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อาจารยท่ี์ปรึกษา 

  

        วาร์ยีน (var gene) ในเช้ือ Plasmodium falciparum มีความสําคญัต่อการเกิดพยาธิสภาพของโรคมาลาเรีย  ซ่ึงมี
การศึกษาท่ีแสดงใหเ้ห็นวา่บริเวณ upstreamB (UpsB) ของยนีน้ีสามารถเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ไดใ้นหลอดทดลอง
ภายใตส้ภาวะท่ีมี monovalent cation  ในการวิจยัน้ีไดศึ้กษาความเป็นไปไดใ้นการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่งยาตา้นมาลาเรียใน
กลุ่ม 4-substituted quinolines กบัโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีเกิดจากลาํดบัเบสบางส่วนในบริเวณ upstreamB (UpsB-1) 
ของวาร์ยีนโดยใชเ้ทคนิคทาง circular dichroism (CD) และ UV-visible spectroscopy  พบวา่ UpsB-1 สามารถเกิด
โครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีมีความเสถียรในรูปแบบ parallel ไดแ้มใ้นสภาวะท่ีไม่มี monovalent cation (Tm = 42.3°C)  
นอกจากน้ียงัพบวา่โพแทสเซียมไอออน (K+) ช่วยเพ่ิมความคงตวัใหก้บัโครงสร้างน้ี (Tm = 55.6°C) และเกิดการเปล่ียน
โครงสร้างเป็นรูปแบบ parallel ท่ีมี external loop  จากการศึกษาอนัตรกิริยาของยาตา้นมาลาเรียในสภาวะท่ีไม่มี 
monovalent cation พบว่า quinine และ chloroquine ช่วยเพ่ิมความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ของจีควอดรูเพล็กซ์ได ้ 
(ΔTm = 4.9°C และ 8.2°C ตามลาํดบั)  อยา่งไรกต็ามในสภาวะท่ีมี K+ ร่วมดว้ยพบวา่ยา quinine และ chloroquine ไม่สามารถ
เพ่ิมความคงตวัของจีควอดรูเพลก็ซ์ไดเ้หมือนกบัสภาวะท่ีปราศจาก K+ (ΔTm ≤ 3°C)  การวิจยัน้ีจึงสรุปไดว้า่ UpsB-1 
สามารถเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีมีความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์และยาในกลุ่ม 4-substituted quinolines สามารถ
เกิดอนัตรกิริยากบัโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ได ้โดยท่ี K+ มีผลต่อการเกิดอนัตรกิริยาของยากลุ่มน้ี ดงันั้นโครงสร้าง 
จีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีเกิดจาก UpsB-1 บริเวณโปรโมเตอร์ของวาร์ยนีน่าจะสามารถถูกเปล่ียนแปลงไดโ้ดยสารโมเลกุลเลก็ซ่ึง
อาจจะมีบทบาทสาํคญัในการควบคุมการแสดงออกของยนี  
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อาจารยท่ี์ปรึกษา 

  

         Var gene of Plasmodium falciparum involves in antigenic variation and pathogenesis of malaria caused by this 
parasite. There is an in vitro evidence that show the G-quadruplex (GQ) formation within the upstreamB (UpsB) region of 
this gene in the presence of monovalent cations. In this study, the potential interaction between the 4-substituted quinoline 
antimalarial drugs and the GQ structure arisen by a part of sequence from the upstreamB region (UpsB-1) of var gene is 
investigated by using combination techniques of UV-visible and circular dichroism (CD) spectroscopy. We find that 
UpsB-1 can adopt stable parallel-type GQ structure (Tm= 42.3°C) although no the existence of monovalent cation. 
However, in the presence of K+, this sequence fold into parallel with external loop structure (Tm = 55.6°C). In GQ-ligand 
binding study experiment, quinine and chloroquine increase thermodynamic stability of GQ adopted by UpsB-1(ΔTm = 4.9 
and 8.2°C respectively in the absence of K+ and ΔTm ≤ 3°C in the presence of K+). These results reveal that UpsB-1 can 
form a stable GQ structure. In addition, 4-substituted quinoline antimalarials may able to interact the GQ structure and the 
presence of K+ diminishes the interaction between this drug group and GQ. Therefore, our results support the GQ 
formation within the promoter region of var gene that may play an important role in gene regulation and be manipulated 
by small molecules. 
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บทที ่1 

บทนํา 

1.1 ความเป็นมาและความสําคญัของการวจัิย 

โครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ (G-quadruplex) เป็นโครงสร้างท่ีมีลกัษณะแตกต่างจากดีเอน็เอสายคู่ 
(duplex) ทัว่ไป ซ่ึงมีลกัษณะเป็นโครงสร้างสายดีเอน็เอส่ีสายเรียงตวักนั โครงสร้างของจีควอดรูเพลก็ซ์
เกิดจากสายโอลิโกนิวคลีโอไทด์ท่ีมีลกัษณะท่ีเรียกว่า “จีแทรคท์” (G-tract) คือ มีเบสกวานีนอยู่เรียง
ติดกนัสามถึงส่ีเบส โดยอาศยัพนัธะไฮโดรเจนท่ีเรียกว่า Hoogsteen hydrogen-bonding ในการเช่ือมต่อ
กนัระหว่างสายจนเกิดเป็นลกัษณะท่ีเรียกว่า “G-quartet” ซ่ึงทัว่ไปมกัจะมีสามถึงส่ี G-quartet (2) โดย
บริเวณท่ีมีลาํดบัเบสกวานีนอยูเ่ป็นจาํนวนมาก (G-rich) จะมีแนวโนม้ท่ีจะพบโครงสร้างควอดรูเพลก็ซ์
ไดเ้ช่นในบริเวณของโปรโมเตอร์ (3, 4) ซ่ึงเป็นจุดท่ีมีความสาํคญัในการเร่ิมตน้ของกระบวนการ 
ทรานสคริปชนั โดยเช่ือว่าการเกิดควอดรูเพล็กซ์ท่ีบริเวณโปรโมเตอร์น้ีจะมีส่วนสาํคญัในการควบคุม
การแสดงออกของยนีได ้(2-4) 

วาร์ยีนของเช้ือ Plasmodium falciparum ทาํหนา้ท่ีควบคุมการถอดรหัสของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั
การเกิดพยาธิสภาพของโรคมาลาเรีย โดยมีงานวิจยัท่ีแสดงให้เห็นว่าลาํดบัเบสท่ีบริเวณ upstream 
(UpsB-1) ของวาร์ยีนสามารถเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ไดใ้นหลอดทดลอง (5)  ส่ิงท่ีน่าสนใจคือ
ลาํดบัเบสท่ีถูกแสดงว่าสามารถเกิดเป็นจีควอดรูเพล็กซ์ไดใ้นหลอดทดลองนั้นไม่พบในส่ิงมีชีวิตชนิด
อ่ืนเม่ือทาํ BLAST analysis เทียบลาํดบัเบส  ดงันั้นลาํดบัเบสบริเวณดงักล่าวจึงมีความน่าสนใจท่ีจะ
นาํมาเป็นเป้าหมายในการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการจบักบัยาท่ีมีความสามารถในการจบักบัดีเอ็นเอ
สายคู่อยา่งเช่นยาตา้นมาลาเรียในกลุ่มอนุพนัธ์ควิโนลีน 

การศึกษาการเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์และอนัตรกิริยาระหว่างลิแกนดก์บัจีควอดรูเพลก็ซ์
สามารถทาํไดห้ลายวิธี เช่น X-ray crystallography, NMR spectroscopy, circular dichroism (CD) 
spectroscopy, UV-visible spectroscopy เป็นตน้ (6)  ในงานวิจยัน้ีจะอาศยัสองเทคนิคคือ CD 
spectroscopy และ UV-visible spectroscopy ในการศึกษาการเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์และการเกิด
อนัตรกิริยาระหวา่งยาตา้นมาลาเรียในกลุ่มอนุพนัธ์ควิโนลีนกบัจีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีเกิดจาก UpsB-1 
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1.2 วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

1. เพื่อศึกษาความสามารถในการเกิดและความคงตวัของโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ท่ีเกิดจาก 
UpsB-1 ในสภาวะท่ีไม่มี monovalent cation 

2. เพื่อศึกษาความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ของสารเชิงซ้อนจากการจบัของยาตา้นมาลาเรียใน
กลุ่มอนุพนัธ์ของควิโนลีนกบัโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ในบริเวณโปรโมเตอร์บนวาร์ยีนของ 
Plasmodium falciparum 

1.3 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจัิย 

 เป็นการเพิ่มเติมองคค์วามรู้ใหม่ในการเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ในบริเวณลาํดบัเบสบน
โปรโมเตอร์ของวาร์ยนีในเช้ือ Plasmodium falciparum ซ่ึงอาจเป็นแนวทางในการพฒันายาตา้นมาลาเรีย
กลุ่มใหม่ในอนาคต  รวมถึงเป็นการเพิ่มเติมองคค์วามรู้ในเร่ืองกลไกการออกฤทธ์ิของยาตา้นมาลาเรียใน
กลุ่มอนุพนัธ์ควิโนลีน 
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1) Unimolecular ซ่ึงหน่ึงในนั้นคือ intramolecular เป็นโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีเกิดจาก 
นิวคลีโอไทดห์น่ึงสายท่ีมี G-tract เช่ือมต่อกนัโดยทัว่ไป G-tract มกัมีความยาวเท่ากนั 

2) Bimolecular เป็นจีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีเกิดจากนิวคลีโอไทดส์องสายท่ีมี G-tract  
3) Tetramolecular เกิดจากการรวมตวัของนิวคลีโอไทดส่ี์สายท่ีมี G-tract ประกอบอยูใ่นแต่ละสาย 

 

 

ภาพท่ี 4 การจดัเรียงโครงสร้างของจีควอดรูเพล็กซ์ท่ีแตกต่างกนั (ก) Tetramolecular, (ข) Bimolecular และ (ค) 
Bimolecular ท่ีแสดงใหเ้ห็นถึง lateral loop ท่ีเรียงตวัจากหวัไปหวั (ง) Bimolecular ท่ี lateral loop เรียงตวัจากหวัไป
หาง (จ) Intramolecular ท่ีมีสอง lateral loop และมีหน่ึง diagonal loop 

 ลาํดบัเบสท่ีเช่ือมระหว่าง G-tract จะเช่ือมระหว่าง G-quartet ดว้ยจาํนวนท่ีแตกต่างกนัทาํให ้
loop มีความยาวต่างกัน นอกจากน้ียงัข้ึนกับลาํดบัเบสและบางคร้ังยงัมีผลของไอออนของโลหะมา
เก่ียวขอ้ง ทาํใหเ้กิดความหลากหลายของจีควอดรูเพลก็ซ์ (ภาพท่ี 5) ลาํดบัเบสท่ีเป็นตวัเช่ือมระหว่าง G-
quartets สามารถแบ่งเป็นประเภทต่างๆ ดงัน้ี diagonal, lateral (edgewise) และ propeller loop (chain-
reversal) ในส่วนของ propeller loop สามารถเกิดโดยการเช่ือมของลาํดบัเบสสองสายท่ีอยูด่า้นเดียวกนัท่ี
มีรูปแบบ parallel โดยเช่ือม G-quartet ดา้นบนและดา้นล่างในขณะท่ี diagonal และ lateral loop เกิดจาก
สายท่ีมีรูปแบบ anti-parallel ในส่วนของ lateral loop จะเช่ือม G-strand ท่ีอยูข่า้งๆ กนั หากมีสอง lateral 
loop จะสามารถเช่ือมท่ีดา้นเดียวกนัแบบหวัไปหวั (ภาพท่ี 4 (ค) และ 6 (ข)) และเช่ือมคนละดา้นแบบหวั
ไปหาง (ภาพท่ี 4(ง)) และในส่วนของ diagonal loop จะเช่ือม G-strand ในดา้นตรงขา้มกนั  

(ก) (ข) (ค) (ง) (จ) 
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ภาพท่ี 5 ลกัษณะโครงสร้างของ loop ท่ีแตกต่างกนัสาํหรับ intramolecular จีควอดรูเพลก็ซ์ 

 

ภาพท่ี 6 ภาพวาดแสดงรูปแบบของ loop ในรูปแบบต่างๆ (ก) diagonal loop, (ข) lateral loop, (ค) propeller loop 

โครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีมีรูปแบบ parallel จะมีมุมของเบสกวานีนกบัหมู่นํ้ าตาลแบบ anti-
conformation ในขณะท่ีจีควอดรูเพล็กซ์ท่ีมีรูปแบบ anti-parallel จะมีจาํนวนของเบสกวานีนแบบ syn 
และ anti-conformation เท่าๆ กนั โครงสร้างของจีควอดรูเพลก็ซ์จะมีส่ีร่อง (grooves) ซ่ึงเป็นตาํแหน่งท่ี

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(ก) (ข) 

(ค) 
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ถูกเช่ือมต่อโดย phosphodiester (ภาพท่ี 7) ขนาดของร่องจะแตกต่างกนัโดยอาจข้ึนกบัโครงสร้างหรือ 
loop เป็นตน้  

 

ภาพท่ี 7 ร่องของโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ (4) 

2.2 จีควอดรูเพลก็ซ์ในดีเอน็เอ	

มีรายงานว่าในจีโนมของมนุษยมี์บริเวณท่ีน่าจะเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์มากถึง 376,000 
แห่ง และประมาณ 40 เปอร์เซ็นตข์องยนีอยูท่ี่บริเวณโปรโมเตอร์ (5) สายดีเอน็เอบริเวณท่ีประกอบดว้ย
เบสกวานีนจาํนวนมากพบไดใ้นหลายบริเวณท่ีสําคญั ไดแ้ก่ เทโลเมียร์ (telomere), immunoglobulin 
switch region, โปรโมเตอร์ของยนีต่างๆ และลาํดบัเบสท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคในมนุษย ์ซ่ึงบริเวณท่ี
กล่าวมาขา้งตน้มีการศึกษาในหลอดทดลอง พบวา่สามารถเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ได ้(7)  
จีควอดรูเพลก็ซ์มีส่วนในการควบคุมความยาวปลายสายดีเอน็เอหรือเทโลเมียร์ และควบคุมการถอดรหสั
ในหลายยีน เช่น c-MYC, c-kit หรือ KRAS (5) เม่ือไม่นานมาน้ี Balasubramanian และคณะได้
ทาํการศึกษาจีควอดรูเพล็กซ์โดยใชเ้ซลล์ของมนุษยด์ว้ยเทคนิค immunofluorescence การทดลอง
ดงักล่าวไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่สายดีเอน็เอของมนุษยส์ามารถเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ได ้(8) 
 จีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีพบในดีเอ็นเอมีความน่าสนใจสาํหรับเป็นเป้าหมายของการออกแบบยาตา้น
มะเร็ง การศึกษาในหลอดทดลองพบว่าดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอหลายชนิดสามารถนาํมาเป็นเป้าหมายท่ี
จาํเพาะของยาได ้นอกจากน้ียงัพบโมเลกลุขนาดเลก็มากมายท่ีสามารถเกิดอนัตรกิริยากบัจีควอดรูเพลก็ซ์
และยงัสามารถยบัย ั้งเอนไซมเ์ทโลเมอร์เรสได ้(7) ประมาณ 85 เปอร์เซ็นตข์องเซลลเ์น้ืองอกพบว่ามีการ
เพิ่มข้ึนของเอนไซมเ์ทโลเมอร์เรสดงันั้นการยบัย ั้งเอนไซมเ์ทโลเมอร์เรสมีผลต่อการรักษามะเร็งอย่าง
มาก (9) 

 

 

(ก) (ข) 

M+ 
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2.2.1 จีควอดรูเพลก็ซ์ทีพ่บใน Plasmodium falciparum 

 โดยทัว่ไปสายดีเอ็นเอจะมีลกัษณะเป็นเกลียวคู่วนขวา (B-form) อย่างไรก็ตามมีหลกัฐานท่ี
แสดงให้เห็นว่าบนสายดีเอ็นเอท่ีมีเบสกวานีนเป็นจาํนวนมากใน P. falciparum สามารถเกิดเป็น
โครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ได ้เช่น ในบริเวณเทโลเมียร์ของ P. falciparum clone 3D7 นอกจากน้ีมี
การศึกษาถึงบริเวณท่ีไม่ใช่เทโลเมียร์โดยอาศยั QGRS-Maper software พบวา่มีโอกาสเกิดโครงสร้าง 
จีควอดรูเพลก็ซ์ได ้เช่น ลาํดบัเบสบนบริเวณ upstream ของวาร์ยนี ซ่ึงทาํหนา้ท่ีควบคุมการถอดรหสัของ
ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพของโรคมาลาเรีย พบว่ามี 63 บริเวณของท่ีคาดว่าน่าจะเกิด
โครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ มี 16 บริเวณเป็นส่วนท่ีมีความสําคญัพบในบริเวณท่ีเรียกว่า “upstreamB” 
ของวาร์ยีน อย่างไรก็ตามพบว่ามีเพียง 3 บริเวณท่ีเป็นส่วนท่ีมีความแตกต่างกนัอย่างชดัเจนของลาํดบั
เบส ไดแ้ก่ UpsB-Q-1, UpsB-Q-2 และ Ups-Q-3 ซ่ึงมีลาํดบัเบส (ตารางท่ี 1) เม่ือวิเคราะห์โดยอาศยั 
BLAST พบวา่ลาํดบัเบสทั้ง 3 บริเวณน้ีไม่พบในส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ 
ตารางที ่1 ลาํดบัเบสของโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีพบในบริเวณ upstreamB ของ P. falciparum 
โคลน 3D7 (5) 

ช่ือ ลาํดับเบส 
UpsB-Q-1 
UpsB-Q-2 
UpsB-Q-3 

CAGGGTTAAGGGTATAACTTTAGGGGTTAGGGTT 
TAGGGTTAAGGGTATAACGTTAAGGGTTAGGGTT 
CAGGGTTAAGGGTATACATTTAGGGGTTAGGGTT 

2.3 อนุพนัธ์ของพอร์ไฟริน (Porphyrin derivatives): TMPyP4 

 อนุพนัธ์ของพอร์ไฟรินเป็นกลุ่มสารท่ีไดรั้บการนิยมนาํมาศึกษาอนัตรกิริยากบัโครงสร้าง 
จีควอดรูเพลก็ซ์โดยเฉพาะ 5, 10, 15, 20-tetrakis-(N-methylpyridinium-4-yl)-21H, 23H-porphyrin หรือ 
TMPyP4 (ภาพท่ี 8) ท่ีมีการศึกษาอยา่งมากมาย  Martino L. และคณะไดแ้สดงใหเ้ห็นว่า TMPyP4 มี 
selectivity ต่อโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์สูงกวา่โครงสร้างดีเอน็เอสายคู่ภายใต ้molecular crowding (10) 
สาํหรับลกัษณะการจบัของ TMPyP4 กบัโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์รูปแบบ parallel ส่ีสายท่ีมีลาํดบัเป็น 
TG4T ภายใตส้ภาวะท่ีมีโพแทสเซียมไอออนพบว่า  TMPyP4 จบักบัโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ทั้งท่ี
บริเวณ loop และส่วนนอกของโครงสร้างในลกัษณะ end stacking (11) โดยท่ีการจบัแบบ end stacking 
จะมีค่า binding affinity ท่ีสูงกว่ากรณีท่ีจบักบับริเวณ loop ของโครงสร้าง  นอกจากน้ี TMPyP4 ยงั
สามารถจบักบัโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ในลกัษณะท่ีแทรกระหว่างชั้น (intercalation) ของ G-quartet ท่ี
เกิดข้ึนจากลาํดบัเบสของเทโลเมียร์ในมนุษย ์(T2AG3) ไดเ้ช่นกนั (12)   
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ภาพท่ี 8 โครงสร้างของ 5, 10, 15, 20-tetrakis-(N-methylpyridinium-4-yl)-21H, 23H-porphyrin (TMPyP4) 

2.4 ยาต้านมาลาเรียในกลุ่มอนุพนัธ์ของควโินลนี: 4-substituted quinoline derivatives 

 ยาตา้นมาลาเรียในกลุ่มน้ีมีโครงสร้างหลกัเป็นควิโนลีน (quinoline) ซ่ึงมีลกัษณะแบนราบโดยมี
การแทนท่ีไฮโดรเจนท่ีตาํแหน่งท่ี 4 ดว้ย aminoalkyl chain ท่ีต่างๆ กนัไปรวมถึงหมู่แทนท่ีต่างๆ บน 
quinoline nucleus  ยาในกลุ่มน้ีมีอยู ่ 5 ชนิด (13)ไดแ้ก่ quinine, chloroquine, hydroxychloroquine, 
mefloquine และ halofantrine 

  

    

(ข) (ก) 

(ง) (ค) 
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ภาพท่ี 9 โครงสร้างของ (ก) Quinine, (ข) Chloroquine, (ค) Hydroxychloroquine, (ง) Mefloquine และ (จ) Halofantrine 

 กลไกการออกฤทธ์ิของยากลุ่มน้ีไดถู้กเสนอไว ้3 กลไกคือ 1) DNA intercalation, 2) weak base 
hypothesis และ 3) ferriprotoporphyrin hypothesis  โดยปัจจุบนัเช่ือว่ากลไกการออกฤทธ์ิของยากลุ่มน้ี
เป็นไปตามกลไกท่ี 2 และ 3 เป็นหลกั (13)  สาํหรับการเกิดอนัตรกิริยากบัดีเอน็เอนั้นไดมี้คณะวิจยัหลาย
คณะท่ีไดศึ้กษาและแสดงใหเ้ห็นความสามารถในการจบัดีเอน็เอรูปแบบสายคู่โดยเฉพาะ chloroquine ท่ี
มีการศึกษามากกวา่ยาตวัอ่ืนและมีหลกัฐานแสดงวา่ยา chloroquine มีความชอบในการจบักบัดีเอน็เอสาย
คู่ท่ีมีลาํดบัเบสเป็น GC-rich มากกว่าลาํดบัเบสลกัษณะอ่ืน (14-17)  อย่างไรก็ตามยงัไม่มีงานวิจยัใดท่ี
ศึกษาการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่งโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์กบัยาในกลุ่มน้ี 

2.5 Circular dichroism (CD) spectroscopy กบัการระบุโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ 

 Circular dichroism (CD) เป็นปรากฏการณ์ท่ีเกิดข้ึนจากการท่ีโมเลกุลท่ีไม่สมมาตรหรือ
โมเลกุลท่ีมีคุณสมบติัไครัล (asymmetrical molecule or chiral molecule) เกิดอนัตรกิริยากบัแสง
โพลาไรซ์ท่ีคล่ืนแม่เหลก็ไฟฟ้าหมุนเป็นวงกลม (circularly polarized electromagnetic rays)  สารท่ีมี
คุณสมบติัไครัลจะดูดกลืนแสงโพลาไรซ์ท่ีหมุนทางซา้ยและทางขวาไดไ้ม่เท่ากนั  ความแตกต่างระหว่าง
การดูดกลืนแสงน้ีเรียกว่า circular dichroism  โดยค่าความแตกต่างน้ีจะถูกวดัออกมาในรูปของ 
ellipticity (Θ) มีหน่วยเป็น degree (deg) หรือในรูปของความแตกต่างของค่า molar extinction 
coefficient, RL    ซ่ึงมีหน่วยเป็น M-1 cm-1 (18) 

 ดีเอ็นเอเป็นสารชีวโมเลกุลชนิดหน่ึงท่ีแสดงคุณสมบัติไครัลและมีโครงสร้างหลากหลาย
รูปแบบซ่ึงนาํไปสู่การท่ีมี CD spectrum ท่ีแตกต่างกนัไป  เราจึงสามารถใชเ้ทคนิคทาง CD spectroscopy 
น้ีมาระบุรูปแบบโครงสร้างของดีเอ็นเอในตวัอย่าง (sample) ต่างๆ ในเบ้ืองตน้ได ้ ขอ้ดีของ CD 
spectroscopy ในการใชว้ิเคราะห์รูปแบบโครงสร้างของดีเอน็เอน้ีมีอยูห่ลายประการ (18)  ประการแรก 
คือเป็นวิธีท่ีมีความไวสูง (highly sensitive) แมค้วามเขม้ขน้ของดีเอ็นเอจะตํ่าถึง 20 μg/mL ก็ตาม  

(จ) 
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ประการท่ีสอง คือใชไ้ดท้ั้งกบัตวัอยา่งท่ีมีความยาวของสายสั้นๆ (oligonucletide) หรือตวัอยา่งท่ีมีความ
ยาวของสายมาก  ประการท่ีสาม สามารถใชต้รวจวดัและแยกแยะการเปล่ียนแปลงรูปแบบโครงสร้าง
ของตวัอย่างจากการทาํไทเทรตดว้ยลิแกนด์ไดไ้ม่ยาก  ประการท่ีส่ี ตวัอย่างท่ีใชส้ามารถอยู่ทั้งในรูป
สารละลายและแผ่นฟิลม์  รวมถึงสามารถนาํไปเทียบกบัผลท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์โดยเทคนิค infrared 
spectroscopy และ X-ray diffraction  ประการสุดทา้ย คือเวลาและค่าใชจ่้ายในการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคน้ี
ไม่สูงมากนัก  ดงันั้น CD spectroscopy จึงเป็นเทคนิคท่ีไดรั้บความนิยมในการใชใ้นการวิเคราะห์
รูปแบบโครงสร้างของดีเอน็เอ 

 สาํหรับรูปแบบโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ของดีเอน็เอนั้นพบว่ามี 2 แบบคือ parallel และ anti-
parallel (19) โดยท่ีความแตกต่างใน CD spectrum pattern ของรูปแบบทั้งสองนั้นเกิดจากการจดัเรียง 
glycosidic bond angle (GBA) ท่ีแตกต่างกนั (19, 20)  ลกัษณะสเปคตรัมของโครงสร้างแบบ parallel นั้น
จะแสดง positive band ท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 260-265 nm และ negative band ท่ีความยาวคล่ืน
ประมาณ 240-245 nm  หากมี external loop จะมี shoulder ท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 290 nm ดว้ย (9)  
สาํหรับโครงสร้างแบบ anti-parallel จะแสดง positive band ท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 295 nm, negative 
band ท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 260-265 nm (21)  นอกจากน้ียงัมีโครงสร้างอีกรูปแบบคือ hybrid-type 
conformation หรือ (3+1) mixed conformation ซ่ึง CD spectrum ของโครงสร้างรูปแบบน้ีจะมี positive 
band ท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 290 nm, shoulder ท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 270 nm และ negative band 
ท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 240 nm (10)  สาํหรับ unstructured DNA จะให ้CD spectrum ท่ีมี positive 
band ประมาณ 256 nm และ negative band ประมาณ 238 และ 282 nm (22) 
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ภาพท่ี 10 สเปคตรัมของโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ : (ก) และ (ข) anti-parallel, (ค) parallel และ (ง) parallel แบบมี 
external loop (9)   

(ก) 

(ง) (ค) 

(ข) 
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ภาพท่ี 11 สเปคตรัมของ (ก) โครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์แบบ hybrid-type conformation ท่ีมีลาํดบัเบสเป็น dAGGG 
(TTAGGG)3TT (10) และ (ข) unstructured DNA ท่ีมีลาํดบัเบสเป็น d(TTAGGG)2 (22) 

2.6 ความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ของโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ 

 ความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ของโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์นั้นเราสามารถพิจารณาไดจ้ากค่า 
melting temperature (Tm) โดย melting temperature เป็นอุณหภูมิท่ีสัดส่วนโมลของดีเอน็เอท่ีไม่เกิด
โครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) เท่ากบัสัดส่วนโมลของดีเอ็นเอท่ีเกิดโครงสร้างทุติยภูมิ  
เทคนิคทางสเปคโตรสโคปีโดยเฉพาะ UV-visible และ CD spectroscopy เป็นเทคนิคท่ีไดรั้บความนิยม
ใชใ้นการหาค่า Tm ของโครงสร้างดีเอน็เอรูปแบบต่างๆ ในการหาค่า Tm โดยทัว่ไปจะเลือกใชค้วามยาว
คล่ืนท่ี 260 nm หรือความยาวคล่ืน 295 nm ทั้งน้ีความยาวคล่ืนท่ีจะเลือกใชติ้ดตามการเปล่ียนแปลง CD 
spectrum นั้นข้ึนกบัรูปแบบของโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ว่าจะมีลกัษณะเป็นเช่นไร (23, 24)  

(ข) 

(ก) 
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นอกจากน้ีการเปล่ียนแปลงของค่า Tm เม่ือมีลิแกนดอ์ยูใ่นสารละลายเดียวกบัควอดรูเพลก็ซ์สามารถใช้
บอกการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่งลิแกนดน์ั้นกบัจีควอดรูเพลก็ซ์ได ้(25) 

 

ภาพท่ี 12 ตวัอยา่ง melting curve โดยใช ้CD spectroscopy (26) 

2.7 การศึกษาอันตรกิริยาระหว่างลิแกนด์กับดีเอ็นเอที่มีโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์โดยใช้ CD 
spectroscopy และ UV-visible absorption titration 
 เทคนิคในการศึกษาอนัตรกิริยาระหว่างดีเอ็นเอท่ีมีโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์กบัลิแกนด์นั้นมี
อยูห่ลายวิธี เช่น เทคนิคทางสเปคโทรสโคปี (spectroscopy)  เทคนิคทางแคลอริเมตรี (calorimetry) เป็น
ตน้ เทคนิค CD spectroscopy และ UV-visible absorption titration เป็นเทคนิคท่ีสามารถใชใ้นการศึกษา
อนัตรกิริยาระหว่างลิแกนดก์บัดีเอ็นเอได ้ บริเวณของดีเอ็นเอท่ีจะเกิดอนัตรกิริยากบัลิแกนด์มกัจะเป็น
ส่วนของหมู่ฟอสเฟตผา่นแรงดึงดูดทางไฟฟ้า  หรือจะเป็นในส่วนของเบสต่างๆ โดยการเกิดอนัตรกิริยา
กบัหมู่ฟังก์ชนัต่างๆ บนเบส  การเกิดอนัตรกิริยาระหว่างดีเอ็นเอกบัลิแกนด์น้ีทาํให้คุณสมบติัในการ
ดูดกลืนแสงต่างๆ เปล่ียนแปลงไป 
 จากท่ีเคยกล่าวไวแ้ลว้ในขา้งตน้ว่าเทคนิคทาง CD spectroscopy ใชศึ้กษาคุณสมบติัไครัลของ
สารไครัลอยา่งเช่นดีเอน็เอ  เม่ือโครงสร้างดีเอน็เอรูปแบบพิเศษอยา่งจีควอดรูเพลก็ซ์เกิดอนัตรกิริยากบั 
ลิแกนด์สภาพแวดลอ้มของความเป็นไครัลก็จะเปล่ียนแปลงไปจึงทาํให้เห็นการเปล่ียนแปลงของ CD 
spectrum ไปจากเดิม (1, 27) 
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บทที ่3 

เคร่ืองมอืทีใ่ช้และวธีิดาํเนินการวจิัย 

สารเคมี	

1. Sterile distill water (SDW) 
2. 5, 10, 15, 20- Tetrakis (1-methyl-4-pyridinio) porphyrin tetra (p-toluenesulfonate) (TMPyP4) 

(C72H66N8O12S4; MW 1363.60 g/mole, %LA 97, Aldrich®)  
3. Quinine sulfate dihydrate (MW 782.96 g/mole, %LA 99, Acros Organics®) 
4. Chloroquine diphosphate (MW 515.86 g/mole, %LA 98, Sigma-aldrich®) 
5. Hydroxychloroquine sulfate (MW 433.95 g/mole, %LA 99.0, Tokyo Chemical Industry Co., 

Ltd.) 
6. Mefloquine HCl (C17H17ClF6N2O; MW 414.77g/mole, %LA 98.60, Atlantic Laboratories 

Corp., Ltd.) 
7. Disodium EDTA dihydrate (MW 372.24 g/mole) (USB®) 
8. Tris (NH2C(CH2OH)3; MW 121.14 g/mole) (USB®) 
9. Potassium chloride (KCl; MW 74.55 g/mole) 
10. Hydrochloric acid (HCl; MW 36.46 g/mole) 
11. Potassium hydroxide (KOH; MW 56.11 g/mole ) 
12. Ethanol (C2H5OH; MW 46.07 g/mole) 
13. Methanol (CH3OH; MW 32.04 g/mole) 
14. Liquid Nitrogen (Taylor-Wharton) 
15. Synthetic oligodeoxynucleotide (Pacific science) 

 
 

 

 

  

Primer name/ 
Sequence (5’ to 3’) 

MW 
(μg/μmole) 

UpsB-1 
CAGGGTTAAGGGTATAACTTTAGGGGTTAGGGTT 

10,647.92 
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วสัดุอุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

1. CD spectrometer (Jasco® J-815) 
2. UV-visible spectrophotometer (Agilent®8453) 
3. Temperature controller (Jasco® PTC-423S/15) 
4. Nanodrop spectrophotometer 
5. Vortex-2 genie (Scientific industries®) 
6. Microcentrifuge (Daiham labtech®) 
7. Microcentrifuge tube (Axygen®) 
8. pH meter (Mettler telodo®) 
9. Hotplate (Heidolph® MR3001) 
10. Micropipette (Mettler telodo®) ขนาด 2, 10, 25, 100, 200, 1000 μl 
11. Micropipette tip (Axygen scientific®) 
12. Cuvette; quartz,  path length 0.2, 1.0 cm (Hellma®) 
13. Rubber glove 
14. Analytical balance (Mettler telodo®) 

การเตรียมสารเคมีและตัวอย่างทีจ่ะนํามาวเิคราะห์	

1) การเตรียม 2 M KCl solution 
ชัง่ potassium chloride 29.82 g ละลายและปรับปริมาตรดว้ย SDW ใน volumetric flask 

ขนาด 200 ml 
2) การเตรียม 6 M HCl solution 

ตวงกรด hydrochloric 38%w/w (12.39 M) 96.85 ml ละลายและปรับปริมาตรดว้ย SDW 
ใน volumetric flask ขนาด 200 ml 

3) การเตรียม 6 M KOH solution 
ชัง่ potassium hydroxide 67.332 g ละลายและปรับปริมาตรดว้ย SDW ใน volumetric flask 

ขนาด 200 ml 
4) การเตรียม 500 mM Tris stock solution pH 7.4 

ชัง่ Tris 12.114 g ละลายดว้ย SDW ประมาณ 160 ml ปรับ pH ดว้ย 6M HCl และปรับ
ปริมาตรใน volumetric flask ขนาด 200 ml จะไดส้ารละลาย Tris 500 mM 
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5) การเตรียม 10 mM Tris buffer solution pH 7.4 
เจือจางสารละลาย 500 mM Tris 2 ml กบั SDW 98 ml 

6) การเตรียม 500 mM disodium EDTA stock solution pH 8.0 
ชัง่ disodium EDTA 18.612 g ละลายดว้ย SDW ประมาณ 75 ml ค่อยๆ เติม 6M KOH ลง

ในสารละลายจนไดส้ารละลายใส จากนั้นปรับ pH ดว้ย 6M KOH และปรับปริมาตรใน 
volumetric flask ขนาด 100 ml จะไดส้ารละลาย disodium EDTA 500 mM 

7) การเตรียม 10XTE buffer stock solution pH 7.4 (100 mM Tris/10 mM EDTA) 
ผสมสารละลาย 500 mM Tris stock solution pH 7.4 ปริมาตร 50 ml, 500 mM disodium 

EDTA stock solution pH 8.0 ปริมาตร 5 ml และ SDW 125 ml ปรับใหไ้ด ้pH 7.4 ดว้ย 6M 
KOH หรือ 6M HCl แลว้ปรับปริมาตรใน volumetric flask ขนาด 250 ml  

8) การเตรียม 1XTE buffer solution pH 7.4 
เจือจางสารละลาย 10XTE buffer 25 ml กบั SDW 225 ml 

9) การเตรียม 0.5 mM quinine sulfate stock solution 
ชัง่ quinine sulfate 99.86 mg ละลายและปรับปริมาตรดว้ย SDW ใน volumetric flask 

ขนาด 250 ml 
10) การเตรียม 10 mM chloroquinine stock solution 

ชัง่ chloroquinine diphosphate 131.60 mg ละลายและปรับปริมาตรดว้ย SDW ใน 
volumetric flask ขนาด 25 ml 

11) การเตรียม 10 mM hydroxychloroquinine sulfate stock solution 
ชัง่ hydroxychloroquinine 219.17 mg ละลายและปรับปริมาตรดว้ย SDW ใน volumetric 

flask ขนาด 50 ml 
12) การเตรียม 1 mM mefloquine HCl stock solution 

ชัง่ mefloquine HCl 105.16 mg ละลายและปรับปริมาตรดว้ย SDW ใน volumetric flask 
ขนาด 250 ml 

13) การเตรียม 10 mM TMPyP4 stock solution 
ชัง่ TMPyP4 4.2173 mg ละลายในดว้ย 1XTE buffer solution pH 7.4 ปริมาตร 300 μl 

14) การเตรียม promoter UpsB-1stock solution ใน 1XTE buffer solution pH 7.4 
ละลายผงแหง้ของ oligonucleotide ดว้ยสารละลาย 1XTE buffer solution pH 7.4 จนได้

สารละลายใส ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปวดัค่าความเขม้ขน้ดว้ยเคร่ือง nanodrop spectrophotometer 
แลว้ปรับใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 
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15) การเตรียม promoter UpsB-1stock solution ใน Tris buffer pH 7.4 
ละลายผงแห้งของ oligonucleotide ดว้ยสารละลาย 10 mM Tris buffer pH 7.4 จนได้

สารละลายใส ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปวดัค่าความเขม้ขน้ดว้ยเคร่ือง nanodrop spectrophotometer 
แลว้ปรับใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 

ขั้นตอนการดาํเนินการวจัิย	

1. การศึกษาการเกดิโครงสร้าง G-quadruplex ของ UpsB-1 
ตารางที ่2 ขอ้มูลสารในการศึกษาเกิดโครงสร้าง G-quadruplex 

โอลโิกนิวคลโีอไทด์ สภาวะ ปริมาตรสารละลาย (μL) 

10 μM UpsB-1 10 mM Tris pH 7.4  360 

10 μM UpsB-1 1 XTE pH 7.4, 100 mM KCl 360 

การเตรียมสารละลายดีเอน็เอ: นาํสารละลายดีเอน็เอไปใหค้วามร้อนท่ี 95°C เป็นเวลา 5 นาที ท้ิง
ใหเ้ยน็อยา่งชา้ๆ แลว้นาํไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง CD spectrometer ท่ีความยาวคล่ืน 200-500 nm, 
อุณหภูมิ 25°C, scanning rate 50 nm/min, response time 8 sec, 0.5 nm data pitch 

 
2. การศึกษาการจับของยากบัโครงสร้าง G- quadruplex 

การเตรียมสารละลายดีเอน็เอ: นาํสารละลายดีเอน็เอ (UpsB-1) เขม้ขน้ไปใหค้วามร้อนท่ี 95°C 
เป็นเวลา 5 นาที ท้ิงใหเ้ยน็อยา่งชา้ๆ จากนั้นนาํมาเจือจางท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ดว้ยสารละลาย 
1XTE pH 7.4, 100 mM KCl 

2.1 ศึกษาการจับของยาด้วยวธีิ UV-visible absorption titration 
การศึกษาการจับของยา TMPyP4 

เตรียมสารละลายยา TMPyP4 ความเขม้ขน้ 3.5 μM ใน 1XTE pH 7.4, 100 mM KCl 
นาํไปวดั spectrum ดว้ยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer โดยเก็บค่าช่วง 200 - 1,100 nm 
จากนั้นค่อยๆ เติมสารละลาย DNA ความเขม้ขน้ 30 uM ลงไปคร้ังละ 1 μl จนค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 422 nmไม่มีการเปล่ียนแปลง 
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การศึกษาการจับของยา Quinine 
เตรียมสารละลายยา quinine ความเขม้ขน้ 150 μM ใน 1XTE pH 7.4, 100 mM KCl 

นาํไปวดั spectrum ดว้ยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer โดยเก็บค่าช่วง 200 - 1,100 nm 
จากนั้นค่อยๆ เติมสารละลาย DNA ความเขม้ขน้ 300 uM ลงไปคร้ังละ 1 μl จนค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 331 nmไม่มีการเปล่ียนแปลง 

การศึกษาการจับของยา Chloroquine 
เตรียมสารละลายยา chloroquine ความเขม้ขน้ 50 μM ใน 1XTE pH 7.4, 100 mM KCl 

นาํไปวดั spectrum ดว้ยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer โดยเก็บค่าช่วง 200 - 1,100 nm 
จากนั้นค่อยๆ เติมสารละลาย DNA ความเขม้ขน้ 300 uM ลงไปคร้ังละ 1 μl จนค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 330 และ 343 nmไม่มีการเปล่ียนแปลง 

การศึกษาการจับของยา Hydroxychloroquine 
เตรียมสารละลายยา hydroxychloroquine ความเขม้ขน้ 50 μM ใน 1XTE pH 7.4, 100 

mM KCl นาํไปวดั spectrum ดว้ยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer โดยเก็บค่าช่วง 200-
1,100 nm จากนั้นค่อยๆ เติมสารละลาย DNA ความเขม้ขน้ 300 uM ลงไปคร้ังละ 1 μl จนค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 330 และ 343 nmไม่มีการเปล่ียนแปลง 

การศึกษาการจับของยา Mefloquine 
เตรียมสารละลายยา mefloquine ความเขม้ขน้ 150 μM mM ใน 1XTE pH 7.4, 100 mM 

KCl นาํไปวดั spectrum ดว้ยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer โดยเก็บค่าช่วง 200 - 1,100 
nm จากนั้นค่อยๆ เติมสารละลาย DNA ความเขม้ขน้ 300 uM ลงไปคร้ังละ 1 μl จนค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 317 nmไม่มีการเปล่ียนแปลง 
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ตารางที ่3 ขอ้มูลสารในการทาํ UV-visible absorption titration 

ความเข้มข้นลแิกนด์ ปริมาตรเร่ิมต้นของลแิกนด์  (μL) ความเข้มข้นดเีอน็เอทีใ่ช้ (μM) 

TMPyP4 3.5 μM 
ใน 1XTE 100 mM KCl 

350 30 

Quinine  150 μM 
ใน 1XTE 100 mM KCl 

350 300 

Chloroquine 50 μM 
ใน 1XTE 100 mM KCl 

350 300 

Mefloquine 150 μM 
ใน 1XTE 100 mM KCl 

350 300 

Hydroxychloroquine 50 μM 
ใน 1XTE 100 mM KCl 

350 300 

2.2 ศึกษาการจับของยาด้วยเทคนิค Circular dichroism 
ตารางที ่4 ขอ้มูลสารตวัอยา่งในการทาํ circular dichroism 

ความเข้มข้นลแิกนด์ ความเข้มข้นดเีอน็เอ (μM) ปริมาตร (μL) 
30 μM TMPyP4 

ใน 1XTE 100 mM KCl 
10 370 

30 μM Quinine 
ใน 1XTE 100 mM KCl 

10 370 

30 μM Quinine 
ใน 10 mM Tris 

10 370 

30 μM Chloroquine 
ใน 1XTE 100 mM KCl 

10 370 

30 μM Chloroquine 
ใน 10 mM Tris 

10 370 

30 μM Hydroxychloroquine 
ใน 1XTE 100 mM KCl 

10 370 

30 μM Mefloquine 
ใน 1XTE 100 mM KCl 

10 370 



22 
 

การเตรียมสารตวัอยา่ง: ใส่ลิแกนดล์งไปในดีเอน็เอท่ีเกิดโครงสร้าง G-quadruplex แลว้ ใหไ้ด้
ความเขม้ขน้ของลิแกนดต่์อดีเอน็เอ เป็นอตัราส่วน 3:1 จากนั้นนาํไปวดัดว้ยเคร่ือง CD 
spectrometer 
 

3. การศึกษาผลของยาต่อความคงตัวของโครงสร้าง G-quadruplex 
นาํสารตวัอยา่งจากขอ้ 2.2 มาทาํการวดัค่า melting temperature (Tm) ดว้ยเคร่ือง CD 

spectrometer โดยทาํการ scan ท่ีความยาวคล่ืน 200-320 nm,  ช่วงอุณหภูมิตั้งแต่ 5 - 95°C 
อตัราเร็วในการเพิ่มอุณหภูมิ 2°C/min, response time 8 sec, 0.2°C data pitch, bandwidth 1 nm 
และทาํการเกบ็ spectrum ทุกๆ 10°C 

  



 
 

บทที ่4 

ผลและอภปิรายผลการวจิัย 

1. ผลการศึกษาการเกดิโครงสร้าง G-quadruplex ของ UpsB-1 

 
 

 

ภาพท่ี 14 สเปกตรัมของ 10 μM UpsB-1 ใน 10 mM Tris pH 7.4 (ก) และ ใน 1XTE pH 7.4, 100 mM KCl (ข) 

 ในสภาวะท่ีไม่มี monovalent cation (ภาพท่ี 14 (ก)) UpsB-1 แสดง CD spectrum ท่ีมี positive 
peak อยูท่ี่ 261 nm และ negative peak ท่ี 240 nm ลกัษณะของ CD spectrum ดงักล่าวเป็นลกัษณะของ 
จีควอดรูเพลก็ซ์แบบ parallel  สาํหรับในสภาวะท่ีมีโพแทสเซียมไอออน UpsB-1 ให ้CD spectrum ซ่ึงมี 
negative peak, positive peak และ shoulder ท่ี 241, 267 และ 290 nm ตามลาํดบัซ่ึงเป็นลกัษณะของ 
จีควอดรูเพลก็ซ์แบบ parallel ท่ีมี external loop  จากผล CD spectrum ดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่โครงสร้าง
จีควอดรูเพล็กซ์ท่ีเกิดข้ึนในทั้งสองสภาวะมีความแตกต่างในด้านของ stoichiometry โดยคาดว่า
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โครงสร้างท่ีเกิดข้ึนในสภาวะท่ีไม่มี monovalent cation เป็นแบบ tetrameric ขณะท่ีในสภาวะท่ีมี
โพแทสเซียมคาดว่าเป็นแบบ monomeric หรือ dimeric  การท่ีลาํดบัเบสส่วน UpsB-1 สามารถเกิด
โครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ได้เองนั้นเป็นการบ่งบอกถึงความเป็นไปได้ท่ีลาํดับเบสดังกล่าวจะเกิด
โครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ข้ึนไดภ้ายในเซลล ์ อยา่งไรก็ตาม โครงสร้างท่ีแทจ้ริงท่ีเกิดข้ึนจาํเป็นตอ้งใช้
วิธีการอ่ืนอยา่งเช่น 2D 1H NMR หรือ gel electrophoresis ในการระบุโครงสร้าง 

2. ผลการศึกษาการจับของยากบัโครงสร้าง G- quadruplex 
2.1 ผลศึกษาการจับของยาด้วยวธีิ UV-visible absorption titration 

            
 

                     
 
 

 
ภาพท่ี 15 สเปกตรัมการทาํ UV-visible absorption titration ของ (ก) Quinine, (ข) Chloroquine, (ค) 
Hydroxychloroquine, (ง) Mefloquine และ (จ) TMPyP4 (positive control) 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(จ) 
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 ผลจากการทาํ UV-visible absorption titration โดยใช ้TMPyP4 ซ่ึงเป็นสารท่ีเป็นทราบกนัว่าจบั
กบัโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์เป็น positive control พบว่า UV spectrum ของ chloroquine และ 
hydroxychloroquine เห็นการเปล่ียนแปลงอยา่งชดัเจนเม่ือมีการเติมสารละลายจีควอดรูเพลก็ซ์ลงไปโดย
มีค่า % hypochromicity เท่ากบั 21.1 และ 17.4% ตามลาํดบั  ผลท่ีเกิดข้ึนน้ีบอกเป็นนยัว่ามีการเกิดอนัตร
กิริยาระหว่างโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์กบัยาทั้งสองน้ี สาํหรับ quinine และ mefloquine ไม่เห็นการ
เปล่ียนแปลงของ UV spectrum ท่ีชดัเจน วิธีการน้ีจึงไม่เหมาะในการใชบ้อกการเกิดอนัตรกิริยาระหว่าง
จีควอดรูเพล็กซ์กับยาทั้งสอง  ดังนั้นจึงควรใช้เทคนิคอ่ืนในการศึกษาเช่น fluorospectrometry ซ่ึงมี 
sensitivity สูงกวา่แทน 

2.2 ผลศึกษาการจับของลแิกนด์ด้วยเทคนิค Circular dichroism 
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ภาพท่ี 16 การเปรียบเทียบสเปกตรัมของ UpsB-1 แบบมีและไม่มีลิแกนดใ์นสภาวะ 1XTE pH 7.4, 100 mM KCl ไดแ้ก่ 
(ก) Quinine, (ข) Chloroquine, (ค) Hydroxychloroquine, (ง) Mefloquine และ (จ) TMPyP4 และในสภาวะ 10 mM Tris 
pH 7.4 ไดแ้ก่ (ฉ) Quinine และ (ช) Chloroquine 

เม่ือทาํการวดั CD spectrum ของโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ท่ีเกิดจาก UpsB-1 ทั้งในสภาวะท่ีมี
และไม่มีลิแกนดอ์ยูด่ว้ย  พบว่าในสภาวะท่ีมีโพแทสเซียมไอออน CD spectrum ของ UpsB-1 หลงัจาก
เติมลิแกนดล์งไปไม่มีความแตกต่างท่ีชดัเจนเม่ือเทียบกบัก่อนเติมลิแกนดล์งไป ยกเวน้ TMPyP4 ซ่ึงเป็น 
negative control ท่ีจะเห็นการเปล่ียนแปลงของ CD spectrum ชดัเจนโดยเฉพาะการมี negative peak 
ปรากฏข้ึน  ท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 440 nm  ในขณะท่ีในสภาวะท่ีไม่มี monovalent cation อยูเ่ม่ือมี
การเติมลิแกนดล์งไปในสารละลายของ UpsB-1 CD spectrum ท่ีไดมี้การเปล่ียนแปลงมากกว่าในสภาวะ
ท่ีมีโพแทสเซียมไอออน  แต่อยา่งไรก็ตาม การเปล่ียนแปลงน้ีไม่สามารถบอกไดแ้น่ชดัว่าลิแกนดมี์การ
จบักบั UpsB-1 หรือไม่ 
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3. ผลการศึกษาผลของยาต่อความคงตัวของโครงสร้าง G-quadruplex 

       

           

          
ภาพท่ี 17 Melting profile ของ (ก) UpsB-1 in 1XTE, (ข) Quinine, (ค) Chloroquine, (ง) Hydroxychloroquine และ 

(จ) Mefloquine 
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ภาพท่ี 18 Melting profile ของ (ก) UpsB-1 in Tris, (ข) Quinine และ (ค) Chloroquine 

 ค่า melting temperature (Tm) เป็นค่าหน่ึงท่ีใชบ้อกความคงตวัของโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์  
ค่า Tm ของ UpsB-1 ในสภาวะท่ีมีโพแทสเซียมไอออนมีค่า 55.6°C  และเม่ือมีการเติมลิแกนดต่์างๆ ลง
ไปพบว่าค่า Tm ของ UpsB-1 เพิ่มข้ึน 3-4°C (ตารางท่ี 4) สาํหรับค่า Tm ของ UpsB-1 ในสภาวะท่ีไม่มี 
monovalent cation มีค่าเท่ากบั 42.3°C แต่เม่ือมีการเติม quinine และ chloroquine ลงไปพบว่าค่า Tm 
เพิ่มข้ึน 4.9 และ 8.2°C ตามลาํดบั  การเพิ่มข้ึนของค่า Tm น้ีแสดงใหเ้ห็นว่ายาในกลุ่มน้ีสามารถเพ่ิมความ
คงตวัของโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ท่ีเกิดจาก UpsB-1 ได ้ผลดงักล่าวบอกเป็นนัยว่ามีการเกิดอนัตร
กิริยาเกิดข้ึนระหว่าง UpsB-1 กบัยากลุ่มน้ี  อยา่งไรก็ตามจะสังเกตไดว้่าการมีโพแทสเซียมไอออนอยูใ่น
สารละลายนั้นจะลดความสามารถในการเพิ่มความคงตวัของยาในกลุ่มน้ีต่อ UpsB-1 (ตารางท่ี 4 ถึง 7)  
ท่ีเป็นเช่นน้ีคาดว่าเกิดจากการท่ีโพแทสเซียมไอออนไปสะเทินประจุลบบนหมู่ฟอสเฟต  ทาํให้แรง
ดึงดูดระหวา่งประจุบวกของยาในกลุ่มน้ีกบัประจุลบของจีควอดรูเพลก็ซ์ลดลง  ยาในกลุ่มน้ีจึงเขา้มาเกิด
อนัตรกิริยาไดล้ดลง ซ่ึงในอดีตก็ไดมี้ผูค้นพบเหตุการณ์ดงักล่าวแต่เป็นการศึกษาการจบักนัระหว่างยา 
chloroquine กบัดีเอน็เอสายคู่ (duplex) 
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ตารางที ่5 ค่า Tm ของโครงสร้าง G-quadruplex ในสภาวะ 1XTE pH 7.4, 100 mM KCl 

Ligands Tm (°C) ΔTm (°C) 

-  55.6 - 

Quinine  58.5 2.9 

Chloroquine  58.7 3.1 

Hydroxychloroquine  59.4 3.8 

Mefloquine  58.0 2.4 

 
ตารางที ่6 ค่า Tm ของโครงสร้าง G-quadruplex ในสภาวะ 10 mM Tris pH 7.4 

Ligands Tm (°C) ΔTm (°C) 

-  42.3 - 

Quinine  47.2 4.9 

Chloroquine  50.5 8.2 

 
ตารางที ่7 ตารางสรุปการเปล่ียนแปลงของค่า Tm ในสภาวะท่ีมีและไม่มีโพแทสเซียมไอออน 

Tm ( °C) 
ΔTm ( °C) 

Absense of K
+

  Presense of K
+

  
42.3 55.6 13.3 

 
ตารางที ่8 ตารางสรุปการเปล่ียนแปลงของค่า Tm ในสภาวะท่ีมีลิแกนด ์

Ligand ΔTm ( °C) ΔTm ( °C) 

Absense of K
+ Presense of K

+ 
Quinine  4.9 2.9 
Chloroquine  8.2 3.1 
Hydroxychloroquine  - 3.8 
Mefloquine  - 2.4 

  



 
 

บทที ่5 

สรุปผลการวจิัย 

 ในการวิจยัน้ี เป็นงานวิจยัช้ินแรกท่ีแสดงให้เห็นว่าลาํดบัเบสบริเวณโปรโมเตอร์ท่ีช่ือ UpsB-1 
ของวาร์ยนีสามารถท่ีจะเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีคงตวัไดแ้มจ้ะไม่มี monovalent cation  รูปแบบ
ของ CD spectrum ท่ีไดบ่้งช้ีว่าโครงสร้างท่ีเกิดข้ึนเป็น tetrameric parallel แต่ในสภาวะท่ีมีโพแทสเซียม
ไอออนมีโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีเกิดข้ึนมีลกัษณะเป็น parallel ท่ีมี external loop นอกจากน้ียาใน
กลุ่มอนุพนัธ์ของควิโนลีนสามารถท่ีจะเพิ่มความคงตวัให้กบัโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ท่ีเกิดจากลาํดบั
เบสดังกล่าวได้โดยท่ีความสามารถในการเพ่ิมความคงตวัของจีควอดรูเพล็กซ์น้ีจะถูกรบกวนเม่ือมี
โพแทสเซียมไอออนอยู ่ ผลในการเพิ่มความคงตวัน้ีสามารถบอกเป็นนยัไดว้า่ยาในกลุ่มอนุพนัธ์ของ 
ควิโนลีนสามารถเกิดอนัตรกิริยากบัโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ได ้ ดงันั้นงานวิจยัช้ินน้ีจึงเป็นงานท่ี
สนับสนุนความเป็นไปไดใ้นการเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ในบริเวณโปรโมเตอร์ของวาร์ยีนซ่ึง
อาจจะมีส่วนสาํคญัในการควบคุมการแสดงออกของยนีและสามารถถูกเปล่ียนแปลงไดโ้ดยสารโมเลกุล
เลก็ 
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