
v 
 

Thesis Title   Effects of Crude Kaffir Lime Leaf Fractional Extracts on  

    Wilms’ Tumor1 Gene and Wilms’ Tumor1 Protein   

    Expression in Leukemic Cell Lines 

Author   Miss Fah Chueahongthong 

Degree   Master of Science (Medical Technology) 

Thesis Advisory Committee Asst. Prof. Dr. Songyot Anuchpreeda  Advisor 

    Assoc. Prof. Dr. Siriporn Okonogi  Co-advisor 

    Asst. Prof. Dr. Chadarat Ampasavate  Co-advisor 

    Lect. Dr. Nutjeera Intasai   Co-advisor 

    Lect. Dr. Tanyarat Jomkeow   Co-advisor 

 

ABSTRACT 

 Leukemia is a hematologic malignancy characterized by an abnormal increase of 

cancerous blood cells, especially white blood cells. Previous studies have shown that 

overexpression of both Wilms’ tumor 1 (WT1) gene and WT1 protein are associated with 

leukemogenesis. Currently, chemotherapy is effective and is widely used for leukemia 

treatment. The main target of most chemotherapeutic drugs is abnormal fast-dividing 

cells, with the results that cells dividing in normal circumstances are affected as well. To 

reduce the side effects from chemotherapy, natural substances from medicinal plants 

having anticancer activity and that are expected to have fewer side effects than 

chemotherapeutic drugs are of interest for developing a new anti-leukemic drugs. 
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Cytotoxic effects of essential oil and extracts from kaffir lime leaf on cancer cells have 

been reported. Thus, this study aimed to investigate the cytotoxic effect and inhibitory 

effect of crude kaffir lime leaf fractional extracts on WT1 gene and WT1 protein 

expression, and to search for the fraction with the highest inhibitory effect on WT1 gene 

and WT1 protein expression in K562, Molt4, U937, and HL60 cell lines. Kaffir lime leaf 

fractions were extracted by ethanol, hexane, ethyl acetate, n-butanol, and methanol. The 

cytotoxic effect was determined via the MTT assay. The inhibitory effect of extracts on 

WT1 gene and WT1 protein expression in leukemic cell lines were assessed by real-time 

PCR and Western blot analysis, respectively.  Ethyl acetate and hexane fractions of crude 

kaffir lime leaf fractional extracts had the strongest cytotoxic effect on K562, Molt4, 

U937, and HL60 cells. The ethyl acetate fraction had the highest cytotoxicity, with the 

IC50 values of 19.0±0.6, 35.3±1.4, 21.8±0.4, and 19.8±1.0 µg/mL, respectively. Ethanol 

and n-butanol fractions had lesser cytotoxic effect, while the methanol fraction had no 

cytotoxic effect on the four leukemic cell lines. The study of WT1 gene and WT1 protein 

expression showed that the hexane fractional extract had the greatest inhibitory effect on 

both WT1 gene and WT1 protein expression in all leukemic cell lines. It reduced WT1 

mRNA levels in K562, Molt4, U937, and HL60 with inhibitory values of 60, 51, 42, and 

56%, respectively, as compared to the vehicle control. For WT1 protein expression, the 

hexane fractional extract decreased WT1 protein levels by 61% and 32% in K562 and 

Molt4 cell lines, respectively, as compared to the vehicle control. WT1 expression in 

U937 and HL60 cell lines couldn’t be detected by this method. Dose- and time-dependent 

inhibitory effect of hexane fractional extract on WT1 gene and WT1 protein expression 
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were investigated in K562 cell line as a cell model. The hexane fraction at the 

concentrations of 5, 10, 15, and 20 µg/mL decreased WT1 mRNA levels by 25, 36 42, 

and 48%, and WT1 protein levels by 7, 21, 39, and 63% , respectively, as compared to the 

vehicle control. Moreover, the hexane fraction at the concentration of the IC20

 

 decreased 

WT1 mRNA levels by 18, 38, and 43%, and WT1 protein levels by 7, 34, and 66% at 1, 2, 

and 3 days of incubation, respectively. Crude kaffir lime leaf hexane fractional extract 

may thus be a promising source of anti-leukemic drugs. The active compound responsible 

should be identified. 
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บทคัดยอ 

 

มะเร็งเม็ดเลือดขาวหรือลิวคีเมียเปนความผิดปกติในกลุมของมะเร็งทางโลหิตวิทยา   ซึ่งพบ

ลักษณะมีการเพิ่มจํานวนมากขึ้นอยางผิดปกติของเซลลเม็ดเลือดที่เปนเซลลมะเร็ง โดยเฉพาะอยางยิ่ง

เซลลในกลุมเม็ดเลือดขาว   การศึกษาที่ผานมาพบวาการแสดงออกของทั้งยีนและโปรตีนวิลมทูเมอรวัน

ในระดับสูงเกี่ยวของกับกระบวนการเกิดมะเร็ง   ในปจจุบันการรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาวโดยการใหยา

เคมีบําบัดเปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพและเปนที่นิยม   แมวาเปาหมายหลักของยาเคมีบําบัดคือเซลลที่มี

การแบงตัวเร็วอยางรวดเร็วผิดปกติ   แตยังทําใหเซลลที่ยังมีการแบงตัวในภาวะปกติไดรับผลกระทบ

ดวยเชนกัน   เพื่อลดผลขางเคียงจากการใชยาเคมีบําบัด   สารจากธรรมชาติที่สกัดไดจากพืชสมุนไพรที่มี

ฤทธิ์ในการตานมะเร็ง   และคาดวากอใหเกิดผลขางเคียงนอยกวายาเคมีบําบัด   จึงถูกนํามาศึกษาเพื่อ

พัฒนาเปนยารักษามะเร็งเม็ดเลือดขาว   น้ํามันหอมระเหยและสารสกัดจากใบมะกรูดเคยมีการรายงาน

ถึงฤทธิ์ในการทําลายเซลลมะเร็ง   ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาความเปนพิษและผลตอ
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การยับยั้งการแสดงออกของยีนและโปรตีนวิลมทูเมอรวันของสารสกัดหยาบแยกสวนจากใบมะกรูดและ

หาสารสกัดหยาบแยกสวนจากใบมะกรูดที่มีฤทธิ์ดีที่สุด   ในการยบัยัง้การแสดงออกยนีและโปรตีนวิลม

ทูเมอรวันในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562, Molt4, U937 และ HL60   ซึ่งสารสกัดหยาบ

แยกสวนจากใบมะกรูดจะถูกสกัดดวยตัวทําละลายตางๆ ประกอบดวยเอธานอล เฮกเซน เอธิลอะซิเตด 

บิวทานอล และเมธานอล   จากนั้นทําการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว

ดวยวิธ ีMTT   และศึกษาผลตอการยับยั้งการแสดงออกของยีนและโปรตีนวิลมทูเมอรวันในเซลลมะเร็ง

เมด็เลอืดขาวดวยวิธ ี real-time PCR และ Western blot ตามลําดับ   สารสกัดหยาบแยกสวนจากใบ

มะกรูดทีส่กดัดวยเอทลิอะซเิตดและเฮกเซน    พบวามีฤทธิ์ดีในการทําลายเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 

K562, Molt4, U937 และ HL60   โดยพบวาสารสกดัหยาบแยกสวนทีส่กดัดวยเอทลิอะซเิตดมฤีทธิด์ี

ที่สุด   โดยมีคา IC50 เทากับ 19.0 ±0.6, 35.3±1.4, 21.8±0.4, และ 19.8±1.0 µg/mL ตามลําดับ ในขณะที่

สารสกดัหยาบแยกสวนทีส่กดัดวยเอธานอลและบวิทานอลมฤีทธิต์่าํ   สวนสารสกดัหยาบแยกสวนที่

สกัดดวยเมธานอลไมแสดงฤทธิ์ในการทําลายเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้ง 4 ชนิด   จากการศึกษาผลของ

สารสกัดหยาบแยกสวนจากใบมะกรูดตอการแสดงออกของยีนและโปรตีนวิลมทูเมอรวันพบวาสารสกัด

หยาบแยกสวนที่สกัดดวยเฮกเซนมีฤทธิ์ดีที่สุด    ในการยับยั้งการแสดงออกของยีนและโปรตีนวิลมทู

เมอรในเซลลเม็ดเลือดขาวทั้งหมด   โดยสารสกัดดังกลาวลดระดับการแสดงออกของวิลมทูเมอรวันเอ็ม

อารเอ็นเอในเซลล  K562, Molt4, U937 และ HL60 ไดเทากับ 60 , 51, 42 และ 46 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

เมื่อเทียบกับชุดควบคุม   และลดระดับการแสดงออกของโปรตีนวิลมทูเมอรวันในเซลล  K562 และ 

Molt4 ได 61 และ 32 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเทียบกับชุดควบคุม   ซึ่งการแสดงออกของวิลมทูเมอร

วันโปรตีนในเซลล U937 และ K562 ไมสามารถตรวจสอบไดดวยวิธีที่ใชในการศึกษาน้ี    เมื่อ

ทําการศึกษาผลของความเขมขนและเวล าของสารสกดัหยาบแยกสวนจากใบมะกรูดทีส่กดัดวยเ ฮกเซน

ตอการแสดงออกของยนีและโปรตีนวิลมทเูมอรวนัในเซลลมะเร็งเมด็เลอืดขาวชนิด K562 ซึ่งถูกเลือก

เปนตัวแทนของเซลลมะเร็งเมด็เลอืดขาวทัง้หมด   พบวาสารสกดัหยาบแยกสวนทีส่กดัดวยเฮกเซนที่

ความเขมขน 5 , 10, 15 และ 20 µg/mL ลดระดับการแสดงออกของวิลมทเูมอรวนัเอ็มอารเอ็นเอ 25 , 36, 

42 และ 48 เปอรเซ็นต   และโปรตีนวิลมทูเมอรวัน 7, 21, 39 และ 63 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเทียบกับ

ชุดควบคุม   นอกจากน้ีพบวาสารสกัดหยาบแยกสวนที่สกัดดวยเฮกเซนที่ความเขมขนที่ไมเปนพิษตอ

เซลล   สามารถลดระดับการแสดงออกของวิลมทูเมอรวันเอ็มอาร-เอ็นเอได 18 , 38 และ 43 เปอรเซ็นต   

และโปรตีนวิลมทูเมอรวันได 7 , 34 และ 66 เปอรเซ็นต   ในวันที่ 1 , 2 และ 3 ของการทดสอบตามลําดับ    
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เมื่อเทียบกับชุดควบคุม   สารสกัดหยาบแยกสวนจากใบมะกรูดที่สกัดดวยเฮกเซนจึงอาจเปนแหลงของ

ยารักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว   ซึ่งสารออกฤทธิ์ดังกลาวควรมีการนําไปศึกษาวิเคราะหตอไป 


