลใ์นเซลล ์ HCK1Tทีถู่กตดิเชือ้ retrovirus ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 
As variant (E6D25E), HPV16 prototype (E6) และเซลล ์control ใน passage ที ่25 ในสภาวะที ่
treat ดว้ย culture medium (CM) นาน 48 ชัว่โมง (*; มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัส าคญั p<0.05) 
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รปูท่ี 20 แสดงระดบัของ miR-21 ในเซลลทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6Pro และ โปรตนี E6D25E 
ในเซลลใ์นเซลล ์ HCK1Tทีถู่กตดิเชือ้ retrovirus ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 
As variant (E6D25E), HPV16 prototype (E6) และเซลล ์control ใน passage ที ่25 ในสภาวะที ่
treat ดว้ย culture medium ของเซลล ์Hela (HeLa-CM) นาน 48 ชัว่โมง (*; มคีวามแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญั p<0.05) 
 
                   จากผลการศกึษาดงักล่าวพบว่า E6 มผีลต่อการกระตุน้การแสดงออกของ miR-21 
ดงันัน้เพื่อตรวจสอบผลการทดลองดงักล่าว จงึท าการตรวจวดัระดบัการแสดงออกของ programmed 
cell death (PDCD4) ซึง่เป็น target ของ miR-21 ในเซลลทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6D25E 
และ โปรตนี E6Pro และเซลล ์control (pCLXSN) ทุกสภาวะทีเ่ลีย้ง ซึง่ไดแ้ก่ สภาวะเลีย้งปกต ิภาวะ
ที ่ treat ดว้ย CM และ treat ดว้ย CM-HeLa จากการทดลองพบว่าระดบัการแสดงออกของ PDCD4 
มกีารลดลงในทุกเซลลท์ีม่กีาร treat ดว้ย CM และ treat ดว้ย CM-HeLa แต่ระดบัการแสดงออกของ 
PDCD4 จะตแตกต่างกนัไม่มคีวามสมัพนัธท์างสถติ ิ เมื่อ ไดร้บัการ treat ดว้ย CM ขณะทีก่าร treat 
ดว้ย CM-HeLaพบว่ามผีลท าใหล้ดระดบัการแสดงออกของ PDCD4 ในทุกภาวะทัง้ในเซลลท์ีไ่ม่มกีาร
แสดงออกของโปรตนี E6 ซึง่อธบิายผลของสารจาก CM-HeLa ซึง่เป็น HPV infected cells และมผีล
ลดลงอยา่งชดัเจนในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ E6 โดยเฉพาะโปรตนี E6D25E ผลการทดลองนี้
แสดงใหเ้หน็ว่า E6 สามารถกระตุน้การแสดงออกของ miR-21 ไดจ้รงิโดยเฉพาะ E6D25E ภายใต้
สภาวะทีม่สีาร mediators จากเซลลต์ดิเชือ้ HPV  เนื่องจากการเพิม่ขึน้ของ miR-21 มผีลต่อการ
แสดงออกของ PDCD4 ซึง่พบว่ามกีารลดลงในเซลลท์ี ่miR-21 เพิม่ขึน้ ดงัแสดงใน รปูท่ี 21  
 



38 
 

 
รปูท่ี 21 ระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ PDCD4 ในเซลลทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 ของ
เชือ้ HPV16 As variant (pCLXSN16E6D25E) โปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 prototype 
(pCLXSN16E6) และเซลล ์control (pCLXSN) ทีถู่กเลีย้งภายใตก้าร treat ดว้ย CM, การ treat ดว้ย 
CM-Hela และการเลีย้งภายใตภ้าวะปกต ิ
 
         4.10.2 ผลของโปรตีน E6D25E ของเช้ือ HPV16 As variant ต่อกำรชกัน ำกำรแสดงออก
ของ HDAC6 
                    จากการศกึษาทีผ่่านมาพบการ overexpression ของ HDAC6 ในมะเรง็ต่างๆ เช่น 
มะเรง็ตบั  มะเรง็เตา้นม  และมะเรง็ตบัอ่อน แต่ขอ้มลูการแสดงออกของ HDAC6 ในมะเรง็ปากมดลกู 
มน้ีอยมาก ซึง่ก่อนหน้านี้กลุ่มของผูว้จิยัไดท้ าการศกึษาหา gene expression profiles ในเซลล ์
human keratinocyte ทีถู่ก trasduce ดว้ย recombinant adenovirus ทีม่ ีHPV16 E2 ท าใหท้ราบว่า 
HDAC6 มกีารแสดงลดลง ซึง่เป็นผลมาจากโปรตนี E2 ของเชือ้ HPV16 นัน้เอง [44] ดงันัน้ใน
การศกึษานี้จงึตอ้งการทดสอบผลของโปรตนี E6 ต่อการแสดงออกของ HDAC6 ทัง้ในระดบั mRNA 
และระดบัโปรตนี ผลการทดลองแสดงในรปูที ่ 22 พบว่า HDAC6 มรีะดบัการแสดงออกสงูอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถติใินเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6Pro เมือ่เปรยีบเทยีบกบัเซลลท์ีม่กีาร
แสดงออกของโปรตนี E6D25E และระดบัการแสดงออกของ HDAC6 ในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ
โปรตนีลดลงเมือ่เปรยีบเทยีบกบัเซลล ์control ดงัแสดงในรปูท่ี 22 A และไมส่ามารถตรวจพบโปรตนี 
HDAC6 ในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant ดงัแสดงในรปู
ท่ี 22 B แต่สามารถพบการแสดงออกของโปรตนี HDAC6 ในระดบัสงูในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ
โปรตนี E6Pro นอกจากนี้ไดต้รวจหาระดบัการแสดงออกของโปรตนี HDAC6 ในเซลล ์ HCK1T 
tet/on system เช่นกนัเพื่อยนืยนัผลการทดลองทีโ่ปรตนี E6 มผีลต่อการแสดงออกของ HDAC6 ซึง่
พบว่าในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 proototype มรีะดบัการแสดงออก
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ของโปรตนี HDAC6 สงูกว่าในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 As variant ดงั
แสดงในรปูท่ี 23  
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รปูท่ี 22 ระดบัการแสดงออกของ HDAC6 ในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 (HPV16 
prototype) เซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6D25E (HPV16 As variant) และ เซลล ์ control 
(CLXSN) โดบมเีซลล ์HeLa เป็น positive control  
 

 

A 

B 
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รปูท่ี 23 ระดบัการแสดงออกของ HDAC6 ในเซลล ์ HCK1T tet/on ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี 
E6Pro (E6NSD), เซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 และโปรตนี E7 ของเชือ้ HPV16 prototype 
(16E6E7), เซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant (E6D25E), 
เซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 As variant และโปรตนี E7 ของเชือ้ HPV16 
prototype (E6D25EE7) เซลล ์control (pEGFP) และเซลล ์Hela และ Caski เป็น positive control 
 
 
4.11 กำรศึกษำรปูแบบกำรแสดงออกของโปรตีนในเซลลท่ี์มีกำรแสดงออกของโปรตีน 
E6D25E ของเช้ือ HPV16 As variant 
 
          การศกึษานี้เพื่อตอ้งการทราบลกัษณะการแสดงออกของโปรตนีในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ
โปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant โดยเกบ็เซลลด์งักล่าวที ่p25 มาสกดัโปรตนี แลว้น าไป
แยกดว้ยการท า 2 D gel electrophoresis ท าการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซ ้า ผลการทดลองทัง้ 2 กลุ่ม 
พบจดุโปรตนีเฉลีย่ประมาณ 300-320 จดุดงั แสดงในรปูท่ี 24 หลงัจากท าการวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม 
ImageMaster 2D Platinum 7 และทดสอบทางสถติดิว้ยวธิ ีone way ANOVA พบจดุโปรตนีทัง้หมด 
9 จดุทีม่คีวามแตกต่างระหว่างเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6D25E เชือ้ HPV16 As variant 
และเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6Pro เชือ้ HPV16 prototype ตารางที ่ 2 แสดงจดุโปรตนี
ทัง้หมดทีม่กีารแสดงออกทีแ่ตกต่างอยา่งมนียัส าคญั รวมทัง้ชือ้จดุโปรตนีทัง้หมด โดยพบว่า มโีปรตนี 
4 ชนิด ทีม่กีารแสดงออกมากกว่า 1.5 เท่า ไดแ้ก่ keratintype II, tumor rejection antigen (gp), 
actin และ keratin 7  
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รปูท่ี 24 แสดงรปูแบบการแสดงออกของโปรตนีในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6Pro เชือ้ 
HPV16 prototype (A) และเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6D25E เชือ้ HPV16 As variant (B) 
ดว้ยวธิ ี2D gel 
 

 

ตำรำงท่ี  2   Protein identified in E6D25E and E6Pro expressing HCK1T by LC MS/MS and 

MASCOT software.  

 

Spot 

No. 
Protein name 

ID. 

number 
Fold pI Score Match 

P-

value 

123 Keratin type II gi908801 1.67 8.09 922 21 0.001 

33 Lamin-B1 isoform 1 gi5031877 1.25 5.11 753 18 0.015 

216 

Tumor rejection 

antigen (gp96) 1 

variant 

gi6208864

8 
2.13 5.08 772 19 0.026 

147 Actin, cytoplasmic1 gi4501885 1.61 5.29 175 7 0.028 

69 
Glutathione S-

transferase 
gi2204207 1.37 5.43 871 26 0.033 

28 Keratin type II gi908801 1.16 8.09 897 16 0.040 

139 MTHSP75 gi292059 1.16 5.97 112 3 0.040 

203 Annexin A8 
gi4925700

4 
1.33 5.56 284 8 0.041 

114 Keratin 7 
gi1280372

7 
1.57 5.42 1705 42 0.047 
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5. สรปุผลกำรวิจยั 
 
     การวจิยันี้ได้มวีตัถุประสงค์เพื่อศึกษาคุณสมบตัิและความสามารถในการก่อโรคมะเรง็ของ 
E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant โดยเปรยีบเทยีบกบั E6Pro ของเชือ้ HPV16 prototype ซึง่
ประกอบดว้ยการทดสอบความสามารถในการเพิม่จ านวนของเซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ ความสามารถในการ
ย่อยสลายโปรตนี p53 และความสามารถในการยบัยัง้การแสดงออกของจนีในระบบภูมคิุ้มกนัของ
เซลล ์โดยท าการสรา้ง retrovirus vectors และ lentivirus vectors ทีม่จีนี E6 แบบต่างๆ ตามทีไ่ด้
กล่าวไว้ในขัน้ตอนการทดลอง จากนัน้ท าการสร้างเซลล์ HCK1T และ HFK ให้มกีารติดเชื้อ 
retroviruses และเซลล ์HCK1T tet/on system ใหม้กีารตดิเชือ้ lentiviruses แลว้ท าการตรวจยนืยนั
ผลการทดลองว่าเซลลท์ัง้หมดนัน้หลงัจากตดิเชือ้ไวรสัแลว้มกีารแสดงออกของโปรตนี E6 จรงิ ดว้ย
วธิ ีWestern blot assay จากนัน้น าเซลล์ HCK1T และ HFK ที่ท าการตดิเชือ้ retroviruses มา
ทดสอบความสามารถในการเพิม่จ านวนโดยท าการเลีย้งเซลลเ์ป็นเวลานาน 3-4 เดอืน แลว้ค านวนหา
ค่า PDs ของแต่ละเซลล ์พบว่าค่า PDs ของแต่ละเซลลท์ีม่จีนี E6 นัน้ไม่แตกต่างกนั โดยมคี่า PDs 
อยูใ่นช่วง 28-30 ยกเวน้ในเซลล ์control ทีม่คี่า PDs เท่ากบั 18 ในการศกึษานี้สรุปว่าความสามารถ
ในการเพิม่จ านวนเซลลข์อง E6 ของเชือ้ HPV16 As variant ไม่แตกต่างจากความสามารถในการ
เพิม่จ านวนเซลลข์อง E6 ของเชือ้ HPV16 As variant จากนัน้ทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย
โปรตนี p53 ซึง่เป็นหน้าทีท่ีส่ าคญัอกีอยา่งหนึ่งของโปรตนี E6 โดยท าการตรวจหาการแสดงออกของ
โปรตนี p53 และ ปรตนี p21 ในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 แบบต่างๆ ดว้ยวธิ ีwestern 
blot assay พบว่า การแสดงออกของโปรตนี p53 ในเซลลท์ีม่ ีE6 ของเชือ้ HPV16 As variant ลดลง
แต่ไม่แตกต่างอย่างมนีัยส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบัการแสดงออกของโปรตีน p53 ในเซลล์ที่ม ีE6 
ของเชือ้ HPV16 prototype ดงันัน้เพื่อยนืยนัผลการทดลองทีไ่ด ้จงึท าการทดลองเพิม่เตมิ โดยชกัน า
ใหเ้ซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 แบบต่างๆ มกีารแสดงออกของโปรตนี p53 เพิม่ขึน้โดยการ
เตมิ actinomycin D และการฉายรงัส ีผลการทดลองของทัง้ 2 วธิ ีพบว่าการแสดงออกของโปรตนี 
p53 ในแต่ละเซลลไ์ม่มคีวามแตกต่างกนั การทดลองนี้สรุปไดว้่าโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 As 
variant มคีวามสามารถในการย่อยสลายโปรตนี p53 ไดไ้ม่แตกต่างกนั ดงันัน้โปรตนี E6 ของเชื้อ
HPV16 As variant มคีุณสมบตัใินการก่อมะเรง็ได้ไม่แตกต่างจากโปรตนี E6 ของเชื้อ HPV16 
prototype   
     การทดลองการวดัการแสดงออกของจนีในระบบภูมคิุ้มแบบ innate immunity โดยพบการ
ลดลงอยา่งมนียัส าคญัของ IRF-1 และ IRF-7 ในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6D25E ของเชือ้ 
HPV16 As variant และพบว่า IRF-3 มกีารลดลงอย่างมนีัยส าคญัในเซลล์ทีม่กีารแสดงออกของ
โปรตนี E6Pro ของเชือ้ HPV16 prototype นอกจากนี้การแสดงออกของ IFN-α และ IFN-β ซึง่เป็น  
down stream signaling proteins ของ IRFs พบว่ามกีารลดลงอย่างมนีัยส าคญัในเซลลท์ีม่กีาร
แสดงออกของโปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant  
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    การศกึษาผลของโปรตนี E6 ต่อการกระตุ้นการแสดงออกของ miR-21 การทดลองนี้แสดงให้
เหน็ว่าสารคัด่หลัง่จากเซลลบ์รเิวณที่มกีารตดิเชือ้ HPV มผีลต่อการท างานของโปรตนี E6 และยงั
ส่งผลต่อการเปลีย่นแปลงระดบัการแสดงออกของ miR-21 ดว้ย แต่อย่างไรกต็าม E6D25E ของเชือ้ 
HPV16 As variant และ E6Pro ของเชือ้ HPV16 prototype กส็ามารถกระตุ้นการแสดงออกของ 
miR-21 ได้แตกต่างกนัด้วย ข้อมูลที่ได้นี้อาจเป็นส่วนหนึ่งที่เกี่ยวขอ้งกบัความแตกต่างในการก่อ
มะเรง็ระหว่าง HPV16 As variant และ HPV16 prototype นอกจากนี้ในการศกึษาครัง้นี้ยงัพบว่า
โปรตนี E6 มผีลต่อการแสดงออกของ HDAC6 ดว้ย โดยพบว่าในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ E6Pro 
ของเชือ้ HPV16 prototype มรีะดบัการแสดงออกของ HDAC6 สงูมากอย่างมนีัยส าคญัเมื่อเทยีบกบั
เซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าการแสดงออกที่
เพิม่ขึน้ของ HDAC6 มคีวามเกี่ยวขอ้งกบัเชือ้ HPV16 และอาจเป็นอกีหนึ่งปัจจยัทีส่่งเสรมิใหเ้ซลลท์ี่
ตดิเชือ้มกีารพฒันาไปเป็นมะเรง็   
    การศกึษาหารปูแบบการแสดงออกของโปรตนีในเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6D25E 
ของเชื้อ HPV16 As variant เปรยีบเทยีบกบัรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์ที่มกีาร
แสดงออกของโปรตนี E6Pro ของเชือ้ HPV16 prototype ผลการทดลองนี้ พบจุดโปรตนีทัง้หมด 9 
จุด ที่มคีวามความเขม้ของแบนแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั (p<0.05) และม ี 4 จุดโปรตนี มกีาร
แสดงออกมากกว่า 1.5 เท่า ไดแ้ก่ โปรตนี keratintype II, tumor rejection antigen, actin และ 
keratin 7 โดยที่ keratintype II, actin และ keratin 7  เป็นโปรตนีที่เป็นส่วนประกอบของ 
cytoskeleton ซึง่ท าหน้าทีใ่นการรกัษาสภาพโครงสรา้งของเซลล ์
    การศกึษารูปแบบการแสดงออกของโปรตนีในเซลล์ที่มกีารแสดงออกของโปรตนี E6D25E 
ของเชื้อ HPV16 As variant เปรยีบเทยีบกบัรูปแบบการแสดงออกของโปรตนีในเซลล์ที่มกีาร
แสดงออกของโปรตนี E6Pro ของเชือ้ HPV16 prototype พบจุดโปรตนีทัง้หมด 11 จุด ที่มกีาร
แสดงออกทีแ่ตกต่างกนัอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ   
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6. บทวิจำรณ์  
 
     การศกึษาก่อนหน้านี้ของกลุ่มผู้วจิยัเองพบว่า HPV16 As variant ถูกพบมากที่สุดใน
เซลลม์ะเรง็ปากมดลูกและพบว่ามคีวามสมัพนัธใ์นการพฒันาของมะเรง็ปากมดลูก [40, 43] และเป็น
ที่ทราบกนัแล้วว่า HPV16 gene variation เป็นอีกหนึ่งปัจจยัเสี่ยงในการเกดิการตดิเชื้อแบบ 
persistence ที่มคีวามส าคญัต่อการพฒันาไปเป็นมะเรง็ปากมดลูก [42, 45-47] ดงันัน้ การศกึษา
หน้าทีแ่ละการท างานของโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 variant จงึไดร้บัการศกึษาและเผยแพร่ออกมา
มากขึน้ เนื่องจาก E6 มคีุณสมบตัเิป็น oncoprotein มคีุณสมบตัทิ าใหเ้กดิ cell transformation และ
สามารถจบัและท าลายโปรตนีของโฮสต์ที่ท าหน้าที่ในหลายๆระบบได้ อย่างไรก็ตามการศกึษาการ
ท างานของ E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant ยงัมขีอ้มลูของการศกึษาน้อย ดงันัน้ในการศกึษานี้
จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาคุณสมบตัใินการก่อมะเรง็ของ E6D25E  ของเชือ้ HPV16 As variant ใน
เซลล ์HCK1T จากผลการทดลองพบว่า การเพิม่จ านวนเซลลข์องเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของโปรตนี 
E6D25E ของเชือ้ HPV16 As และ E6Pro  ของเชือ้ HPV16 prototype มลีกัษณะเหมอืนกนั ผลทีไ่ด้
นี้ไม่แตกต่างจากความสามารถในการย่อยสลายโปรตนี p53 ซึง่พบว่าโปรตนี E6D25E และ E6Pro  
มคีวามสามารถในการย่อยสลายโปรตีน p53 ได้ ไม่แตกต่างกัน ในการทดสอบถึงผลต่อการ
แสดงออกของจนีในระบบภูมคิุม้กนันัน้ พบว่า E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant สามารถยบัยัง้
การแสดงออกของ mRNA ของ IRF-1 และ IRF-7 ได ้ซึง่สอดคลอ้งการการแสดงออกของ IFNα และ 
IFNβ ลดลง การศกึษานี้ยงัพบว่า E6 ของ HPV มผีลต่อการเปลีย่นแปลง epigenetic โดยกระตุ้นใหม้ี
การแสดงออกของ miR-21 และ HDAC6 ไดใ้นระดบัแตกต่างกนั โดยที ่E6D25E จะสามารถกระตุ้น 
miR-21 ไดด้กีว่า E6Pro ขณะทีไ่ม่มผีลต่อการแสดงออกทีเ่พิม่ขึน้ของ HDAC6 ซึง่ต่างจาก E6Pro 
นอกจานี้ในการศกึษาครัง้นี้ยงัไดแ้สดงรปูแบบการแสดงออกของโปรตนีในเซลลท์ี่มกีารแสดงออกของ 
E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant เปรยีบเทยีบกบัรปูแบบการแสดงออกของโปรตนีในเซลลท์ีม่ ี
การแสดงออกของ E6 ของเชื้อ HPV16 prototype โดยพบจุดโปรตนีทัง้หมด 11 จุด ที่มกีาร
แสดงออกของทีแ่ตกต่างกนัอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ
    คุณสมบัติที่ส าคัญอย่างหนึ่ งของเซลล์ที่จะพัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็ง  คือ เกิด cell 
immortalization ซึ่ง สาเหตุของการติดเชื้อ HPV16 ในการเกิดมะเรง็ปากมดลูก โดยเกดิจากการ
ท างานของโปรตนี E6 และ E7 ซึง่มหีน้าทีท่ีส่ าคญัคอื ย่อยสลายโปรตนี p53 และยบัยัง้การท างาน
ของโปรตนี pRb ตามล าดบั อย่างไรกต็ามโปรตนี E7 เพยีงชนิดเดยีวพบว่าสามารถชกัน าใหเ้ซลล์
เกดิ immortal ได ้แต่คุณสมบตัดิงักล่าวนี้โปรตนี E6 เพยีงชนิดเดยีวมผีูร้ายงานว่าไม่สามารถท าได้
จะต้องอาศยัหน้าที่ของโปรตนี E7 ร่วมดว้ยจงึจะเหนี่ยวน าท าใหเ้ซลล์เกดิ immortal ได ้[48, 49] 
งานวจิยันี้ต้องการทราบการท างานของ E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant ต่อการเพิม่จ านวน
ของเซลล ์HCK1T และ HFK ซึง่เซลล ์HCK1T นัน้ท าการตดิเชือ้เฉพาะจนี E6 ส่วนเซลล ์HFK ต้อง
ท าการตดิเชือ้ทัง้ E6 และ E7 เนื่องจากคุณสมบตัขิอง primary cells ไม่สามารถทีจ่ะเลี้ยงไดเ้ป็น
เวลานานและตามทีก่ล่าวมาเนื่องจากมรีายงานว่าการแสดงอองของ E6 อยา่งเดยีวไม่เพยีงพอทีจ่ะท า
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ใหเ้ซลลก์ลายเป็น immortal ได ้ผลการศกึษาพบว่า เซลลท์ัง้สองชนิดมผีลการทดลองไม่แตกต่างกนั 
คอืมกีารเพิม่จ านวนเซลล์ไดอ้ย่างต่อเนื่อง ม ีPD เท่ากนัทัง้ในภาวะทีม่โีปรตนี E6 อย่างเดยีวหรอืใน
เซลล์ทีม่โีปรตนี E6 และ E7 อย่างไรก็ตามในการศกึษาก่อนหน้านี้ของ Ricard และคณะ (2010) 
เปรยีบเทยีบความสามารถของ E6 variations ร่วมกบั E7 ในการเพิม่ช่วงชวีติของเซลล ์immortal 
keratinocyte ซึง่พบว่าโปรตนี E6 ของ HPV16 AA variant มคีวามสามารถในการเจรญิเตบิโตไวกว่า 
E6Pro แต่ผลในการย่อยสลายโปรตีน p53 นัน้ไม่แตกต่างกนั [50] นอกจากนี้ในการศกึษาของ 
Sichero และคณะ (2012) เปรยีบเทยีบคุณสมบตัใินการเพิม่ช่วงชวีติของเซลลโ์ดยโปรตนีทีไ่ดจ้าก 
HPV16 E6 variants ชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ AA, E-P และ E-350G พบว่า E-P ทีถู่กแสดงออกในเซลล ์
keratinocyte มปีระสทิธภิาพน้อยสุดในการกระตุ้นเจรญิเตบิโตและเพิม่จ านวนของเซลล์ [51] จาก
การศกึษาของ Niccoli และคณะ (2012) ท าการเปรยีบเทยีบการท างานของโปรตนี E6 เพยีงชนิด
เดยีวในการชกัน าให้เซลล์กลายเป็น immortal และโปรตีน E6 ของ HPV16 AA variant มี
ความสามารถในการในกการท าใหเ้ซลลก์ลายเป็น immortal ไดด้กีว่า E6Pro [52] ซึง่แตกต่างจากผล
การศึกษาของผู้วจิยันี้ที่พบว่าประสทิธภิาพในการเพิม่จ านวนและการเจรญิเติบระหว่าง E6D25E 
ของเชือ้ HPV16 As variant กบั prototype ไมแ่ตกต่างกนั 
    การศกึษาหน้าทีก่ารท างานของโปรตนี E6 variant ส่วนใหญ่มรีายงานการศกึษาในกลุ่มที่
เป็น European variant เนื่องจากพบมากในแถวยุโรป เช่น โปรตนี E6 L83V ของ European 
variant พบว่าจะสามารถส่งเสรมิการท างานของ MAPK signaling และ Ras activity นอกจากนี้ยงั
ยบัยัง้ Notch1 signal ไดด้กีว่า E6 prototype [37] และส าหรบัการย่อยสลายโปรตนี p53 เป็นหน้าที่
ส าคญัอย่างหนึ่งของโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 คุณสมบตันิี้ของ E6 ไดม้กีารทดสอบเปรยีบเทยีบ
กนัในระหว่าง E6 variants ต่างๆ ทัง้การทดลองแบบ transfection assay และ stable transduction 
assay ในการทดลองโดย Lichtig และคณะ (2006) ไดเ้ปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการท างานของ
โปรตนี E6 variants ทัง้หมดจาก 10 variants เช่น ศกึษาการย่อยสลายโปรตนี p53, โปรตนี Bax ซึง่
ท าการทดลองแบบ transient transfection [53] และจากนัน้ในปี 2007 Asadurian และคณะ ไดน้ า 
E6 variants เหล่านี้ไปทดลองคุณสมบตัใินการก่อมะเรง็ในเซลล ์HFK [54] ซึง่ E6 variants ส่วนใหญ่
สามารถยบัยับ้และย่อยสลายโปรตีน p53 ได้ด ีในการทดลองศึกษาประสทิธภิาพในการย่อยสลาย 
p53 ดว้ย E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant โดยเปรยีบเทยีบกบั E6 L83V ของเชือ้ HPV16 
European variant ใน expressing cell lines ซึง่พบความสามารถในการย่อยสลาย p53 ของทัง้สอง 
variant ไมม่คีวามแตกต่างกนั เช่นเดยีวกบัผลการตรวจวดั p21 CIP/WAF1 พบว่ามกีารลดลงและไม่
ต่างกนัในทัง้ 2 เซลล ์[55] และจากผลการศกึษาของ Hand และคณะ (2014) พบว่า E6D25E ของ
เชือ้ HPV16 As variant สามารถยอ่ยสลายโปรตนี p53 ไดด้แีละไม่แตกต่างจาก E6 ของเชือ้ HPV16 
prototype [56] สอดคลอ้งกบัผลการศกึษาของทางผูว้จิยันี้ที่พบว่า E6D25E ของเชือ้ HPV16 As 
variant กบั prototype มคีวามสามารถในการยอ่ยสลายโปรตนี p53 ไดด้เีหมอืนกนั 
    ระบบภูมคิุม้กนัแบบ innate immunity เป็นด่านแรกในการทีจ่ะป้องกนัการตดิเชือ้ไวรสั [57] 
และ IFN type I ไดแ้ก่ IFN-α และ IFN-β จะเป็นตวัแรกทีถู่กกระตุน้ภายหลงัจากการตดิเชือ้ดว้ยไวรสั 
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โดยหน้าทีข่องมนัคอืจะไปขดัขวางการ replication และ การเพิม่จ านวนของไวรสัในเซลลท์ีถู่กตดิเชือ้ 
(57) และยบัยัง้การเพิม่จ านวนของเซลล ์(Ref 58?…)  IRFs จงึมบีทบาทส าคญัมากเนื่องจากโปรตนี
กลุ่มนี้จะท างานกระตุน้ใหม้กีารสรา้งหรอืหลัง่ IFN type I ออกมา จากการศกึษาทีผ่่านมาพบว่า เซลล์
ทีถู่กตดิเชือ้ HPV โปรตนี E6 และ E7 จะมคีุณสมบตัเิกีย่วขอ้งในระบบภูมคิุม้กนัโดยไปขดัขวางสรา้ง 
IFN type I [15, 17, 18, 20] 
      IRF-1 เป็นสมาชกิตวัแรกของกลุ่ม IRFs มหีน้าทีเ่ป็น transcription factor ซึง่จะไปจบักบั 
IFN-β promoter และควบคุมการ transcription ของจนีทีเ่กี่ยวกบัการต่อต้านการตดิเชือ้ดว้ยไวรสั 
รวมทัง้มหีน้าทีใ่น immonumodulation, antiproliferation and stimulation of cell apoptosis [58] 
จากการศกึษาทีผ่่านมาทราบว่า HR-HPV E7 สามารถจบักบั IRF-1 และยบัยัง้การ transactivation 
ของ IRF-1 ซึง่คาดว่า HR-HPV E7 สามารถขดัขวางการกระตุ้น IFN type I signnalling [17] IRF-3 
และ IRF-7 เป็น transcription factor ทีม่บีทบาทส าคญัในการควบคุมการแสดงออกของ IFN type I 
โดย IRF-3 มกีารแสดงออกและพบไดใ้นเซลล์ทุกชนิด?? และจะถูกกระตุ้นใหม้กีารแสดงออกในกรณี
การตดิเชื้อดว้ยไวรสั เมื่อโปรตนี IRF-3 ถูกเตมิหมู่ฟอสเฟสท าให้มรีูปร่างเปลี่ยนแปลงไปส่งผลให ้
IRF-3 จบักันเอง หรอืจบักบัโปรตีนตวัอื่นได้ หลงัจากจบักันแล้วก็จะเกิด complex molecule 
เคลื่อนทีเ่ขา้ไปยงันิวเคลยีสแลว้ไปจบักบั promoter และกระตุ้นการแสดงออกของ IFN type I ส่วน 
IRF-7 จะคล้ายกบั IRF-3 มาก มกีารแสดงออกในระดบัค่อนข้างต ่าในเซลลท์ัว่ไป การท างานของ 
IRF-7 กค็ลา้ยกบั IRF-3 โดยจะกรุต้นผ่านทาง TLRs เพื่อกระตุ้นใหม้กีารสรา้ง IFN type I [59] นอก
การนี้ยงัพบว่า IRF-7 เกี่ยวขอ้งกบัการ switching ของ EBV latency type โดย EBV latent 
membrane protein 1(LMP-1) สามารถควบคุมการแสดงออกและกระตุ้นการถูกเตมิหมู่ฟอสเฟตของ 
IRF-7 ดว้ย [60] และ IRF-7 ยงัมคีุณสมบตัใินการก่อมะเรง็ไดด้ว้ยโดยร่วมกบั LMP-1 ในขัน้ตอนการ
กระตุ้นใหเ้ซลล์ transformation [61] อย่างไรกต็ามมกีารทดลอง knock-out จนี IRF-7 ในหนู mice 
ออก พบว่า IRF-7 จ าเป็นต่อการสรา้ง IFN type I ผ่านทางการตดิเชื้อดว้ยไวรสั และ MyD88-
independent signaling pathway เหมอืนกบั TLR-activated MyD88-dependent pathway [62, 63] 
จากผลการทดลองของผู้วจิยัพบว่าระดบั mRNA ของ IRF-1, IRF-3 และ IRF-7 ในเซลล์ที่มกีาร
แสดงออกของโปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant ลดลงอย่างมนีัยส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบ
กบัเซลล์ control และระดบั mRNA ของ IRF-1 และ IRF-7 ในเซลล์ที่มกีารแสดงออกของโปรตนี 
E6D25E ของเชื้อ HPV16 As variant ลดลงอย่างมนีัยส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบัเซลล์ที่มกีาร
แสดงออกของโปรตนี E6Pro แสดงว่า E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant มผีลต่อระดบัการ
แสดงออกของจนีในระบบภูมคิุม้แบบ innate immunity ผลดงักล่าวอาจเป็นปัจจยัหนึ่งทีส่่งเสรมิให้
ไวรสัสามารถอยู่รอดชวีติภายในร่างกายได้หรอือาจจะช่วยให้ไวรสัมกีารติดเชื้อแบบ persistence 
เกดิขึน้ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพซึง่เป็นปัจจยัทีส่ าคญัในการเกดิมะเรง็ต่อไป  
         miR-21 ถูกพบว่ามกีารแสดงออกสูงมากในมะเรง็หลายชนิด รวมทัง้มะเรง็ปากมดลูกด้วย 
แต่ขอ้มลูความสมัพนัธร์ะหว่าง HR-HPV กบั miR-21 นัน้พบน้อย ในการศกึษานี้จงึต้องการศกึษาผล
ของโปรตนี E6 ต่อการแสดงออกของ miR-21 จากการทดลองพบว่า E6D25E ของเชือ้ HPV16 As 
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variant มผีลต่อการกระตุ้นการแสดงออกของ miR-21 ไดสู้งกว่าโปรตนี E6Pro จากขอ้มลูการเพิม่
สูงขึน้ของ miR-21 นี้สอดคลอ้งกบัการลดระดบัการแสดงออกของ PDCD4 ซึง่เป็นโปรตนีเป้าหมาย
ของ miR-21 และเป็นการยนืยนัผลการทดลองทีไ่ดว้่า E6 มผีลต่อการกระตุ้นแสดงออกของ miR-21 
ท าให ้PDCD4 ลดการแสดงออกลง ซึง่ผลการศกึษาก่อนหน้านี้พบว่าเมื่อมกีารแสดงออกของ miR-
21 ในระดบัสูงท าใหก้ารแสดงออกของ PDCD4 ลดลง ส่งผลใหม้กีารแสดงออกของ interleukin (IL)-
10 เพิม่ขึน้และไปลด activity ของ NF-B activity [64] และจากการศกึษาของ Yoa และคณะ (2011) 
พบว่าการแสดงออกของ miR-21 ไวต่อการกระตุ้นดว้ย TGF-β และ complete medium [65] ซึ่ง
สอดคล้องกบัผลการทดลองของผู้วจิยัที่พบว่า miR-21 มกีารแสดงออกสูงขึ้น เมื่อเซลล์ที่มกีาร
แสดงออกของโปรตนี E6 ทัง้ E6D25E และ E6Pro ถูก treat ดว้ย CM-HeLa จากขอ้มลูทีไ่ดน้ี้ การ
ควบคุมการแสดงออกของ miR-21 ไม่ไดข้ึน้กบั E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant เท่านัน้ ยงัมี
ปัจจยัอื่นซึง่เป็นสารคดัหลัง่บรเิวณโดยรอบทีม่กีารตดิเชือ้ HPV รว่มดว้ย     
       เนื่องจาก HDAC6 เป็นโปรตนีที่มบีทบาทส าคญัในหลายๆ ขบวนการของเซลล์ เช่น cell 
migration, cell proliferation and death, immune response, transcription และ protein 
degradation [66] ดงันัน้จงึพบการ overexpreesion ของ HDAC6 ในมะเรง็หลายชนิด เช่น พบการ
เพิ่มขึ้นของ HDAC6 ในเซลล์ MCF-7 และยงัพบว่าเป็นจนีที่ควบคุม estrogen ด้วย ซึ่งมี
ความสมัพนัธ์กบัการเกิด metastasis ในมะเรง็เต้านม [67] นอกจากนี้ยงัพบการ overexpression 
ของ HDAC6 ใน oral squamous cell lines และมคีวามสมัพนัธก์บัระดบัความรุนแรงของมะเรง็ [68] 
ส่วนใน ovarian cancer cell line และ tissues พบการ overexpression ของ HDAC6 เช่นกนัและยงั
เกี่ยวขอ้งกบั cell motility and migration [69] แต่บทบาทของ HDAC6 ในมะเรง็ปากมดลูก ยงัไม่มี
การรายงาน แต่มรีายงานการศกึษาเกี่ยวกบัโปรตนี E7 ของ HPV31 สามารถจบักบั HDACs class I 
ช่วยเพิม่ life span ของ keratinocyte และรกัษาจโีนมของไวรสัดว้ย (121) การศกึษาครัง้นี้พบว่า
โปรตนี E6Pro ของเชือ้ HPV16 prototype มคีวามเกี่ยวขอ้งกบัการเพิม่สูงขึน้ของ HDAC6 ซึ่ง
แตกต่างจากผลของโปรตนี E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant ทีพ่บการแสดงออกของ HDAC6 
ในระดบัต ่าๆ จากผลการศกึษานี้อาจส่งผลต่อความรุนแรงในการก่อมะเรง็ปากมดลูกที่แตกต่างกนั
ของโปรตนี E6 ได ้
       การศกึษารูปแบบการแสดงออกของจนีและโปรตีนในเซลล์ที่มกีารแสดงออกของ E6D25E 
ของเชือ้ HPV16 As variant นัน้พบว่ามกีารศกึษาค่อนขา้งน้อยมาก ท าใหม้ขีอ้มลูในจุดนี้น้อยมาก 
อย่างไรก็ตามมผีลการวจิยัของ Jang และคณะ (2011) ศึกษารูปแบบการแสดงออกของจนีใน
เซลลม์ะเรง็ปากมดลูก C33A (ไม่มกีารตดิเชื้อ HPV) ทีถู่ก transfect ดว้ย gene E6As ของเชื้อ 
HPV16 As variant เขา้ไป เปรยีบเทยีบกบัเซลล ์C33A ทีถู่ก transfect ดว้ย gene E6 ของเชือ้ 
HPV16 As prototype จากผลการศกึษาพบทัง้หมด 211 จนี ทีม่กีารแสดงออกเพิม่สูงขึน้และลดลง
แตกต่างจากจนีควบคุมอย่างน้อย 1.5 เท่า อย่างมนีัยส าคญั พบว่าในเซลล์ C33A ทีถู่ก transfect 
ดว้ย gene E6As ของเชือ้ HPV16 As variant มจีนีทีม่กีารแสดงออกทีแ่ตกต่างกนัทัง้หมด 14 จนี 
เมื่อเปรยีบเทยีบกบัเซลล ์C33A ทีถู่ก transfect ดว้ย gene E6 ของเชือ้ HPV16 prototype โดยแบ่ง
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ออกเป็น 9 จนี พบว่ามกีารแสดงออกลดลง ไดแ้ก่ ZMZ1, RPL23, MAPK4, RPL31, RARS, 
LAMB3, HSPA14, AIFM2, IFRD1 และ 5 จนี มกีารแสดงออกเพิม่ขึน้ ไดแ้ก่ UBC, RPS9, HLA-A,-
B, ROCK2 ซึง่ AIFM2, RPL23 และ ROCK2 ทีถู่กบ่งชีว้่ามคีวามเกี่ยวขอ้งในการก่อมะเรง็ของ 
E6D25E ของเชือ้ HPV16 As variant [41] ส าหรบัการศกึษาดา้นรปูแบบการแสดงออกของโปรตนี 
พบการศึกษาของ Richard และคณะ (2010) ทดลองเปรยีบเทียบความสามารถในการ 
immortalization การ transformation  และศกึษารปูแบบการแสดงออกของโปรตนีในเซลลท์ีม่กีาร
แสดงออกของโปรตนี E6 ของเชือ้ HPV16 AA variant กบัเซลล์ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี E6 
ของเชือ้ HPV16 prototype การทดลองนี้ พบโปรตนีทัง้หมด 13 ตวั ทีส่ามารถบ่งชี ้ไดแ้ก่ YWHAZ, 
SET, RAB30, PARK7, PGM2, MDH1, TKT, FUBP1, AKR1C1, IDH2, PKM2, GAPDH [50] จาก
ผลการศกึษาของผูว้จิยัพบจ านวนจุดโปรตนีมมีกีารแสดงออกทีแ่ตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญั ทัง้หมด 
9 จดุโปรตนี และม ี4 จดุโปรตนีทีม่กีารแสดงออกมากกว่า 1.5 เท่า โดยม ีโปรตนี 3 ตวั เป็นโปรตนีที่
มหีน้าทีเ่กี่ยวกบัการรกัษาสภาพของโครงสรา้งของเซลล ์และอกีหนึ่งจุดโปรตนีมหีน้าทีเ่กี่ยวขอ้งกบั
ระบบภมูคิุม้กนัของรา่งกาย 
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GENERATION OF CANINE KERATINOCYTE CELL LINES HARBOURING CANINE PAPILLOMAVIUS DNA
C Lange, University of Zurich, Zurich, SWITZERLAND
K Tobler, Univerity of Zurich, Zurich, Switzerland
M Ackermann, Univerity of Zurich, Zurich, Switzerland
F Guscetti, Univerity of Zurich, Zurich, Switzerland
E Müller, Univerity of Berne, Berne, Switzerland
E Vetsch, Univerity of Zurich, Zurich, Switzerland
A Laimbacher, Univerity of Zurich, Zurich, Switzerland
C Favrot, Univerity of Zurich, Zurich, Switzerland

Background: Papillomaviruses induce a wide range of clinical changes ranging from asymptomatic infection, 
benign warts, pigmented plaques to in situ and invasive squamous cell carcinomas. In dogs, eight distinct canine 
papillomaviruses (CPVs) were described. Some of them such as CPV1, are primarily associated with benign changes, 
while others, such as CPV3 were also found associated with squamous cell carcinomas.
Objectives: The goal of this study was to generate canine keratinocyte cell lines harbouring the DNA of CPVs to 
study the effects of the mimicked viral infections in cell culture.
Methods: For this purpose plasmids containing a green fluorescent protein marker gene, a herpesvirus origin of 
replication, DNA packaging signal, and the late gene deprived genomes of CPV1, CPV3 or CPV5 were constructed. 
The heterologous DNAs were packaged into herpesvirus virions and administered to canine keratinocyte cultures. 
Transduced cells were subsequently sorted and cultivated. 
Results: PCR and RT-PCR were regularly carried out to check for presence and transcription of viral genes. 
Transcription could constantly be shown throughout 105 passages. After 43 and 105 passages cells were allowed 
to differentiate in raft cultures in order to study the morphological features of the epidermis and to carry out 
immunohistochemistry for cell multiplication (ki67), apoptosis (lamin 1), and cell differentiation (loricrin).
While no changes were observed after 43 passages, lamin 1 and ki67 expression were increased in CPV DNA 
carrying cells after 105 passages. Furthermore morphological changes such as swollen keratinocytes and clumped 
keratohyalin granules were observed. 
Conclusions: In conclusion, stable keratinocytes cultures were established which can be used to study the 
transforming potential of CPV1, CPV3, and CPV5.
Declaration of interest
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P-24.32
UP-REGULATION OF MIR-21 EXPRESSION INDUCED BY HPV16AS E6
P Chopjitt, Khon Kaen University, Khon Kaen, THAILAND
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T Ekalaksananan, Khon Kaen University, Khon Kaen, THAILAND
B Kongyingyoes, Khon Kaen University, Khon Kaen, THAILAND
N Charoensri, Khon Kaen University, Khon Kaen, THAILAND

Background: Persistent high risk HPV infection and HPV variants are associated with increased risk of cervical cancer. 
In Asian women, HPV16 Asian variant (HPV16As) exhibits a higher risk than HPV16 European. Nucleotide variations 
in E6 oncogene of the variants are associated with increasing of viral persistence and disease progression. The 
variation in HPV16As E6 gene is important for p53 interaction and host immune surveillance. However, there is no 
information of HPV16As E6 oncogenic function.
Objectives: To investigate the HPV16As E6 oncogenic potential and compare with HPV16European E6. 
Methods: HPV16European and HPV16As E6 genes isolated from cervical cancer samples were inserted into 
pcDNA3.2 expression vector. After transfection of the constructed vectors into C33A cell line, the expressed E6 
proteins were evaluated for E6AP protein binding by immunoprecipitation assay. The oncogenic potential such as 
ability of p53 degradation, induction of telomerase enzyme and miR-21 were investigated by transfection of these 
vectors into the C33A cells. Western blot and quantitative real time PCR were performed at 24 h, 48 h and 72 h.
Results: All expressed E6 proteins showed E6AP protein binding activity and the HPV16As E6 could induce telomerase 
activity similar to the HPV16European E6. This result suggested that the HPV16As E6 still maintains carcinogenicity. 
Interestingly, the HPV16As E6 showed a higher ability to degrade p53 than the HPV16European E6 at different 
time points. In addition, the HPV16As E6 induced the miR-21 expression higher than the HPV16European E6 with 
significant difference (p<0.001). This up-regulation of miR-21 may support anti-apoptosis ability.
Conclusion: This study indicates that strong degradation of p53 by HPV16As E6 is correlated with up-regulation of 
miR-21 expression that may involve the induction of persistent infection and cancer progression. The regulatory 
mechanism of HPV16As E6 to miR-21 expression and p53 degradation should be further investigated. 
Declaration of interest
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miR-21 induction
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Abstract: Background: Human papillomavirus type 16 (HPV 16), which is the most prevalent HPV 

genotype, has well-documented DNA sequence variants that show different geographical 

distributions and different oncogenic potentials. In Asian women, HPV16 Asian variant 
(HPV16As) with E6-D25E is the most common risk associated with development of cervical 

cancer. MicroRNA 21 (miR-21) is identified as an oncomir and over-expressed in a wide 
variety of cancers including cervical cancer. The oncogenic role of miR-21 in the cellular 

processes is implied to anti-apoptosis with target network of p53. This study aimed to 

evaluate the oncogenic potential of E6-D25E HPV16As comparing with E6 of HPV16 
prototype by focusing on ability of p53 degradation. 

Methods: E6 gene of HPV16 prototype and HPV16As isolated from cervical cancer samples 

were inserted into pcDNA3.2 expression vector. After transfection of the constructed 
vectors into HPV negative C33A cell line, the expressed E6 proteins were detected by 

western blot and the E6 protein function was determined for E6 protein interaction with 
E6AP protein by immunoprecipitation assay. p53 degradation, induction of miR-21 and 

mRNA PTEN level were investigated by transfection of these vectors into the C33A cells 

and determined by western blot and quantitative real time PCR. The ability of p53 
degradation was evaluated in cyclohexamide treated C33A cell line. 

Results: All expressed E6 proteins showed E6AP protein binding activity. This result 

suggested that the E6 with D25E of HPV16As variant still maintains carcinogenicity similar 
with E6 prototype. Interestingly, lower level of p53 was observed in C33A transfected with 

E6-D25E gene and correlated with the ability of p53 degradation at 2 hr after transfection 
that showed � 50% more than E6 prototype. The E6-D25E also induced the miR-21 

expression higher than the E6 prototype with significant difference (p 

Conclusion: This study demonstrated that E6-D25E of HPV16As can elicit earlier p53 
degradation and higher up-regulation of miR-21 gene than E6 prototype and suggested 

that oncogenic potential of E6-D25E may involve in persistent infection and cervical cancer 

progression. 
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Abstract  

Human papillomaviruses 16 (HPV16) is the major risk of cervical carcinogenesis. An HPV16 

E6 oncogene sequence variation, E6D25E, is commonly found in cervical cancers among 

Asian population. This study aimed to compare the oncogenic properties of E6D25E with 

HPV16 E6 prototype (E6Pro) in human keratinocytes, physiological targets of HPV 

carcinogenesis. A human cervical keratinocyte cell line, HCK1T, immortalized with the 

catalytic subunit of human telomerase reverse transcriptase (hTERT) was tranduced with 

retroviruses containing various E6s. The biological and biochemical properties of E6D25E 

and those of E6Pro were analyzed in stable HCK1T cell lines expressing these E6s. The 

ability of E6 to target p53 for degradation as well as some other protein profile of the HCK1T 

cell lines were investigated using western blot, 2D PAGE, and mass spectrometry. The results 

showed that the HCK1T cells expressing E6D25E could promote cell proliferation with 

similar efficiency as E6Pro-expressing HCK1T cells. Both E6D25E and E6Pro showed the 

ability to target p53 for degradation and suppressed the induction of a p53-target gene, p21.  

Interestingly, the protein profiles of HCK1T expressing E6D25E in 2D PAGE showed that 

the intensities of 9 spots were significantly higher than that of HCK1T expressing E6Pro. 

Keratin 7, a marker for a discrete population of squamocolumnar junction cells was identified 

among those 9 proteins by mass spectrometry. In conclusion, E6D25E maintains the 

biological and biochemical properties similar to that of E6Pro, and produced different protein 

profile from E6Pro that may be associated with potentially higher oncogenic potential of 

HPV16 As variant. 

Keywords; E6Pro, E6D25E, HPV16 As variant, human cervical keratinocyte, protein profile. 

 

Introduction 

Persistent infection with high-risk human papillomaviruses (HR-HPVs) is required for 

development of cervical carcinomas [1].  Among those HR-HPVs, HPV16 is the most 

prevalent in invasive cervical cancers worldwide [2].  Viral genes E6 and E7 of HR-HPV 

play vital roles for carcinogenesis. The E6 oncoprotein promotes degradation of tumor 

suppressor p53, through forming ternary complexes with the E3 ubiquitin-ligase E6-

associated protein (E6AP).  This complexes lead to the ubiquitination of p53 and degradation 
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via a proteasome pathway.  The E7 oncoprotien interacts with and inactivates the tumor 

suppressor pRb family proteins, and  thus interrupts the interaction of pRb with E2Fs and 

promotes cell cycle progression [3]. 

The classification of HPV types is based on the nucleotide sequence of their L1 gene 

which differ more than 10% from known types. Difference between 2% to 10% is defined as 

a subtype and less than 2%  as a variant [4]. HPV16 variants have been classified into 4 

phylogenetic lineages according to different geographic regions such as European-Asian 

(EAs) including sublineages European (E) and Asian (As), African 1 (AFR1), African 2 

(AFR2) and North American/Asian-American (NA/AA) including the sublineages North 

American, Asian-American 1 and Asian-American 2 [5,6].  Numerous studies reported that 

HPV16 variants differ in risk of viral persistence, progression to cervical cancers and 

immunogenicity [7,8,9,10,11,12]. Among them, variation of E6 gene is most frequently 

reported to associate with the risks. E6 protein can interact with many cellular proteins of 

signaling pathways involved in apoptosis, cell proliferation, differentiation and 

transformation.  E6 can block apoptosis by inactivating not only p53 but also p300, Bak, 

FADD and pro-caspase 8.  E6 is also known to activate telomerase through interacting with 

several cellular proteins including NFX1-91, a repressor of  hTERT promoter [13], MYC and 

the telomerase complex itself [14] [15].  In addition, binding of E6 to E6TP1, hADA3, 

tuberin, CBP/p300, and Gps2 has been shown to hamper the ability of these proteins to 

negatively regulate cell proliferation.  Moreover, E6 can suppress immune system through 

binding to IRF-3 and TYK2, invading the immune system to recognize and clear viral 

infection [16].  

 Some HPV16 E6 variations are reported to alter biological or immunogenic 

properties [17].  The natural variations on HPV16 E6 genes also has an effect on its abilities 

to abrogate serum/calcium-dependent differentiation and to induce p53 degradation in vitro 

[18].  In vitro assays on functions of E6 gene variations from Scandinavian women showed 

the difference in the ability to induce serum/calcium-differentiated resistant colonies but 

reduce p53 and Bax proteins, compared with its E6 prototype [19,20].  In HPV16 AA 

lineages, variations of E6 protein at position: L83V, R10/L83V and Q14H/H78Y/L83V 

abrogated growth arrest and DNA damage responses equally well as the prototype. On the 

other hand, they were more prone to undergo cell-detachment-induced apoptosis (anoikis) 

than E6 prototype in human normal immortalized keratinocytes (NIKS) [21].  E6 gene 
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variations of HPV16 AA variant are reported to promote faster proliferation  in monolayer 

cultures and to thicken epithelial layers in organotypic raft culture with higher expression of 

cytokeratin 10 [22].  Moreover, E6 variant of HPV16 AA can promote immortalization, 

transformation, and migration of primary human foreskin keratinocytes (PHFKs) more 

efficiently than E6 prototype independent of E7 [23].  Another report suggests higher 

efficiency in colony formation with E6 gene of AA variant and E350G of European variant 

than with E6 of HPV16 prototype, though they showed similar activities to target p53 for 

degradation.  Furthermore,  several host genes were differentially up and down- regulated in 

PHFKs expressing those E6 variants, that may account for difference in oncogenic potential 

among HPV16 variants [24].  No difference of E6 activity was reported in p53 degradation 

among E6D25E, HPV16 As variant,  E6L83VHPV16 AA variant and E6 prototype [25],  

where  the activity of  those E6 was compared in HeLa, SiHa and C33A cells with transient 

transfection.  In the present study, we hypothesized that E6D25E HPV16 As variant has more 

oncogenic potential than E6 prototype, therefore we compared biological and biochemical 

activities of E6D25E and E6-prototype in normal human cervical keratinocytes. The specific 

protein profile of E6D25E expressing cells was also investigated with 2D-PAGE and mass 

spectrometry. 

 

Material and Methods  

Cell culture and cell lines  

The cervical cancer cell lines, HeLa and SiHa, and 293T cells were maintained in 

Dulbecco’s modified Eagle medium supplemented with 10% (vol/vol) fetal bovine serum. 

HCK1T cells, a normal diploid human cervical keratinocytes with capacity of normal 

differentiation established by transducing the catalytic subunit of human telomerase reverse 

transcriptase (hTERT) [26] were cultured in keratinocyte serum-free medium (KSFM) 

supplemented with 5 ng/ml epidermal growth factor (EGF) and 50 µg/ml bovine pituitary 

extract (BPE) (Invitrogen, USA) . 

 

Viral vectors construction  
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Construction of retrovirus expression vectors, pCLXSN-16E6 (HPV16 E6 prototype) 

and pCLXSN-16E6SD were described previously [27]. pCLXSN-16E6D25E and pCLXSN-

16E6SD-D25E were similarly constructed by using the Gateway system (Invitrogen, 

Carlsbad, CA). Briefly, entry vectors containing E6 D25E (HPV16As variant) and E6SD 

D25E were constructed from pENTR201-16E6 and pENTR201-16E6SD with site-directed 

mutagenesis (QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, La Jolla, CA). These 

entry vectors were recombined into the destination vector, pDEST-CLXSN by LR reaction 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) to generate pCLXSN-16E6D25E and pCLXSN-16E6SD-

D25E. 

 

Production of recombinant retroviruses and titration 

The production of recombinant retroviruses was performed. Briefly, the retroviral 

vectors and packaging vectors pCL-GagPol and pEF6-env (10A1) were co-transfected into 

293T cells using TransIT-293 (Mirus Co., Madison, USA) according to the manufacturer’s 

instructions, and the culture fluid was harvested at 60 to 72 h post-transfection. Titers of the 

recombinant viruses were measured in a G418 resistant colony assay with HeLa cells. 5x10
4
 

Hela cells in twelve well plates were infected with serial dilutions of the viral stocks with 8 

µg/ml of polybrene. After 48 h, cells were fed with fresh medium containing 800 µg/ml of 

G418. Colonies were stained with Gimsa’s dye and counted after 2 weeks.  

 

Transduction of retrovirus containing various E6 genes 

One day before transduction, HCK1T cells were plated at a density of 2x10
5
 cells per 

well in six well plates. The recombinant retroviruses containing various E6 genes inoculated 

at multiplicity of infection (MOI) xx for 2 hours in the presence of 4 µg/ml polybrene.  The 

medium was then replaced with fresh KSFM.  After 2 days post-infection, cells were fed with 

fresh medium supplemented with 50 µg/ml of G418, until mock-infected cells died 

completely.  Cells were fed with fresh medium in every 3 days until cells reached 

subconfluence.  
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Comparison of E6 activity on proliferation of HCK1T cells 

The various E6 expressing HCK1T cells were seeded at a density of 2x10
5
 cells per 

100-mm dish with growth medium and subsequently passed when cells reached 

subconfluence. Population doublings (PDs) was calculated the following formula: log2 

(number of cell at time of subculture/number of cells plated). PD collections were plotted 

against total time in culture to determine a proliferation rate.  

 

Western blotting analysis 

The levels of p53, p21, HPV16 E6 and β-actin in each line of cells were determined 

using western blotting. Whole-cell lysates of HCK1T cell lines at passage 15 were harvested  

in lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP-40, 20% glycerol, 

0.1% SDS, 1% DOC) containing a proteinase inhibitor cocktail (Nacalai tesque, Kyoto, 

Japan) and phosphatase inhibitors (500 μM sodium orthovanadate, 100 mM sodium fluoride, 

10 mM sodium pyrophosphate) and a protein concentration of cell lysate was measured by 

using a DC Protein Assay kit (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). The equivalent protein 

amounts of cell lysate were subjected to SDS-polyaclylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) and Western blot analysis was conducted as described previously [28,29].  

 

Two-dimension gel electrophoresis  

  Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis was performed as described 

previously, with some modifications [30]. Briefly, the E6D25E, E6Pro expressing HCK1T 

cells and control cells were cultured  to passage 25 and total proteins were harvested by 

adding lysis buffer (7M urea, 2 M thioutea 4% (w/v) 3-[(3-chloroamidopropyl)-

dimethylammonio]-1-propanesulphonate (CHAPS), 2%(v/v) IPG buffer (pH 4-7) 40 mM 

dithiothreitol (DTT), a protease inhibitor cocktail (GE, Healthcare, Piscataway, NJ, USA) and 

EDTA),  then freeze-thaw in liquid nitrogen 5 times followed by incubation at 4c for 30 

min. After centrifugation at 12,000 rpm for 20 min, protein lysates were collected. 150 g of 

protein was diluted in a rehydration buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 0.5% IPG 

buffer (pH 4-7), 18 mM DTT and 0.002% bromophnol blue) and the protein sample was 
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loaded onto 7 cm immobiline Drystrip pH 4-7 NL, 7 cm (GE Healthcare). The samples were  

separated at 20°C using Ettan IPG phor II Isoelectric Focusing Unit (GE Healthcare) with the 

following conditions: 60 V for 12 h, 300 V for 200 volt-hours (Vh), gradient to 1000 V for 

300 Vh, gradient to 5000V for 4500 Vh and hold at 5000V for 3000 Vh. Strips were treated 

with  equilibrium buffer solution I (6 M urea, 65 mM DTT, 29.3% glycerol, 75 mM Tris-HCl 

(pH 8.8), 2% SDS and 0.002% bromophenol blue) for 15 min then incubated with solution  II 

( 6 M urea, 135 mM iodoacetamide, 29.3% glycerol, 75 mM Tris-HCl (pH 8.8), 2% SDS and 

0.002% bromophenol blue ) for 15 min. The strips were placed on 12% SDS-PAGE. 

Subsequently stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 solution for 1 h and incubated 

with fixing solution for 1 h. Gels were incubated with destaining solution for 2 h before 

scanned with ImageScanner (Amersham Biosciences, Cambridge, UK). Image Master 2D 

Platinum software (Amersham Bioscience) was used for matching and analysis of the protein 

spots on the 2D gel. 

 

LC-MS/MS mass spectrometry  

The gel slices were cut into 1x1 mm pieces, washed with water for 10 min, destained 

twice with 20 mM AmB (Ammonium bicarbonate) with shaking for 10 min. After removing 

all liquid, 20mM AmB/ACN (1:1) was added and shaked for 10 min, and removed all liquid. 

ACN was added and shaked for 10 min, and removed all liquid. The gel slices were dried for 

5 min. then, dehydrated with 10 mM DTT/20 mM AmB and incubated at 56 °C for 45 min. 

After removing all liquid, the gel slices were alkylated with 55 mM IAA/20mM AmB and 

incubated in dark at room temperature for 30 min, and all liquid was removed. Gel pieces 

were dehydrated twice with 20mM AmB/ACN (1:1), and dried for 5 min. The dried gel 

pieces were incubated with enzyme solution (25 ng/l trypsin and 25 mM AmB) on-ice for 

30 min,  incubated at 37 °C for overnight (>16 hr) and added with 20 mM AmB for 10 min. 

To digest the gel slices, the extract buffer 1 (50% ACN, 1% formic acid) were added, shaked 

vigorously for 10 min, followed with adding the extract buffer 2 (85% ACN, 1% formic acid) 

and shaking vigorous for 10 min, by speed Vac at 45 °C for 120 min, the solution was dried. 

The sample was resuspend with 20 µl of Buffer (2% ACN, 0.1% formic acid) and kept at -

70° C until used. Before injection to LC-MS, the sample was centrifuged at 10,000 rpm for 
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10 min., 12 µl of sample t was aliquoted o Limited Volume Inserts 50 µl Glass in vial or 96 

well plate. 

All samples were analyzed with a nano-liquid chromatography system (EASY-nLC 

II, Bruker) coupled to an ion trap mass spectrometer (Amazon Speed ETD, Bruker) equipped 

with an ESI nano-sprayer.  Sample volume of 1-3 μl were loaded by the autosampler onto a 

EASY-Column, 10 cm, ID 75µm, 3 µm, C18-A2 (Thermo Scientific) using a flow rate of 300 

nl/min and linear gradient from Solution A (0.1% formic acid) to 35% of Solution B (0.1% 

formic acid in acetonitrile) in 25 min. Bruker Daltonics software packages, HyStar v.3.2 was 

used to control the ion trap device. LC–MS/MS spectra were analyzed using Compass Data 

Analysis v.4.0. The instrument was under the service from Khon Kaen University Research 

Instrument Center, Thailand.  

 

Statistical Analyses 

Data of various functional assays were subjected to a oneway ANOVA. Significance 

was accepted at P<0.05. 

 

Results  

Establishment of HCK1T expressing E6 variants  

The recombinant retroviruses expressing 16E6, 16E6D25E, 16E6SD and 16E6SD-

D25E as well as empty vector, LXSN, were transduced into HCK1T cells at passage 14.  The 

transduced cells were selected in the presence of 50 µg/ml of G418 for 2 weeks.  To confirm 

expression of E6 proteins, cell lysates were prepared at passage 15 and subjected to western 

blotting.  As expected, E6 proteins were detected in those cells transduced with E6D25E-, 

E6Pro-, E6SD-D25E- and E6SD-Pro-expressing retroviruses (Fig. 1).  E6 proteins were 

expressed with comparable levels, no less than those expressed in SiHa cells. Thus we could 

successfully establish normal cervical keratinocyte cell lines expressing various E6 proteins. 

 

E6D25E protein extends life span of HCK1T  
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To evaluate the biological activity of E6D25E protein upon proliferation of HCK1T 

cells, growth curves were plotted.  HCK1T cells expressing various E6 proteins or empty 

vector were serially passaged when they reached subconfluence. The population doublings 

(PDs) of transduced cells were plotted against cultured time to represent their growth curves 

(Fig. 2).  The results showed all the cells proliferate at a given rate over the observation 

period more than 130 days though the control cells somewhat slowed down their growth at 

later passages.  A mean doubling time of HCK1T cells expressing either E6D25E, E6Pro, 

E6SD-D25E or E6SD-Pro proteins was around 106 hours whereas that of control HCK1T 

cells was 177 hours.  The result suggested that the E6D25E variant protein maintains the 

activity to promote proliferation of natural host cells which is comparable to E6Pro protein. 

 

E6D25E can down-regulate p53 and its downstream target p21 

      NOTCH1 is a p53 target gene and induces terminal differentiation of keratinocytes 

[31,32], and it can be inevitably activated by passage of cells with EDTA and trypsin [33]. 

HPV16 E6 can relieve the detrimental effect of EDTA on HCK1T in both p53-dependent and 

p53-independent manners [31].   Thus, it is likely that an activity of E6 to promote 

proliferation of HCK1T largely depends on its ability to target p53 for degradation.  

Therefore, we compared the expression levels of p53 as well as its downstream target p21 by 

western blotting.  The levels of p53 proteins in those cells expressing either E6D25E, E6Pro, 

E6SD-D25E or E6SD-Pro proteins were comparable to that expressed in SiHa cells and much 

lower than that expressed in the control HCK1T cells (Fig. 1).  In parallel to the p53 levels, 

p21 levels were also lower in those cells expressing various E6 proteins than the control 

HCK1T cells.  The observed density of p53 protein in E6D25E expressing HCK1T is lower 

than E6Pro expressing HCK1T cells. Corresponding with this result, reduction of NOCTH1 

level was obverted whereas p63 level was normal expressed (data not show). These results 

suggested that the activity of E6D25E protein to target p53 for degradation was no less than 

that of E6Pro protein. 

 

Proteomic profiles and protein identification in E6D25E and E6Pro expressing HCK1T  
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To investigate specific protein profile in HKC1T cells expressing E6D25E compared 

to and E6Pro-expressing HCK1T, the culture of E6D25E-expressing HCK1T and E6Pro-

expressing HCK1T at passage 25 were harvested. Then, total proteins were extracted and 

separated by 2D PAGE. The data were acquired from three independent experiments. Results 

showed that the average protein spot number per gel set ranged from 300 to 320. Both groups 

were compared using one way ANOVA analysis of two the pair wise comparisons. As shown 

in figure 3 and table 1, E6D25E-expressing HCK1T show significantly increased levels of 9 

protein spots higher than E6Pro-expressing HCK1T. All of them were identified by LC-

MS/MS-based proteomic approaches. Four proteins were up-regulated more than 1.5 fold in 

E6D25E-expressing HCK1T cells, namely, keratin type II, tumor rejection antigen (gp961) 1 

variant, actin cytoplasmic 1 and keratin 7.   

 

Up-regulation of keratin 7 expression in E6D25E expressing HCK1T  

 Since keratin 7 (K7) is one of the markers specific for a discrete population of 

squamocolumnar junction cells which were recently proposed as cells-of-origin of cervical 

cancer [34], we are interested in further analyzing whether K7 is up-regulated specifically by 

E6D25E.  K7 was significantly up-regulated in the HCK1T cells expressing E6D25E 

compared to those expressing E6Pro or control cells in the next passage after transduction of 

retroviral vectors (Fig 3, lane 1 to 3).  Interestingly, the up-regulation of K7 was coincided 

with down-regulation of involucrin which is a differentiation marker of keratinocytes.  These 

results suggest that HCK1T might be derived from the discrete population of 

squamocolumnar junction cells and that the phenotype is enhanced by expression of E6D25E 

but not by E6Pro.  However, the up-regulation of K7 was marginal when the cells were 

further propagated by 11 passages (Fig 3, lane 4 to 6). 

 

Discussion  

This study investigated the biological activities of E6D25E of HPV16 As variant that 

may associate with higher prevalence in cervical cancers. the properties of E6D25E were 

investigated in a normal human cervical keratinocyte, HCK1T.  Both E6D25E and E6Pro 

proteins promoted faster growth of HCK1T and decreased the p53 protein levels in a similar 
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fashion.  E6D25E and E6Pro also showed the specific protein profile that involves in cell 

structural functions and immune responses. 

Cell immortalization is a hallmark of cancer cells and cooperation of E6 and E7 is 

required to immortalize primary human keratinocyte via inactivation of p53 and pRb protein, 

respectively.  However, HPV16 E6 alone cannot accomplish this process [35,36].  This study 

focused on the functions of E6D25E of HPV16As variant in HCK1T cells.  Our results 

showed the analogous patterns of cell growth in E6D25E- and E6Pro-expressing HCK1T 

cells, suggesting that the properties of E6D25E are similar to those of E6Pro for cell 

proliferation. Ricard et al. (2010) compared the ability to extend the life span between E6 

variants with E7 in primary keratinocytes and showed that the E6 variants (HPV16AA 

variant) conferred faster growth than E6 prototype and induced different differentiation 

patterns to keratinocytes [22]. Sichero et al. (2012) compared  the properties of HPV16 E6 

variants including AA, E-P (European prototype) and E-350G (European variant) and  the 

results showed that E-P expressing keratinocytes displays lowest efficiency on cellular 

growth [24].  The previous study reported that E6 from AA variant shows higher capacity to 

immortalize PHFKs than that of E6 prototype [23].  

The biological function of HPV16 variants were most studied in European country 

where HPV16 variant harboring E6 L83V was found predominant.  E6 L83V activates 

MAPK signaling, and deregulates Notch1 and oncogenic Ras pathways more thoroughly than 

E6 prototype [37].  The inactivation of p53 protein is a well-known function of E6 protein, 

which contributes to genomic instability and rapid malignant progression [38].  This E6’s 

function was confirmed in both transient transfection and stable transduction assays.  Ten of 

HPV16 E6 variants including E6L83V are commonly found in European population, and the 

biological activities were investigated in transient transfection experiment [19] [20].  Most of 

them revealed high ability to target p53 for degradation. Recently, the activity to inactivate 

p53 protein by E6 D25E or HPV16As variant was examined in comparison to that of E6 

L83V. The degradation of p53 protein is commonly observed in these E6 variant-expressing 

cells, corresponding with the low expression levels of p21 CIP/WAF1 [25].  Hand et al. 

(2014) showed equivalent efficacy to degrade p53 among HPV16 E6 proteins from E 

prototype, E variant (EUR E6-L83V), As variant (E6D25E) and As lineage (E6-E113D) in 

transient transfection assay[39].  Our results demonstrated that E6D25E and E6Pro show 

similar activity to decrease p53 and p21 levels in the stably transduced HCK1T cells.  
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Keratin type II or type II cytokeratins is a member of keratins, main structure proteins 

in epithelial cells. They were found as a cytoplasmic intermediate filaments (IFs) [40]. 

Keratins comprise of type I keratins, K9-K10, K12-K28, K31-K40 and the type II keratins, 

K1-K8 and K71-K86. All of these keratins are belong to the family of IFs [41]. Cytoskeleton 

consists of IFs, microtubules (MTs) and microfilaments (MFs), playing a role in cell 

migration, cell division and mechanotransduction. Actin or cytoplasmic 1 is a molecular 

building block of microfilaments (MFs)[42]. In this study we found increased levels of 

keratin type II, keratin 7 and actin in E6D25E- and E6Pro-expressing HCK1T. The Up-

regulation  of K7 by E6D25E using western blotting. K7 is generally thought to be a marker 

for simple columnar epithelial cells but not squamous epithelial cells.  Recently, it is reported 

that K7 was one of the markers specific for a discrete population of squamocolumnar junction 

cells (SCJ) which were proposed as cells-of-origin of cervical cancer. In normal cervix, K7 

was detected in small numbers of cells in SCJ region, named junctional cells, but not in 

columnar cells in endocervix or squamous cells in ectocervix. Interestingly, K7 was detected 

from CIN1 in SCJ to cervical cancers including both squamous cell carcinomas and 

adenocarcinomas but not in CINs in ectocervix [34].  Thus, those cells are thought to be 

bipotential to differentiate into either squamous epithelial cells or columnar epithelial cells.  

K7 was significantly up-regulated in the HCK1T cells expressing E6D25E compared to those 

expressing E6Pro or control cells in the next passage soon after transduction of retroviral 

vectors (Fig. 3), though the up-regulation  of K7 became marginal after several passages.  

Clearly, further study is required to elucidate the significance of the K7 up-regulation by 

E6D25E.  However, it is possible the up-regulation of K7 by E6D25E is associated with the 

increased risk for cervical cancer progression in Asia.  It will be interesting to examine 

whether HPV16 Asian variants is more closely associated with cervical adenocarcinoma. In 

this context, it will be also interesting to examine whether or not E6 of HPV18, which is 

known to be more closely associated with cervical adenocarcinoma, can up-regulate K7.   

Tumor rejection antigen (gp96) 1 variant or HSP gp96, counterpart of a cytosolic 

HSP90 family in the endoplsmic reticulum has been shown to play a role in activation of 

innate and adaptive immunity. Antigen peptides bound to gp96 are taken up by APC and 

presented by MHC class I and II [43]. Previous study showed that HPV16 E6 and E7 can 

induce a tumor specific rejection response and serve as targets for such response via CD8

 

CTL [44,45].     
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In summary, this study provides oncogenic nature of E6D25E of HPV16 As variant. 

Further research certainly appears warranted to verify the underlying mechanism how 

E6D25E variant associates with the increased risk for cervical cancer progression in Asia.   
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Figure 1. Characterization of HCK1T stably expressing various HPV16E6 variants. HCK1T 

cells were transduced with the recombinant retroviruses containing various E6 of HPV16 or 

control vector (CLXSN).  The expression of various E6 proteins was detected with the 

specific anti-HPV16 E6 antibody and the levels of E6 were compared with SiHa cells. 

Protein levels of p53 and p21 were also determinedVinculin was included as a loading 

control.  

 

 

Figure 2.  The proliferation rate of various E6 expressing HCK1T cells.  After transduction 

with the recombinant retrovirus containing various E6 or control vector pCLXSN, the cells 

were cultured and passaged when they reached 90% confluence. Population doublings (PD) 

were calculated by the formula: log2 (number of cell at time of subculture/number of cells 

plated).  PD values were plotted against total time in culture to determine rates of cell 

proliferation. 
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Figure 3.  Differential protein expression patterns in E6Pro expressing HCK1T cells (A) and 

E6D25E expressing HCK1T cells (B) for protein with pI ranged from 4-7. One hundred fifty 

microgram of protein was loaded into 7-cm IPG strip pH 4-7, separated by molecular weight 
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on 12%SDS-PAGE, and visualized with Coomassie blue R-250 staining. Molecular mass are 

indicated on the right. The locations of protein spots with differentiall expression were 

highlighted in circle and numbered.    

 

 

 

 

 

Figure 4.  Differential protein expression patterns in E6Pro expressing HCK1T cells (A) and 

E6D25E expressing HCK1T cells. Twenty micrograms of proteins were separated by 

molecular weight on 5-15% gradient SDS-PAGE.  Expression of keratin 7 (K7) and the 

keratinocyte differentiation marker, involucrin, as well as p53 and E6 were detected as 

described in Materials and Method.  Vinculin was included as a loading control.  
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Table 1   Protein identified in E6D25E and E6Pro expressing HCK1T by LC MS/MS and 

MASCOT software.  

 

Spot 

No. 
Protein name ID. number Fold pI Score Match P-value 

123 Keratin type II gi908801 1.67 8.09 922 21 0.001 

33 Lamin-B1 isoform 1 gi5031877 1.25 5.11 753 18 0.015 

216 Tumor rejection 

antigen (gp96) 1 

variant 

gi62088648 2.13 5.08 772 19 0.026 

147 Actin, cytoplasmic1 gi4501885 1.61 5.29 175 7 0.028 

69 Glutathione S-

transferase 

gi2204207 1.37 5.43 871 26 0.033 

28 Keratin type II gi908801 1.16 8.09 897 16 0.040 

139 MTHSP75 gi292059 1.16 5.97 112 3 0.040 

203 Annexin A8 gi49257004 1.33 5.56 284 8 0.041 

114 Keratin 7 gi12803727 1.57 5.42 1705 42 0.047 
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Abstract  

This study aimed to investigate the effects of E6D25E of human papillomavirus 16 Asian 

variant (HPV16As) on epigenetic alteration focusing on miRNA-21 and histone deacetylation 

6 (HDAC6) and expression of interferon regulatory factor (IRF) 1 and IRF7.  

The vectors expressing E6D25E or E6Pro (HPV16 prototype) were constructed and transient 

transfected in C33A cell line. The stabilized HCK1T cell lines were performed by 

transduction of retrovirus containing E6D25E or 16E6Pro. The miR-21 was detected in the 

transient transfected as well as in stabilized cells in condition with or without treatment of 

complete medium (CM) and HeLa medium (HeLa-CM) using real time PCR.  HDAC6 as 

well as IRFs 1, 3 and 7 was determined in the stabilized HCK1T cell lines by real time PCR. 

HDAC6 level was confirmed in tet-on system of stabilized HCK1T cells expressing E6D25E 

and 16E6Pro by western blot.  

E6D25E showed higher activity of miR-21 induction than E6Pro in transient transfection 

model, corresponding with in the stable HCK1T cells expressing E6D25E and E6Pro where 

miR-21 was highly upregulated in both conditions of CM or HeLa-CM treatment. 

Interestingly, the miR-21 was induced with higher level in HeLa-CM treated cells than in 

CM-treated cells. Additionally, HDAC6 was also differently moderated and observed with 

high level in E6-Pro expressing HCK1cells. Inversely HDAC6 level was reduced in E6-As 

expressing HCK1cells.  Moreover, down regulation of IRF genes expression showed 

significantly different in the stable HCK1T with E6D25E or E6Pro. IRFs 1 and 7 were more 

suppressed by E6D25E than E6Pro. 

 These data support the different oncogenic role of E6D25E, HPV16 As variant with high 

potential oncogenicity in cervical cancer progression. 

Keyword: HPV16 Asian variant, miR-21, HDAC6, IRF1, IRF 3, IRF 7 

 

Introduction 

Cervical cancer is the third most common malignancy affecting women worldwide. In 

2008, an estimated 530,000 women developed cervical cancer and 275,000 women died of it 

[1]. In Thailand, there were 6,243 new cases of cervical cancer with 2,620 deaths in 2003[2].  

Therefore, seven women die from cervical cancer each day [2]. Human papillomavirus 
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(HPV) infection is the most common sexually transmitted infection and high risk HPV (HR-

HPV), especially HPV16 is recognized as the major cause of cervical cancer [3,4].  These 

viruses encode two oncoproteins, E6 and E7 which are consistently over-expressed in human 

cervical cancer cells. The well-known characterized function of E6 protein is degrading p53 

tumor suppressor protein by accelerating ubiquitin-mediated degradation through 

proteasomal pathway [5].  The E7 protein binds to the retinoblastoma protein family, 

resulting in their destabilization and the disruption of pRb/E2F complexes [6] and cause of 

pRb degradation [7].  Loss of p53 and pRb functions affect deregulated cells proliferation, 

anti-apoptosis as well as increase genetic instability which is cause of abnormal cells. 

HPV gene variation is one of risk factors associated with cervical cancer 

development. The variation of nucleotide on L1 gene was used to classify HPV genotype and 

differing  less than 2% was classified as intratype variants [8].  HPV 16 has been extensively 

sequenced to characterize subtypes and variants that are described in phylogenetic branches.  

According to geographic location and ethic HPV16 has been classified to 4 lineages; 1) 

European-Asian (EAs) including  the sublineage European (E) and Asian (As), 2) African 1 

(AFR1), 3) African 2 (AFR2) and 4) North American/Asian-American (NA/AA) including 

the sublineage North American, Asian-American 1 and Asian-American 2 [9,10].  

The epigenetic change was observed in HPV associated cervical cancer and there was 

reporte about the methylation of CpG dinucleotides within the binding site of HPV16 E2 

protein in long control region (LCR) that inhibits the binding of transcription factors [11]. E7 

peotien of HR-HPV modulates DNA methylation process that controls cell proliferation by 

binding and regulating DNMT1 enzyme activity and also induces epigenetic changes through 

Rb family to accumulate HDACs [12]. HR-HPV E7 itself can recruit HDACs directly to 

promoter to induce transcription repression [13].  Other studies reported that HPV16 E7 may 

displace HDACs from Rb protein and subsequently causes an increase of H3 acetylation in 

human foreskin keratinocytes [14].  Recently, numerous miRNAs have been identified and 

are associated with cervical carcinogenesis such as down-regulation  of miR-218 leading to 

promotion of cancer cell migration and invasion [15], up-regulation  of miR-205 resulting in 

enhancement of cell proliferation and migration[16],  overexpression of miR-21 leading to 

reduction of apoptosis pathway[17].  Furthermore, several miRs in cervical cancer including 

miR-149, miR-203, miR-375, miR-432, miR-1286, miR-641, miR- 1290, miR-1287, and 

miR-95 underwent methylation-mediated transcriptional repression [18,19].  In this study, we 

investigated the functions of E6 of HPV16 As variant (E6D25E) on epigenetic alteration 



 

 

4 

 

focusing on HDAC6 and miRNA-21 involved in cervical cancer development. The 

downstream signaling effect of HDAC6, an expressions of IRF1, 3 and 7 as well as interferon 

type I were also investigated. 

 

Material and Methods 

Cell culture and treatments  

HeLa, HPV18 positive cervical cancer cell line and C33A, HPV negative cervical cancer cell 

line were cultured in DMEM medium (gibco®  , U.S.A ) supplied with 10% fetal bovine 

serum (FBS) and antibiotics at 37C in a humidified atmosphere with 5% CO2. HCK1T cells, 

a normal diploid human cervical keratinocytes with capacity of normal differentiation 

established by transducing the catalytic subunit of human telomerase reverse transcriptase 

(hTERT) [20] were transduced with the recombinant retroviruses containing 16E6D25E 

(HPV16 E6 As variant) and 16E6 (HPV16 E6 prototype) or control vector pCLXSN were 

maintained in keratinocyte serum-free medium (KSFM, gibco
®
, U.S.A).  For treatment 

condition, all expressing HCK1T at passage 25 were replaced by complete medium (CM) 

(DMEM with 10%FBS), or culture medium from HeLa cells (HeLa-CM) and incubated for 

48 h, then the treated cells were harvested and total RNA was extracted and used for 

investigation of miR-21 expression.  

 

Plasmids  

Plasmid expressing of E6AP was kindly provided by Jon M. Huibregtse, Plasmid HPV16 was 

kindly provided by Ethel-Michele de Villiers. . It was used for template of HPV16 E6 gene 

prototype (E6-Pro). HPV16 As variant was isolated from squamous cells carcinomas (SCC) 

samples as previously described in our study [20]. PCR products of E6 gene were cloned into 

the pcDNA3.2/V5/GW/D-TOPO
®
 vector using the pcDNA™3.2/GW/D-TOPO

®
 Expression 

Kit (Invitrogen
TM 

 Carlsbad,CA, U.S.A) according to the manufacturer’s instruction, and 

verified by PCR and sequencing. Transfection was performed with lipofectamine 2000 

(Invitrogen 
TM

 Carlsbad, CA, U.S.A) according to the manufacturers’ recommendations.  

Cells were harvested at 48 h after transfection for real time PCR analysis.  
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Viral vectors construction  

Construction of retrovirus expression vectors, pCLXSN-16E6 (HPV16 E6 prototype) were 

described previously [21]. pCLXSN-16E6D25E were similarly constructed by using the 

Gateway system (Invitrogen, Carlsbad, CA). Briefly, entry vectors containing E6 D25E 

(HPV16As variant) and E6SD D25E were constructed from pENTR201-16E6 and 

pENTR201-16E6SD with site-directed mutagenesis (QuikChange Site-Directed Mutagenesis 

Kit, Stratagene, La Jolla, CA). These entry vectors were recombined into the destination 

vector, pDEST-CLXSN and CSII-TRE-Tight-RfA by LR reaction (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) to generate pCLXSN-16E6D25E,  pCLXSN-16E6SD-D25E, CSII(ins)-TRE-Tight-

16E6D25E, CSII(ins)-TRE-Tight-16E6SD-D25E and CSII(ins)-TRE-Tight-16E6D25E/E7 

 

Production of recombinant retroviruses and titration 

The production of recombinant retroviruses was performed. Briefly, the retroviral vectors and 

packaging vectors pCL-GagPol and pEF6-env (10A1) were co-transfected into 293T cells 

using TransIT-293 (Mirus Co., Madison, USA) according to the manufacturer’s instructions, 

and the culture fluid was harvested at 60 to 72 h post-transfection. Titers of the recombinant 

viruses were measured in a G418 resistant colony assay with HeLa cells. 5x10
4
 HeLa cells in 

twelve well plates were infected with serial dilutions of the viral stocks with 8 µg/ml of 

polybrene. After 48 h, cells were fed with fresh medium containing 800 µg/ml of G418. 

Colonies were stained with Giemsa’s dye and counted after 2 weeks.  

 

Transduction of retrovirus containing various E6 genes 

One day before transduction, HCK1T cells were plated at a density of 2x10
5
 cells per well in 

six well plates. The recombinant retroviruses containing various E6 genes inoculated at 

multiplicity of infection (MOI= 0.5) for 2 hours in the presence of 4 µg/ml polybrene.  The 

medium was then replaced with fresh KSFM.  After 2 days post-infection, cells were fed with 

fresh medium supplemented with 50 µg/ml of G418, until mock-infected cells died 

completely.  Cells were fed with fresh medium in every 3 days until cells reached 

subconfluence.  

 



 

 

6 

 

Real time polymerase chain reaction analysis  

Total RNA was extracted with TRIzol reagent (Ambion, life technology, Carlsbad, CA, 

U.S.A.  ), and cDNA was synthesized using the Super Script® III First-Strand Synthesis 

System according to manufacturer’s instruction (Invitrogen , life technology, Carlsbad, CA, 

U.S.A). The real time PCR was performed by using SsoAdvanced™ SYBR® Green 

Supermix (Bio-lad, Hercules, California) to detect mRNA level of HPV16 E6, PDCD4, and 

actin as internal controls were measured using SYBR qPCR. Primers of mRNA for real-time 

PCR analysis are listed in Table 1. 

For miR-21 detection, Taqman® MicroRNA Reverse transcription reactions and 

Taqman® MicroRNA quantitative polymerase chain reactions (qPCR) were performed using 

the MicroRNA TaqMan Reverse Transcription Kit and the TaqMan MicroRNA Assays 

(Applied BioSystems), respectively to detect miR-21 and RNU6B shRNA as internal control 

on the same side for each sample. Real time polymerase chain reaction (RT-PCR) was 

amplified in triplicates; relative expression of mRNA or miRNA was evaluated by the 2-

Ct method and normalized to the expression of actin or U6, respectively.  

 

Western blot analysis  

Proteins were quantified by Bio-Rad Protein assay (Bio-Rad, Hercules, CA, U.S.A ), 

resuspended in 30 µl of sample buffer, separated by 10% SDS-PAGE, and then transferred 

onto a PVDF membrane. The membrane was incubated with primary antibody, anti-HDAC6 

at 1:1,000 dilution ( ab56926; Abcam, UK), or anti-β-actin at 1:2,000 dilution (8H10D10; 

Cell Signaling, Beverly, MA) overnight at 4C, and then incubated with HRP-conjugated 

anti-mouse secondary antibody at 1:10,000 dilution (sc-2005; Santa Cruz) for 1 h at room 

temperature. The immunodetection was then visualized by a SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate (Thermo scientific, IL, U.S.A) with lmageQuant LAS 4000 mini 

(GE Healthcare). 

 

Immunoprecipitation assay 

C33A cells were co-transfected with plasmid containing E6 or E6AP and then total protein 

was extracted by lysis buffer.  Lysate was precleared with 20 l Protein G-PLUS-Agarose 
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and incubated at 4C for 1 h with rocking, then centrifuged at 2,000 rpm for 5 min at 4C. 

The supernatant was transferred to new tube. 500 g of total protein in microcentrifuge tube 

was added with 2 g of primary antibody (anti HPV16/18 E6 antibody) and incubated for 1 h 

at 4C. Next, 20 l of Protein G- PLUS-Agarose was added and incubated at 4C on rotating 

device overnight. The immunoprecipitates were collected by centrifugation at 2,500 rpm for 5 

min at 4C, washed twice with RIPA buffer and 2 times with PBS. After supernatant was 

discarded, pellet was resuspended in 30 l of sample buffer. To monitor the E6/E6AP 

interaction, samples were boiled for 5 min and visualized by Western blot assay using anti 

E6AP at dilution 1:1000 (sc-166689, Santa Cruz, Santa Cruz, CA).  

 

Results  

Plasmids construction   

pcDNA3.2/V5/GW/D-TOPO containing E6D25E HPV16 As variant (pE6-As) and E6 

HPV16 prototype (pE6-Pro) were constructed, and confirmed with two restriction enzymes 

including Not I and Apa I. The specific fragments of genes in these clones were sequenced 

and the difference of specific nucleotide sequences with the amino acid change in E6D25E 

gene and E6Pro gene are shown in Fig. 1. pE6-As and pE6-Pro vectors were verified by 

transient transfection of each vector into C33A cell line, total RNA was extracted and 

detected for E6 expression by qRT-PCR. The result showed that mRNA level of pE6-As and 

pE6-Pro vectors were similarly expressed as shown in Fig. 2. 

 

Characterization of E6D25E protein from pE6-As 

To characterize the function of E6D25E, the interaction between E6 protein and E6AP 

protein was determined and compared to E6Pro function.  In this experiment, each vector of 

pE6-As and pE6-Pro was co-transfected with E6AP expression vector. The activity of 

protein-protein interaction was determined by immunoprecipitation method.  Fig. 3 showed 

the immunoprecipitate bands of E6 and E6AP proteins. These results suggested that E6D25E 

protein of HPV16 As variant still maintains the specific function of E6 that can bind to E6AP 

for degradation of p53 protein.  Therefore, these vectors were used to investigate for E6 

function.  
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Effect of E6D25E on modulation of miR-21 

The epigenetic alteration such as over expression of miR-21 was found in various cancers 

including cervical cancer.  This study demonstrated that E6 protein modulated miR-21 

expression; firstly, level of miR-21 was up-regulated in the C33A cells that were transiently 

transfected with plasmid pE6Pro or pE6-As. Interestingly, the up-regulation of miR-21 

induced by E6 Pro and E6D25E was significantly different.  Fig. 4 demonstrated that 

E6D25E increased the level of miR-21 to 2.3 fold, higher than E6Pro with 1.6 fold compared 

to empty vector control. This result is the first report that up-regulation of miR-21 is 

associated with oncoprotein E6. 

To further confirm the ability of E6 on induction of miR-21, HCK1T cells were 

transduced with the recombinant retroviruses containing pCLXSN16E6D25E and 

pCLXSN16E6 or control vector pCLXSN. At passage 25, the transduced cells were detected 

for miR-21 expression that was very low in all transduced cells and control cells without any 

significant difference (Fig. 5).  This result suggested that in the stable cells with low passage, 

the E6 protein may not directly function on induction of miR-21 expression. This condition 

may be different from in vivo condition where the infected cells are exposed to several 

substances in the surrounding environment.  Therefore, the transduced HCK1T cells were 

synchronized by treatment of CM or HeLa-CM for 48 h.  In CM condition, miR-21 was 

higher expressed in both E6Pro and E6D25E expressing HCK1T than control cells. The miR-

21 level in E6Pro expressing cells was slightly higher than in E6D25E expressing HCK1T, 

but no significant difference as shown in Fig. 6.  This result suggested that substances in CM 

may influent to miR-21 expression in the stable cells. Interestingly, in HeLa-CM condition, 

miR-21 level was significantly higher up-regulated in E6D25E expressing HCK1T cells than 

E6Pro expressing HCK1T cells (Fig. 7).  These results demonstrated that substances secreted 

from HPV infected cell in environment effect on E6 activity in the stable cells and the 

modulation of miR-21 expression is different between E6D25E and E6Pro protein. These 

data imply the different oncogenic potential of HPV16 As variant from its prototype.  

       To confirm the up-regulation of miR-21 in the stable cells, total RNA extracted from the 

transduced HCK1T cells were investigated for PDCD4 expression. The results showed down 

regulation of PDCD4 gene in all transduced HCK1T cultures treated with CM and HeLa-CM 

as shown in Fig. 8.  The PDCD4 protein is a tumor suppressor protein that interacts with 

translation factors eIF4A and eIF4G and inhibits their translation. This protein is up-regulated 
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in apoptosis in response to different inducers [22].   The result confirmed the induction of 

miR-21. Therefore, biological consequences with different patterns of miR-21 expression 

influenced by E6D25E and E6Pro protein need to be further elucidated. 

Many reports showed overexpression of HDAC6 in cancer of the breast [23], liver 

[24] ovary and pancreas [25] and mRNA expression of HDAC6 was elevated with severity of 

cancer.  The information of HDAC6 expression in cervical cancer is still limited.  Recently, 

the result  of  microarray data from our group found that HDAC6 expression was suppressed 

in the transduced cells with HPV16 E2 protein, suggesting that HDAC6 expression was 

controlled by E2 protein [26].  To investigate the potential role of E6 protein in inducing the 

expression of HDAC6, the total extracted RNA from the stable E6D25E or E6Pro expressing 

HCK1T cells at passage 25 were investigated.  The expression of HDAC6 was up-regulated 

in the E6Pro expressing HCK1T cells with statistic significant difference when compared to 

E6D25E expressing cells. In addition, the expression level of HDAC6 was suppressed in 

E6D25E expressing cells when compared to cell control (Fig. 9, A).  Fig. 9, B demonstrated 

HDAC6 protein in both transduced cells and cell control.  The HDAC6 protein was not 

detected in E6D25E expressing cells corresponding with mRNA level, whereas high density 

of HDAC6 protein was observed in E6 Pro expressing cells when compared to HeLa cells, as 

HDAC6 positive cells control. HCK1T tet/on system was performed to confirm the activity 

of E6 on modulation of HDAC6 expression.  Fig. 10 demonstrated that the level of HDAC6 

expression was slightly decreased in E6D25E expressing HCK1T when compared with 

E6Pro expressing HCK1T.  This experiment also confirmed that up regulation of HDAC6 

was involved by E6 and E7 oncoproteins,especially E7 may play a major role.  This is the 

first report to link between E6/E7 oncoprotein and up-regulation of HDAC6.  These data also 

imply the different oncogenic potential of HPV16 As variant from prototype. 

 

Effect of E6D25E on innate immune response genes in HCK1T 

Previous studies reported that nucleotide sequence variation of HPV16 E6 oncogene altered 

its immunogenic properties and contributed to HPV16 persistent infection in host and 

cervical carcinogenesis [27,28,29,30].  Therefore, this experiment investigated the effect of 

E6D25E and E6Pro proteins on the expression level of innate immune genes including IRF1, 

3, and 7.  In addition, the downstream signaling pathway, the expressions of IFN-α and IFN-β 

were also investigated.  The total RNA extracted from the stable E6D25E or E6Pro 
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expressing HCK1T cells at passage 25 were investigated.  The results showed that the 

expression of IRF3 was suppressed in E6Pro expressing HCK1T cells, whereas in E6-As 

expressing HCK1T cells, IRF3 expression was slightly down-regulated but not different from 

cell control (Fig. 11B).  The expressions of IRF1 and IRF7 genes were down-regulated in 

E6D25E expressing HCK1Tcells with significant difference from that in E6Pro expressing 

HCK1T cells (Fig. 11A and 11C).  The downstream signaling proteins were also confirmed 

by detection of IFN-α and IFN-β expression. They were suppressed in E6-As expressing 

HCK1T cells.  In E6Pro expressing HCK1T cells, IFN-β was increased significantly while 

the IFN-α was not different when compared with these in cell control (Fig. 11D and 11E). 

 

Discussion  

Numerous oncomiRs (miRNAs with cancer-specific up-regulation) have been found in 

cervical cancer. Among them, miR-21 is overexpressed in many kinds of cancer. In cervical 

cancer, up-regulation of miR-21 was detected in cervical cell lines [31] and associated with 

cervical cancer [32].  The association of HR-HPV and miR-21 up-regulation with cervical 

cancer developement, is still limited.  This study demonstrated that the transient transfection 

of vectors containing E6 induced up-regulation  of miR-21.  Interestingly, E6D25E of HPV16 

As variant showed higher activity of induction than E6Pro, suggesting higher property of 

E6D25E than E6Pro on cell immune resistance and survival [33].  This result was confirmed 

by reduction of PDCD4 a direct target of miR-21. Its functions involved apoptosis, blocking 

of translation and inhibition of tumor growth [17].  Previous report showed that high 

expression of miR-21 leads to decreased PDCD4 expression, increased expression of 

interleukin (IL)-10 and decreased NF-B activity [34]. Other targets of miR-21 were reported 

including tumor suppressor phosphatase and tensin homolog (PTEN) [35] and tropomyosin 1 

(TPM1) [36], Sprouty2 (SPRY2) [37], RECK (reversion-inducing cysteine-rich protein with 

Kazal motifs), a membrane-anchored inhibitor of matrix metalloproteinases (MMPs) [38], 

MARCKS (myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate) [39] and CCL20. The 

decrease of these proteins was involved in tumor differentiation and nodular metastasis [40].  

The up-regulation of miR-21 is not only found in cancer cells but also found as common 

feature in cell stress.  Yao at el (2011) showed that miR-21 expression was very sensitive to 

TGF-β and CM stimulation [41].  Corresponding with these studies, miR-21 was up-

regulated in E6 Pro and E6D25E expressing HCK1T treated with HeLa-CM showing higher 
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level than that treated with CM. Moreover, this study showed that E6D25E up-regulated 

miR-21 with higher level than E6 prototype under HeLa-CM treatment.   

HDAC6 is multi-functional in the cellular pathways and has important role in 

tumorigenesis such as cell migration, cell proliferation and death, immune response, 

transcription and protein degradation [42].  The overexpression of HDAC6 has been 

identified in various cancer cells.  In MCF-7 cells, HDAC6 gene was up-regulated and acted 

as an estrogen regulated gene.  This finding might be associated with the metastasis of breast 

cancer [23].  In oral squamous cell lines, HDAC6 was up-regulated and correlated with tumor 

stage [43].  Moreover, high level of HDAC6 was found in ovarian cancer cell line and tissues 

and played a critical role in step of cell motility and migration [44].  However, the expression 

of HDAC6 in cervical cancer has not been reported.  In other studies, HPV31 E7 bounnd to 

class I HDACs to facilitate the extending life span of keratinocyte and maintenance of viral 

genome [45].  Our study revealed that E6Pro protein correlated well with HDAC6 elevation, 

whereas this activity was not observed with E6D25E. In addition, this study demonstrated 

that up-regulation of HDAC6 is involved by E7 oncoprotein (Fig. 10).  Therefore, the 

involvement of HDAC6 in cervical cancers may be effected by both E6/E7.  The mechanism 

of different effects of E6D25E and E6Pro protein on HDAC6 expression will be investigated 

in further study.  Recent studies revealed that HDAC6 was a direct target of miR-548m 

through translation inhibition. The increased expression of miR-548m form ectopic miR-

548m expression down-regulated mRNA of HDAC6 and protein level in Jeko-1 cells [46].  c-

Myc activation that can be effected by E6/E7 oncoproteins, has been implicated on 

widespread direct repression of miRNA expression incliding miR-548m [47].  Therefore, the 

expression of miR-548m may be silenced by c-Myc, leading to high expression of HDAC6. 

Moreover, HDAC6 has been identified as an activator of IFN transcription through co-

activator of IRF3-dependent transcription [48]. The moderation of HDAC6 might effect on 

downstream signaling of IRF3. 

The innate immunity is a first line defense to viral infection [49].  IFN type I, IFN α 

and IFN-β production were activated early after virus infection. They act directly on virus 

infected cell via perturbed viral replication and infected cells proliferation.  IRFs play role as 

upstream molecules regulating IFN type I expression.  In HPV infected cell, E6 and E7 

oncoprotiens have been involved in IFN production [50,51,52,53].   
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IRF1, the first member of IRF family, was originally identified as transcription factor. 

It binds IFN-β promoter and controls the transcription of genes involved in antiviral 

infectivity, immunomodulation, antiproliferation and stimulation of cell apoptosis [54].  

Previous evidence showed that HR-HPV E7 interacts with IRF1 and inactivates its 

transactivation  function, therefore, it could be speculated that HR-HPV E6 and E7 

oncoprotein interfered IFN signaling leading to viral evasion from host immunity in the 

progress of cervical disease [51].  This study showed down-regulation of IRF1 mRNA in 

E6D25E and E6-Pro expressing HCK1T cells when compared with cell control. E6D25E 

showed higher suppression activity than E6Pro.  IRF3 and IRF7 are the key regulators of IFN 

type I gene expression upon virus infection.  IRF3 is expressed constitutively in most cell 

types and activated in virus infection. After phosphorylation, a conformational change is 

induced in IRF3 then allowing homo and heterodimerization, nuclear localization and 

interaction with INF type I promoter.  IRF7 is highly homologous to IRF3, but unlike IRF3, 

IRF7 is expressed at a low level in most cells and is IFN inducible in an IRF9-dependent 

pathway. Similarly to IRF3, IRF7 is activated downstream of certain PRR including TLR3, 

TLR4, TLR7, TLR8, TLR9, RIG-I, MDA5  and DAI (DLM-1/ZBP1), and undergoes nuclear 

translocation for type IFN I induction [55].  Moreover, IRF7 may involve in switching EBV 

latency type.  EBV latent membrane protein 1(LMP-1) regulates an expression and activation 

of IRF7 via phosphorelation of IRF7 [56].  IRF7 has oncogenic properties along with LMP-1 

that may mediate the EBV transformation process [57].  However,  in IRF7 knock-out mice, 

it was demonstrated that IRF7 is necessary for the induction of type I IFN through virus 

mediated and MyD88-independent signaling pathway as well as TLR-activated MyD88-

dependent pathway [58,59]. Our data exhibit the abilities of E6 D25E that can suppress the 

mRNA expression of IRF1, IRF3 and IRF7 leading to decreased mRNA level of IFN-α and 

β. This result may suggest higher activities of E6D25E to evade immune surveillance than 

E6Pro. 
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Table 1 Nucleotide sequences of specific primers and their PCR conditions 

Genes Sequence (5ˊ-3ˊ) Conditions 

E6 

Forward; TTGAACCGAAACCGGTTAGT 95C for 5 min; 40 cycles, 95C for 1 

min, 55C for 30s, 72C for 1 min, final 

extension,72C for 5 min Reverse; GCATAAATCCCGAAAAGCAA 

PDCD4 

Forward;  GATTAACTGTGCCAACCAGTCCAAAG 
98C for 30s,98C for 1s 65C for 1s 

Melt cure; 65-95C for 2 sec/step 
Reverse; CATCCACCTCCTCCACATCATACAC 

HDAC6 

Forward; TGGCTATTGCATGTTCAACC 98C for 30s,98C for 1s 65C for 1s 

Melt cure; 65-95C for 2 sec/step Reverse; GTCGAAGGTGAACTGTGTTCCT 

Actin 

Forward; ACCAACTGGGACGACATGGAGAAA 
98C for 30s,98C for 1s 65C for 1s 

Melt cure; 65-95C for 2 sec/step 
Reverse; TAGCACAGCCTGGATAGCAACGTA 

IRF1 

Forward; TCTTAGCATCTCGGCTGGACTTC 
98C for 30s,98C for 1s 65C for 1s 

Melt cure; 65-95C for 2 sec/step Reverse; CGATACAAAGCAGGGGAAAAGG 

IRF3 

Forward; CAGGGCCTTGGTAGAAATGG 
98C for 30s,98C for 1s 65C for 1s 

Melt cure; 65-95C for 2 sec/step Reverse; GGGTGGCTGTTGGAAATGTG 

IRF7 

Forward; GATGTCGTCATAGAGGCT GTTGG 
98C for 30s,98C for 1s 65C for 1s 

Melt cure; 65-95C for 2 sec/step Reverse; TGGTCCTGGTGAAGCTGGAA 

INFα 

Forward; AGGAGGAGTTTGATGGCAACCAGT 
98C for 30s,98C for 1s 65C for 1s 

Melt cure; 65-95C for 2 sec/step Reverse; TGCTGGTAGAGTTCGGTGCAGAAT 

INFβ 

Forward; TGGGAGGCTTGAATACTGCCTCAA 
98C for 30s,98C for 1s 65C for 1s 

Melt cure; 65-95C for 2 sec/step Reverse; TCTCATAGATGGTCAATGCGGCGT 
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Figure 1   Nucleotide and amino acid changes in HPV16 E6 As variant. The As variant was 

classified when nucleotide at position 178 changed from T to G leading to amino acid change 

from aspartic acid (D) to glutamic acid (E) at position 25. (nt; nucleotide, aâ; amino acid).  

 

 

 

Figure 2   Gene expression of HPV16 E6 As variants and prototype in C33A cell line as 

defined by quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR). Values represent raw 

qRT-PCR delta Ct cyclesSD. (Three independent experiments were performed.). 
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Figure 3   Immunoprecipitation assay; lysates of co-transfected C33A cells were 

immunoprecipitated with HPV16 E6 monoclonal antibodies.  E6AP and HPV16 E6 indicated 

by arrows. Lane 1 is SiHa cell lysate, 2 is pE6-Pro, 3 is pE6As and 4 is C33A cell lysate.  

 

 

Figure 4    The expression level of miR-21 in transient E6 transfection in C33A cell line. (*; 

significant difference with P<0.05). 
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Figure 5   MiR-21 expression level in E6D25E and E6Pro expressing cells with untreated 

condition. 

 

Figure 6   MiR-21 expression level in E6D25E and E6Pro expressing cells treated with 

condition medium (CM) (CM; 10%FBS in DMEM, *; significant difference with P<0.05).      
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Figure 7   MiR-21 expression level in E6D25E and E6Pro expressing cells treated with 

condition medium from HeLa (HeLa-CM). *; significant difference with P<0.05). 

 

 

 

 

Figure 8   PDCD4 mRNA level in E6D25E and E6Pro expressing cells under different 

treated conditions. 
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Figure 9   Effect of E6 oncoprotein on HDAC6 expression in E6D25E or E6Pro expressing 

HCK1T cells. The transduced cells were extracted for total RNA that was used to detect 

HDAC6 mRNA level by quantitative real time PCR (A). The transduced cells were extracted 

for protein lysate to detect HDAC6 protein using Western blot (B). (*; significant difference 

with P<0.05. 
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Figure 10   The HDAC6 expression level in the transduced HCK1T tet on cells after 

treatment with 1 g/ml DOX for 1 week.   
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Figure 11  IRFs (1,3,7) and IFN-α/β mRNA level in E6-As and E6Pro expressing HCK1T 

cells. Total RNA from E6As and E6Pro expressing HCK1T cells were determined by q RT- 

PCR for evaluation of mRNA levels with β-actin as internal standard. IRF1 mRNA level; A, 

IRF3 mRNA level; B, IRF7 mRNA level; C, IFN-α mRNA level; D, and IFN-β mRNA level; 

E. 
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