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        เอสอาร์เอฟ (SRF) เป็นหน่ึงในสมาชิกของ MADS box family ท าหนา้ท่ีเป็นทรานสคริปชัน่แฟคเตอร์ โดยจบักบั 
serum response element (SRE) บนยนีหลายชนิด เช่น c-fos, fosB และ junB ซ่ึงเป็น proto-oncogene โดยเอสอาร์เอฟ 
มีหนา้ท่ีส าคญัในการควบคุมการเจริญเติบโตและเปล่ียนแปลงเซลล ์จากการศึกษาวจิยัก่อนหนา้พบวา่โปรโมเตอร์ของ 
ยนีเอสอาร์เอฟมีล าดบัเบสกวานีนซ ้ ากนัหลายต าแหน่ง (5’-GGGAAAGGGAAGGGAAGTTGGGGGTAGGGG-3’) 
สามารถเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ได ้ในงานวจิยัน้ีไดท้ าการศึกษาผลของ PIPER ซ่ึงเป็นสารกลุ่ม perylene diimides 
ต่อการเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ โดยใชเ้ทคนิค circular dichroism (CD) และ ultraviolet-visible spectroscopy จาก
ผลการศึกษาพบวา่ PIPER สามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์แบบ parallel ได ้แต่ในสภาวะท่ีมี
โพแทสเซียมหรือโซเดียมไอออน PIPER จะเหน่ียวน าใหเ้กิดรูปแบบของจีควอดรูเพลก็ซ์แบบ parallel และ             
mixed parallel/antiparallel ตามล าดบั เม่ือท าการศึกษาหาค่า melting temperature (Tm) พบวา่ PIPER ช่วยให ้                
จีควอดรูเพลก็ซ์มีความตวัทางอุณหพลศาสตร์เพ่ิมข้ึน (Tm > 75 °C) นอกจากน้ีผลการทดลองดว้ยวธีิ 
UV absorption titration พบสเปกตรัมของ PIPER ท่ีไดห้ลงัการไทเทรตเกิดการเปล่ียนแปลงอยา่งชดัเจน ซ่ึงเป็น
หลกัฐานสนบัสนุนการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่ง PIPER และจีควอดรูเพลก็ซ์ จากผลการวจิยัสรุปไดว้า่ PIPER เป็น 
ลิแกนดห์น่ึงท่ีสามารถจบัและเหน่ียวน าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างจีควอดรูเพลก็ซ์ได ้พร้อมทั้งช่วยใหเ้กิด 
ความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์มากข้ึนดว้ย 
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Serum Response Factor (SRF) is a member of the MADS box family of transcription factor that is a key 
regulator of several proto-oncogenes such as c-fos, fos-B and junB. SRF is believed to be involved in cell growth and 
differentiation. As in previous report, guanine-rich sequences (5’-GGGAAAGGGAAGGGAAGTTGGGGG 
TAGGGG-3’) within the promoter region of SRF gene is capable of forming four-stranded structures called  
G-quadruplex. In this study, we investigate the effects of PIPER (perylene diimide) to G-quadruplex forming by 
circular dichroism (CD) and ultraviolet-spectrocsopy. PIPER without monovalent cation can induce SRF promoter 
sequence to form G-quadruplex motif. Furthermore, SRF promoter can form parallel and mixed parallel/antiparallel in 
the present of K+ and Na+, respectively. According to melting temperature (Tm) study, indicates that PIPER has the 
ability to stabilize G-quadruplex by largely increase Tm value (Tm>75oC). In addition, to confirm interaction between 
PIPER and G-quadruplex, we have seen clearly changed spectrum by using UV absorption titration. 
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ค าน า 
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(Perylene Diimide) และวติามินบีสอง (Riboflavin) กบัโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ในบริเวณโปรโมเตอร์
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ตารางท่ี 13   การเตรียม PIPER ความเขม้ขน้ 30 µM ท่ีมี 100 mM NaCl หรือ 100 mM KCl 
             ใน 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 300 µL     22 
ตารางท่ี 14   ค่า melting temperature ของโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ในสภาวะต่างๆ  43 
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สารบัญภาพ 
                     หนา้ 
ภาพท่ี 1           การจดัเรียงตวัของเบสกวานีนและไออนบวกใน G-quartet และ 
                โครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์       4 
ภาพท่ี 2 ก        ลกัษณะของ tetramolecular       5 
ภาพท่ี 2 ข        ลกัษณะของ bimolecular       5 
ภาพท่ี 2 ค        ลกัษณะของ monomolecular หรือ intramolecular    5 
ภาพท่ี 3 ก        ลกัษณะของ parallel       5 
ภาพท่ี 3 ข-ง    ลกัษณะของ antiparallel       5 
ภาพท่ี 4 ก        ลกัษณะของ lateral loop       5  
ภาพท่ี 4 ข        ลกัษณะของ propeller loop หรือ chain-reversalหรือ external loop  5 
ภาพท่ี 4 ค        ลกัษณะของ diagonal loop       5 
ภาพท่ี 5 ก        สเปกตรัมของโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ parallel    6 
ภาพท่ี 5 ข        สเปกตรัมของโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ antiparallel   6 
ภาพท่ี 5 ค        สเปกตรัมของโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ parallel ท่ีมี external loop  6 
ภาพท่ี 6 ก       โครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ mixed parallel/antiparallel   7 
ภาพท่ี 6 ข        สเปกตรัมขอโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ mixed parallel/antiparallel  7 
ภาพท่ี 7           สเปกตรัมของโครงสร้างแบบ unstructured DNA    7 
ภาพท่ี 8           โครงสร้างของ TMPyP4       8 
ภาพท่ี 9           โครงสร้างของ riboflavin       9 

ภาพท่ี 10         โครงสร้างของ  PIPER       10 

ภาพท่ี 11         ตวัอยา่ง melting curve โดยใช ้CD spectroscopy    13 
ภาพท่ี 12         สเปกตรัมของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีเกลือ NaCl และ KCl อตัราส่วนต่างๆ 
                ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-320 nm ท่ี 25oC  25 
ภาพท่ี 13         สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5  
                ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-450 nm ท่ี 25oC  26 
ภาพท่ี 14         สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5  
                 ในสภาวะท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD 
                        ท่ี 200-450 nm ท่ี 25oC       27 
 



ฏ 

 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
                     หนา้ 
ภาพท่ี 15         สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5  
                        ในสภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD  
                 ท่ี 200-450 nm ท่ี 25oC       28 
ภาพท่ี 16         สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์Riboflavin อตัราส่วน 1:1                      
                        และ1:5 ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-320 nm ท่ี 25oC 29 
ภาพท่ี 17         สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์Riboflavin อตัราส่วน 1:1  
                 และ1:5 ในสภาวะท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  
                 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-320 nm ท่ี 25oC     30 
ภาพท่ี 18         สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์Riboflavin อตัราส่วน 1:1  
                 และ 1:5 ในสภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  
                 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-320 nm ท่ี 25oC     31 
ภาพท่ี 19         สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:1  
                 และ1:5 ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-400 nm ท่ี 25oC 32 
ภาพท่ี20          สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:1  
                 และ1:5 ในสภาวะท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  
                 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-400 nm ท่ี 25oC     33 
ภาพท่ี 21         สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:1  
                        และ 1:5 ในสภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  
                 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-320 nm ท่ี 25oC     34 
ภาพท่ี 22         สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ TMPyP4 7 µM    35 
ภาพท่ี 23         สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ Riboflavin 35 µM    36 
ภาพท่ี 24         สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ PIPER 60 µM    37 
ภาพท่ี 25         Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีเกลือ KCl 100 mM  
                ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 260  nm ท่ี 5-95 oC  38 
ภาพท่ี 26         Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM  
                ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 290 nm ท่ี 5-95 oC  38 
ภาพท่ี 27         Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5 
                ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC  39 
 



ฐ 

 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
                หนา้ 
ภาพท่ี 28         Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5  

          ในสภาวะท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD  
          ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC            39 

ภาพท่ี 29         Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5  
          ในสภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD  
          ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC            40 

ภาพท่ี 30         Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์Riboflavin อตัราส่วน 1:5 
          ในสภาวะท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD 

                        ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC            40 
ภาพท่ี 31          Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์Riboflavin อตัราส่วน 1:5  

          ในสภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD  
                        ท่ี 290 nm ท่ี 5-95 oC            41 
ภาพท่ี 32             Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:5  

          ในสภาวะท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD 
          ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC            41 

ภาพท่ี 33             Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:5  
                        ในสภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD  

          ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC            42 
ภาพท่ี 34         Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:5  

          ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC       42 
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บทที ่1 

บทน า 

1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของการวจัิย 

ในปัจจุบนัโครงสร้าง  DNA  ท่ีรู้จกักนัโดยทัว่ไปมีหลายรูปแบบ  ไดแ้ก่  DNA  สายคู่ตามแบบ  
Watson  และ  Crick , Hairpin, Triplex, I-motif, G-quadruplex เป็นตน้ (1)  ส าหรับโครงสร้าง  DNA  
แบบจีควอดรูเพล็กซ์ (G-quadruplex) เกิดจากเบสกวานีน (guanine)  4  เบสในสาย  DNA  เช่ือมกนัดว้ย
พนัธะไฮโดรเจน  hoogsteen  เรียกโครงสร้างน้ีวา่  G-quartet  ซ่ึงคงตวัดว้ยไอออนบวกท่ีมีวาเลนซ์
อิเล็กตรอนเท่ากบัหน่ึง  ระนาบของ  G-quartet  จะซอ้นกนัตั้งแต่  2  ชั้นข้ึนไปดว้ย  π-π  stacking ได้
เป็นโครงสร้าง  G-quadruplex โดยในปัจจุบนัเม่ือวทิยาการกา้วหนา้มากข้ึนท าให้โครงสร้าง   
G-quadruplex  เป็นท่ีน่าสนใจ  เน่ืองจากสายนิวคลีโอไทด์บริเวณน้ีมีล าดบัเบสกวานีนติดกนัหลาย
โมเลกุลจึงมีโอกาสเกิดโครงสร้างน้ีได ้ โดยมกัจะพบ G-quadruplex ในบริเวณ telomere และ promoter  
ของสายดีเอ็นเอ เช่น บริเวณ  SRF gene (2) 

SRF (serum response factor) เป็นหน่ึงใน  transcription factor  ซ่ึงจดัอยูใ่น MADS box family  
มีบทบาทส าคญัในการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลห์ลายชนิด  การศึกษาพบวา่  SRF gene สามารถ
กระตุน้การท างานของ  c-fos  ซ่ึงเป็น  proto-oncogene (3)  นอกจากน้ีในโครงการปริญญานิพนธ์ช่ือ  
Study of Gquadruplex-forming Motif in the SRF Promoter Region  ของดิษญา แสงเป่า  และคณะในปี 
พ.ศ. 2553  ไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่บริเวณ  promoter  ของ  SRF gene  ท่ีมีเบส  guanine  ติดกนัหลายโมเลกุล
สามารถเกิด  G-quadruplex  ได ้โดยการถูกเหน่ียวน าดว้ยโซเดียมไอออน  โพแทสเซียมไอออน  และลิ
แกนด ์ TMPyP4  งานวจิยัดงักล่าวจึงถือไดว้า่เป็นงานวจิยัช้ินแรกท่ีรายงานถึงการเกิดโครงสร้าง  
G-quadruplex  บริเวณ  promoter  ของ  SRF gene  ภายนอกร่างกาย (4) 

การศึกษาวจิยัท่ีผา่นมามีแนวโนม้เพื่อการสังเคราะห์หรือหาลิแกนด ์ (Ligand)  ท่ีสามารถจบักบั

โครงสร้าง  G-quadruplex  ไดอ้ยา่งเฉพาะเจาะจงมากข้ึน  แต่อยา่งไรก็ตามมีเพียงบางลิแกนดเ์ท่านั้นท่ีมี

คุณสมบติัน้ี  ยกตวัอยา่งเช่น  Quarfloxin  ซ่ึงเป็นยาเคมีบ าบดัตวัเดียวในขณะน้ีท่ีสามารถจบักบั   

G-quadruplex  และก าลงัเขา้สู่  phase 2 clinical trial  ใชส้ าหรับรักษา  chronic lymphocytic leukaemia  

(5, 6) ดงันั้นการศึกษาวจิยัเพื่อหาลิแกนดท่ี์มีคุณสมบติัในการจบักบัโครงสร้าง  G-quadruplex  อยา่ง

เฉพาะเจาะจงจึงมีความส าคญั  ซ่ึงสามารถน าความรู้ท่ีไดไ้ปใชเ้ป็นพื้นฐานในการพฒันาต่อยอดใน

การศึกษาโครงสร้าง  G-quadruplex  และประยกุตใ์ชใ้นการพฒันายาตา้นมะเร็งใหม่ต่อไป 
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ส าหรับสารตวัแรกท่ีมีรายงานการน ามาศึกษาการเกิดอตัรกิริยากบัโครงสร้างจีควดรูเพล็กซ์ คือ 

PIPER (N,N’-bis-(2-(1-piperidino)ethyl)-3,4,9,10-perylene tetracarboxylic acid diimide) โดยสาร

ดงักล่าวสามารถเหน่ียวน าให้เกิดโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์จากสายดีเอน็เอสายคู่ หรือสายเด่ียวได ้(7)  

PIPER มีการจบัโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ดว้ย electrostatic interaction ระหวา่ง side chain ของ 

perylene diimide และบริเวณ groove ของโครงสร้างดงักล่าว (8)  PIPER มีการจบัท่ีจ  าเพาะกบัจีควอดรู

เพล็กซ์มากกวา่ดูเพล็กซ์ (Duplex DNA) จึงมีการคิดคน้ละพฒันาเพื่อดดัแปลงหมู่แทนท่ีใหมี้ความ

เหมาะสม และไดอ้นุพนัธ์ต่าง ๆ มากมาย เช่น Tel01 (PIPER 5), Tel03, Tel04, Tel08 (PIPER 3), 

PIPER 6 และ PIPER 7 เป็นตน้ (9)  ดงันั้นทางกลุ่มจึงเลือกศึกษาสาร PIPER เป็นลิแกนดต์วัหน่ึง ใน

การจบักบัจีควดดรูเพล็กซ์ของ SRF gene ซ่ึงยงัไม่มีเคยมีผูศึ้กษาการจบัระหวา่งลิแกนด ์และสายดีเอน็เอ

ดงักล่าว รวมถึงดูผลการเหน่ียวน าจาก PIPER และความคงตวัทางอุณหภูมิศาสตร์หลงัจากเกิด

โครงสร้างจีควอดูเพล็กซ์ 

ปัจจุบนัอนุพนัธ์ของวติามินก าลงัมีบทบาทส าคญัในการน ามาใชเ้พื่อตา้นมะเร็งโดยเฉพาะอยา่ง

ยิง่  haematogical cancer  เช่น  การน าวิตามินเอ  (Vitamin A, Retinoic acid) มาใชรั้กษา  myeloid 

leukaemia  อยา่งกวา้งขวาง  รวมถึงวติามินดี  (Vitamin D)  ท่ีก าลงัอยูใ่นระหวา่งการทดลองทางคลินิก

เพื่อใชรั้กษา  myeloid leukaemia  เช่นเดียวกนั  งานวจิยัในปี ค.ศ.  1995  ไดท้  าการศึกษาการน าวติามิน

บีสอง  (Riboflavin)  มาจบักบัโครงสร้าง  G-quadruplex  ท่ีเกิดข้ึนภายใน  RNA molecule  พบวา่

สามารถเกิดการจบักนัไดแ้น่นพอสมควร  (Kd = 1-5 µM)(10)  ซ่ึงนบัตั้งแต่งานวจิยัดงักล่าวจนถึง

ปัจจุบนัยงัไม่พบงานวจิยัเก่ียวกบัการจบักนัระหวา่งวติามินบีสองและ  G-quadruplex  อีก  นอกจากน้ียงั

พบงานวจิยัเก่ียวกบัการน า  photoderivatives  ของวติามินบีสองมาศึกษาถึงบทบาทต่อการรักษา  

haematogical malignancy  (11) ซ่ึงจากการพิจารณาโครงสร้างทางเคมีของวติามินบีสองพบวา่เป็นสาร

กลุ่ม  isoalloxazine  ท่ีมีไนโตรเจนอะตอม (N) ภายในวงแหวน (ring)  โดยโครงสร้างมีความเป็น  

planar extended aromatic  (12) ท าใหมี้ความเป็นไปไดใ้นการจบักบั  G-quartet  ดว้ย  π-π  stacking  

ได ้

จากเหตุผลดงักล่าวจึงท าใหท้างกลุ่มผูศึ้กษามีความสนใจในการน า PIPER และ วติามินบีสอง

มาทดสอบการจบักบัโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ในบริเวณ  promoter  ของ  SRF gene  รวมถึงศึกษา

ความคงตวัทางอุณหภูมิศาสตร์ในการจบักนัระหวา่งลิแกนดแ์ละโครงสร้างจีควอดูเพล็กซ์  โดยหาก
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แสดงผลการจบัระหวา่งกนัข้ึน  สารท่ีน ามาศึกษาอาจมีบทบาทช่วยยบัย ั้งการ  transcription  ของ  proto-

oncogene  ได ้ และเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการพฒันายากลุ่มใหม่ๆในอนาคต 

 

1.2  วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

 1)  เพื่อศึกษาความเป็นไปไดข้องสารกลุ่มเพอรีลีน ไดอิไมด ์(Perylene Diimide) และวติามินบี

สอง (Riboflavin)ในการจบักบัจีควอดรูเพล็กซ์ในบริเวณโปรโมเตอร์ของยนีเอสอาร์เอฟ 

 2)  เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของสารกลุ่มเพอรีลีน ไดอิไมด ์(Perylene Diimide) และวติามิน

บีสอง (Riboflavin) ต่อการเกิดโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ในบริเวณโปรโมเตอร์ของยนีเอสอาร์เอฟ 

 
1.3  ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจัิย 

 สามารถศึกษาและเขา้ใจถึงโครงสร้างลิแกนด์และสภาวะท่ีเหมาะสมในการจบักบัโครงสร้าง  
G-quadruplex  อยา่งจ าเพาะเจาะจง  ซ่ึงอาจน าไปใชเ้ป็นสารตั้งตน้หน่ึงในการศึกษาโครงสร้าง  G-
quadruplex  ในบริเวณต่าง ๆ ของสาย  DNA  และอาจน าไปพฒันาเพื่อเป็นเป้าหมายใหม่ส าหรับการ
รักษามะเร็งต่อไปในอนาคต 
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บทที ่2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 จีควอดรูเพลก็ซ์ 

 จีควอดรูเพล็กซ์เป็นดีเอ็นเอท่ีมีโครงสร้าง 4 สาย ประกอบดว้ยเบสกวานีน (guanine) 4 เบส 
จดัเรียงตวัเป็นวงอยูใ่นแนวระนาบ (13) ซ่ึงแต่ละเบสเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจน Hoogsteen 
จ านวนแปดพนัธะ ไดแ้ก่ ไนโตเจนต าแหน่งท่ี 1 กบั ออกซิเจนต าแหน่งท่ี 6 (N1-O6) และไนโตเจน
ต าแหน่งท่ี 2 กบั ไนโตเจนต าแหน่งท่ี 7 (N2-N7) เรียกโครงสร้างน้ีวา่ “G-quartet หรือ G-tetrad” 
(14)โดย G-quartet ตั้งแต่จ านวนสองชั้นข้ึนไปจะมาซอ้นกนัดว้ยพนัธะ    stacking กลายเป็น
โครงสร้างควอดรูเพล็กซ์  

ไอออนบวกท่ีมีวาเลนซ์อิเล็กตรอนเท่ากบัหน่ึง เช่น Na+ และ K+  จะมีผลต่อการเกิดโครงสร้าง
ในรูปแบบต่างๆและความคงตวัของควอดรูเพล็กซ์ ไอออนบวกน้ีจะอยูภ่ายในช่องวา่งตรงกลางของแต่
ละชั้น G-quartet และเช่ือมกบัออกซิเจนต าแหน่งท่ี 6 ของเบสกวานีน (13) (ภาพท่ี 1) 

 

 

ภาพท่ี 1     การจดัเรียงตวัของเบสกวานีนและไออนบวกใน G-quartet และโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์ท่ี  
   มีไอออนบวกอยูร่ะหวา่งชั้นของ G-quartet 

 โครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์สามารถจดัเรียงตวัได ้3 แบบ คือ Tetramolecular  เกิดจากการจบักนั
ระหวา่งโมเลกุลของดีเอน็เอ 4 สาย Bimolecular เกิดจากการจบักนัระหวา่งโมเลกุลของดีเอ็นเอ 2 สาย 
และ Monomolecular (intramolecular) เกิดจากการจบักนัภายในโมเลกุลของดีเอน็เอเพียงเส้นเดียว (13, 
15, 16) (ภาพท่ี 2)  นอกจากน้ีโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์แบ่งออกไดเ้ป็น 2  แบบ คือ parallel และ 
antiparallel โดยแบบ parallel จะมีการจดัเรียงตวัของแต่ละ G-strand  จาก 5’ ไป 3’ ในทิศทางเดียวกนั 
ส่วนแบบ antiparallel จะมีอยา่งนอ้ยหน่ึงสาย G-strand  ท่ีจดัเรียงตวัในทิศทางตรงกนัขา้มกบั G-strand  
ท่ีเหลือ (2, 16) (ภาพท่ี 3)   
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        (ก)        (ข)     ค) 

 
ภาพท่ี 2     (ก) tetramolecular   (ข) bimolecular   (ค) monomolecular หรือ intramolecular 

          (ก)           (ข)       (ค)   (ง) 

 
ภาพท่ี 3    (ก) parallel   (ข-ง) antiparallel 

 ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์เช่ือมแต่ละ G-strand  จะท าใหโ้ครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์มี loop แบบ
ต่างๆ เช่น โครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์แบบ parallel จะมี propeller loop หรือ chain-reversal หรือ 
external loop ซ่ึงเช่ือมระหวา่ง G-quartet ต  าแหน่งบนสุดและ G-quartet ต  าแหน่งล่างสุดท่ีอยูด่า้น
เดียวกนั ส่วนโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์แบบ antiparallel จะมี 2 loop คือ lateral loop และ   diagonal 
loop โดย lateral loop จะเช่ือมระหวา่ง G-quartet ท่ีอยูติ่ดกนั ส่วน diagonal loop จะเช่ือมระหวา่ง G-
quartet ท่ีอยูต่รงขา้มกนั (13, 16) (ภาพท่ี 4)  

 (ก)               (ข)               (ค) 

 

ภาพท่ี 4    (ก) lateral loop (ข) propeller loop หรือ chain-reversal หรือ external loop (ค) diagonal loop 
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2.2 รูปแบบสเปกตรัมของโครงสร้างดีเอ็นเอแบบต่างๆ 

 โครงสร้างควอดรูเพล็กซ์มีหลายรูปแบบ ซ่ึงแต่ละรูปแบบสามารถแยกจากกนัโดยการวดั
สเปกตรัมดว้ยวธีิ Circular Dichroism (CD) โดยโครงสร้างแบบ parallel จะมี positive band อยูใ่นช่วง 
260-265 nm และ negative band อยูใ่นช่วง 240-245 nm และหากมี external loop อยูใ่นโครงสร้างจะมี 
shoulder ท่ีประมาณ 290 nm เพิ่มข้ึนมา ส่วนโครงสร้างแบบ antiparallel จะมี positive band ท่ีประมาณ 
290-295 nm และ negative band ท่ีประมาณ 260-265 nm ถึงแมว้า่สเปกตรัมของ โครงสร้างแบบ 
parallel จะคลา้ยคลึงกบัโครงสร้างดีเอน็เอแบบ A-form แต่สามารถแยกจากความแตกต่างไดโ้ดย
โครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ทุกรูปแบบจะมี positive band ท่ีประมาณ 210 nm ซ่ึงเป็นลกัษณะพิเศษข้ึนมา 
ขณะท่ีโครงสร้างดีเอน็เอแบบ A-form จะมี negative band ท่ีประมาณ 210 nm  (17-21) (ภาพท่ี 5) 

(ก)                                                    (ข)       

        

(ค) 

 

d(GGGG) 

 

d(GGGGTTTTGGGG) 

d(TAGGGUTAGGGT) 
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ภาพท่ี 5    สเปกตรัมของโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์  (ก) แบบ parallel  (ข) แบบ antiparallel  (ค) แบบ   
   parallel ท่ีมี external loop 

 นอกจากน้ียงัมีโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ mixed parallel/antiparallel ซ่ึงให ้positive  band 
อยูท่ี่ประมาณ 290 nm  negative band อยูท่ี่ประมาณ 240 nm และมี shoulder อยูท่ี่ประมาณ 270 nm (21-
25) (ภาพท่ี 6) 

(ก)       (ข) 

             

  (ข)  

 

 

ภาพท่ี 6    (ก) โครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ mixed parallel/antiparallel (ข) สเปกตรัมขอโครงสร้าง 
   ควอดรูเพล็กซ์แบบ mixed parallel/antiparallel 

 ส าหรับโครงสร้างแบบ unstructured DNA จะให ้ให ้positive  band อยูท่ี่ประมาณ  256 nm  
และ negative band อยูท่ี่ประมาณ 238 nm (17, 21) (ภาพท่ี 7) 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 7  สเปกตรัมของโครงสร้างแบบ unstructured DNA 

 

GGG TTA GGG TTA GGG TTA GGG 

d(CCCCCCGGGGGG) d(TTAGGG)2 
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2.3 ลแิกนด์ทีใ่ช้ในการศึกษา 

 2.3.1 TMPyP4 

  TMPyP4 เป็นอนุพนัธ์ของพอร์ไฟรินท่ีมีประจุบวก (cationic porphyrin) ท่ีนิยมใชเ้ป็นลิแกนด์
เพื่อศึกษาแนวทางในการรักษาโรคมะเร็ง เน่ืองจากมีโครงสร้างของพอร์ไฟรินท่ีเป็น aromatic rings 
จดัเรียงตวัในแนวระนาบ จึงสามารถเขา้ไปจบักบัโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์และท าใหโ้ครงสร้างนั้นมี
ความเสถียร (8) 
  จากการทดลองของ Zhang H และคณะพบวา่ ในสภาวะท่ีไม่มีไอออนบวก  โมเลกุล TMPyP4 

สามารถเหน่ียวน าให้โครงสร้างดีเอ็นเอสายเด่ียวเปล่ียนแปลงเป็นโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ 

antiparallel ได ้และในสภาวะท่ีมีออนบวก เช่น K+ โมเลกุล TMPyP4 สามารถเปล่ียนโครงสร้างควอดรู

เพล็กซ์แบบ parallel ใหเ้ป็นแบบ mixed parallel/antiparallel ไดอี้กดว้ย (21) 

  จากปริญญานิพนธ์ของนางสาวดิสญา แสงเป่า และคณะ (2010) ซ่ึงศึกษาการเกิดโครงสร้าง 
ควอดรูเพล็กซ์บริเวณโปรโมเตอร์ของยนี SRF พบวา่ ในสภาวะท่ีมี K+ โมเลกุล TMPyP4 สามารถ
เหน่ียวน าให้โครงสร้างดีเอน็เอสายเด่ียวเปล่ียนแปลงเป็นโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ parallel ท่ีมี 
external loop ได ้ ส่วนในสภาวะท่ีมี Na+  โมเลกุล TMPyP4 สามารถเปล่ียนโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์
แบบ antiparallel ใหเ้ป็นแบบ parallel ท่ีมี external loop ได ้(4) อยา่งไรก็ตามมีรายงานวา่ TMPyP4 จบั
กบั ดีเอน็เอสายเด่ียว ดีเอน็เอสายคู่ ดีเอน็เอสามสาย และโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ ดว้ยความสามารถใน
การจบัใกลเ้คียงกนั (Kd ≅ 200 nM) ดงันั้น TMPyP4 จึงเป็นลิแกนดท่ี์จบักบัโครงสร้างของสายนิวคลี
โอไทดไ์ดอ้ยา่งไม่จ  าเพาะ (1) สามารถใชเ้ป็น positive control เพื่อยนืยนัผลการเกิดโครงสร้างควอดรู
เพล็กซ์ได ้แต่หากตอ้งการให้โครงสร้างนั้นมีความเสถียรมากข้ึนจะตอ้งอาศยัลิแกนดต์วัอ่ืนท่ีสามารถ
จบัไดอ้ยา่งจ าเพาะ 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 8     โครงสร้างของ meso 5,10,15,20-tetrakis-(N-methyl-4-pyridyl) porphyrin (TMPyP4) 
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  2.3.2  Riboflavin (Vitamin B2) 

  Riboflavin เป็นสารในกลุ่ม flavin  หรือ Isoalloxazines  การออกแบบ Isoalloxazines เพื่อใช้
เป็นลิแกนดส์ าหรับจบักบัโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์  เร่ิมตน้มาจากรายงานของ Lauhon และคณะ ซ่ึง
พบวา่ oxidized riboflavin สามารถจบักบัโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ ท่ีเป็น intramolecular ภายใน 
อาร์เอน็เอ (RNA) แบบจ าเพาะปานกลาง (Kd = 1-5 μM) (10) นอกจากน้ีจากรายงานของ  Mallesham 
Bejugam และคณะ ซ่ึงออกแบบและสังเคราะห์อนุพนัธ์ของ 3,8,10-trisubstituted isoalloxazines พบวา่ 
ลิแกนดด์งักล่าวจบักบัโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์บริเวณโปรโมเตอร์ของยนี c-kit แบบจ าเพาะเม่ือเทียบ
กบัดีเอน็เอ (Quadruplex Kd = 3 – 30 μM  และ  Duplex Kd > 200 μM) แต่ยงัไม่มีรายละเอียดเก่ียวกบั
ลกัษณะของการจบักนัระหวา่ง isoalloxazines และ โครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ แต่เช่ือวา่การมีโครงสร้าง
ท่ีเป็น Isoalloxazine ซ่ึงจดัเรียงในแนวระนาบท าใหส้ามารถจบักบัโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ไดดี้กวา่ดี
เอน็เอสายคู ่(1, 26, 27) 
 

 

 

 

 

ภาพท่ี 9     โครงสร้างของ riboflavin  ( 3,10-dihydro-7,8-dimethyl-10-[(2S,3S,4R)-2,3,4,5- 
                    tetrahydroxypentyl]benzopteridine-2,4-dione) 
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2.3.3 PIPER (N,N’-bis-[2-(1-piperidino)ethyl]-3,4,9,10-perylene tetracarboxylic acid diimide) 

ในปี 1966   Irwin Kuntz  ไดค้น้พบวา่ลิแกนดก์ลุ่ม  Perylene มีอนัตรกิริยากบัโครงสร้าง 
ควอดรูเพล็กซ์โดยการใชโ้ปรแกรม DOCK  หลงัจากนั้น Fedoroff และคณะไดอ้อกแบบและสังเคราะห์ 
N,N9-bis[2-(1-piperidino)-ethyl]-3,4,9,10-perylenetetracarboxylic diimide (PIPER) (8) (ภาพท่ี 10) 
โดยมีประจุบวกจ านวนสองประจุท่ีปลายของโมเลกุล ซ่ึงเช่ือวา่เกิด electrostatic interaction กบั groove 
ของโครงสร้าง ควอดรูเพล็กซ์ และจากโครงสร้าง NMR พบวา่ PIPER มีรูปแบบการจบักบัโครงสร้าง 
ควอดรูเพล็กซ์คลา้ยกบัอนุพนัธ์ porphyrins  (external stacking กบั G-tetrads) เกิดเป็น 2:1 
quadruplex/PIPER  complex  โดย PIPER หน่ึงโมเลกุลอยูร่ะหวา่งโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์สอง
โมเลกุล  (28, 29) 

 โมเลกุล PIPER จบักบัโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบจ าเพาะและจบักบัดีเอน็เอสายคู่ไดเ้ล็กนอ้ย 
ภายในสภาวะเป็นด่าง PIPER จะรวมตวักนัและจบักบัโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ไดม้ากกวา่ดีเอ็นเอสายคู่
ประมาณ 103  เท่า อยา่งไรก็ตามท่ี pH 7 จะจบัโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ไดม้ากกวา่ดีเอ็นเอสายคู่แค่
ประมาณ 10 เท่า (28) 

นอกจากโมเลกุล PIPER จะสามารถจบักบัโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์และท าใหโ้ครงสร้างนั้น
เสถียรแลว้ยงัสามารถเหน่ียวน าโครงสร้างดีเอน็เอสายเด่ียวหรือสายคู่ใหเ้กิดโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ได้
อีกดว้ย (8, 29-31) 

 

 

 

ภาพท่ี 10     โครงสร้างของ N,N’-bis-[2-(1-piperidino)ethyl]-3,4,9,10-perylene 

         tetracarboxylic acid diimide (PIPER)  
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2.4 ผลของไอออนบวกและ TMPyP4  

ตารางท่ี 1 ผลของไอออนบวกและ TMPyP4 ต่อการเกิดโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์จาก 

ปริญญานิพนธ์ของนางสาวดิสญา แสงเป่า และคณะ (4) 

ล าดับเบส 
วธีิทีใ่ช้ใน

การศึกษา 
ไอออนบวก DNA:TMPyP4 ความร้อน รูปแบบโครงสร้าง Tm (

oC) 

GGGAAA

GGGAAG

GGAAGTT

GGGGGTA

GGGG 

CD 

spectroscopy 

100 mM Na+ - ไม่ให ้
mixed parallel/ 

antiparallel 
- 

100 mM Na+ - ให ้ antiparallel 47.45 

100 mM K+ - ไม่ให/้ให ้
parallel ท่ีมี 

external loop 
73.77 

Na+: K+ = 1:1 - ไม่ให/้ให ้ parallel ท่ีมี  

external loop 

- 

Na+: K+ = 2:3 - ไม่ให/้ให ้ parallel ท่ีมี  

external loop 

- 

Na+: K+ = 3:2 - ไม่ให/้ให ้ parallel ท่ีมี  

external loop 

- 

- 1:1 ไม่ให/้ให ้ undefined - 

- 1:2 ไม่ให/้ให ้ parallel ท่ีมี  

external loop 

- 

- 1:5 ไม่ให/้ให ้ undefined 38.62 

100 mM K+ 1:2 ไม่ให/้ให ้
parallel ท่ีมี 

external loop 
- 

100 mM K+ 1:5 ไม่ให/้ให ้
parallel ท่ีมี 

external loop 
79.66 
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ล าดับเบส วธีิทีใ่ช้ใน
การศึกษา 

ไอออนบวก DNA:TMPyP4 ความร้อน รูปแบบ
โครงสร้าง 

Tm (
oC) 

GGGAAAG
GGAAGGG
AAGTTGG
GGGTAGG

GG 

CD 
spectroscopy 

100 mM Na+ 1:2 ไม่ให/้ให ้ undefined - 
100 mM Na+ 1:5 ไม่ให/้ให ้ parallel ท่ีมี 

external loop 
46.33 

 

ตารางท่ี 2 ผลของไอออนบวกและ TMPyP4 ต่อการเกิดโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ของโอลิโกนิวคลี

โอไทดท่ี์มีล าดบัเบสต่างๆในหลายสภาวะ จากการทบทวนวรรณกรรมต่างๆ 

ล าดับเบส ไอออนบวก DNA:TMPyP4 โครงสร้าง วธีิทีใ่ช้ใน
การศึกษา 

อ้างองิ 

d(GGGGTTTTGGGG) 
1 mM Na+ - antiparallel CD spectroscopy (32) 

100 mM Na+ - antiparallel CD spectroscopy (33) 

d(TTAGGGTTAGGG) 

10 mM K+ - 
parallel ท่ีมี 

external loop 
CD spectroscopy 

และ NMR 

spectroscopy 

(34) 

100 mM K+ - 
parallel ท่ีมี 

external loop 

- 1:9.2 antiparallel CD spectroscopy 

และ NMR 

spectroscopy 

(35) 
10 mM K+ 1:5 

mixed 

parallel/antiparallel 

d(TTAGGG) 10 mM K+ 

1:10 

2:10 

4:10 

parallel CD spectroscopy (20) 
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2.5 การศึกษาความคงตัวทางอุณหพลศาสตร์ของโครงสร้างควอดรูเพลก็ซ์ 

ความคงตวัทางอุณหพลศาตร์ของโครงสร้างจีควอดรูเพล็กซ์สามารถหาไดจ้ากค่า melting 
temperature (Tm) โดยค่า Tm คืออุณหภูมิท่ีท าใหส้ัดส่วนคร่ึงหน่ึงของโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ แยกจาก
กนักลายเป็นดีเอ็นเอสายคู่หรือสายเด่ียว  ค่า Tm สามารถหาไดจ้ากเคร่ืองมือ Circular Dichroism (CD) 
หรือ UV-visible Spectroscopy โดยพล็อตกราฟระหวา่ง CD signal หรือ UV absorbance ท่ี 260 หรือ 
295 นาโนเมตร และอุณหภูมิต่างๆ จากนั้นใชส้มการ non-linear least-squares เพื่อหาค่า Tm ซ่ึงมีควม
ส าคญัมากในการเปรียบเทียบการเกิดอนัตรกิริยาของลิแกนดต่์างๆในการจบักบัโครงสร้าง 
ควอดรูเพล็กซ์ (36) 

 

 

 

 

 ภาพท่ี 11  ตวัอยา่ง melting curve โดยใช ้CD spectroscopy 

2.6  การศึกษาอนัตกิริยาของลแิกนด์และโครงสร้างควอดรูเพลก็ซ์  

 วธีิท่ีใชใ้นการศึกษาอนัตรกิริยาระหวา่งลิแกนดแ์ละโครงสร้างควอรูเพล็กซ์ ไดแ้ก่  UV-Visible 

absorption titration โดยเติมสารละลายดีเอน็เอลงไปในสารละลายลิแกนดท่ี์ก าหนดความเขม้ขน้ แลว้

ไทเทรตไปเร่ือยๆ  จะเห็นวา่สเปกตรัมมีการเปล่ียนแปลงคือ สเปกตรัมเล่ือนไปทางความยาวคล่ืนมาก

ข้ึน (bathochromic shift) และ ค่าการดูดกลืนแสงลดลง (hypochromic effect) แสดงวา่มีการเกิด 

complex ระหวา่งลิแกนด์และโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ (37) นอกจากน้ียงัสามารถหาอตัราส่วนของการ

จบั (binding stoichiometry) และท านายรูปแบบของการจบัได ้เช่น intercalation, groove binding และ 

external stacking แต่ตอ้งอาศยัวธีิอ่ืนในการยนืยนัผลดว้ย เช่น gel electrophoresis (38) 

 

 

 

Tm curve 10 uM SRF 100 mM K 1XTE pH 7.4
f = y0+a/(1+exp(-(x-x0)/b))

Temperature [C]
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บทที ่3 

เคร่ืองมือที่ใช้และวธีิการด าเนินการวจิยั 

3.1 สารเคมี 
1) Dimethylsulfoxide (DMSO) (C2H6OS; MW 78.13 g/mole) 
2) Ethanol (CH3CH2OH; MW 46.07 g/mole) 

3) Hydrochloric acid (HCl; MW 36.46 g/mole) 

4) meso-tetrakis-(N-methyl-4-pyridyl)-porphyrin (TMPyP4) (MW 1363.60 g/mole) 

5) Methanol (CH3OH; MW 32.04 g/mole) 

6) Milli Q water 

7) Nitrogen gas 

8) N,N,N’,N’-ethylenediaminetetraacetic acid, disodium salt, dehydrate (Disodium EDTA; 

MW 372.24 g/mole) 

9) N,N’-bis-(2-(1-piperidino)ethyl)-3,4,9,10-perylene tetracarboxylic acid diimide (PIPER; 

MW 612.7 g/mole) 

10) Potassium Chloride (KCl; MW 74.55 g/mole) 

11) Riboflavin (C17H20N4O6; MW 376.36 g/mole) 

12) Sodium Chloride (NaCl; MW 58.44 g/mole) 

13) Sodium Hydroxide (NaOH; MW 40.00 g/mole) 

14) Synthetic oligodeoxynucleotide (Pacific science) โดยมีล าดบัเบส ดงัตารางท่ี 3 

ตารางท่ี 3 ล าดบัเบสของ Synthetic oligodeoxynucleotide ท่ีใชใ้นการวจิยั 

Name Sequence (5’-3’) 
MW 

(g/mole) 

OD per 

µmole 
%GC Tm (°C) 

SRF promoter 01 
GGGAAAGGGAAGGGA

AGTTGGGGGTAGGGG 
9,611.30 334.4 63.33 71.60 

15) Tris (hydroxymethyl)aminomethane (Tris) (MW 121.14 g/mole)  
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3.2 วสัดุอุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

1) Jasco J-815 CD Spectrometer 

2) Jasco PTC-423S/15 Temperature controller 

3) Nanodrop spectrophotometer 

4) Vortex-2 Genie (Scientific Industries) 

5) Microcentrifuge (Daiham Labtech) 

6) เคร่ืองชัง่ Sartorius BT 224S 

7) pH meter Mettler Toledo 

8) Heidolph MR3001 Hotplete 

9) Micropipette ขนาด 2, 10, 20, 100, 200 และ 1000 µL 

10) Quartz cuvette ขนาด 0.2, 0.5 cm 

11) Centrifuge tube ขนาด 10, 50 mL 

12) Microcentrifuge tube 1.5 mL (Axygen Scientific) 

13) Micropipette tip (Axygen Scientific) 

14) Rubber glove 
15) UV Spectrophotometer (Evolution 600 PC Thermo Scientific) 

 
3.3 การเตรียมสารเคมีและตัวอย่างทีจ่ะน ามาวเิคราะห์ 

1) การเตรียม 500 mM Disodium EDTA stock solution pH 8.0 

ชัง่ Disodium EDTA 18.612 g ละลายดว้ย milli Q water ปรับ pH ดว้ย 6 M NaOH 

ปรับปริมาตรจนครบ 100 mL น าไป autoclave 

2) การเตรียม 500 mM Tris stock solution pH 7.4 

ชัง่ Tris 6.057 g ละลายดว้ย milli Q water ปรับ pH ดว้ย 6M HCl ปรับปริมาตรจนครบ 

100 mL น าไป autoclave 

3) การเตรียม 10 X TE buffer Stock solution pH 7.4 

ตวงสารละลาย Tris ปริมาตร 20 mL และสารละลาย Disodium EDTA 2 mL เจือจางดว้ย 

milli Q water ปรับ pH ปรับปริมาตรจนครบ 100 mL 
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4) การเตรียม 1XTE buffer solution pH 7.4 

ตวงสารละลาย 10 X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 1 ส่วน เจือจางดว้ย milli Q water ปรับ

ปริมาตรจนครบ 10 ส่วน 

5) การเตรียม 2M Sodium chloride solution 

ชัง่ Sodium chloride 11.688 g ละลายดว้ย milli Q water ปรับปริมาตรจนครบ 100 mL 

น าไป autoclave 

6) การเตรียม 2M Potassium chloride solution 

ชัง่ Potassium chloride 14.910 g ละลายดว้ย milli Q water ปรับปริมาตรจนครบ 100 mL 

น าไป autoclave 

7) การเตรียม 10 mM TMPyP4 

ชัง่ TMPyP4 13.64 mg ละลายดว้ย milli Q water 1 mL 

8) การเตรียม 10 mM PIPER 

ชัง่ PIPER 2.75 mg ละลายดว้ย 0.2% TFA ใน DMSO 450 µL 

9) การเตรียม 5 mM Riboflavin 

ชัง่ Riboflavin 37.636 mg ละลายดว้ย DMSO 20 mL และน าไป sonicate 30 นาที   

10) การเตรียม 0.2 %TFA ใน DMSO 

ปิเปต TFA 20 µL ละลายดว้ย DMSO จนได ้10 mL 

11) การเตรียม SRF promoter 01 stock solution 200 µL 

ปิเปต 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 200 uL ลงในขวด lyophilized SRF promoter 01 ท า

ใหล้ะลายดว้ยเคร่ือง vortex mixer และป่ันตกดว้ยเคร่ือง centrifuge จากนั้นน าตวัอยา่งไป

วดัความเขม้ขน้ดว้ยเคร่ือง Nanodrop spectrophotometer 

12) การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 10 uM ท่ีมี NaCl 100 mM, KCl 100 mM และอตัราส่วน

ระหวา่ง NaCl : KCl = 1:1 ใน 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 400 µL 

ปิเปต SRF promoter, NaCl, KCl และ 1X TE buffer pH 7.4 ลงใน eppendorf ตามปริมาตร

ท่ีก าหนด ดงัแสดงในตารางท่ี 4 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer 
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ตารางท่ี 4     การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 ความเขม้ขน้ 10 µM ท่ีมี NaCl 100 mM,  

 KCl 100 mM และอตัราส่วนระหวา่ง NaCl : KCl = 1:1 ใน 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 

400 µL 

 SRF promoter 01 

390.25 µM (µL) 

2M NaCl 

(µL) 

2M KCl 

(µL) 

1X TE buffer pH 

7.4 (µL) 

Final Volume 

(µL) 

No salt 10.25 - - 389.75 400 

100 mM Na+ 10.25 20 - 369.75 400 

Na+:K+ = 1:1 10.25 10 10 369.75 400 

100 mM K+ 10.25 - 20 369.75 400 

 

13) การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 10 µM ท่ีมี TMPyP4 ใน 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร  

400 µL 

ปิเปต SRF promoter, TMPyP4 และ 1X TE buffer pH 7.4 ลงใน eppendorf ตามปริมาตรท่ี

ก าหนด ดงัแสดงในตารางท่ี 5 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer 

 

ตารางท่ี 5     การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 ความเขม้ขน้ 10 µM ท่ีมี TMPyP4 ใน 1X TE buffer 

pH 7.4 ปริมาตร 400 µL 

DNA:TMPyP4 SRF promoter 01 

390.25 µM (µL) 

TMPyP4 10 mM 

(µL) 

1X TE buffer 

pH 7.4 (µL) 

Final Volume 

(µL) 

1:5 10.25 2 387.75 400 

 

 

 



18 
 

14) การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 10 µM ท่ีมี TMPyP4 และ NaCl หรือ KCl ใน 1X TE 

buffer pH 7.4 ปริมาตร 400 µL 

ปิเปต SRF promoter 01, TMPyP4, NaCl, KCl และ 1XTE buffer pH 7.4 ลงใน eppendorf 

ตามปริมาตรท่ีก าหนด ดงัแสดงในตารางท่ี 6 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex 

mixer 

 

ตารางท่ี 6     การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 ความเขม้ขน้ 10 µM ท่ีมี TMPyP4 และ NaCl  

                    100 mM หรือ KCl 100 mM ใน 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 400 µL 

DNA:TMPyP4 SRF promoter 01 

390.25 µM (µL) 

TMPyP4 10 

mM (µL) 

2M NaCl 

(µL) 

2M KCl 

(µL) 

1X TE buffer 

pH 7.4 (µL) 

Final Volume 

(µL) 

1:5 10.25 2 20 - 367.75 400 

1:5 10.25 2 - 20 367.75 400 

 

15) การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 10 µM ท่ีมี Riboflavin ใน 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 

400 µL 

ปิเปต SRF promoter, Riboflavin และ 1X TE buffer pH 7.4 ลงใน eppendorf ตามปริมาตร

ท่ีก าหนด ดงัแสดงในตารางท่ี 7 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer 

 

ตารางท่ี 7     การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 ความเขม้ขน้ 10 µM ท่ีมี Riboflavin ใน 1X TE buffer 

pH 7.4 ปริมาตร 400 µL 

DNA:Riboflavin SRF promoter 01 

390.25 µM (µL) 

Riboflavin 5 mM 

(µL) 

1X TE buffer 

pH 7.4 (µL) 

Final Volume 

(µL) 

1:1 10.25 0.8 388.95 400 

1:5 10.25 4 385.75 400 
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16) การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 10 µM ท่ีมี Riboflavin และ NaCl หรือ KCl ใน 1X TE 

buffer pH 7.4 ปริมาตร 400 µL 

                     ปิเปต SRF promoter 01, Riboflavin, NaCl, KCl และ 1XTE buffer pH 7.4 ลงใน    
                     eppendorf ตามปริมาตรท่ีก าหนด ดงัแสดงในตารางท่ี 8 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย   
                    เคร่ือง vortex mixer 
 

ตารางท่ี 8 การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 ความเขม้ขน้ 10 µM ท่ีมี Riboflavin และ NaCl  

100 mM หรือ KCl 100 mM ใน 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 400 µL 

DNA:Riboflavin SRF promoter 01 

390.25 µM (µL) 

Riboflavin 

5 mM (µL) 

2M NaCl 

(µL) 

2M KCl 

(µL) 

1X TE buffer 

pH 7.4 (µL) 

Final Volume 

(µL) 

1:1 10.25 0.8 20 - 368.95 400 

1:1 10.25 0.8 - 20 368.95 400 

1:5 10.25 4 20 - 367.75 400 

1:5 10.25 4 - 20 367.75 400 

 

17) การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 10 µM ท่ีมี PIPER ใน 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร  

400 µL 

ปิเปต SRF promoter, PIPER และ 1X TE buffer pH 7.4 ลงใน eppendorf ตามปริมาตรท่ี

ก าหนด ดงัแสดงในตารางท่ี 9 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer 
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ตารางท่ี 9 การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 ความเขม้ขน้ 10 µM ท่ีมี PIPER ใน 1X TE buffer 

pH 7.4 ปริมาตร 400 µL 

DNA:PIPER SRF promoter 01 

390.25 µM (µL) 

PIPER 10 mM 

(µL) 

1X TE buffer 

pH 7.4 (µL) 

Final Volume 

(µL) 

1:1 10.25 0.4 389.35 400 

1:5 10.25 2 387.75 400 

 

18) การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 10 µM ท่ีมี PIPER และ NaCl หรือ KCl ใน 1XTE buffer 

pH 7.4 ปริมาตร 400 µL 

ปิเปต SRF promoter 01, PIPER, NaCl, KCl และ 1XTE buffer pH 7.4 ลงใน eppendorf 

ตามปริมาตรท่ีก าหนด ดงัแสดงในตารางท่ี 10 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex 

mixer 

 

ตารางท่ี 10 การเตรียมตวัอยา่ง SRF promoter 01 ความเขม้ขน้ 10 µM ท่ีมี PIPER และ NaCl 100 mM 

หรือ KCl 100 mM ใน 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 400 µL 

DNA:PIPER SRF promoter 01 

390.25 µM (µL) 

PIPER  

10 mM (µL) 

2M NaCl 

(µL) 

2M KCl 

(µL) 

1X TE buffer 

pH 7.4 (µL) 

Final Volume 

(µL) 

1:1 10.25 0.4 20 - 369.35 400 

1:1 10.25 0.4 - 20 369.35 400 

1:5 10.25 2 20 - 367.75 400 

1:5 10.25 2 - 20 367.75 400 

 

 

 



21 
 

19) การเตรียม 1 mM TMPyP4 จาก 10 mM TMPyP4 stock เพื่อใชใ้นการไทเทรตปริมาตร 50 µL 

ปิเปต 10 mM TMPyP4 มา 5 µL ลงใน eppendorf เจือจางดว้ย milli Q water 45 µL ผสม

ใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer 

20) การเตรียมตวัอยา่ง TMPyP4 ความเขม้ขน้ 3.5 µM ท่ีมี 100 mM NaCl หรือ 100 mM KCl ใน 

1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 300 µL 

ปิเปต TMPyP4, NaCl, KCl และ1X TE buffer pH 7.4 ลงใน eppendorf ตามปริมาตรท่ี

ก าหนด ดงัแสดงในตารางท่ี 11 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer 

 

ตารางท่ี 11 การเตรียมตวัอยา่ง TMPyP4 ความเขม้ขน้ 3.5 µM ท่ีมี NaCl 100 mM หรือ KCl 100 mM 

ใน 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 300 µL 

TMPyP4   

3.5 µM 

TMPyP4 

1 mM (µL) 

2M NaCl 

(µL) 

2M KCl 

(µL) 

1X TE buffer 

pH 7.4 (µL) 

Final Volume 

(µL) 

100 mM Na+ 1.05 15 - 283.95 300 

100 mM K+ 1.05 - 15 283.95 300 

 

21) การเตรียมตวัอยา่ง Riboflavin ความเขม้ขน้ 35 µM ท่ีมี 100 mM NaCl หรือ 100 mM KCl ใน 

1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 300 µL 

ปิเปต Riboflavin, NaCl, KCl และ1X TE buffer pH 7.4 ลงใน eppendorf ตามปริมาตรท่ี

ก าหนด ดงัแสดงในตารางท่ี 12 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer 
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ตารางท่ี 12 การเตรียมตวัอยา่ง Riboflavin ความเขม้ขน้ 35 µM ท่ีมี 100 mM NaCl หรือ 100 mM KCl 

ใน 1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 300 µL 

Riboflavin   

35 µM 

Riboflavin     

5 mM (µL) 

2M NaCl 

(µL) 

2M KCl 

(µL) 

1X TE buffer 

pH 7.4 (µL) 

Final Volume 

(µL) 

100 mM Na+ 2.1 15 - 382.9 300 

100 mM K+ 2.1 - 15 382.9 300 

 

22) การเตรียมตวัอยา่ง PIPER ความเขม้ขน้ 30 µM ท่ีมี 100 mM NaCl หรือ 100 mM KCl ใน 1X 

TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 300 µL 

ปิเปต PIPER, NaCl, KCl และ1X TE buffer pH 7.4 ลงใน eppendorf ตามปริมาตรท่ี

ก าหนด ดงัแสดงในตารางท่ี 13 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer 

 

ตารางท่ี 13 การเตรียมตวัอยา่ง PIPER ความเขม้ขน้ 30 µM ท่ีมี 100 mM NaCl หรือ 100 mM KCl ใน 

1X TE buffer pH 7.4 ปริมาตร 300 µL 

PIPER      

30 µM 

PIPER           

10 mM (µL) 

2M NaCl 

(µL) 

2M KCl 

(µL) 

1X TE buffer 

pH 7.4 (µL) 

Final Volume 

(µL) 

100 mM Na+ 0.9 15 - 284.1 300 

100 mM K+ 0.9 - 15 284.1 300 
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3.4 ขั้นตอนการด าเนินการวิจัย 

1) การศึกษาโครงสร้างของ quadruplex โดยวดัสเปกตรัมของตวัอยา่ง 

แต่ละตวัอยา่งจะถูกเตรียมก่อนน าไปวดัสเปกตรัมใน 3 สภาวะ คือ 

 ไม่ใหค้วามร้อน 

 ใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท าใหเ้ยน็ลงอยา่งชา้ ๆ 

น าไปวดัดว้ยเคร่ือง Jasco J-815 CD Spectrometer โดยใช ้quartz cuvette ท่ีมี

ความกวา้ง 0.2 cm แต่ละตวัอยา่งจะถูกวดัซ ้ า 3 คร้ัง จาก 200-320 nm (ยกเวน้ตวัอยา่ง

ท่ีมี TMPyP4, Riboflavin, PIPER จะวดัจาก 200-500 nm) ท่ีอุณหภูมิ 25 °C อตัราเร็ว

ในการวดัจะอยูท่ี่ 50 nm/min 

2) การหาค่า melting temperature (Tm) 

ตวัอยา่งท่ีจะวดัคือ 

 SRF promoter 01 ท่ีมี KCl 100 mM 

 SRF promoter 01 ท่ีมี NaCl 100 mM 

 SRF promoter 01 ท่ีมี TMPyP4 (อตัราส่วนระหวา่ง DNA กบั TMPyP4 = 1 : 5) 

 SRF promoter 01 ท่ีมี KCl 100 mM และ TMPyP4 (อตัราส่วนระหวา่ง DNA กบั 

TMPyP4 = 1 : 5) 

 SRF promoter 01 ท่ีมี NaCl 100 mM และ TMPyP4 (อตัราส่วนระหวา่ง DNA กบั 

TMPyP4 = 1 : 5) 

 SRF promoter 01 ท่ีมี KCl 100 mM และ Riboflavin (อตัราส่วนระหวา่ง DNA กบั 

Riboflavin = 1 : 5) 

 SRF promoter 01 ท่ีมี NaCl 100 mM และ Riboflavin (อตัราส่วนระหวา่ง DNA กบั 

Riboflavin = 1 : 5) 

 SRF promoter 01 ท่ีมี PIPER (อตัราส่วนระหวา่ง DNA กบั PIPER = 1 : 5) 

 SRF promoter 01 ท่ีมี KCl 100 mM และ PIPER (อตัราส่วนระหวา่ง DNA กบั 

PIPER = 1 : 5) 
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 SRF promoter 01 ท่ีมี NaCl 100 mM และ PIPER (อตัราส่วนระหวา่ง DNA กบั 

PIPER = 1 : 5) 

น าไปวดัดว้ยเคร่ือง Jasco J-815 CD Spectrometer โดยใช ้quartz cuvette ท่ีมีความ
กวา้ง 0.2 cm แต่ละตวัอยา่งจะถูกวดัซ ้ า 3 คร้ัง จาก 200-320 nm (ยกเวน้ตวัอยา่งท่ีมี TMPyP4, 
Riboflavin, PIPER จะวดัจาก 200-500 nm) วดัท่ีอุณหภูมิ 5-95 °C โดยเพิ่มทีละ 5 °C อตัราเร็ว
ในการวดัอยูท่ี่ 50 nm/min 

จากนั้นน าค่าท่ีไดไ้ปพล็อตกราฟในโปรแกรม SigmaPlot และค านวณค่า Tm จาก
สมการ Sigmoid 

3) การท า Uv-vis absorption titration 

ตวัอยา่งท่ีจะวดัคือ 

 TMPyP4 ความเขม้ขน้ 3.5 µM ท่ีมี 100 mM NaCl 

 TMPyP4 ความเขม้ขน้ 3.5 µM ท่ีมี 100 mM KCl 

 Riobflavin ความเขม้ขน้ 35 µM ท่ีมี 100 mM NaCl 

 Riobflavin ความเขม้ขน้ 35 µM ท่ีมี 100 mM KCl 

 PIPER ความเขม้ขน้ 30 µM ท่ีมี 100 mM NaCl 

 PIPER ความเขม้ขน้ 30 µM ท่ีมี 100 mM KCl 

น าไปวดั Absorbance ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer รุ่น EVOLUTION 600 PC โดย

ใช ้quartz cuvette ท่ีมีความกวา้ง 0.5 cm แต่ละตวัอยา่งจะถูกวดัซ ้ า 3 คร้ัง จาก 200-500 nm 

(ยกเวน้ตวัอยา่งท่ีมี PIPER จะวดัจาก 200-600 nm) โดยการไทเทรตดว้ย SRF promoter 01 

ดว้ยความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมเพื่อใหไ้ดจ้  านวนจุดท่ีเขา้สู่สมดุล 15-25 จุด ซ่ึงสังเกตจากการวดั 

absorbance ท่ีไดไ้ม่เปล่ียนแปลงค่าและไม่เกิดการ shift อยา่งนอ้ย 3 ค่าติดต่อกนั 

จากนั้นน าค่าท่ีไดไ้ปพล็อตกราฟในโปรแกรม SigmaPlot  
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บทที ่4 

ผลและอภปิรายผลการวจิยั 

1. การศึกษาโครงสร้างของ quadruplex โดยวดัสเปกตรัมของตวัอยา่ง 

1.1. ผลของเกลือท่ีมีต่อการเกิดโครงสร้าง quadruplex ของ SRF promoter 01 

 (ก) (ข)  

  

no salt  
100 mM Na+ 
Na+ : K+ 1:1 
100 mM K+ 

 

ภาพท่ี 12  สเปกตรัมของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีเกลือ NaCl และ KCl อตัราส่วนต่างๆใน
บฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-320 nm ท่ี 25oC (ก) ไม่ใหค้วามร้อน (ข) ใหค้วาม
ร้อนท่ี 95 oC 5 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงอยา่งชา้ๆ 
 
 ในทั้งสภาวะท่ีใหแ้ละไม่ใหค้วามร้อน ตวัอยา่งท่ีไม่มี Na+และ K+  พบวา่สเปกตรัมมี positive 
peak ท่ีประมาณ 255 nm และ negative peak ท่ีประมาณ 238 nm ซ่ึงเป็นลกัษณะของ unstructured  
DNA 
 ตวัอยา่งท่ีมี Na+ 100 mM ในทั้งสองสภาวะ พบวา่สเปกตรัมเหมือนกนัคือมี positive peak ท่ี
ประมาณ 290 nm และ negative peak ท่ีประมาณ 260 nm ซ่ึงเป็นลกัษณะของ quadruplex แบบ  
anti-parallel  
 ตวัอยา่งท่ีมี K+ 100 mM และ Na+: K+ ในอตัราส่วน 1:1 ในทั้งสองสภาวะ ใหส้เปกตรัมท่ี
เหมือนกนัคือ positive peak ท่ีประมาณ 260 nm negative peak ท่ีประมาณ 240 nm และมี shoulder 
ท่ีประมาณ 290 nm ซ่ึงเป็นลกัษณะ quadruplex แบบ parallel ท่ีมี external loop 
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1.2. ผลของลิแกนด ์TMPyP4 ท่ีมีต่อการเกิดโครงสร้าง quadruplex ของ SRF promoter 01 

(ก) (ข)  

  

no TMPy4  
DNA:TMPyP4 1:5 

 

 

ภาพท่ี 13  สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5 ในบฟัเฟอร์ 
1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-450 nm ท่ี 25oC (ก) ไม่ใหค้วามร้อน (ข) ใหค้วามร้อนท่ี  
95 oC 5 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงอยา่งชา้ๆ 
 
 ในทั้งสภาวะท่ีใหแ้ละไม่ใหค้วามร้อน ตวัอยา่งท่ีไม่มีลิแกนด ์TMPyP4 พบวา่สเปกตรัมมี 

positive peak ท่ีประมาณ 255 nm และ negative peak ท่ีประมาณ 238 nm ซ่ึงเป็นลกัษณะของ 
unstructured  DNA เม่ือใส่ลิแกนด ์TMPyP4 ในอตัราส่วนของDNA:TMPyP4 เป็น 1:5 ก่อนใหค้วาม
ร้อน พบวา่สเปกตรัมมีลกัษณะเป็น broad peak ประมาณ 260-270 nm และหลงัจากใหค้วามร้อนพบวา่
ลกัษณะสเปกตรัมท่ีเป็น broad peak เร่ิมหายไป แต่ยงัไม่สามารถสรุปไดว้า่เป็นโครงสร้างแบบใด 
นอกจากน้ียงัพบ negative peak ท่ีประมาณ 433 nm ซ่ึงแสดงถึงการจบักนัระหวา่งลิแกนด ์TMPyP4 
และ DNA  
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1.3. ผลของเกลือ KCl และลิแกนด ์TMPyP4 ท่ีมีผลต่อการเกิดโครงสร้าง quadruplex ของ SRF 

promoter 01 

 (ก) (ข)  

  

no TMPyP4  
DNA:TMPyP4 1:5 

 

 

ภาพท่ี 14 สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5 ในสภาวะท่ีมี
เกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-450 nm ท่ี 25oC (ก) ไม่ให้
ความร้อน (ข) ใหค้วามร้อนท่ี 95 oC 5 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงอยา่งชา้ๆ 
 

ในสภาวะท่ีมี K+ 100 mM ตวัอยา่งท่ีไม่มีลิแกนด ์TMPyP4 พบวา่สเปกตรัมมี positive peak ท่ี
ประมาณ 260 nm  negative peak ท่ีประมาณ 240 nm และมี shoulder ท่ีประมาณ 290 nm ซ่ึงเป็นรูปแบบ 
quadruplex แบบ parallel ท่ีมี external loop เม่ือใส่ลิแกนด์ TMPyP4 อตัราส่วนของ DNA:TMPyP4 เป็น 
1:5  พบวา่มี negative peak ท่ีประมาณ 435 nm เพิ่มข้ึนแสดงวา่มีการจบักนัระหวา่งลิแกนด ์TMPyP4 
กบั DNA ในสภาวะท่ีไม่ใหค้วามร้อน โครงสร้างท่ีไดย้งัคงเป็น quadruplex แบบ parallel ท่ีมี external 
loop และเม่ือใหค้วามร้อนแลว้ สเปกตรัมเปล่ียนไปเล็กนอ้ยแต่ยงัคงมีรูปแบบเช่นเดียวกนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 mM K+ 100 mM K+ 
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1.4. ผลของเกลือ NaCl และลิแกนด ์TMPyP4 ท่ีมีผลต่อการเกิดโครงสร้าง quadruplex ของ SRF 

promoter 01 

(ก) (ข)  

  

no TMPyP4 
DNA:TMPyP4 1:5 

 

 

ภาพท่ี 15 สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5 ในสภาวะท่ีมี
เกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-450 nm ท่ี 25oC (ก) ไม่ให้
ความร้อน (ข) ใหค้วามร้อนท่ี 95 oC 5 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงอยา่งชา้ๆ 
 

 ในสภาวะท่ีมี Na+ 100 mM ทั้งสภาวะท่ีใหแ้ละไม่ใหค้วามร้อน ตวัอยา่งท่ีไม่มีลิแกนด์ 
TMPyP4 พบวา่มี มี positive peak ท่ีประมาณ 290 nm และ negative peak ท่ีประมาณ 260 nm ซ่ึงเป็น
ลกัษณะของquadruplex แบบ anti-parallel เม่ือใส่ลิแกนด ์TMPyP4 ในทั้งสองสภาวะ พบวา่มี negative 
peak ท่ีประมาณ 435 nm เพิ่มข้ึน แสดงวา่มีการจบักนัระหวา่งลิแกนด ์TMPyP4 กบั DNA ท่ีอตัราส่วน 
1:5 พบวา่รูปแบบสเปกตรัมเปล่ียนไปคือมี positive peak ท่ีประมาณ 260 nm และ negative peak ท่ี
ประมาณ 240 nm แสดงวา่เป็นโครงสร้าง quadruplex แบบ parallel  

อาจสรุปไดว้า่ลิแกนด ์TMPyP4 ท าใหโ้ครงสร้างเปล่ียนจาก quadruplex แบบ anti-parallel ไป
เป็น แบบ parallel ในสภาวะท่ีมี Na+ 100 mM 

 

 

 

 

 

100 mM Na+ 100 mM Na+ 
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1.5. ผลของลิแกนด ์Riboflavin ท่ีมีต่อการเกิดโครงสร้าง quadruplex ของ SRF promoter 01 

(ก) (ข)  

  

no Riboflavin  
DNA:Ribo 1:1 
DNA:Ribo 1:5 

 

ภาพท่ี 16 สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์Riboflavin อตัราส่วน 1:1 และ1:5 ใน
บฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-320 nm ท่ี 25oC (ก) ไม่ใหค้วามร้อน (ข) ใหค้วาม
ร้อนท่ี 95 oC 5 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงอยา่งชา้ๆ 
 

ในทั้งสภาวะท่ีใหแ้ละไม่ใหค้วามร้อน ตวัอยา่งท่ีไม่มีลิแกนด ์Riboflavin พบวา่สเปกตรัมมี 
positive peak ท่ีประมาณ 255 nm และ negative peak ท่ีประมาณ 238 nm ซ่ึงเป็นลกัษณะของ 
unstructured  DNA เม่ือใส่ลิแกนด ์Riboflavin ทั้งในอตัราส่วน 1:1 และ 1:5 พบวา่สเปกตรัมยงัคงมี
รูปแบบท่ีเป็น  unstructured  DNA เหมือนเดิม 

อาจสรุปไดว้า่ลิแกนด ์Riboflavinไม่สามารถเหน่ียวน า SRF promoter 01 ใหเ้กิดโครงสร้าง 
quadruplex ได ้
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1.6. ผลของเกลือ KCl และลิแกนด ์Riboflavin ท่ีมีผลต่อการเกิดโครงสร้าง quadruplex ของ SRF 

promoter 01 

(ก) (ข)  

  

no Riboflavin  
DNA:Ribo 1:1 
DNA:Ribo 1:5 

 

ภาพท่ี 17 สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์Riboflavin อตัราส่วน 1:1 และ1:5 ใน
สภาวะท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-320 nm ท่ี 25oC 
(ก) ไม่ใหค้วามร้อน (ข) ใหค้วามร้อนท่ี 95 oC 5 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงอยา่งชา้ๆ 

 
ในสภาวะท่ีมี K+ 100 mM ทั้งสภาวะท่ีใหแ้ละไม่ใหค้วามร้อน ตวัอยา่งท่ีไม่มีลิแกนด ์

Riboflavin พบวา่สเปกตรัมมี positive peak ท่ีประมาณ 260 nm  negative peak ท่ีประมาณ 240 nm และ
มี shoulder ท่ีประมาณ 290 nm ซ่ึงเป็นรูปแบบ quadruplex แบบ parallel ท่ีมี external loop เม่ือใส่ลิ
แกนด ์Riboflavin ในอตัราส่วนของ DNA: Riboflavin เป็น 1:1 และ1:5 ในทั้งสองสภาวะ โครงสร้างท่ี
ไดย้งัคงเป็น quadruplex แบบ parallel ท่ีมี external loop เช่นเดิม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 mM K+ 100 mM K+ 
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1.7. ผลของเกลือ NaCl และลิแกนด ์Riboflavin ท่ีมีผลต่อการเกิดโครงสร้าง quadruplex ของ SRF 

promoter 01 

(ก) (ข)  

  

no Riboflavin  
DNA:Ribo 1:1 
DNA:Ribo 1:5 

 

ภาพท่ี 18 สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์Riboflavin อตัราส่วน 1:1 และ 1:5 ใน
สภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-320 nm ท่ี 25oC 
(ก) ไม่ใหค้วามร้อน (ข) ใหค้วามร้อนท่ี 95 oC 5 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงอยา่งชา้ๆ 
 

ในสภาวะท่ีมี Na+ 100 mM  ทั้งสภาวะท่ีใหแ้ละไม่ใหค้วามร้อน ตวัอยา่งท่ีไม่มีลิแกนด์ 
Riboflavin พบวา่มี positive peak ท่ีประมาณ 290 nm และ negative peak ท่ีประมาณ 260 nm ซ่ึงเป็น
ลกัษณะของ quadruplex แบบ anti-parallel เม่ือใส่ลิแกนด ์Riboflavin ทั้งในอตัราส่วนของ
DNA:Riboflavin เป็น 1:1 และ1:5  ในทั้งสองสภาวะ พบวา่โครงสร้างท่ีไดย้งัคงเป็น quadruplex แบบ 
anti-parallel เช่นเดิม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 mM Na+ 100 mM Na+ 
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1.8. ผลของลิแกนด ์PIPER ท่ีมีต่อการเกิดโครงสร้าง quadruplex ของ SRF promoter 01 

(ก) (ข)  

  

no PIPER  
DNA:PIPER 1:1 
DNA:PIPER 1:5 

 

ภาพท่ี 19  สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:1 และ1:5 ใน
บฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-400 nm ท่ี 25oC (ก) ไม่ใหค้วามร้อน (ข) ใหค้วาม
ร้อนท่ี 95 oC 5 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงอยา่งชา้ๆ 
 

ในทั้งสภาวะท่ีใหแ้ละไม่ใหค้วามร้อน ตวัอยา่งท่ีไม่มีลิแกนด ์PIPER พบวา่สเปกตรัมมี positive 
peak ท่ีประมาณ 255 nm และ negative peak ท่ีประมาณ 238 nm ซ่ึงเป็นลกัษณะของ unstructured  
DNA เม่ือใส่ลิแกนด ์PIPER ท่ีอตัราส่วนของ DNA:PIPER เป็น 1:1 ในทั้งสองสภาวะ พบวา่สเปกตรัม
ยงัคงเป็น unstructured  DNA เช่นเดิม เม่ือเพิ่มอตัราส่วนของ DNA:PIPER เป็น 1:5 ในทั้งสองสภาวะ 
พบวา่มี positive peak ท่ีประมาณ 260 nm และ negative peak ท่ีประมาณ 240 nm แสดงวา่เป็น
โครงสร้าง quadruplex แบบ parallel 

แสดงวา่ลิแกนด ์PIPER ท่ีอตัราส่วน 1:5 สามารถเหน่ียวน าให ้unstructured  DNA เปล่ียนเป็น
โครงสร้าง quadruplex แบบ parallel ได ้
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1.9. ผลของเกลือ KCl และลิแกนด ์PIPER ท่ีมีผลต่อการเกิดโครงสร้าง quadruplex ของ SRF 

promoter 01 

(ก) (ข)  

  

no PIPER  
DNA:PIPER 1:1 
DNA:PIPER 1:5 

 

ภาพท่ี 20 สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:1 และ1:5 ใน
สภาวะท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-400 nm ท่ี 25oC 
(ก) ไม่ใหค้วามร้อน (ข) ใหค้วามร้อนท่ี 95 oC 5 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงอยา่งชา้ๆ 
 

ในสภาวะท่ีมี K+ 100 mM ทั้งสภาวะท่ีใหแ้ละไม่ใหค้วามร้อน ตวัอยา่งท่ีไม่มีลิแกนด ์PIPER 
พบวา่สเปกตรัมมี positive peak ท่ีประมาณ 260 nm  negative peak ท่ีประมาณ 240 nm และมี shoulder 
ท่ีประมาณ 290 nm ซ่ึงเป็นรูปแบบ quadruplex แบบ parallel ท่ีมี external loop เม่ือใส่ลิแกนด ์PIPER ท่ี
อตัราส่วนของ DNA:PIPER เป็น 1:1 ในทั้งสองสภาวะ พบวา่โครงสร้างท่ีไดย้งัคงเป็น quadruplex แบบ 
parallel ท่ีมี external loop เช่นเดิม แต่เม่ือเพิ่มอตัราส่วนของ DNA:PIPER เป็น 1:5 ในทั้งสองสภาวะ 
พบวา่สเปกตรัมมี positive peak ท่ีประมาณ 260 nm และ negative peak ท่ีประมาณ 240 nm ซ่ึงเป็น
โครงสร้าง quadruplex แบบ parallel  

อาจสรุปไดว้า่ลิแกนด ์PIPER ท าใหโ้ครงสร้างเปล่ียนแปลงจาก quadruplex แบบ parallel ท่ีมี 
external loop ท่ีอตัราส่วนของ DNA:PIPER เป็น 1:1 ไปเป็น quadruplex แบบ parallel ท่ีอตัราส่วนของ 
DNA:PIPER เป็น 1:5 ไดใ้นสภาวะท่ีมี K+ 100 mM 

 

 

 

 

100 mM K+ 100 mM K+ 
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1.10. ผลของเกลือ NaCl และลิแกนด ์PIPER ท่ีมีผลต่อการเกิดโครงสร้าง quadruplex ของ SRF 

promoter 01 

(ก) (ข)  

  

no PIPER  
DNA:PIPER 1:1 
DNA:PIPER 1:5 

 

ภาพท่ี 21 สเปกตรัมของ SRF promoter 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:1 และ 1:5 ใน
สภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 200-320 nm ท่ี 25oC 
(ก) ไม่ใหค้วามร้อน (ข) ใหค้วามร้อนท่ี 95 oC 5 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงอยา่งชา้ๆ 

 
ในสภาวะท่ีมี Na+ 100 mM  ทั้งสภาวะท่ีใหแ้ละไม่ใหค้วามร้อน ตวัอยา่งท่ีไม่มีลิแกนด์ PIPER 

พบวา่มี positive peak ท่ีประมาณ 290 nm และ negative peak ท่ีประมาณ 260 nm ซ่ึงเป็นลกัษณะของ
quadruplex แบบ anti-parallel เม่ือใส่ลิแกนด ์PIPER ท่ีอตัราส่วนของ DNA:PIPER เป็น 1:1 ในทั้งสอง
สภาวะ  พบวา่สเปกตรัมเปล่ียนไปคือ มี positive peak ท่ีประมาณ 290 nm shoulder ท่ีประมาณ 270 nm 
และ negative peak ท่ีประมาณ 240 nm ซ่ึงเป็นโครงสร้าง quadruplex แบบ mixed parallel/anti-parallel 
เม่ือเพิ่มอตัราส่วนของ DNA:PIPER เป็น 1:5 ในสภาวะท่ีไม่ใหค้วามร้อน พบวา่ยงัคงไดโ้ครงสร้าง 
quadruplex แบบ mixed parallel/anti-parallel เช่นเดิม แต่เม่ือใหค้วามร้อนแลว้พบวา่ สเปกตรัม
เปล่ียนไปคือมี positive peak ท่ีประมาณ 260 nm และ negative peak ท่ีประมาณ 240 nm ซ่ึงเป็น
โครงสร้าง quadruplex แบบ parallel 

อาจสรุปไดว้า่ลิแกนด ์PIPER ท าใหโ้ครงสร้างเปล่ียนแปลงจาก quadruplex แบบ anti-parallel
ในสภาวะท่ีมีแต่  Na+ 100 mM ไปเป็นแบบ mixed parallel/anti-parallel ท่ีอตัราส่วนของ DNA:PIPER 
เป็น 1:1 และแบบ parallel ในสภาวะท่ีใหค้วามร้อนท่ีอตัราส่วนของ  DNA:PIPER เป็น 1:5 

 

 

100 mM Na+ 100 mM Na+ 
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2. การศึกษาโครงสร้างของ quadruplex โดยวธีิ Uv-vis absorption titration 

2.1. ผลการดูดกลืนแสงในสภาวะเกลือ NaCl หรือ KCl และลิแกนด ์TMPyP4 เม่ือไทเทรตดว้ย 

quadruplex ของ SRF promoter 01 

ก)

 

ข) 

 
  

% hypochromicity = 72 %  % hypochromicity = 74 %  
 

ภาพท่ี 22  สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ TMPyP4 7 µM ก) เม่ือไทเทรตดว้ย quadruplex ของ SRF 
promoter 01 48 µM ใน 100 mM KCl ข) เม่ือไทเทรตดว้ย quadruplex ของ SRF promoter 
45 uM ใน 100 mM NaCl 

 
 ในสภาวะท่ีมี TMPyP4 7 uM ใน K+ 100 mM พบวา่หลงัการไทเทรตดว้ย SRF promoter 01 48 
µM เกิด red shift ของสเปกตรัมจาก 422 nm เป็น 439 nm และมีค่า hypochromicity คือ 72 % 
เช่นเดียวกบัในสภาวะท่ีมี TMPyP4 7 µM ใน Na+ 100 mM พบวา่หลงัการไทเทรตดว้ย SRF promoter 
01 45 µM เกิด red shift ของสเปกตรัมจาก 423 nm เป็น 439 nm และมีค่า hypochromicity คือ 74 %  ซ่ึง
การดูดกลืนแสงท่ีนอ้ยลงและมีการ shift ของสเปกตรัม แสดงใหเ้ห็นถึงการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่ง
โครงสร้าง quadruplex ของ SRF promoter 01 และลิแกนด ์TMPyP4 ข้ึนในทั้งสองสภาวะ 
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2.2. ผลการดูดกลืนแสงในสภาวะเกลือ NaCl หรือ KCl และลิแกนด ์Riboflavin เม่ือไทเทรตดว้ย 

quadruplex ของ SRF promoter 01 

ก)  ข) 

  
 

ภาพท่ี 23  สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ Riboflavin 35 µM ก) เม่ือไทเทรตดว้ย quadruplex ของ SRF 

promoter 01 45 µM ใน 100 mM KCl ข) เม่ือไทเทรตดว้ย quadruplex ของ SRF promoter 

45 uM ใน 100 mM NaCl 

 

 ในสภาวะท่ีมี Riboflavin 35 uM ใน K+ 100 mM พบวา่หลงัการไทเทรตดว้ย SRF promoter 01 

45 µM ไม่เกิด red shift ของสเปกตรัม และไม่มีค่า hypochromicity เช่นเดียวกนักบัในสภาวะท่ีมี 

Riboflavin 35 µM ใน Na+ 100 mM พบวา่หลงัการไทเทรตดว้ย SRF promoter 01 100 µM ไม่เกิด red 

shift ของสเปกตรัม และไม่สามารถค านวณค่า hypochromicity ได ้ดงันั้นจึงแสดงให้เห็นวา่ไม่มีการเกิด

อนัตรกิริยาระหวา่งโครงสร้าง quadruplex ของ SRF promoter 01 และลิแกนด ์Riboflavin ในทั้งสอง

สภาวะ 
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2.3. ผลการดูดกลืนแสงในสภาวะเกลือ NaCl หรือ KCl และลิแกนด ์PIPER เม่ือไทเทรตดว้ย 

quadruplex ของ SRF promoter 01 

ก) ข) 

  
% hypochromicity = 39 %  % hypochromicity = 41 %  

 

ภาพท่ี 24  สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ PIPER 60 µM ก) เม่ือไทเทรตดว้ย quadruplex ของ SRF 

promoter 01 100 µM ใน 100 mM KCl ข) เม่ือไทเทรตดว้ย quadruplex ของ SRF promoter 

100 uM ใน 100 mM NaCl 

 

 ในสภาวะท่ีมี PIPER 60 uM ใน K+ 100 mM พบวา่หลงัการไทเทรตดว้ย SRF promoter 01 100 

µM เกิด red shift ของสเปกตรัมจาก 479 nm เป็น 512 nm และมีค่า hypochromicity คือ 39 % 

เช่นเดียวกบัในสภาวะท่ีมี PIPER 60 µM ใน Na+ 100 mM พบวา่หลงัการไทเทรตดว้ย SRF promoter 01 

100 µM เกิด red shift ของสเปกตรัมจาก 479 nm เป็น 513 nm และมีค่า hypochromicity คือ 41 %  ซ่ึง

การดูดกลืนแสงท่ีนอ้ยลงและมีการ shift ของสเปกตรัม แสดงใหเ้ห็นถึงการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่ง

โครงสร้าง quadruplex ของ SRF promoter 01 และลิแกนด ์PIPER ข้ึนในทั้งสองสภาวะ 
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3. การค่า melting temperature (Tm) 
 

 
ภาพท่ี 25 Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE 
pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC 
 
 จากสมการไดค้่า x0 = 68.801 หมายความวา่ SRF promoter 01 ท่ีมี K+ 100 mM มีค่า Tm คือ 
68.801 oC  แสดงวา่ K+ ช่วยใหโ้ครงสร้าง quadruplex แบบ parallel ท่ีมี external loop มีความคงตวั
ทางอุณหพลศาสตร์ เน่ืองจากมีค่า Tm สูง  

 
ภาพท่ี 26  Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 
1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 290 nm ท่ี 5-95 oC 
 

จากสมการไดค้่า x0 = 48.398  หมายความวา่ SRF promoter 01 ท่ีมี Na+ 100 mM มีค่า Tm คือ 
48.398 oC แสดงวา่ Na+ ช่วยใหโ้ครงสร้าง quadruplex แบบ anti-parallel ค่อนขา้งคงตวัทาง 
อุณหพลศาสตร์ เน่ืองจากมีค่า Tm ค่อนขา้งสูง แต่ค่าท่ีไดต้  ่ากวา่ตวัอยา่งท่ีมี K

+ 
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ภาพท่ี 27  Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5 ใน
บฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4  วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC 
 
 จากสมการไดค้่า x0 = 41.407 หมายความวา่ DNA: TMPyP4 อตัราส่วน 1:5 มีค่า Tm คือ  
41.407  oC  แสดงวา่ลิแกนด ์TMPyP4 ไม่ช่วยใหโ้ครงสร้าง quadruplex มีความคงตวัทางอุณหพล
ศาสตร์ เน่ืองจากมีค่า Tm ต ่า 

 
ภาพท่ี 28 Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5 ใน
สภาวะท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC 
 

จากสมการไดค้่า x0 = 71.614  หมายความวา่ DNA: TMPyP4 อตัราส่วน 1:5 ในสภาวะท่ีมีเกลือ 
KCl 100 mM มีค่า Tm คือ 71.614 oC  ซ่ึงค่าท่ีไดเ้พิ่มข้ึนจากตวัอยา่งท่ีมี K+ เพียงอยา่งเดียว (68.801 

oC) แสดงวา่ลิแกนด ์TMPyP4 จะช่วยเพิ่มความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ของโครงสร้าง quadruplex 
แบบ parallel ท่ีมี external loop ในสภาวะท่ีมี K+ อยูด่ว้ย 
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ภาพท่ี 29  Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์TMPyP4 อตัราส่วน 1:5 ใน
สภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC 
 

จากสมการไดค้่า x0 = 50.484  หมายความวา่ DNA: TMPyP4 อตัราส่วน 1:5 ในสภาวะท่ีมีเกลือ 
NaCl 100 mM มีค่า Tm คือ 50.484 oC  ซ่ึงค่าท่ีไดไ้ม่แตกต่างจากตวัอยา่งท่ีมี Na+ เพียงอยา่งเดียว 
(48.398  oC)  แสดงวา่ลิแกนด ์TMPyP4 ไม่ค่อยช่วยเพิ่มความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ของ
โครงสร้าง quadruplex แบบ parallel ในสภาวะท่ีมี Na+ อยูด่ว้ย 

 
ภาพท่ี 30  Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์Riboflavin อตัราส่วน 1:5 ใน
สภาวะท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC 
 

จากสมการไดค้่า x0 = 69.144  หมายความวา่ DNA: Riboflavin อตัราส่วน 1:5 ในสภาวะท่ีมี
เกลือ KCl 100 mM มีค่า Tm คือ 69.144 oC  ซ่ึงค่าท่ีไดไ้มแ่ตกต่างจากตวัอยา่งท่ีมี K+ เพียงอยา่งเดียว 
(68.801  oC) แสดงวา่ลิแกนด์ Riboflavin ไม่ช่วยเพิ่มความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ของโครงสร้าง 
quadruplex แบบ parallel ท่ีมี external loop ในสภาวะท่ีมี K+ อยูด่ว้ย 
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ภาพท่ี 31  Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์Riboflavin อตัราส่วน 1:5 ใน
สภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 290 nm ท่ี 5-95 oC 
 

จากสมการไดค้่า x0 = 49.889  หมายความวา่ DNA: Riboflavin อตัราส่วน 1:5 ในสภาวะท่ีมี
เกลือ NaCl 100 mM มีค่า Tm คือ 49.889 oC  ซ่ึงค่าท่ีไดไ้มแ่ตกต่างจากตวัอยา่งท่ีมี Na+ เพียงอยา่ง
เดียว (48.398  oC) แสดงวา่ลิแกนด ์Riboflavin ไม่ค่อยช่วยเพิ่มความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ของ
โครงสร้าง quadruplex แบบ anti-parallel ในสภาวะท่ีมี Na+ อยูด่ว้ย 

 
ภาพท่ี 32 Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:5 ใน
บฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC 
 

จาก melting curve ไม่สามารถหาค่า Tm ไดเ้น่ืองจากค่า ellipticity ไม่ตกลงมาท่ี baseline แต่
สามารถประมาณค่า Tm ไดโ้ดยมีค่ามากกวา่ 75oC  แสดงวา่ลิแกนด ์PIPER ช่วยใหโ้ครงสร้าง 
quadruplex แบบ parallel  ในสภาวะท่ีมี Na+ มีความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ เน่ืองจากมีค่า Tm สูง 
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ภาพท่ี 33 Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:5 ใน

สภาวะท่ีมีเกลือ KCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC 

 

จาก melting curve ไม่สามารถหาค่า Tm ไดเ้น่ืองจากค่า ellipticity ไม่ตกลงมาท่ี baseline แต่

สามารถประมาณค่า Tm ไดโ้ดยมีค่ามากกวา่ 75 oC  แสดงวา่ลิแกนด ์PIPER ช่วยใหโ้ครงสร้าง 

quadruplex แบบ parallel  มีความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ เน่ืองจากมีค่า Tm สูง 

 
ภาพท่ี 34 Melting Curve ของ SRF promoter 01 10 µM ท่ีมีลิแกนด ์PIPER อตัราส่วน 1:5 ใน
สภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 100 mM ในบฟัเฟอร์ 1XTE pH 7.4 วดัดว้ยเคร่ือง CD ท่ี 260 nm ท่ี 5-95 oC 
 

จาก melting curve ไม่สามารถหาค่า Tm ไดเ้น่ืองจากค่า ellipticity ไม่ตกลงมาท่ี baseline แต่
สามารถประมาณค่า Tm ไดโ้ดยมีค่ามากกวา่ 75 oC  แสดงวา่ลิแกนด ์PIPER ช่วยใหโ้ครงสร้าง 
quadruplex แบบ parallel ในสภาวะท่ีมี K+ มีความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ เน่ืองจากมีค่า Tm สูง 
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ตารางท่ี 14 ค่า melting temperature ของโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ในสภาวะต่างๆ 
 

Sample Tm (oC) 
SRF with 100 mM K+ 68.80 
SRF with 100 mM Na+ 48.40 
SRF:TMPyP4 (ratio= 1:5) 41.41 
SRF:TMPyP4 (ratio= 1:5) with 100 mM K+ 71.61 
SRF:TMPyP4 (ratio= 1:5) with 100 mM Na+ 50.48 
SRF:Riboflavin (ratio= 1:5) with 100 mM K+ 69.14 
SRF:Riboflavin (ratio= 1:5) with 100 mM Na+ 49.89 
SRF:PIPER (ratio= 1:5) >75 
SRF: PIPER (ratio= 1:5) with 100 mM K+ >75 
SRF: PIPER (ratio= 1:5) with 100 mM Na+ >75 
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บทที ่5 

สรุปผลการวจิยั 
 

ในงานวจิยัน้ี แสดงให้เห็นวา่บริเวณโปรโมเตอร์ของยนี SRF สามารถเกิดโครงสร้างควอดรู

เพล็กซ์ข้ึนได ้โดยใชส้ารโมเลกุลขนาดเล็ก หรือลิแกนดเ์ป็นตวัเหน่ียวน า PIPER เป็นลิแกนดห์น่ึงท่ี

สามารถเหน่ียวน ายนี SRF ใหเ้กิดโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ parallel ในสภาวะท่ีปราศจาก 

monovalent cation ได ้และเม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีมีโพแทสเซียมไอออน PIPER สามารถเหน่ียวน าใหเ้กิด

โครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ parallel ไดเ้ช่นเดียวกนั แต่ในสภาวะท่ีมีโซเดียมไอออนมีความแตกต่าง

จากสภาวะอ่ืน คือ PIPER จะเหน่ียวน าให้เกิดโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์แบบ mixed parallel/antiparallel 

แลว้จึงเหน่ียวน าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงรูปแบบอีกคร้ังหลงัการ reannealing เป็นแบบ parallel ซ่ึงเป็น

รูปแบบสุดทา้ยท่ีเหมือนกบัสองสภาวะก่อนหนา้ นอกจากน้ีไดท้  าการยนืยนัผลการเกิดอนัตรกิริยา

ระหวา่ง SRF promoter 01 และ PIPER ในสภาวะท่ีมีโซเดียมไอออน และโพแทสเซียมไอออนดว้ยวธีิ 

UV-vis absorption titration พบวา่มีการลดลงของค่าการดูดกลืนแสง และจุดยอดของสเปกตรัมเกิด red 

shift ข้ึน พร้อมทั้งหาค่า Tm เพื่อศึกษาความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ ปรากฏวา่ PIPER สามารถช่วยเพิ่ม

ความคงตวัของควอดรูเพล็กซ์ท่ีเกิดข้ึนในทุกสภาวะโดยมีค่า ∆Tm > 5 องศาเซลเซียส เม่ือเทียบกบั 

ควอดรูเพล็กซ์ท่ีเกิดในสภาวะท่ีมีโซเดียมไอออน หรือโพแทสเซียมไออน ส าหรับ riboflavin เป็นอีก 

ลิแกนดห์น่ึงท่ีน ามาศึกษา จากการทดสอบดว้ย CD spectroscopy ไม่พบการเหน่ียวน าใหเ้กิด

โครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ข้ึน รวมทั้งไม่สามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงรูปแบบควอดรูเพล็กซ์

ในสภาวะท่ีมีโซเดียมไอออน หรือโพแทสเซียมไอออน และเม่ือทดสอบดว้ย UV-vis absorption 

titration ไม่พบการเปล่ียนแปลงของสเปกตรัม ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดสอบหาความคงตวัทางอุณหพล

ศาสตร์ท่ีไดค้่า Tm ใกลเ้คียงกบัควอดรูเพล็กซ์ในสภาวะท่ีมีเพียงโซเดียมไอออน หรือโพแทสเซียม

ไอออนเท่านั้น จากผลการทดลองทั้งหมดจึงสรุปไดว้า่มีเพียง PIPER เท่านั้นท่ีสามารถเกิดอนัตรกิริยา

กบัโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ในบริเวณ SRF promoter 01  งานวจิยัน้ีจึงเป็นการคน้พบเพิ่มเติมถึงผลของ

สารโมเลกุลขนาดเล็กท่ีมีต่อโครงสร้างควอดรูเพล็กซ์ในบริเวณโปรโมเตอร์ของยสี SRF ซ่ึงอาจใชเ้ป็น

แนวทางในการศึกษาผลกระทบต่าง ๆ ท่ีมีต่อการท าหนา้ท่ีของยนี SRF และอาจท าให้ส่งผลต่อการ

เจริญเติบโต การแบ่งตวัของเซลลต่์าง ๆ ท่ียนี SRF ไปเก่ียวขอ้งในอนาคตได ้
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