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ประโยชน์ด้วยดีตลอดมา และให้ใช้ห้องปฏิบัติการในการท าวิจัยบางส่วน อีกท้ังขอขอบคุณ นายวิษณุ ศรีลา 
นักวิจัยประจ าห้องปฏิบัติการอณูเทคโนโลยีชีวภาพ มทส ที่ได้ช่วยลงมือท าการวิจัยในส่วนการโคลนและผลิต
เอนไซม์จนเป็นผลส าเร็จ รวมทั้งนักวิจัยคนอ่ืนในห้องปฏิบัติการ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ดร. นันทนิจ จารุเศรณีย์ 
และนางสาวณัชฌา พฤกษาเมธานันท์ นอกจากนี้แล้วยังขอขอบคุณ คุณศุภกาญจน์ บุญอยู่ นางสาวเพ็ญสุดา 
สมภูงา  นางสาวสุภมาส บัณฑิตสาธิสรรค์ ที่ช่วยดูแลในเรื่องงานการเงิน และงานธุรการ เป็นอย่างดี 
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บทคัดย่อภาษาไทย 
 
 

 พลาสโมเดียม ฟัลซิพารัม เป็นเชื้อโปรโตซัว ทีท่ าให้เกิดโรคมาลาเรีย ซึ่งเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญ
โรคหนึ่ง ในเขตร้อน และก่ึงร้อน ของโลก อีกทั้งยังเป็นโรคที่ยังต้องการยารักษาที่มีประสิทธิภาพ เนื่องจากเชื้อ
มีการดื้อยา การผลิตวัคซีนต่อโรคยังไม่ประสพผลส าเร็จ และ การก าจัดยุงพาหะก็ยังมีปัญหา เนื่องจากมีการ
ดื้อต่อยาก าจัดยุง  ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นอย่างเร่งด่วนที่จะต้องหาเป้าหมายใหม่ของยา เพ่ือการรักษาโรคที่มี
ประสิทธิภาพมากกว่าที่มีอยู่ในปัจจุบัน หนึ่งในเป้าหมายที่น่าสนใจคือ เอนไซม์ ดี เอน เอ เฮลิเคส   ซึ่งเป็น
เอนไซม์ที่ท าหน้าที่คลายเกลียว ดีเอนเอ เพ่ือให้สามารถท ากิจกรรมต่างๆ ซึ่งมีความจ าเป็นต่อการด ารงชีวิต 
ของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดได้ โครงการวิจัยนี้จึงได้ท าการศึกษาเอนไซม์เฮลิเคส ตัวใหม่ ที่ยังไม่เคยมีรายงานการวิจัย
มาก่อน โดยเริ่มตั้งแต่การโคลน การแสดงออก และวิเคราะห์คุณสมบัติทางชีวเคมีต่างๆ ของ เอนไซม์ ซึ่ง
เตรียมได้จาก จากยีน PfI0910w ผลการวิจัยพบว่าสามารถท าการโคลน และ แสดงออกเอนไซม์โดยใช้ระบบ
การแสดงออกใน อี โคไล ได้ส าเร็จ เรียกเอนไซม์ที่ผลิตขึ้นมาได้ว่า PfDHA86 โดยพบว่าสามารถผลิตเอนไซม์ได้
ที่ระดับ ๐.๓๙๕ มิลิกรัม ต่อ สารเลี้ยงเชื้อ ๑ ลิตร โดยเอนไซม์ ดีเอนเอ เฮลิเคส ปรับแต่งพันธุกรรมที่ผลิต
ขึ้นมาได้มีขนาด ๘๕.๕ กิโลดาลตัน ผลจากการวิเคราะห์คุณสมบัติในการท ากิจกรรมพบว่า สามารถท างานได้ดี
เมื่อใช้พลังงานจากการย่อย ATP, ท างานลดลงเล็กน้อยเมื่อใช้ dATP, และท างานได้น้อยเมื่อใช้ dCTP, dGTP, 
dTTP เป็นแหล่งพลังงาน  อีกทั้งยังต้องการ Mg2+ ในการท างาน และถูกยับยั้งการท างานโดย 200 mM KCl, 
200 mM NaCl และ EDTA เอนไซม์สามารถคลายเกลียว ดีเอนเอ สายคู่ ทั้งแบบสายสั้นและสายยาว จาก
การศึกษาผลของยา ในการท างานของเอนไซม์พบว่า ยา ในกลุ่มแอนทราไซคลิน ได้แก่  daunorubicin และ 
doxorubicin สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ โดยมีค่า IC50 ของ daunorubicin และ doxorubicin 
เท่ากับ 30 และ 23 M ตามล าดับ องค์ความรู้ที่ได้นี้จะสามารถใช้เป็นพ้ืนฐานในการพัฒนายารักษาโรค
มาลาเรียตัวใหม่  และยังเป็นองค์ความรู้พ้ืนฐานเกี่ยวกับกลไกการท างานของเอนไซม์ เฮลิเคสในสิ่งมีชีวิต เชิง
ลึก อกีด้วย  
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 
 

Plasmodium falciparum is causative agent of malaria. It is one of the most important 
tropical diseases of public health in tropical and subtropical area. The new antimalarial drug 
is needed for the disease because there are still many problems, such as drug resistance, lack 
of effective vaccine, and mosquito resistance to insecticide. Therefore, there is an urgent need 
for a new drug target. DNA helicase is an essential enzyme for various DNA metabolisms that 
involve the separation of double stranded DNA to single stranded DNA. Therefore, this enzyme 
could be a competent new drug target. This aim of this study is to clone, express and 
characterize DNA helicase from PfI0910w gene. The yield of the recombinant enzyme was 
0.395 mg/L of culture volumn. The purified recombinant enzyme was about 85.5 kDa. 
Unwinding of DNA helicase activity was driven by hydrolysis of ATP and slightly decreased 
when dATP was used as an energy source. Almost no unwinding activity was detected when 
ATP was replaced with dCTP, dGTP or dTTP.  The unwinding activity was depended on Mg2+, 
and inhibited by 200 mM KCl, 200 mM NaCl and EDTA. This DNA helicase could unwind both 
short and long partial duplex DNA substrates. The study of drug inhibitory effect indicated that 
Antracycline, namely, Daunorubicin and Doxorubicin could inhibit the unwinding activity of 
PfI0910w, with the IC50 for Daunorubicin and Doxorubicin at 30 and 23 M, respectively. The 
knowledge obtained from this study could be the basis for the development of a novel anti-
malarial drug as well as for more insight into the molecular biology and biochemistry of DNA 
helicases in general living organisms. 
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บทท่ี ๑ : บทน า 
 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

 
มาลาเรียเป็นโรคที่เกิดจากเชื้อปรสิต Plasmodium ที่เกิดได้ทั้งในคนและสัตว์ ซึ่งยังเป็นปัญหาอย่าง

มากในประเทศเขตร้อนชื้นรวมทั้งประเทศไทย จากรายงานล่าสุดพบว่าโรคนี้มีอัตราการติดเชื้อสูงถึง 500 ล้าน
คนต่อปี และมีอัตราการตายมากกว่าหนึ่งล้านคน [1, 2] โดยโรคมาลาเรียที่เกิดจากเชื้อ P.  falciparum  เป็น
ชนิดที่ร้ายแรงที่สุด เนื่องจากมีการดื้อยาของเชื้อมาลาเรียชนิดนี้ต่อยาต้านมาลาเรียเกือบทุกชนิดที่ใช้ใน
ปัจจุบัน รวมถึงการพัฒนาวัคซีนป้องกันโรคก็ยังอยู่เพียงในขั้นเริ่มต้น [3] นอกจากนั้นยุงซึ่งเป็นพาหะของโรคก็
ยังดื้อต่อยาฆ่าแมลงด้วย  ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นอย่างเร่งด่วนที่จะต้องพัฒนายาใหม่และหาเป้าหมายใหม่ใน
การออกฤทธิ์ของยา  การพัฒนายาต้านมาลาเรียมีหลายวิธี เช่นการปรับเปลี่ยนและพัฒนาจากยาเดิมที่ใช้กัน
อยู่ การพัฒนายาให้มีความซับซ้อนน้อยลงและสังเคราะห์ง่ายขึ้น  รวมทั้งการหายาใหม่จากเป้าหมายใหม่  โดย
เป้าหมายใหม่ที่น่าสนใจอันหนึ่งคือ เอนไซม์ ดีเอ็นเอเฮลิเคส (DNA helicase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ส าคัญใน
ขบวนการต่างๆ ของดีเอ็นเอในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด รวมทั้งเชื้อมาลาเรียด้วย  DNA helicase ท าหน้าที่
แยก DNA สายคู่ให้เป็น DNA สายเดี่ยวโดยการสลายพันธะไฮโดรเจน เพ่ือใช้ในขบวนการ metabolism ของ
ทั้ง DNA และ RNA [2] เช่น DNA replication, recombination, repair  ซึ่งเป็นกลไกที่มีความจ าเป็นต่อการ
ด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด  วงจรชีวิตของเชื้อมาลาเรียมีความซับซ้อน และมีขบวนการ ที่ต้องใช้ DNA 
helicase ในหลายขั้นตอน เช่น หลังจากที่เชื้อเข้าสู่เซลล์ตับ , ระหว่าง schizogony ในเซลล์เม็ดเลือดแดง, 
ระหว่าง gametogenesis, หลังจาก fertilization และ ใน oocysts  ดังนั้น DNA helicase จึงเป็นเป้าหมาย
ที่ดีส าหรับการออกฤทธิ์ของยาต้านมาลาเรีย 

 
จากผลการศึกษาวิจัยเบื้องต้น โดย คณะของผู้วิจัยร่วม ได้ค้นพบ PfDH A เป็น DNA helicase ที่ได้

จากเชื้อ P. falciparum ในระยะ schizont มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 90 kDa มีทิศทางการท างานโดยแยก
สาย DNA จาก 3' – 5' DNA helicase [4] แต่พบในปริมาณที่น้อยมาก ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องผลิต
เป็น recombinant enzyme ให้ได้ในปริมาณมากเพียงพอ เพ่ือใช้ในการศึกษาเกี่ยวกับกลไกการท างานของ
เอนไซม์นี้ และคุณสมบัติต่างๆ  รวมทั้งศักยภาพในการเป็นเป้าหมายของยาตัวใหม่ และความสามารถในการ
ถูกยับยั้งด้วย inhibitor ต่างๆ   โครงการวิจัยนี้จึงเป็นการศึกษาองค์ความรู้ใหม่เพ่ือต่อยอดจากการค้นพบใน
เบื้องต้น ซึ่งเป็นการ clone, express และผลิต recombinant DNA helicase ให้ได้ปริมาณที่เพียงพอที่จะใช้
ส าหรับการทดสอบคุณสมบัติต่างๆ ดังกล่าว  ซึ่งนอกจาก helicase inhibitor ที่ค้นพบจากโครงการนี้อาจ
สามารถพัฒนาเป็นยาต้านมาลาเรียตัวใหม่ได้แล้ว  ยังเป็นการสร้างองค์ความรู้ใหม่เกี่ยวกับโครงสร้างและ
หน้าที่ของ DNA helicase รวมทั้งบทบาทของเอนไซม์นี้ในวงจรชีวิตของเชื้อมาลาเรียอีกด้วย 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

เพ่ือศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ DNA helicase จากเชื้อ P. falciparum ซึ่งเป็นเป้าหมายของยา
รักษาโรคมาลาเรียตัวใหม่ เพื่อสร้างองค์ความรู้ใหม่เชิงลึกเกี่ยวกับกลไกการท างานของเอนไซม์ DNA helicase 
และบทบาทในวงจรชีวิตเชื้อมาลาเรีย รวมทั้งการพัฒนายารักษาโรคมาเลเรียตัวใหม่ โดยแบ่งเป็นวัตถุประสงค์
ย่อยต่างๆ ดังนี้ 

1.1 เพ่ือท าการ clone และ express ยีนส าหรับ DNA helicase จาก Plasmodium falciparum  
1.2 เพ่ือท าการผลิต recombinant DNA helicase ให้ได้เป็นจ านวนมาก และ purify เพ่ือใช้ในการ

วิเคราะห์ในขั้นต่อไป 
1.3 เพ่ือศึกษาล าดับของยีน  โครงสร้างและคุณสมบัติทางชีวเคมีเบื้องต้นของ เอนไซม์ DNA helicase  
1.4 เพ่ือศึกษาความต้องการการใช้สารต่างๆ ในการท างานของเอนไซม์ 
1.5 เพ่ือศึกษาการท างานของ DNA helicase โดยใช้สารตั้งต้นต่างๆ 
1.6 เพ่ือศึกษาหาสารยับยั้งการท างานของ DNA helicase เพ่ือเป็นต้นแบบ (lead) ในการพัฒนายาต้าน

มาลาเรียตัวใหม่ต่อไป 
 

ขอบเขตของการวิจัย  

 

ท าการโคลนยีน DNA helicase จากยีน PfI0910w ซึ่งเป็น DNA helicase ของเชื้อ P. falciparum 
ที่มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 85.5 kDa [4] โดยจะท าการโคลนยีน เพื่อผลิตเป็น recombinant DNA 
helicase โดยใช้ E. coli expression system  จากนั้นท าการ purify ให้ได้ปริมาณมากเพียงพอเพ่ือที่จะท า
การวิเคราะห์คุณสมบัติต่างๆ ดังที่ได้กล่าวไว้ในวัตถุประสงค์ และวิธีการด าเนินการวิจัยของโครงการต่อไป 
 

ทฤษฎี  สมมติฐาน (ถ้ามี)  และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

ดีเอ็นเอเฮลิเคส (DNA helicase) เป็นเอนไซม์ที่มีความจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด 
รวมทั้งเชื้อมาลาเรีย [2] วงจรชีวิตของเชื้อมาลาเรียมีความซับซ้อน และมีขบวนการ ที่ต้องใช้ DNA helicase 
ในหลายขั้นตอน เช่น หลังจากที่เชื้อเข้าสู่เซลล์ตับ , ระหว่าง schizogony ในเซลล์เม็ดเลือดแดง, ระหว่าง 
gametogenesis, หลังจาก fertilization และ ใน oocysts  ดังนั้น DNA helicase จึงเป็นเป้าหมายที่ดี
ส าหรับการออกฤทธิ์ของยาต้านมาลาเรีย  โดยเฉพาะ DNA helicase ในกระบวนการ replication ในระหว่าง
ขบวนการ  schizogony ซึ่งเป็นระยะที่เชื้อก าลังแบ่งโครมาตินและไซโตพลาสมเรียกว่าระยะ schizont และ
เมื่อระยะ schizont แตกออกจากเซลล์เม็ดเลือดแดงจะท าให้ผู้ป่วยเกิดอาการจับสั่น ระยะ schizont เป็น
ระยะที่มักไม่พบในกระแสเลือด เนื่องจากในระยะนี้เชื่อว่าเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อจะมีปุ่ม (knob) เกิดกระจาย
บนผิวเม็ดเลือดจึงท าให้สามารถยึดติดกับ receptor complex บน endothelial cell และ ท าให้ผนังของ
หลอดเลือดฝอยที่อวัยวะภายในเกิดอุดตันโดยกลุ่มของเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อในหลายอวัยวะ [5]  และถึงแม้ว่า
ในมนุษย์และสัตว์อ่ืนๆ ก็มี DNA helicase  เช่นกัน แต่น่าจะมีโครงสร้าง หน้าที่ และคุณสมบัติเฉพาะที่
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แตกต่างกันออกไปตามล าดับการวิวัฒนาการ  ดังนั้นจึงเป็นไปได้ที่จะสามารถหายาที่จะยับยั้งเฉพาะ  DNA 
helicase ของเชื้อมาลาเรียอย่างเฉพาะเจาะจง เพ่ือพัฒนาเป็นยารักษามาลาเรียตัวใหม่ต่อไปได้  โดยใน
ปัจจุบัน ยีโนมของ P. falciparum ได้รับการ sequence เรียบร้อยแล้ว  ดังนั้นการ clone ยีนของเอนไซม์ 
PfDH A จึงสามารถท าได้ไม่ยาก นอกจากนั้นแล้วเคยมีตัวอย่างความส าเร็จในการ express DNA helicase  
ชนิด PfDH60 [6] PfH45 มาก่อน ใน E. coli expression system มาก่อน [7] โดยส าหรับ PfDH45 [8] นั้น 
มีรายงานว่าต้องท าการปรับล าดับเบสให้เหมาะสมก่อนจึงสามารถผลิตได้ในปริมาณที่มากขึ้น  ดังนั้นจึงมีความ
เป็นไปได้สูงมากท่ีโครงการวิจัยนี้จะประสบความส าเร็จ 
 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

11 
 

บทท่ี ๒:  ทบทวนวรรณกรรม และ สารสนเทศที่เกี่ยวข้อง 
 

มาลาเรียเป็นโรคที่เกิดจากเชื้อโปรโตซัว Plasmodium มี 5 species ที่ท าให้เกิดโรคในคน ได้แก ่ 
Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi อัตราการติดเชื้อสูงถึง 500 
ล้านคนต่อปี และอัตราการตายมากกว่าหนึ่งล้านคน [1, 2] P.  falciparum  เป็นชนิดที่ร้ายแรงที่สุด เนื่องจาก
มีการดื้อยาของเชื้อมาลาเรียชนิดฟัลซิปารั่มต่อยาต้านมาลาเรียเกือบทุกชนิดที่ใช้ในปัจจุบัน รวมถึงการศึกษา
ด้านวัคซีนป้องกันโรคก็ยังไม่ส าเร็จ แม้ว่าปัจจุบันมีการผลิตวัคซีนที่กระตุ้นการป้องกันโดยการฉีด 
Plasmodium falciparum sporozoite โดยการให้ยุงกัด ก็ยังอยู่ในระหว่างอยู่ในระหว่างการทดลอง และ
ต้องการการผลักดันให้มี phase 1 clinical trial [3] นอกจากนั้นยุงซึ่งเป็นพาหะของโรคก็ยังดื้อต่อยาฆ่าแมลง
ด้วย [9] การดื้อยาต้านมาลาเรียเกิดจากหลายปัจจัยเช่น การใช้ยาต้านมาลาเรียส าหรับ prophylaxis ที่ไม่
เหมาะสม การใช้ยาไม่ครบตามปริมาณที่ก าหนด ปรสิตมีการปรับปรุงสายพันธุ์ในระดับยีนและ metabolism 
เช่น chloroquine เป็นยาต้านมาลาเรียที่ราคาถูกและรักษาได้ผลดี แต่เมื่อปี 1957 พบว่ามีการดื้อยานี้เกิดขึ้น
ในประเทศไทย และในปี 1988 พบว่าการดื้อยากระจายไปเกือบทั่วโลก โดยยานี้จะขัดขวางการรวมตัวกันของ 
heme ซ่ึง heme เป็น by product  จากการสลาย hemoglobin โดย heme จะเป็นพิษต่อปรสิต การดื้อยา
ของ chloroquine พบว่าใน P. falciparum ที่ดื้อยา จะมีปริมาณยาไม่สูงพอที่จะท าหน้าที่ได้ จากการศึกษา
พบว่ายีน pfcrt ซึ่งเป็น chloroquine resistant transporter เกิด mutation ขึ้น  หรือการดื้อยาของยาใน
กลุ่ม antifolates ซึ่งมีเป้าหมายที่ dihydrofolate reductase โดยการดื้อยาเกิดจาก point mutation ของ
ยีนเป้าหมาย  [5]  ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นอย่างเร่งด่วนที่จะพัฒนายาใหม่และหาเป้าหมายในการฆ่าเชื้อใหม่ 
[10]  การพัฒนายาต้านมาลาเรียมีหลายวิธี เช่นการปรับเปลี่ยนและพัฒนาจากยาเดิมที่ใช้กันอยู่  การพัฒนายา
ให้มีความซับซ้อนน้อยลงและสังเคราะห์ง่ายขึ้น ตัวอย่างเช่น trioxalane derivative ซึ่งขณะนี้ก าลังอยู่ใน
ระหว่างการท า clinical trials [2]  ดีเอ็นเอเฮลิเคส (DNA helicase) เป็นเอนไซม์ส าคัญในขบวนการต่างๆ ของ
ดีเอ็นเอในเซลล์สิ่งมีชีวิตทุกชนิด รวมทั้งเชื้อมาลาเรียด้วย โดยมีหน้าที่ในการแยก DNA สายคู่ให้เป็น DNA สาย
เดี่ยวโดยการสลายพันธะไฮโดรเจน เพ่ือใช้ในขบวนการ metabolism ของทั้ง DNA และ RNA [2] เช่น DNA 
replication, recombination, repair และ transcription วงจรชีวิตของเชื้อมาลาเรียมีความซับซ้อน และมี
ขบวนการ replication ของเชื้อมาลาเรียเกิดขึ้นหลายที่ ดังรูปที่ 1 เช่น หลังจากท่ีเชื้อเข้าสู่เซลล์ตับ, ระหว่าง 
schizogony ในเซลล์เม็ดเลือดแดง, ระหว่าง gametogenesis, หลังจาก fertilization และ ใน oocysts [11] 
โดย DNA helicase จะมีการท างานร่วมกับโปรตีนอ่ืนๆ เป็นกระบวนการร่วมกัน [12] โดยทั่วไปเอนไซม์นี้มี
ปฏิกิริยาสามขั้นตอน ขั้นตอนแรกเอนไซม์จะจับกับ nucleic acid substrate จากนั้นจะจับกับ NTP และเกิด 
hydrolysis ตามด้วยการแยกสาย DNA [10]  DNA helicase เป็นเอนไซม์ท่ีพบได้ในสิ่งมีชีวิตทั้งชนิดโปรแคริ
โอต และยูแคริโอต พบครั้งแรกในปี 1976 ใน Escherichia coli [13] ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดยังพบ DNA 
helicase ได้หลายชนิดด้วย [14] เช่นในมนุษย์ พบ DNA helicase อย่างน้อย 9 ชนิด [15] มีการประมาณว่า 
ใน eukaryotic และ prokaryotic genome มียีนที่ท าหน้าที่ สร้าง DNA helicase อยู่ถึง 1% ของยีนทั้งหมด 
[15]  การท างานของดีเอ็นเอเฮลิเคส ต้องการ divalent cation และ nucleotide triphosphate ด้วย เอนไซม์
นี้สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มตามทิศทางการท างานคือ 3' – 5' และ 5'– 3' DNA helicase ขึ้นกับทิศทางการ
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ท างานและสายที่เอนไซม์เกาะ บางชนิดสามารถท างานได้ทั้งสองทิศทางแต่พบไม่มาก [16] การยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ DNA helicase สามารถท าได้โดยการใช้ยาปฏิชีวนะในกลุ่ม anthracycline  ตัวอย่างเช่น 
aclarubicin, daunorubicin สามารถยับยั้งการท างานของ DNA helicase ใน Escherichia coli, SV40, 
HeLa cells และ P.  falciparum  [4, 12, 17]  โดยยาในกลุ่มนี้จะจับกับ DNA ในสายท าให้มี  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่. 1 วงจรชีวิตของมาลาเรีย [18]  เครื่องหมาย  หมายถึงจุดที่มี replication ซึ่งเป็นจุดที่ต้องใช้ 
DNA helicase ในการท างาน  

 
melting temperature เพ่ิมข้ึน และท าให้สภาพของ DNA เปลี่ยนแปลงไปโดยที่ DNA ที่จับกับ 
anthracycline จะเสียสภาพ ไม่สามารถบิดงอได้ หรืออาจยืดยาวผิดไป [10, 19]  
 

ปัจจุบันยีโนมของ P. falciparum clone 3D7 ได้รับการ sequence เรียบร้อยแล้ว [20]  จากนั้นจึง
ได้มีการศึกษาดีเอ็นเอเฮลิเคสจากการโคลนยีน เช่น Plasmodium falciparum DEAD-helicase 60 
(PfDH60) เป็นดีเอ็นเอเฮลิเคสที่ได้จากการ express ดีเอ็นเอเฮลิเคส P.  falciparum (3D7) ใน E. coli 
expression system พบว่ามีน้ าหนักโมเลกุล 59.8 kDa สามารถท างานได้ที่ pH 5.0-10.0 และพบในระยะ 
schizont และสามารถท างานได้ท้ัง 2 ทิศทาง (bipolar) [21, 22]  ส าหรับ Plasmodium falciparum 
helicase 45 (PfH45)  เป็นเอนไซม์ที่พบในทุกระยะของการพัฒนาเชื้อที่อยู่ในเม็ดเลือดแดง [23] ส าคัญในการ
อยู่รอดของปรสิต และกระตุ้นโดย substrate ที่เปน็ fork like structure [24] 
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จากการศึกษาเอนไซม์ DNA helicase จาก P. falciparum ซึ่งท าโดยการเลี้ยงเชื้อมาลาเรียให้ได้
จ านวนมากแล้วท าการสกัดแยกเอนไซม์ออกมาด้วยวิธีการ column chromatography พบว่ามี DNA 
helicase หลายชนิด โดยหนึง่ในเอนไซม์ที่สกัดแยกมาได้นั้นได้ตั้งชื่อว่า PfDH A ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่พบในระยะ 
schizont  จากการวิเคราะห์คุณสมบัติทางชีวเคมีพบว่า มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 90 kDa มีทิศทางการ
ท างานโดยแยกสาย DNA จากปลาย 3' ไปยังปลาย 5' ของเส้น DNA [4] แต่พบในปริมาณท่ีน้อยมาก จึงไม่
สามารถวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโน และวิเคราะห์คุณสมบัติอ่ืนๆ ต่อได้  ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงสนใจที่จะ 
clone, express และผลิต DNA helicase ให้ได้ปริมาณท่ีเพียงพอที่จะใช้ท าการทดสอบคุณสมบัติต่างๆ รวม
ศึกษาผลของยา และสารเคมีต่างๆ ในการยับยั้งท างานของเอนไซม์  ซึ่ง helicase inhibitor ที่หามาได้อาจ
สามารถพัฒนาเป็นยาต้านมาลาเรียตัวใหม่ ต่อไปได้  
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บทท่ี ๓ : วิธีการด าเนนิการวิจัย และ ผลการวิจัย 
 

ท าการออกแบบ และสังเคราะห์ primer ที่ encode ส าหรับ DNA helicase โดยการค้นหาใน 
PlasmoDB database จากนั้นท าการโคลนยีนด้วยวิธีการ PCR โดยใช้ P. falciparum DNA เป็น template 
หลังจากได้ชิ้น gene ที่ต้องการแล้ว จงึท าการ clone เข้าสู่ vector (pET-15b) จากนั้นท าการหา sequence 
ของ clone ที่ได้แล้วท าการวิเคราะห์คุณสมบัติของยีน และเอนไซม์ด้วยวิธีทาง bioinformatics  รวมทั้งน ายีน
ไป express ใน E. coli BL21 (DE3) pLysS แล้วสกัด และ purify เอนไซม์ด้วย Nickle NTA column จากนั้น
น า DNA helicase ที่ได้มาทดสอบหา enzyme activity โดยสร้าง substrate โดยใช้ oligonucleotides 

ขนาด 17 mer มา label ด้วย [-32P] ATP โดยใช้ T4 polynucleotide kinase จากนั้นน ามา anneal กับ 
circular DNA (M13mp19 DNA) .ให้ไดเ้ป็น DNA duplex เพ่ือใช้เป็น substrate ส าหรับทดสอบหา DNA 
helicase activity รวมทั้งน า DNA helicase ที่ได้มาทดสอบความต้องการของเอนไซม์ว่าต้องการสารใดบ้างใน
ปฏิกิริยา เช่น divalent cation, nucleotide triphosphate, KCl และศึกษา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสม 
ศึกษาทิศทางการท างานและศึกษาชนิดของ substrate ที่เอนไซม์ท างานได้ เช่น DNA-RNA substrate, blunt 
end substrate, fork-like substrate จากนั้นท าการทดสอบสารยับยั้งการท างานของเอนไซม์ โดยใช้ DNA 
helicase inhibitor ชนิดต่างๆ เช่น anthracycline antibiotics  วิธีการในการ clone express และ purify 
ใช้ตามวิธีการที่ได้รับการตีพิมพ์มาแล้วโดยหัวหน้าโครงการวิจัย [25] ส่วนวธิีการที่ใช้ในการวิเคราะห์เอนไซม์ใช้
วิธีการที่รับการตีพิมพ์มาแล้วโดยผู้ร่วมโครงการ [4] 
 

ผลการท า Cloning and expression of DNA helicase 

ผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโน 

จากการโคลนยีน CHR9/PFI0910w ความยาว 2.2 kb โดยใช้  P. falciparum K1 ซึ่งคัดแยกมาได้ในประเทศ
ไทย [4] เป็นต้นแบบในกระบวนการ PCR  แล้วท าการวิเคราะห์ล าดับเบส และล าดับกรดอะมิโน พบว่า ความ
ยาวของยีนคือ 2280 คู่เบส ถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ความยาว 760 กรดอะมิโน มีมวลโมเลกุล และ ค่า pI 
ทางทฤษฎี เท่ากับ 89.4 kDa และ 8.88 ตามล าดับ เรียกเอนไซม์ท่ีโคลนขึ้นมาได้นี้ว่า DNA Helicase 
PfI0910w  ผลจากการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโน พบว่าเป็นยีนที่เหมือนกับ ยีนของเอนไซม์ท่ีคาดว่า จะเป็น 
(putative) DNA helicase 3D7 โดยมีความเหมือน แบบ identity = 99% อย่างไรก็ตามพบว่า ยีนจาก P. 
falciparum K1 นั้นมีส่วนที่แทรกเพ่ิมเข้ามา ที่ไม่มีใน ล าดับเบสในฐานข้อมูล plasmoDB 2 จุด คือ กรดอะมิ
โน NNIHN หลัง Asn-259 และ DKYG หลัง Gly-616  ผลจากการเปรียบเทียบกับ DNA helicase จากเชื้อ 
species อ่ืนแสดงดังรูปที่ ๒ ซึ่งผลการทดลองแสดงว่า เอนไซม์ DNA helicase นี้ อยู่ในกลุ่ม DEAD-box 
family  
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รูปที่ 2 ผลการเทียบเคียงล าดับกรดอะมิโนของ เอนไซม์ DNA helicase ที่โคลนได้จาก เชื้อ P. falciparum 
K1 กับเชื้อ Plasmodium อ่ืนๆ  
 

ผลการผลิตและท าบริสุทธิ์เอนไซม์  DNA Helicase PfI0910w 
ผู้วิจัยได้ท าการโคลนยีนของเอนไซม์  DNA Helicase PfI0910w เข้าไปใน pET-base expression vector 
ดังรูปที่ ๓ จากนั้นท าการผลิตและท าให้บริสุทธิ์ ดังแสดงในรูปที่ ๔  ซึ่งผลจากการวิจัยพบว่า เชื้อ E. coli 
BL21 DE3 ที่ใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้านสามารถผลิตเอนไซม์ออกมาได้จ านวนค่อนข้างต่ า คือ 0.395 mg ต่อ 1 ลิตร
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ แต่อย่างไรก็ตาม ปริมาณนี้ก็เพียงพอที่จะใช้ในการวิเคราะห์ การท างานของเอนไซม์ในขั้น
ต่อไป 
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รูปที่ 3 Expression Vector ที่ใช้ส าหรับการผลิต recombinant DNA Helicase PfI0910w เพ่ือใช้ใน
งานวิจัยนี้ 
 
 

 
 
รูปที่ 4 ภาพ SDS-PAGE แสดงการผลิต และการท า recombinant DNA Helicase PfI0910 ให้บริสุทธิ์
ส าหรับการวิเคราะห์คุณสมบัติเชิงชีวเคมี ด้านต่างๆ 
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ผลการท าการวิเคราะห์คุณสมบัติของเอนไซม์  
 

การเตรียมสารตั้งต้นส าหรับ DNA helicase assay 

 5' labeled helicase substrate 

 ท าการสังเคราะห์ oligodeoxynucleotides จาก BioDesign, ประเทศไทย  ส าหรับ DNA substrate  
ทีใ่ช้ใน  helicase assays ประกอบด้วย  32P labeled complementary oligodeoxynucleotide 1 (17 
mer, 5′-GTAAAACGACGGCCAGT-3′) anneal กับ single stranded M13mp18 DNA (New England 
Biolabs, USA) เป็น partial (Tuteja et al.,1990) โดยใช้ 17-mer oligodeoxynucleotide 100 ng  มา 

label ด้านปลาย 5' ด้วย T4 polynucleotide kinase และ [-32P] ATP (Perkin-elmer, USA) (Sambrook, 
1989) และท าให้ตกตะกอนด้วย absolute ethanol และล้างตะกอนด้วย 70% ethanol น า 
oligodeoxynucleotide มา anneal ด้วย single-stranded circular M13 mp19 DNA 2.5 µg ใน 20 mM 
Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl และ 1 mM DTT ที่อุณหภูมิ 95 oC เป็นเวลา 1 นาที 
และ 65 oC 2 นาที และท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที oligonucleotide ที่ไม่ anneal จะถูกแยกออกโดยใช้ 
Microspin S-400 1 ml (GE, USA)  

Standard DNA helicase assay 

DNA helicase assay ท าโดยการคลายเกลียว 32P labeled DNA fragment จาก partial duplex 
DNA molecule (32P labeled complementary oligodeoxynucleotide 1 (17 mer) anneal กับ single 
stranded M13mp18 DNA) ใน reaction mixture (10 µl) ประกอบด้วย DNA helicase 160 ng, 20 mM 
Tris-HCl (pH9.0), 8 mM DTT, 2 mM MgCl2, 2 mM ATP, 10 mM KCl, 4% (w/v) sucrose, 80 µg/ml 
BSA และ 32P labeled helicase substrate 1,000 cpm น าไป incubate ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 20 
min จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยเติม 10x loading dye (Fermentas, USA) น าทั้งหมดไปแยกโดยใช้ 20% 
nondenaturing polyacrylamide gel ใน 0.5 X TBE ที ่92 volts เป็นเวลา 1.5 ชัว่โมง น า gel ไปประกบ
กับ x-ray film เป็นวิธี autoradiography  

การเตรียม blunt ended duplex DNA helicase substrate 

 น า oligonucleotide ขนาด 41mer-I มา 5′-ended label ด้วย T4 polynucleotide kinase และ 

[-32P] ATP น าไป anneal กับ 41 mer-II ใน 40 mM Tris-HCl (pH 7.5), 20 mM MgCl2 and 50 mM 
NaCl ที่อุณหภูมิ 65 0C เป็นเวลา 2 นาที และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที จากนั้นน าไปผ่าน Microspin S-
400 ขนาด 1 ml เพ่ือแยก free oligonucleotides 
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การเตรียม  substrate ต่างๆ 

 ท าการ label oligonucleotide ตามวิธี 5' labeled helicase substrate เพ่ือเตรียม substrate 
ชนิดต่างๆ และ anneal กับ single stranded M13mp18 DNA 

เวลาที่ใช้ในการท า unwinding activity ของ DNA helicase 

ใช้ DNA helicase 160 ng ท าการทดลองเหมือนข้างต้น แต่เปลี่ยนเวลาเป็น 0, 2, 5, 10, 15, 20, 
30, 60 และ 90 นาที ตามล าดับ 

ความต้องการสารต่างๆ ในการท า DNA helicase assay 

unwinding activity ของ DNA helicase ใช้ DNA helicase 160 ng โดยใช้ standard DNA 
helicase assay และเปลี่ยนสารต่างๆ  

ความต้องการ NTPs   

การท างานของ DNA helicase ในการคลายเกลียว DNA ต้องใช้การจับและ  hydrolysis ของ NTPs 
โดยทั่วไปจะใช้ ATP ดังนั้นจึงได้ท าการทดแทน ATP ด้วย nucleotide triphosphate อ่ืน ได้แก่ dATP, dCTP, 
dGTP, และ dTTP ใน reaction mixture ใช้ 2mM ATP แทนด้วย 2 mM of dATP, dCTP, dGTP, และ 
dTTP 

ความต้องการ divalent cation 

การท างานของ DNA helicase ในการคลายเกลียว DNA ต้องใช้ Divalent cation เป็น cofactor 
ดังนั้นใน standard reaction mixture ซึ่งมี 2 mM MgCl2 จะเปลี่ยนเป็น 2 mM of CaCl2, CoCl2, CuCl2, 
CuSO4, FeSO4, MnSO4, NiCl2 และ ZnCl2 

การทดสอบการยั้บยั้งการท างานของ DNA helicase โดย salt และ EDTA 

ท าการทดสอบการยับยั้งการท างานของ DNA helicase โดยใช้  KCl 200 mM หรือ NaCl 200 mM 
และผลของ EDTA โดยการเติม 8 mM EDTA ลงใน reaction mixture  

ผลของ inhibitors ต่อ DNA helicase 

ท าการทดสอบ chemotherapeutic agents ต่อการท างานของ DNA helicase โดยใช้ aphidicolin, 
daunorubicin, doxorubicin, genistein, mitoxantrone และ netropsin โดยการเตรียม stock solution 
โดยละลายยาใน dimethylsufoxide (DMSO) ให้มีความเข้มข้น 10-2 M เก็บท่ีอุณหภูมิ –20 oC ท าการเจือจาง
ยาโดยใช้ 10 mM Tris-HCl, pH 9 จากนั้นจะ incubate 17 mer DNA substrate กับยาที่มีความเข้มข้น 0.1-
50 µM เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นท า helicase assay โดยใช้เอนไซม์ 160 ng ในการหาค่า IC50 
ของ inhibitor  
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ตารางท่ี 1  Oligodeoxynucleotides ที่ใช้เป็น substrate ส าหรับ DNA helicase assay และ การ
ทดสอบกับ inhibitor  

 

Oligonucleotide Sequence 

1. 17mer 5′-GTAAAACGACGGCCAGT-3′ 

2. 32mer - I 5′-TTTTTTTTTTTTTTTGTTTTCCCAGTCACGAC-3′ 

3. 32mer - II 5′-GTTTTCCCAGTCACGACTTTTTTTTTTTTTTT-3′ 

4. 34mer - I 5′-GACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAAT-3′ 

5. 34mer - II 5′-ATAAAAATTTTTAGAACCCTCATATATTTTAAAT-3′ 

6. 41mer - I 5′-AATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTG-3′ 

7. 41mer – II 5′-CAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATT-3′ 

8. 47mer 5′-TTTTTTTTTTTTTTTGTTTTCCCAGTCACGACTTTTTTTTTTTTTTT-3′ 
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ตารางท่ี 2 ลักษณะของ substrate ที่สร้างขึ้น 
  

Complex Oligonucleotides 

Short oligonucleotide M13mp18 +17mer 
Long oligonucleotide M13mp18 + 34 mer -II 
Blunted end 41 mer – I + 41 mer - II 
3'overhang M13mp18 + 32 mer –II 
5'overhang M13mp18 + 32 mer - I 
3'&5' overhang M13mp18 + 47 mer 

 
   
   

 
 
 

DNA helicase activity 
ท าการศึกษาเอนไซม์ recombinant DNA helicase activity โดยใช้เอนไซม์ปริมาณ 0.3, 1, 3 l  

(รูปที่ 5) พบว่า DNA helicase ท างานได้ดีโดยสามารถคลายเกลียวแยก DNA สายคู่ให้เป็น DNA สายเดี่ยว  
การท างานของ DNA helicase ในเวลาต่างๆ 
 การท าปฏิกิริยาระหว่าง substrate และ DNA helicase ใน standard reaction ใช้เวลา 20 นาท ี
ดังนั้น จึงท าปฏิกิริยาในเวลาต่างๆ ตั้งแต่ 0, 2, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 นาที พบว่าเมื่อเวลาผ่านไปจะได้ 
DNA สายเดี่ยวเพ่ิมขึ้น และ ที่เวลาตั้งแต่ 30 นาที สามารถคลายเกลียวได้ 100 % (รูปที่ 6) 
Reaction requirements and characterization of DNA helicase 
 ใน standard DNA helicase unwinding assay ประกอบด้วย 32P labeled DNA fragment จาก 
partial duplex DNA molecule  ใน reaction mixture (10 µl) ประกอบด้วย DNA helicase 160 ng, 20 
mM Tris-HCl (pH9.0), 8 mM DTT, 2 mM MgCl2, 2 mM ATP, 10 mM KCl, 4% (w/v) sucrose, 80 
µg/ml BSA และ 32P labeled helicase substrate 1,000 cpm เอนไซม์สามารถคลายเกลียว DNA ได้ 100% 
(ตารางที่ 3)  

ท าการศึกษาคุณสมบัติของ DNA helicase เนื่องจากการท างานของเอนไซม์นี้ ต้องการ ATP โดย
อาศัยพลังงานจากการเกิด hydrolysis ของ ATP ดังนั้นจึงทดสอบว่าสามารถใช้ deoxynucleotide อ่ืน พบว่า 
DNA helicase สามารถคลายเกลียวได้  89% เมื่อใช้ dATP และจะท างานลดลงเมื่อใช้ dCTP, dGTP หรือ 
dTTP มีค่า 30%, 21% และ 13% ตามล าดับ  (ตารางที่ 3) 
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ในการท างานของเอนไซม์ต้องการ MgCl2 เป็น cofactor เพ่ือการท างานที่สมบูรณ์ พบว่า เมื่อเปลี่ยน 
MgCl2 เป็น CuCl2, CuSO4, NiCl2, CoCl2, CaCl2, ZnCl2, FeSO4 และ MnSO4. จะคลายเกลียวได้ 82%, 55%, 
77%, 73%, 44%, 76%, 73% และ 61% ตามล าดับ (ตารางที่ 3) 

จากนั้นท าการศึกษาถึงผลของ salt และ EDTA ที่จะยับยั้งการท างานของ DNA helicase พบว่า 200 
mM KCl หรือ 200 mM NaCl สามารถยับยั้งการท างานของ DNA helicase ได้ โดยมีค่า 27% และ 17% 
ตามล าดับ และพบว่าการท างานของเอนไซม์นี้จะลดลง เมื่อมี 8 mM EDTA มีค่า 20% ในปฏิกิริยา (ตารางที่ 
3) 
DNA helicase activity ต่อ substrates ต่างๆ 
 ท าการทดสอบ helicase activity ต่อ substrate แบบต่างๆ ดังรูปที่ 7 พบว่า DNA helicase สามารถ
คลายเกลียว partial duplex ขนาด 17 mer และ partial duplex ขนาด 34 mer (รูปที่ 7, A และ B) ส าหรับ 
substrate ที่เป็น partial duplex substrate (17 mer) with 5′ tail (Fig. 7, C) DNA helicase ไม่สามารถ
ท างานได้ แต่ substrate ที่เป็น partial duplex substrate (17 mer)  with 3′ tail ends (Fig. 7, D) พบว่า 
DNA helicase สามารถคลายเกลียวได้ แต่เอนไซม์ไม่สามารถท างานได้กับ substrate (17 mer)  ที่มีท้ัง 3′ 
และ 5′ tail ends (Fig. 7, E)  เอนไซม์ไม่สามารถท างานได้ และเอนไซม์ไม่สามารถท างานได้กับ substrate ที่
เป็น 41-mer blunt end (Fig. 7, F)  
ผลของ  inhibitors ต่อการท างานของ DNA helicase 

ท าการทดสอบ antibiotics กับการท างานของ DNA helicase โดยท าการ incubate substrate กับ 
antibiotics ใน standard reaction โดย preincubate duplex M13-17 mer DNA substrate ด้วย 
antibiotics ได้แก่ doxorubicin, daunorubicin genistein, mitoxantrone, netropsin,  aphidicolin ที่
ความเข้มข้น 50µM พบว่า doxorubicin และ daunorubicin สามารถยับยั้งการท างานของ DNA helicase 
โดยเอนไซม์สามารถคลายเกลียว substrate ได้เพียง 11% และ 16% ตามล าดับ ในขณะที่ genistein, 
mitoxantrone, netropsin, aphidicolin โดยสามารถคลายเกลียว substrate ได้ 100%, 100%, 92% และ 
95% ตามล าดับ (ตารางที่ 4 , รูปที่ 8)  

ดังนั้น daunorubicin และ doxorubicin มาหาค่า IC50 โดยใช้ความเข้มข้นต่างๆ ตั้งแต่ 0.1, 0.5, 1, 
2.5, 5, 10, 50 µM (รูปที่ 9-10) เมื่อน าค่า การคลายเกลียว DNA มาค านวณ พบว่า IC50 ของ daunorubicin 
และ doxorubicin มีค่า 30 and 23 µM ตามล าดับ 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

22 
 

 
 

รูปที่ 5 แสดง DNA helicase activity. 
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รูปที่ 6  การท างานของ เอนไซม์ท่ีเวลาต่างๆ ปฏิกริยาประกอบด้วย DNA helicase 0.16 ug,  H หมายถึง
เอนไซม์ที่ถูกท าให้หมดสภาพด้วยความร้อน substrate ที่ใช้คือ 17 mer/M13 
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ตารางท่ี 3  Reaction requirement of DNA helicase unwinding activity. 
(-, without; +, with) 
 

Reaction condition Percentage unwinding 
Complete 100 
-ATP + dATP 89 
-ATP + dCTP 30 
-ATP + dGTP 21 
-ATP + dTTP 13 
-MgCl2 + CuCl2 82 
-MgCl2 + CuSO4 55 
-MgCl2 + NiCl2 77 
-MgCl2 + CoCl2 73 
-MgCl2 + CaCl2 44 
-MgCl2 + ZnCl2 76 
-MgCl2 + FeSO4 73 
-MgCl2 + MnSO4 61 
200 mM KCl 27 
200 mM NaCl 17 
8 mM EDTA 20 
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A:  M13/17 mer      B: M13/34 mer 
 

 
C: 5' tail, 32 mer-M13mp18    D: 3' tail, 32 mer-M13mp18  
 

 
E: 3' and 5' tail, 47 mer-M13mp18   F: 41/41 mer 
 
 
รูปที่ 7 ผลของ DNA helicase activity ต่อ substrate แบบต่างๆ 

  

C. 5' tail, 32 mer-M13mp18    D. 3' tail, 32 mer-M13mp18  
 
 
 
 
 
 
 
 
E. 3' and 5' tail, 47 mer-M13mp18   F. 41/41 mer 
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ตารางท่ี 4 ผลของ inhibitors ต่อ DNA helicase ที่ความเข้มข้น 50 M 
 

Inhibitors Percentage unwinding 

No inhibitor 100 

Doxorubicin hydrochloride  11 
Daunorubicin hydrochloride   16 

Genistein  100 
Mitoxantrone hydrochloride 100 

Netropsin dihydrochloride 92 

Aphidicolin 95 
 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8 ผลของ inhibitors ต่อ DNA helicase ที่ความเข้มข้น 50 M   
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รูปที่  9 ผลของ daunorubicin ต่อ DNA helicase 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 10 ผลของ doxorubicin ต่อ DNA helicase 
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บทท่ี 4 : บทสรุป 

สรุป และวิจารณ์ผลการวิจัย 

 

 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษา DNA helicase จากเชื้อ P. falciparum โดยได้ท าการโคลนและแสดงออกของ
โปรตีนนี้ในเชื้อ E. coli เนื่องจากเอนไซม์นี้เป็นเป้าหมายที่น่าสนใจในการพัฒนายารักษาโรคมาลาเรียที่มี
ประสิทธิภาพ  ผลจากการวิจัย พบว่า ผู้วิจัยสามารถโคลนและท าการแสดงออก DNA helicase จากยีน PfI0910w 
ใน E. coli ได้เป็นผลส าเร็จ โดยโปรตีนนี้มีขนาด 85.5 kDa เรียกโปรตีนที่พัฒนาขึ้นมานี้ว่า DNA helicase 
PfDHA86  โดยสามารถผลิตเอนไซม์ นี้ใน E. coli ไดใ้นปริมาณค่อนข้างต่ า เมื่อเทียบกับเอนไซม์จากแบคทีเรียอ่ืนๆ 
ที่เคยท ามาก่อน แต่ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานการผลิตเอนไซม์ DNA helicase จากเชื้อมาลาเรียอ่ืนๆ ที่
ผ่านมา [6, 21, 34] อย่างไรก็ตาม เนื่องจากวิธีการวิเคราะห์นั้นมีความไวสูงมาก เพราะใช้สารกัมมันตรังสี จึงไม่เป็น
ปัญหา และมีเพียงพอส าหรับการท าวิจัยนี้  
 

จากการวิเคราะห์ malarial genome project พบว่าใน P. falciparum มี DNA helicase หลายชนิด 
[26] จากการศึกษาก่อนหน้านี้โดย Suntornthiticharoen และคณะ ปี 2006 [4] พบ DNA helicase ซึ่งเป็น
เอนไซม์ที่สกัดจากตัวเชื้อ ชื่อว่า P. falciparum DNA helicase A (PfDH A) มีขนาดประมาณ 90 kDa มีขนาด
ใกล้เคียงกับ DNA helicase จากยีน PfI0910w DNA helicase นี้ ซึ่งพบว่าเป็น homologue กับ human BS 
(BLM) helicase ของคน แต่มีขนาดเล็กว่า เพราะของคนมีขนาด 159 kDa [26]  ในระหว่างที่ได้ท าการวิจัยอยู่นี้ 
ได้มรีายงานการโคลนและการแสดงออก DNA helicase จาก P. falciparum อีกหลายชนิดเช่น Plasmodium 
falciparum UvrD helicase  (PfUvrD และ PfMLH) ซึ่งพบอยู่ในต าแหน่งเดียวกัน (colocalize) ในระยะ 
schizont [22, 26, 27], DEAD box helicase Has1p [28], Plasmodium falciparum DEAD-box helicase 
60 kDa (PfDH60) ซ่ึงจะ express สูงสุด ในระยะ schizont [7], และ P. falciparum RuvB3 (PfRuvB3) ซ่ึง
จ าเป็นใน ระยะ intraerythrocytic schizogony [27] 

 
 ในที่นี้จะเรียกเอนไซม์ DNA helicase ที่ได้โคลนขึ้นมานี้ว่า PfDHA86 ซึ่งผลการวิเคราะห์ทางชีวเคมีพบว่า 
ท าหน้าที่คลายเกลียว DNA สายคู่ให้เป็น DNA สายเดี่ยวโดยจะต้องมีการจับและมีการ hydrolyse nucleoside 
triphosphate โดยเฉพาะ ATP ท าให้การท างานของ DNA helicase เกิดข้ึนดีที่สุด และสามารถท างานลดลง
เล็กน้อย เมื่อใช้ dATP และลดลงมากกว่า 50% เมื่อใช้ dCTP, dGTP, dTTP  
 
 การท างานของ DNA helicase ต้องการ divalent cation เป็น cofactor และมักใช้ MgCl2 จึงท าการ
ทดสอบ divalent cation หลายชนิด พบว่า DNA helicase นี้สามารถคลายเกลียวโดยใช้ CuCl2, NiCl2, CoCl2, 
ZnCl2, FeSO4 โดยท างานได้ มากกว่า 70% ในขณะที่เอนไซม์สามารถท างานได้ ประมาณ 60% โดยใช้ MnSO4. 
CuSO4 และมีท างานได้น้อยกว่า 50% เมื่อใช้ CaCl2  
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 DNA helicase activity จะถูกยับยั้งโดย salt โดยผลจากการท าการทดลองเติม KCl หรอื NaCl 200 mM 
สามารถลดการคลายเกลียว DNA ลงอย่างมาก รวมถึง EDTA 8 mM ก็สามารถยับยั้งการท างานของ DNA 
helicase ด้วย ซึ่งผลการทดลองนี้ตรงกันกับที่ได้จากการวิเคราะห์ native enzyme PfDHA  ที่ผู้วิจัยได้ท ามาก่อน
หน้านี้แล้ว [4] โดยที่ EDTA เป็น chelating agent สามารถไปจับกับ divalent cation ได้ 
 
 ผลการทดสอบ helicase activity ต่อ substrate แบบต่างๆ พบว่า DNA helicase สามารถคลาย
เกลียว partial duplex ขนาดสั้น (17 mer) และ partial duplex ขนาดยาว (34 mer) และ substrate ที่เป็น 
partial duplex substrate (17 mer) with 5′ tail แต่ไม่สามารถท างานได้กับ substrate ที่เป็น partial 
duplex substrate (17 mer)  with 3′ tail ends และพบว่า DNA helicase สามารถคลายเกลียวได้ แต่
เอนไซม์ไม่สามารถท างานได้กับ substrate (17 mer) ที่มีท้ัง 3′ และ 5′ tail ends และ blunt end substrate  
 

การที่จะท าความเข้าใจ mechanism ของ DNA helicase unwinding activity นั้น ต้องใช้ DNA 
binding agents หรือท าการรบกวนการท างานของเอนไซม์ [29] ด้วยสารประเภท 1) DNA intercalating 
agents เช่น daunorubicin, doxorubicin, mitoxantrone, 2) กลุ่มท่ีเป็น minor groove binder ซึ่งเป็น
สารประเภท oligopyrrolamidine เช่น netropsin ซ่ึงจะจับกับ minor groove ของ DNA และ 3) DNA 
polymerase alpha inhibitor ได้แก่ aphidicolin [30] doxorubicin และ daunorubicin เป็นสารในกลุ่ม 
anthracyclines โดย daunorubicin เป็น universal helicases inhibitors สามารถยับยั้งการท างานของ 
helicase หลายชนิด เช่น HDHII, SV40 large T antgigen, PcDDH45, PfDH60, PfDH A และ viral helicase 
ใน Flaviridae family [21, 31-33]  

 
ในงานวิจัยนี้ได้ท าการทดสอบผลของ DNA binding agents ต่างๆ ได้แก่ doxorubicin, 

daunorubicin genistein, mitoxantrone, netropsin,  aphidicolin ต่อการท างานของ DNA helicase 
PfDHA90 โดยท าการ incubate substrate กับ DNA binding agents ใน standard reaction โดย 
preincubate duplex M13-17 mer DNA substrate 10 นาที ที่ความเข้มข้น 50 M พบว่า doxorubicin 
และ daunorubicin สามารถยับยั้งการท างานของ DNA helicase ในขณะที่ genistein, mitoxantrone, 
netropsin, aphidicolin ไม่สามารถยับยั้งการท างานของ DNA helicase นี้ได้  จากนั้นน า daunorubicin 
และ doxorubicin มาหาค่า IC50 พบว่า IC50 ของ daunorubicin และ doxorubicin มีค่า 30 and 23 µM 
ตามล าดับ แสดงว่ามีความไวต่ า หรือทนต่อ inhibitor มากกว่า PfDH60 และ PfDH A ซ่ึงมีค่า IC50 ของ 
daunorubicin เท่ากับ 0.3 µM [21], และ 2.8 µM [4] ตามล าดับ  
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ข้อเสนอแนะ 

หากต้องการผลิตเอนไซม์นี้ในปริมาณมาก เช่นเพื่อน าไปเป็น antigen ส าหรับผลิตแอนติบอดี เพ่ือการ
ศึกษาวิจัยเชิงลึก หรือใช้ในกระบวนกวนการคัดหายาแบบ high-throughput นั้น จ าเป็นต้องปรับระบบการ
ผลิตเอนไซม์ โดยการปรับล าดับเบสก่อน ดังแนวทางท่ีมีการรายงานมาเม่ือไม่นานมานี้ [8] 

 
องค์ความรู้ที่ได้จากงานวิจัยนี้ นอกจากจะใช้เป็นพ้ืนฐานในการประยุกต์เพ่ือการพัฒนายารักษาโรค

มาลาเรียตัวใหม่แล้ว ยังเป็นพื้นฐานในการท าความเข้าใจการท างานของเอนไซม์ DNA helicase ในสิ่งมีชีวิตทุก
ชนิดอีกด้วย 
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a b s t r a c t

RecQ DNA gene of multi-drug resistant Plasmodium falciparum K1 (PfRecQ1) was cloned, and the recom-
binant C-terminal-decahistidine-tagged PfRecQ1 was expressed in Escherichia coli. The purified enzyme
could efficiently unwind partial duplex DNA substrate in a 3′ to 5′ direction. The malarial RecQ1 could
not unwind substrates with both 5′ and 3′ overhangs, those with a 5′ overhang, or blunt-ended DNA
duplexes. Unwinding of DNA helicase activity was driven by the hydrolysis of ATP. The drug inhibitory
effects of six compounds indicated that only doxorubicin and daunorubicin could inhibit the unwinding
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xpression

RecQ DNA helicases are a family of highly conserved DNA heli-
ases that play a key role in protecting and stabilizing the integrity
f the genome [1]. They have been recognized as the guardian of
enomic integrity and shown to be a hallmark of both cancer and
ging [2]. The RecQ helicases have gained significant interest in
he past decade due to the association of three human RecQ heli-
ases in rare genetic disorders, i.e. Bloom syndrome (BLM helicase),

erner syndrome (WRN helicase), and Rothmund-Thomson syn-
rome (RECQ4) helicases [1]. The roles of other two human RecQ
elicases in humans, i.e. RECQ1 and RECQ5, are not yet known,
lthough it is likely that more links between defects in DNA heli-
ases and human diseases will be identified. So far, only RecQ
NA helicases from human, E. coli, yeast, and a few others bacteria
nd fungi have been investigated [3]. No RecQ homolog has been
eported in any protozoa or parasite.

Helicases have been previously suggested to be one of the
easible drug targets for the control of malaria, one of the most dev-
stating diseases worldwide [4]. However, since there are a number

f helicases in Plasmodium falciparum and other living organisms,
nderstanding the detailed mechanism of the unwinding reaction

∗ Corresponding author. Tel.: +66 44224152; fax: +66 44224150.
E-mail addresses: montarop@sut.ac.th, montarop@g.sut.ac.th,
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of different helicases is important to evaluate whether the enzyme
is one of the potential candidates for drug targets.

The helicase gene of 2211 bp from the genomic DNA of P. falcip-
arum K1 [5] was cloned using a PCR-based method, using genomic
DNA as a template (GenBank accession number KM213514).
The primers used for cloning were designed based on the DNA
sequence of the putative helicase gene of P. falciparum 3D7, Gene
ID PF3D7 0918600 (previous ID PFI0910w) from the PlasmoDB
database.

Amino acid sequence analysis revealed that the RecQ1 heli-
case from P. falciparum strain K1 and 3D7 are almost identical,
with 99.73% sequence identity. P. falciparum RecQ1 (designated
PfRecQ1) shares low sequence identity with human BLM, RECQ1,
and WRN at 24.47%, 23.11%, and 19.87%, respectively. PfRecQ1 from
P. falciparum strain K1 contains two inserts that are missing in
strain 3D7. Only human BLM contains a long N-terminal portion
containing three acidic domains (see Supplementary material I).

The schematic diagram of the four aligned RecQ helicases is
shown in the upper panel of Fig. 1, while the predicted 3D struc-
ture of the parasite PfRecQ1 in this study is illustrated in the bottom
panel. The organization of the conserved domains is similar. There
are two conserved domains in all RecQ helicases, namely heli-

 

case ATP-binding domain, helicase C-terminal or RQC domain. The
DEAH box on human BLM was replaced by the DEVH box in human
RECQ1 and plasmodium RecQ. Human RecQ BLM contains an addi-
tional 595 and 51 amino acids at the N-terminus and C-terminus,

dx.doi.org/10.1016/j.molbiopara.2014.07.013
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Fig. 1. Structural diagram of different RecQ helicases and 3D structure of PfRecQ1. Upper panel illustrates the schematic diagram of human and Plasmodium RecQ helicases
referred to in this study. Yellow and purple amino acids indicated ATP binding domain and DExH box, respectively. Red box indicates the main helicase domain; blue box
indicates the helicase C-terminal domain or RQC domain. Only human BLM contains HRDC and the nuclear localizing signal, which are indicated by the pink and brown boxes,
respectively. Yellow box at the C-terminal of recombinant PfRecQ1 represents 10xHis, followed by FLAG tags. The number of amino acids in each protein is indicated on the
right. The diagram is drawn to scale. The position of each bar is based on the CLUSTALW alignment in Fig. 2. Bottom panel illustrates the 3D structure of PfRecQ1 generated by
SWISS-MODEL homology modeling software, using human RECQ1, PDB code: 2wwyA as a template. Only partial structure with high confidence (based on Phyre2) is shown,
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tion were reported in Table 1. All drugs were pre-incubated with
duplex M13-17-mer DNA substrate at the concentration of 50 �M.
Only anthracycline antibiotics, i.e. doxorubicin and daunorubicin,
could inhibit the DNA unwinding activity of the enzyme, at IC50

Table 1
Effect of inhibitors on PfRecQ1 DNA helicase activity.

Inhibitors IC50 (�M)

Aphidicolin >50
Daunorubicin hydrochloride 30

 

 

 

 

 

 

 

.e., E41 to N499 are shown. Different colors indicate different conserved domains, w
hat is only found in Plasmodium RecQ.

espectively. In addition, the putative nuclear localization signal
nd the HDRC domain were only found in human BLM. The 3D
tructure of PfRecQ1 was predicted using Swiss-model server and
isualized by Pymol software, using human RECQ1 as a template
6]. The green helix protruding out of the compact structure of the
ompact helicase is a non-conserved additional insert that was only
ound in P. falciparum RecQ1.

The expression and purification of PfRecQ1 from P. falcipa-
um strain K1 in this study was based on our previous successful
ethod for the expression of various bacterial enzymes [7]. The

ecombinant PfRecQ1 could be purified by one-step Ni2+ affin-
ty chromatography to apparent homogeneity (see supplementary

aterial II). Biochemical characterization indicated that the heli-
ase reaction required the presence of ATP as a cofactor, although
ATP supported the unwinding at 89% of the efficiency of ATP. Other
NTPs, i.e. dCTP, dGTP, and dTTP, could support partial unwinding
t 30%, 21%, and 13%, respectively. MgCl2 is required for maximum
elicase activity. CuCl2, NiCl2, CoCl2, ZnCl2 and FeSO4 could par-
ially provide the unwinding activity at approx. 70–80% of activity
n the absence of MgCl2. In contrast, CaCl2, CuSO4 and MnSO4 could
lightly support the unwinding activity in the range of 44–61%.

NA helicase activity was significantly decreased in the presence
f 8 mM EDTA, 200 mM KCl or 200 mM NaCl.

The helicase activity of recombinant PfRecQ1 on various sub-
trates is shown in Fig. 2. The enzyme could unwind DNA substrates

38
re indicated in the schematic model below. The green helix indicates an extra-loop

with 17- and 34-base pair duplex regions, as indicated in Fig. 2 A and
B. The enzyme could not unwind 17-mer partial duplex DNA sub-
strates with both 5′ and 3′ protruding ends (Fig. 2E) or 5′ protruding
ends (Fig. 2C), and 41-mer duplex blunt end substrate (Fig. 2F).
However, the enzyme could unwind 17-mer partial duplex DNA
substrate with 3′ protruding end (Fig. 2D). These results indicated
that the Plasmodium RecQ1 catalyzes DNA unwinding unidirection-
ally in the 3′ to 5′ direction along the bound strand, and could not
unwind blunt-ended duplex DNA substrate.

The effects of various drugs on the activity of recombinant
PfRecQ1 DNA helicase in a standard duplex DNA dissociation reac-

 

Doxorubicin hydrochloride 23
Genistein >50
Mitoxantrone hydrochloride >50
Netropsin dihydrochloride >50
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h = heat denatured substrate 
1 = substrate without enzyme 
2 = substrate with enzyme  

   h     1    2  

A. M13/17 mer

5  3  
17 

M13 

1 = substrate without enzyme 
h = heat denatured substrate  
2 = substrate with enzyme 

   1      h       2 

M13 

34 
5  3  

B. M13/34 mer
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F. 41/41 mer 
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1 = substrate without enzyme 
h = heat denatured substrate  
2 = substrate with enzyme 

E. 3' and 5 ' tail, 47 mer-M13mp18

17  
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D. 3' tail, 32 mer-M13mp18
1 = substrate without enzyme 
h = heat denatured substrate  
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2 = substrate with enzyme 
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C. 5' tail, 32 mer-M13mp18

Fig. 2. Substrate specificity of PfRecQ1 helicase activity. Each panel shows the structure of the substrate used and the autoradiogram of the results from various conditions
described. Top bands indicate DNA duplex substrates; bottom bands indicate ssDNA products. Asterisk denotes the end of DNA labeled with 32P. Purified recombinant
PfRecQ1 was analyzed as previously described [7,11]. The recombinant enzyme was fused with 10xHis tag, followed by FLAG tag. The enzyme was harvested after induction
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ith 0.5 mM IPTG when the culture reach OD600 of 0.6, and further cultivated for
hromatography to apparent homogeneity. The apparent molecular weight (MW) o
as approx. 0.5 mg/L culture. Detail description of the expression construct and exp

alues of 23 and 30 �M, respectively. Other drugs including mitox-
ntrone, a type II topoisomerase inhibitor, netropsin, an antibiotic
hat can bind to the minor groove of AT-rich sequence of ds DNA,
phidicolin, an inhibitor of DNA polymerase A and D, and genistein,
n isoflavone that showed several biological activities including
ntihelmintic and inhibitor of topoisomerase II, could not inhibit
he activity of PfRecQ1.

So far BLM and WRN RecQ helicases from human have been rel-
tively well-studied [1] and only a few RecQ helicases from E. coli,
east and some others bacteria and fungi have been investigated
3]. Recent research on the genome-wide identification of P. falcip-
rum helicases indicated that there are two putative homologs of
uman RecQ helicases, i.e. BLM homolog and WRN homolog [8].
he PFI0910w or the PfRecQ1 from this study were indicated as
omologs of human BLM [8]. However, our results demonstrated
hat the PfRecQ1 is indeed likely to be the homolog of human RECQ1
ecause the organization of the conserved domains and the size of
he enzyme are much more similar than those between human BLM
nd PfRecQ1. Moreover, the results from homology modeling indi-
ated that the three-dimensional structure of human RECQ1 is best
tted with the 3D structure of PfRecQ1. Human BLM and RECQ1

ave been shown to display distinct DNA substrate specificity and
ifferent functions [9]; therefore, it can be proposed that human
LM helicase evolved from RECQ1 helicase, through the addition of
-terminal and HRDC domains, resulting in the diverse biological

39
at room temperature. The enzyme was further purified by one-step Ni2+ affinity
recombinant enzyme was approximately 87 kDa. The yield of the purified helicase
on condition can be found in supplementary material.

roles within each eukaryotic cell. Moreover, it can be suggested
that the N-terminal part found in BLM may be required for the
maintenance of more complex organisms, which is not necessary
in parasites.

The unwinding characteristics of PfRecQ1 are similar to those
of human BLM and WRN [10]. The ability of PfRecQ1 helicase to
unwind a 3′-tailed duplex confirms the previous observation that
a single-stranded 3′-tail is not a structural requirement for the
unwinding of standard B-form DNA by these helicases [10]. Fur-
ther analysis on the substrate preference of this enzyme, such as
substrates with internal nicks, a blunt-ended duplex containing a
centrally located single-stranded ‘bubble’, as well as a synthetic
X-structure (a model for the Holliday junction recombination inter-
mediate), should be conducted to try to understand the specific
functions and interactions of these enzymes in the cells. In addi-
tion, since human RECQ1 has been shown to have a unique role
in restoring active replication forks that have regressed by DNA
topoisomerase I inhibition [2], it would be interesting to investigate
whether the Plasmodium RecQ1 could possess a similar activity.

Previously PfDH A helicase has been identified from a crude
extract of P. falciparum K1 [11]. The apparent molecular weight of

 

the recombinant PfRecQ1 was approximately 87 kDa while that of
PfDH A was 90 kDa. The polarity of both DNA helicases was 3′ to 5′

direction and both of them could not unwind blunt-ended duplex
DNA. The unwinding activity of both PfRecQ1 and PfDH A depended
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n hydrolysis of ATP or dATP, and could be inhibited by 200 mM KCl,
00 mM NaCl, and 8 mM  EDTA.

The  anthracyclines were used as antitumor antibiotics. These
rugs will intercalate into double stranded DNA and generate DNA
tructural change. Various DNA-intercalating drugs have been used
or the effect on prokaryotic and eukaryotic DNA helicase [12]. Drug
nhibition assays indicated that only anthracycline antibiotics could
nhibit recombinant PfRecQ1 helicase from P. falciparum strain K1
t higher IC50 values when compare to those of P. falciparum from
he parasite culture [11], P. cynomolgi DEAD-box DNA helicase 45
PcDDH45) [13], and P. falciparum helicase 45 (PfH45) [14]. This
nti-cancer drug is an intercalating agent, which can also inhibit
opoisomerase II. However, other inhibitors of topoisomerase II,
.e. mitoxantrone and genistein, did not inhibit the plasmodium
ecQ1, indicating its distinctive mode of function. Mitoxantrone, an

ntercalator that places amino and hydroxyl groups into the major
roove, and netropsin, a minor groove binder, have been shown to
nhibit human WRN  and BLM helicases activity at a concentration of
10 �M [15]. However, mitoxantrone and netropsin did not inhibit
fRecQ1 activity at a concentration of 50 �M.  The different in drug
ensitivity from human RecQ helicase indicated its potential use as

 novel target for anti-malarial drug.
Even if PfRecQ1 is similar to human RECQ1 and BLM, 3D struc-

ure analysis indicated an extra loop is only present in malarial
elicase. This could be the basis for difference in drug sensitivity.

n addition, it also suggested that it is possible to use this enzyme
s a potential anti-malarial drug target, provided that the drug is
argeted to this extra loop.

The  knowledge obtained from this study could provide more
nsight into the function of the RecQ family of DNA helicase in var-
ous eukaryotic cells and suggested that this enzyme could be a
otential anti-malarial drug target.
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary material related to this article can be found,
in the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.molbiopara.
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