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คณะผูดําเนินการวิจัยขอขอบคุณ สํานักงานสนับสนุนการวิจัย (สกว.) สําหรับงบประมาณสนับสนุน ใน

โครงการวิจัยเรื่อง “การหาโมเลกุลเปาหมายและการศึกษากลไกการทํางานของยารักษาโรคมาลาเรีย” 

โครงการวิจัยนี้ดําเนินการโดย นายสําราญ  ปราบภัย นายคมสัน เทียนสมจิตร นายพุทธพล คงสุข และนางสาว

ศรีสุดา ติรกาญจน   นักศึกษาหลักสูตรดุษฎีบัณฑิต ท่ีรวมทํางานวิจัยดวยความมุงม่ัน ทุมเท อดทน ไมทอถอย

ตอปญหาและอุปสรรคท่ีทาทาย  ขอบพระคุณศาสตราจารย ดร.ภาวิณี ปยะจตุรวัฒน และศาสตราจารย ดร.

รัชนี อุดมแสงเพ็ชร ท่ีใหความอนุเคราะหดานการทดสอบการออกฤทธิ์ และอนุเคราะหเชื้อมาลาเรียท่ีใชศึกษา

ในโครงการนี้  ขอบคุณ ดร.สิทธิรักษ รอยตระกูล ท่ีใหความชวยเหลือและคําแนะนําในการวิเคราะหดวยเครื่อง 

tandem mass spectrometer 

ขอบคุณหนวยวิจัยเพ่ือความเปนเลิศดานหนาท่ีการทํางานของโปรตีน และศูนยนวัตกรรมทางเคมี  

สําหรับการสนับสนุนดานอุปกรณ เครื่องมือ รวมท้ังพ้ืนท่ีดําเนินการวิจัย    
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บทคัดยอ 
 

โรคมาลาเรียเปนโรคติดตอท่ีรายแรง เปนปญหาทางสาธารณสุขของโลก มียุงกนปลองเปนพาหะ นํา

เชื้อพลาสโมเดียมมาสูมนุษย  ในแตละปมีผูติดเชื้อนี้ เปนจํานวนหลายรอยลานคน และมีการเสียชีวิตของผูปวย

มากกวาลานคนท่ัวโลก การรักษาโรคมาลาเรียดวยยาในกลุมอารทีมิซินิน (artemisinin) เปนวิธีท่ีมี

ประสิทธิภาพมาก สารนี้ไดจากสารสกัดจากตน Artemisia annua  มีกลุม endoperoxide เปนสวนสําคัญใน

การแสดงฤทธิ์ แมวายังไมพบวาเชื้อมาลาเรียดื้อตอยาในกลุมนี้ แตการตอบสนองตอยาลดลง และเวลาท่ีใชใน

การกําจัดเชื้อนานข้ึน ทําใหสถานการณของโรคนาเปนกังวลเปนอยางยิ่ง แมวาจะมีความพยายามในการหา

กลไกการแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพของ artemisinin เพ่ืออธิบายถึงความสามารถในการฆาเชื้อมาลาเรีย แตขอมูล

ยังมีความสับสนและขัดแยงกันอยูมาก  ความรูท่ีมีอยูในปจจุบันคือ Fe(II) จะทําใหวง endoperoxide แตก

ออก เกิดเปน free radical ท่ีไวตอการเกิดปฏิกิริยา แลวเกิดปฎิกิริยา alkylation กับโมเลกุลเปาหมายในเชื้อ

มาลาเรีย  

โครงการวิจัยนี้มีจุดประสงคท่ีจะศึกษาหาโมเลกุลเปาหมายของ artemisinin โดยใชเทคนิค chemical 

proteomics โดยนํา synthetic chemical probe ทําปฏิกิริยากับเชื้อมาลาเรียจากนั้นจึง conjugation กับ 

magnetic nanomaterials เพ่ือแยก artemisinin-binding protein ออกจากโปรตีนสวนใหญท่ีไมทําปฏิกิริยา 

chemical probe  ท่ีใช เปนสารอนุพันธุของ artemisone มีคา IC50 ตอเชื้อ Plasmodium falciparum K-1 

(multi-drug resistance strain) ประมาณ 1 nM เม่ือนํา chemical probe นี้ไปทําปฏิกิริยากับเชื้อ P. 

falciparum ในระยะ late trophozoite/early schizont แลวแยกออกดวย magnetic nanobeads  ผลการ

วิเคราะหดวยเทคนิค LC/tamdem mass spectrometry พบวา chromatogram ท่ีไดมีความแตกตางจากชุด

ควบคุมอยางชัดเจน  เม่ือวิเคราะหผลท่ีไดสามารถไดโปรตีนท่ีจับกับ artemisinin probe (artemisinin-binding 

protein) จํานวนประมาณ 10 ชนิด แมวาจะยังไมทราบรายละเอียดการออกฤทธิ์ของ artemisinin อยางชัดเจน 

ขอมูลท่ีไดเปนจุดเริ่มตนท่ีสําคัญ ท่ีจะนําไปสูความเขาใจกลไกการออกฤทธิ์ของยา ในวงจรชีวิตท่ีซับซอนของเชื้อ

มาลาเรีย  นอกจากนี้การพัฒนาเทคนิคทางเคมีเชิงชีววิทยา (chemical biology) เพ่ือศึกษากลไกการทํางานของ

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในระดับโมเลกุลไดมีความกาวหนา และมีความสําเร็จอยางนาพอใจ 
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Abstract 

 
 Malaria, one of the most serious infectious diseases, is a major public health problem.  

Female anopheles mosquitoes are a carrier for human malaria.  Almost half of the world’s 

population is at risk with over a million deaths reported annually.  Chemotherapy for malaria 

has become less effective due to drug-resistance problem except with artemisinin.  However, 

with its prolonged parasitic clearance time, a serious concern for its resistance has been 

raised.  Artemisinin (qinghaosu) is a bioactive sesquiterpene lactone isolated from the 

Chinese herb Artemisia annua.  The endoperoxide moiety is critical for its potent antimalarial 

activity.   It has been known that a cleavage of the endoperoxide by Fe(II) is necessary to 

generate reactive radical intermediates.  Its exact mechanism of antimalarial action as well as 

its binding molecular receptors has remained elusive.   

 The aim of this investigation was to identify biomolecules that interact with 

artemisinin that could become its potential molecular targets.  Synthesis of artemisinin 

derivatives as reactive chemical probes led to an artemisone-typed compound with an IC50 

of 1 nM against multi-drug resistance Plasmodium falciparum K-1 strain.  This chosen 

chemical probe was incubated with parasite-infected red blood cells in the late 

trophozoite/early schizont stage.  Upon the hemolysis, the parasite proteome was reacted 

with functionalized magnetic nanoparticles to enrich the reacted proteomes.  Comparative 

MS chromatogram of the trypsinized peptide fragments with control experiments gave 

additional peaks of the enriched proteomic samples.  Further de Novo sequencing results 

suggested about 10 artemisinin-binding proteins with good ranking scores.  Among the 

identified protein, hemoglobin and SERCA have been known to interact with artemisinin but 

they are not directly related to its antimalarial action.  Other molecules will be investigated 

for its relevance.  Validation of these biomolecules as artemisinin’s molecular target will be 

further carried out and their biological relevance in the killing mechanism of artemisinin will 

be evaluated.  Although the exact mechanism of action of artemisinin has yet to be 

confirmed, the information provided from this chemical biology investigation has narrowed 

down the list of its potential molecular targets.  The information will be useful to malarial 

researchers and will greatly benefit the development of antimalarial chemotherapy.     

 
 
 
  



iv 
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ความสําคัญ/ความเปนมา 

โรคมาลาเรียเปนโรคติดตอท่ีรายแรง เปนปญหาทางสาธารณสุขของโลก โดยเฉพาะประเทศในเขต

รอน  สงผลกระทบอยางมากท้ังทางเศรษฐกิจและสังคมของประเทศกําลังพัฒนา  โรคมาลาเรียมียุงกนปลอง

เปนพาหะ นําเชื้อพลาสโมเดียม (Plasmodium) มาสูมนุษย  ในแตละปมีผูติดเชื้อนี้ เปนจํานวนหลายรอยลาน

คน และเปนสาเหตุของการเสียชีวิตของผูปวยมากกวาลานคนท่ัวโลก ยารักษาโรคมาลาเรียชื่ออารทีมิซินิน 

(artemisinin) เปนสารจากธรรมชาติไดมาจากการสกัดสมุนไพร Artemisia annua  อารทีมิซินินเปนสารใน

กลุม sesquiterpene lactone มีกลุม endoperoxide เปนสวนสําคัญในการแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพ  แมวายัง

ไมพบวามีการดื้อของเชื้อมาลาเรียตอยาในกลุมนี้ แตมีการรายงานวาเชื้อมีการตอบสนองตอยาลดลง และใช

เวลากําจัดเชื้อนานข้ึน กลไกการแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพของ artemisinin เริ่มตนจากการแตกออกของวง 

endoperoxide หลังจากทําปฏิกิริยากับ Fe(II) ใน heme หรืออาจเปน non-heme Fe(II) เกิดเปน free 

radical ท่ีไวตอการเกิดปฏิกิริยา โดยเชื่อวาจะเกิดการ alkylation กับโมเลกุลเปาหมายในเชื้อมาลาเรีย แมวา

จะมีความพยายามในการศึกษาโปรตีนท่ีเก่ียวของกับการแสดงฤทธิ์ของยา artemisinin  แตขอมูลยังมีความ

สับสนและขัดแยงกันอยูมาก   

 

จุดประสงคของโครงการ 

โครงการวิจัยนี้ มีจุดประสงค ท่ีจะศึกษาหาโมเลกุลเปาหมายของยารักษาโรคมาลาเรียในกลุม 

endoperoxide artemisinin โดยใชเทคนิค chemical proteomics โดยนํา synthetic chemical probe ทํา

ปฏิกิริยากับเชื้อมาลาเรียจากนั้นจึง conjugation กับ fluorescent dye หรืออาจจะแยกโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับ 

chemical probe ออกมาดวย magnetic nanomaterials โดยใชปฏิกิริยาเคมี bioorthogonal conjugation ท่ี

มีความจําเพาะสูง   

 

ผลการวิจัย 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารอนุพันธุของ artemisinin ท่ีถูกออกแบบและสังเคราะห  

chemical probe  ของ artemisinin ท่ีนําไปใชศึกษาตอในระดับเซลลเปนสารอนุพันธุของ artemisone ท่ีมี

กลุมอัลไคน เนื่องจากมีความคงตัวดีกวาสารในกลุม azide โดยสารท่ีเลือกใชมีฤทธิ์ในการตานเชื้อมาลาเรียชนิด 

Plasmodium falciparum K-1 (multi-drug resistance strain) ดีกวา artemisinin ประมาณ 10 เทา และมี
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คุณสมบัติการละลายน้ําดี เหมาะกับการนําไปใชในการทดลองกับเซลล จากการศึกษาโครงสรางของสารอนุพันธุท่ี

สนใจดวยเทคนิค single-crystal X-ray crystallography พบวากลุมท่ีเพ่ิมเขาไปจะไมเกะกะกับกลุม 

endoperoxide ท่ีมีผลตอการออกฤทธิ์  เม่ือเปรียบเทียบกับสารอนุพันธุ ท่ีมีกลุมแทนท่ีอยูใกลกับกลุม 

endoperoxide จะทําใหฤทธิ์ทางชีวภาพต่ําลงอยางมาก   

Chemical probe ท่ีเลือกใช ไดทดสอบในการทําปฏิกิริยา conjugation กับ fluorogenic compound 

ซ่ึงแสดงใหเห็นวาปฏิกิริยาเกิดข้ึนไดดี และมีศักยภาพในการนําไปศึกษาตอในระดับเซลล อนุพันธุเรืองแสงของ 

artemisinin ท่ีไดจากการ conjugation ระหวาง alkynated artemisinin กับ 3-azidocoumarin มี emission 

wavelength ประมาณ 480 nm ขอมูล nuclear magnetic resonance (NMR) แสดงใหเห็นวากลุม 

endoperoxide ของ artemisinin ไมไดถูกทําลายในสภาวะของการเกิดปฏิกิริยาท่ีมี  copper(II) ions และแสดง

ใหเห็นถึงความเปนไดไดท่ีจะติดตาม artemisinin probe ในระดับเซลล  การศึกษาเบื้องตนในการติดตามโปรตีน

ท่ีทําปฏิกิริยากับ chemical probe ดวยสารเรืองแสงพบวา โปรตีนท่ีถูกติดฉลากคือฮีโมโกลบินท่ีเปน primary 

target มีปริมาณมาก ทําใหไมสามารถติดตามโปรตีนท่ีมีปริมาณนอยไดเนื่องจากขอจํากัดของ dynamic range 

ในการวัด แผนการวิจัยถูกปรับปรุงโดยการนํา nanomaterial มาประยุกตใช  

Iron-oxide functionalized magnetic nanoparticles จะใชในการแยกโปรตีน (trapping) ท่ีทํา

ปฏิกิริยากับ artemisinin chemical probe ออกจาก unreacted proteome และทําใหโปรตีนท่ีมีปริมาณนอย

เขมขนข้ึน (enrichment)  เพ่ือเรียนรูเก่ียวกับเทคโนโลยีดาน nanoparticles จึงไดสังเคราะห magnetic 

nanoparticles ท่ีตรึงดวย methotrexate และนําไปทดสอบดวยการจับกับเอนไซม dihydrofolate reductase 

ไดสําเร็จ   

เม่ือนํา chemical probe  ไปทําปฏิกิริยากับเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum ในระยะ late 

trophozoite/early schizont แลวแยกออกดวย magnetic nanobeads  หลังจากนั้นนําไปวิเคราะหดวย

เทคนิค LC/tamdem mass spectrometry พบวา chromatogram ท่ีไดตางจากชุดควบคุมอยางชัดเจน  เปน

ผลจากชนิดของโปรตีนท่ีจับได การวิเคราะหตอเนื่องดวยเทคนิค MudPIT (multidimensional protein 

identification technology) เพ่ือจําแนกชนิดของโปรตีน ไดขอมูลจํานวนมาก และเม่ือวิเคราะหผลท่ีไดสามารถ

ไดโปรตีนท่ีจับกับ artemisinin probe (artemisinin-binding protein) จํานวนประมาณ 10 ชนิด  

โดยสรุป การศึกษาหาโมเลกุลเปาหมายของ artemisnin เพ่ือท่ีจะนําไปสูความเขาใจถึงกลไกการออก

ฤทธิ์ ท่ีซับซอนในการฆาเชื้อมาลาเรีย โครงการวิจัยนี้ไดประสบความสําเร็จในการแยก และวิเคราะหโปรตีนท่ีทํา

ปฏิกิริยากับ artemisinin probe ไดประมาณ 10  ชนิด  ซ่ึงจะเปนจุดเริ่มตนท่ีสําคัญ ในการทําใหจํากัดกรอบของ

ความเปนไปไดท่ี จะเขาใจถึงการออกฤทธิ์ของยาในวงจรชีวิตท่ีซับซอนของเชื้อมาลาเรีย  แมวาโครงการวิจัยนี้จะ

ยังไมสามารถอธิบายได ถึงกลไกการออกฤทธิ์อยางชัดเจน หรือไดโมเลกุลเปาหมายของ artemisnin อยางเจาะจง 

การพัฒนาเทคนิคทางเคมีเชิงชีววิทยา (chemical biology) เพ่ือศึกษากลไกการทํางานของสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพ ไดมีความกาวหนา และมีความสําเร็จอยางนาพอใจ   
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การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน/หนวยงานท่ีนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน และใชประโยชนดานใด 

-ทางวิชาการ  ความรูเก่ียวกับโมเลกุลเปาหมายของยานี้ จะสามารถตอยอดดวยการศึกษาโครงสราง สามมิติของ 

artemisinin-binding protein และอาจนําไปสู structure-based drug design และ target-based assay 

ตอไป   

 
การประชาสัมพันธ 
1. สิ่งพิมพท่ัวไป - 

2. สิ่งพิมพทางวิชาการ ผลงานวิจัยท่ีเก่ียวของจํานวน 4-5 เรื่อง ดังเอกสารแนบทาย 
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1. บทนํา 

 โรคมาลาเรียเปนโรคติดตอท่ีรายแรง เปนปญหาทางสาธารณสุขของโลกท่ีแพรระบาดมากโดยเฉพาะ

ประเทศในเขตรอน  โรคนี้มียุงกนปลองเปนพาหะนําเชื้อพลาสโมเดียม (Plasmodium) มาสูมนุษย  ในแตละป

มีการประมาณวาในแตละปมีผูติดเชื้อนี้เปนจํานวนหลายรอยลานคนและเปนสาเหตุของการเสียชีวิตของผูปวย

มากกวาลานคนท่ัวโลก (โดยเฉพาะอยางยิ่งเด็กอายุต่ํากวา 5 ปในทวีปอาฟริกา) (1, 2)  ดังนั้นโรคมาลาเรียจึง

กอใหเกิดผลกระทบอยางมากท้ังทางเศรษฐกิจและสังคมของประเทศกําลังพัฒนาในเขตรอนท่ีมีฐานะยากจนอยู

แลว  การดื้อของเชื้อมาลาเรียตอยาคลอโรควิน (chloroquine) และไพรีเมตธามีน (pyrimethamine) ทําให

ปญหาของโรคมาลาเรียรุนแรงข้ึน (3, 4) ในขณะท่ียารักษาจากการสังเคราะหรวมถึงวัคซีนปองกันโรค สวน

ใหญยังอยูระหวางการศึกษาพัฒนาและอยูในข้ันตอนทดสอบทางคลีนิค (5, 6)  

ยารักษาโรคมาลาเรียชื่อวา อารทีมีซินิน (artemisinin) หรือ ซิงเฮาซู (qinghaosu) เปนสารจาก

ธรรมชาติไดมาจากการสกัดสมุนไพรจีน Artemisia annua (Qinghao หรือ sweet wormwood)  (7)  มี

บันทึกนานกวา 2000 ปวาไดนําตนชิงเฮามาใชในการลดไข  แตการแยกสารท่ีออกฤทธิ์และการศึกษาพิสูจน

โครงสรางเพ่ิงจะประสบความสําเร็จในป ค.ศ. 1972 และ 1979 ตามลําดับ  โครงสรางของ artemisinin เปน

สารในกลุม sesquiterpene lactone มีกลุม endoperoxide ซ่ึงเปนสวนสําคัญในการแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพ  

artemisinin เปนยาท่ีออกฤทธิ์เร็ว ในการฆาเชื้อมาลาเรียท่ีดื้อยา โดยสามารถลดปริมาณเชื้อในกระแสเลือดได

กวา 104 เทา ภายในเวลาเพียง 24-36 ชั่วโมง (8, 9)   artemisinin เปนยาท่ีมีการละลายไมดีดังนั้นจึงตองให

ยาโดยการรับประทาน สําหรับ artesunate และ artelinate เปนอนุพันธุท่ีละลายน้ําดีข้ึน  artemeter และ 

arteether เปนอนุพันธุท่ีละลายไดใน oil  ตัวยาเหลานี้เม่ือเขาไปในรางกายจะถูกเปลี่ยนเปน 

dihydroartemisinin (DHA) ซ่ึงเปนสารท่ีแสดงฤทธิ์หลัก  จนถึงปจจุบันไมพบวามีการดื้อของเชื้อมาลาเรียตอ

ยาในกลุมนี้ แมจะมีการรายงานวาเชื้อมีการตอบสนองตอยาลดลงซ่ึงอาจเกิดจากการเกิด mutation(3, 10-12)  

ยาในกลุม artemisinins นี้มักมีครึ่งชีวิต (half-life) ท่ีสั้น ดังนั้นการรักษาจึงมักจะใชควบคูกับยาท่ีออกฤทธิ์ได

นานกวาเชน mefloquine โดยจะกําจัดเชื้อมาลาเรียไดอยางมีประสิทธิภาพ และชวยปองกันไมใหเกิดการดื้อ

ยาของเชื้อมาลาเรีย(13) 
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รูปท่ี 1  โครงสรางของ  a) artemisinin และสารอนุพันธุ ไดแก b) dihydroartemisinin, c) artesunate,       
d) artemether, และ e) arteether 

  

 กลไกการแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีความเฉพาะตัวของ artemisinin เก่ียวของกับการแตกออกของวง 

endoperoxide หลังจากท่ีเกิดปฏิกิริยากับ Fe(II) ใน heme หรืออาจเปน non-heme Fe(II) เกิดเปน free 

radical ท่ีไวตอการเกิดปฏิกิริยา โดยในท่ีสุดเชื่อวาจะเกิดการ alkylation กับโมเลกุลเปาหมายในเชื้อมาลาเรีย

(14, 15)  ความเขาใจเก่ียวกับกลไกการออกฤทธิ์ของยา artemisinin มีความสําคัญอยางยิ่ง โดยเฉพาะถา

คํานึงถึงความเปนไปไดท่ีจะเกิดการดื้อตอยาในกลุมนี้ของเชื้อมาลาเรีย ซ่ึงอาจเกิดจากการท่ีเชื้อมีการ

เปลี่ยนแปลงโมเลกุลท่ีเปนเปาหมาย ทําใหยามีประสิทธิภาพลดลง หรือเกิดจากการเพ่ิมอัตราการขับยาออก

นอกตัวเชื้อ  แมวาจะมีความพยายามในการศึกษาโปรตีนท่ีนาจะมีความสําคัญท่ีเก่ียวของกับการแสดงฤทธิ์ของ

ยา artemisinin  แตขอมูลยังมีความสับสนและขัดแยงกันอยูมาก  ดังนั้นความเขาใจเก่ียวกับโมเลกุลเปาหมาย 

ในการออกฤทธิ์ของยามีประโยชนอยางมากในการท่ีจะติดตามและทํานายกลไกการดื้อยาของเชื้อมาลาเรีย  

นอกจากนี้ความรูนี้จะเปนประโยชนในการออกแบบและพัฒนายารักษาโรคมาลาเรียท่ีมีคุณสมบัติในการ

เอาชนะการดื้อยาของเชื้อมาลาเรียท่ีอาจจะมีข้ึนไดในอนาคต  

โครงการวิจัยนี้มีจุดประสงคเพ่ือพิสูจนหาโมเลกุลเปาหมาย (cellular drug targets) ของยา 

artemisinin ในเชื้อมาลาเรีย  โดยจะประยุกตใชเทคนิค bioconjugation ท่ีมีประสิทธิภาพ (efficient) และ

จําเพาะเจาะจง (selective) เชน Staudinger ligation (16) หรือ Huisgen reaction (17, 18) ท่ีเกิดการ

สรางพันธะเอไมด หรือกลุม triazole ท่ีเสถียรตามลําดับ  ในปจจุบันเทคนิคการติดฉลากดวยสารฟลูออเรส

เซนต สามารถท่ีจะติดตามการจับของยากับโมเลกุลเปาหมาย (receptor) ในแตละเซลลได (19, 20)  หลังจาก

ท่ีเกิดปฏิกิริยาชนิด irreversible ระหวางสารอนุพันธุของ artemisinin กับโมเลกุลของเชื้อมาลาเรีย 
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alkylated molecules จะถูกติดฉลากดวย fluorescent dye หรือ biotin เพ่ือประโยชนในการจําแนก แยก 

(isolation) และทําการวิเคราะหพิสูจนเอกลักษณ (identification) โมเลกุลเปาหมายของของ artemisinin ท่ี

แยกได   

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2  แสดงปฏิกิริยา Huisgen ท่ีมีประสิทธิภาพและจําเพาะ เพ่ือใชในการตอ fluorescent dye กับกลุม 
azidoartemisinin หลังจากการเกิดปฏิกิริยาและจับกับ cellular target  (หรืออาจใชปฏิกิริยา Staudinger ligation ดวย 
fluorescent phosphine) โดยโมเลกุลเปาหมายท่ีเกิดการ alkylation จะมเีรืองแสงเมื่อถูกกระตุนดวยแสดงท่ีมีความยาว
คลื่นเหมาะสม  ทําใหสามารถตรวจสอบ ติดตามและแยกโมเลกุลเหลาน้ีเพ่ือนํามาวิเคราะหพิสูจน โดยสามารถติดตามสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนทไดถึงต่ําระดับ 10-12 mole (picomole)  

 

2. วัตถุประสงค  

 จุดประสงคของโครงการวิจัยนี้คือการหาชีวโมเลกุลเปาหมายในระดับเซลลของยา artemisinin โดย

การใชเทคนิค bioconjugation ดวยสารเรืองแสง โดยมีจุดประสงคเชิงกิจกรรมดังนี้  

2.1 สังเคราะหสารอนุพันธุของ artemisinin เพ่ือใชเปน chemical probe  

2.2 สังเคราะหสารเรืองแสงท่ีใชสําหรับติดฉลากดวยเทคนิค bioconjugation โดยจะเปนกลุมของ 

fluorescein, rhodamine หรือ coumarin 

2.3 ศึกษาปฏิกิริยาของสารท่ีสังเคราะหไดจากขอ 2.1 กับเม็ดเลือดแดงท่ีติดเชื้อมาลาเรีย และติด

ฉลากดวยสารท่ีสังเคราะหไดจากขอ 2.2  

2.4 วิเคราะหโปรตีนท่ีไดจากเชื้อมาลาเรียหลังการติดฉลากดวยสารเรืองแสง 

2.5 หาตําแหนงบนโปรตีนท่ีเกิดปฏิกิริยากับ artemisinin 

2.6  สังเคราะหอนุภาคแมเหล็กระดับนาโนเมตรเพ่ือใชในการแยกโปรตีนหลังจากท่ีทําปฏิกิริยากับ 

chemical probe  
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3. ผลการทดลอง 

การสังเคราะหอนุพันธของ artemisinin เพ่ือใชเปน chemical probe 

 อนุพันธของ artemisinin ซ่ึงจะใชเปน chemical probe ในการศึกษาในระดับเซลลนั้น จะออกแบบ

ใหมีกลุม azido หรือ acetylene อยูดวย  โดยจากการออกแบบและดําเนินการสังเคราะหนั้น ไดสารอนุพันธท่ี

จะกลาวถึงดังนี้   

 

 

 

 

 

 

 

 

การสังเคราะห 9-(2-propynyl)-artemisinin 

 

เม่ือ artemisinin ทําปฏิกิริยากับ lithium diisopropylamide (LDA) ใน tetrahydrofuran ได 

carbanion ท่ีตําแหนง C-9  แลวเติม propargyl bromide  ไดสารผลิตภัณฑเปน  9-(2-propynyl)-

artemisinin  โดยพิสูจนทราบโครงสรางดวยเทคนิค NMR และ X-ray crystallography โครงสรางผลึกแสดง

ใหเห็นวาสารผลิตภัณฑเกิดจากการ alkylation ทางดาน alpha (endoperoxide face) ของวง artemisinin 
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รูปท่ี 3  ORTEP drawing ของ 9-(2-propynyl)-artemisinin แสดงใหเห็นถึง substitution ของกลุม propargyl 
ท่ีดาน α-face ของ artemisinin.  Crystal data: Monoclinic, space group P2(1), cell parameters: a = 10.2615(4), 
b = 9.2064(2), c = 10.3057(4) Å, b = 119.376(2)°, volume = 848.41(5) Å

3
. R = 0.0428, wR = 0.1203.   

 

การสังเคราะห dihydroartemisinin 

Dihydroartemsinin (DHA) เตรียมไดดวยปฏิกิริยารีดักชั่นจาก artemisinin ดวย NaBH4 ในMeOH   

หลังจากนั้นทําการตกผลึก DHA ดวย CH2Cl2/hexane เพ่ือใหได DHA ท่ีบริสุทธิ์  และทําการวิเคราะห

โครงสรางดวย NMR และ X-ray crystallographic analysis 

X-ray crystal data:   Orthorhombic, space group P212121, unit-cell parameters of a = 

5.6528 (2), b = 14.2493 (6), c = 18.9233 (8) Å, β = 95.88 (8)°, V = 1524.24 (11) Å3.  โครงสรางท่ีได

แสดงใหเห็นถึง β-anomer ท่ีตําแหนง C-10  1H-NMR spectral data สอดคลองกับขอมูลจากโครงสรางผลึก  

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4  ORTEP drawing ของ β-dihydroartemisinin  
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Piperazine-bridged DHA dimer 

เม่ือ dihydroartemisinin ถูก activated ดวย TsCl หรือ MsCl  และใช 1.0 equivalent 

piperazine เปน nucleophile พบวาไดสารผลิตภัณฑหลักเปน dimer ของ DHA   โครงสรางถูกพิสูจนทราบ

ดวยเทคนิค NMR spectroscopy และการศึกษาโครงสรางผลึกดวยเทคนิค X-ray crystallography  

X-ray crystal data: Orthorhombic. space group C2221, unit-cell parameters: a = 11.430(3), b = 

17.547(14),  c = 34.480(11) Å.  V = 6916.(6) Å3.  Stereochemistry ท่ีตําแหนง C-10 พบวาเปน alpha-

anomeric ท้ังสองตําแหนง  ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงการเกิดผาน SN2 pathway ท่ีเปน inversion of 

configuration displacement  ตําแหนงของ DHA อยูในระนาบ equatorial ของวง piperazine และกลุม 

endoperoxide ของ DHA หันไปในทิศทางเดียวกัน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 5  ORTEP drawing of Bis-DHA-piperazine. 
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 การทําปฏิกิริยาโดยใช primary amine จะไดสารผลิตภัณฑเปน dimeric artemisinin ข้ึน โดยมีอนุ

พันธุของ artemisinin ตอกับกลุมอะมิโน เกิดจากปฏิกิริยา dialkylation ไดเปน tertiary amine  

 

การสังเคราะห dimer of α- and β-dihydroartemisinin ether 

 Dihydroartemisinin เม่ือทําปฏิกิริยากับ Lewis acid เพ่ือท่ีจะทําปฏิกิริยากับ nucleophile ปรากฎ

วาสามารถแยกได dimer ของ α- and β-dihydroartemisinin ether ดังแสดง  X-ray crystal data: 

C30H44O9, Monoclinic. space group P21, unit-cell parameters: a = 10.3520(3), b = 12.0290(3), c 

= 12.0800(4)Å, b = 93.413(2)°, V = 6916.(6) Å3, R = 0.0482.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 6  ORTEP drawing ของ α- and β-dihydroartemisinin ether dimer 
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การสังเคราะห 9,10-Anhydro-10-deoxoartemisinin 

ในสภาวะท่ี dihydroartemisinin ทําปฏิกิริยากับ TMSCl ในสภาวะท่ีเปนเบส/nucleophile พบวา

เกิดสารผลิตภัณฑท่ีเปนผลมาจากปฏิกิริยา dehydration ข้ึน โดยสามารถตกผลึกและศึกษาโครงสรางดวย

เทคนิค X-ray crystallography ดังแสดง.   Crystal data: C15H22O4, Mr = 266.337, Orthorhombic, 

space group P2(1)2(1)2(1), cell parameters: a = 9.021 (4), b = 6.234 (2), c = 25.146 (8) Å, Z = 4, 

V = 1414.1(9) Å 3  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 7  ORTEP drawing of 9,10-Anhydro-10-deoxoartemisinin 

 

 

การสังเคราะห10-N-methylpropargyl-10-deoxoartemisinin 

อนุพันธุของ artemisinin ในกลุม artemesone (21) ถูกสังเคราะหโดย double nucleophilic 

displacement โดยทําปฏิกิริยาระหวาง dihydroartemisinin กับ sodium bromide และ 

trimethylsilylchloride ในโทลูอีน ซ่ึงจะได 10-bromo-desoxoartemisinin ข้ึน กอนท่ีจะเกิดปฏิกิริยากับ 

secondary amine ท่ีใชคือ N-methylpropargylamine ไดสารผลิตภัณฑประมาณ 30% yield ในกรณีท่ีใช 

primary amine พบวาสารผลิตภัณฑสวนใหญจะไดเปน dimeric compound  
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โครงสรางของสารท่ีสังเคราะหไดถูกพิสูจนเอกลักษณดวยขอมูล NMR สามารถตกผลึกเพ่ือศึกษา

โครงสรางดวยเทคนิค X-ray crystallography ดังแสดง  Crystal Data: C19H29NO4 , Mr = 335.4444,  

Symmetry Monoclinic, space group C2 , a = 18.2648(13) Å ,  b = 10.0453(7) Å ,  c = 

13.3871(10) Å , ß = 131.642 (3)°, V = 1835.5(2) Å3 ,  Z = 4, R  = 0.0347 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 8  ORTEP แสดงโครงสรางผลึกของ 10-N-methylpropargyl-10-deoxoartemisinin 
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ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพตอเชื้อ P. falciparum เพ่ือเปรียบเทียบระหวาง 9-(2-propynyl)-

artemisinin และ 10-N-methylpropargyl-10-deoxoartemisinin มีผลดังนี้   

 

Compound IC50 (nM) 

9-(2-propynyl)-artemisinin 100 ± 7.8 

10-N-methylpropargyl-10-deoxoartemisinin 1.1 ± 0.02 

dihydroartemisinin 4.2 

 

  

 

 

 

 

 

รูปท่ี 9  โครงสรางของ 9-(2-propynyl)-artemisinin และ 10-N-methylpropargyl-10-
deoxoartemisinin แสดงใหเห็นวากลุมแทนท่ีท่ี C-9 ทําใหเกิดความเกะกะและลด reactivity ของ 
endoperoxide 

 

 จากขอมูลฤทธิ์ทางชีวภาพแสดงใหเห็น alkynated probe ท่ีเปนสารอนุพันธุของ artemesone มี

การออกฤทธิ์ ท่ีดีกวา dihydroartemisinin ประมาณ 4 เทา และดีกวา 9-(2)-propagyl-artemisinin 

ประมาณ 100 เทา เม่ือนําเอาโครงสรางผลึกของท้ังสองอนุพันธุมาเปรียบเทียบกันทําใหเห็นวา จากโครงสราง

ท่ีเปน chair-like ของวง lactol กลุมแทนท่ีท่ีตําแหนง 10 จะอยูในตําแหนงของ equatorial แตท่ีตําแหนง 9 

จะอยูใน axial conformation และไปอยูใกลกับกลุม endoperoxide ซ่ึงอาจทําใหเกิด steric effect ในการ

ท่ีจะเกิดปฏิกิริยากับ target หรือ receptor ได   โดยสรุป สาร10-N-methylpropargyl-10-

deoxoartemisinin เหมาะสมกับการนําไปใชเปน chemical probe ในการศึกษากับเชื้อมาลาเรียตอไป   
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การสังเคราะหสารเรืองแสงเพ่ือใชในการติดฉลาก  

 เพ่ือจุดประสงคในการติดตามชีวโมเลกุลท่ีทําปฏิกิริยากับ chemical probe  เทคนิคการตรวจวัด/

ติดตามดวยสารเรืองแสงเปนเทคนิคท่ีมีความไวสูง โดยหลังจากท่ี chemical probe ทําปฏิกิริยากับสารชีว

โมเลกุลแลว จึงใชสารเรืองแสง (fluorescent probe) ท่ีมี functional group ท่ี compliment กับ 

chemical probe ทําปฏิกิริยาในข้ันตอไป เพ่ือใหชีวโมเลกุลท่ีทําปฏิกิริยาเกิดการเรืองแสงและสามารถ

ตรวจวัดไดตอไป   

 ในข้ันนี้ไดเตรียม fluorescent probe จํานวน 2 ชนิด โดยสังเคราะหในมีกลุม azide ท่ีปลายหนึ่ง 

ไดแก 

 

Coumarin-based fluorogenic probe 

 ไดวางแผนวา coumarin-based probe ท่ีจะใชจะติดดวยกลุม -N3 หรือ acetylene โดยในข้ันนี้ได

สังเคราะห 3-azido-8-hydroxycoumarin เพ่ือใชในการติดตาม chemical probe ท่ีมีกลุม acetylene อยู 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 10   โครงสรางของ coumarin ท่ีจะนําไปใช (ซาย) 3-azido-8-hydroxycoumarin (ขวา) 3-ethynyl-8- 
hydroxycoumarin 

 

โดยการสังเคราะห 3-azido-8-hydroxycoumarin ไดดังวิธีตอไปนี้  

  

 

 

 

 

 



12 

 

HOOC

HN

S

H
N

ON N

O
O

O
N3

O

N

COOH

C
S

NN

N3 NH2

O

HN

COOH

C S

NN

HN

N3

EtOH, RT

R

R

R

R

R

R

R

R

การสังเคราะห azido-rhodamine  

 Azido-rhodamine และ azido-fluorescein สามารถเตรียมไดจากปฏิกิริยาระหวาง thiocyanate 

derivative ของ fluorescent dye และ azidoamine ท่ีเหมาะสมดังสมการ 

 

 

 

 

 

 

 

 ในกรณีของ azido-rhodamine โครงสรางไดถูกพิสูจนโดยเทคนิค  HR-MS (ESI-TOF) โดยมีคา m/z 

= 718.3344 (M+) (calculated 718.3381, Chemical Formula: C37H48N7O6S
+) และ X-ray 

crystallographic analysis ดังภาพ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 11  ORTEP drawing ของ azido-rhodamine-EtOH solvate ท่ีสังเคราะหได Crystal data: 
Monoclinic, space group P2(1)/c.  Unit-cell parameters: a = 16.5640(6), b = 18.6060(7), c = 
15.5990(6) Å, ß= 105.100(2)˚, V = 4641.46 Å3, R = 0.1506.  
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การสังเคราะห fluorescent artemisinin 

 ปฏิกิริยา cycloaddition ระหวาง 9-ethynyl-artemisinin และ 3-azido-7-hydroxycoumarin 

(22) ท่ีสังเคราะหได ในสภาวะท่ีมี copper(I) เปน catalyst ไดถูกทดสอบ เพ่ือยืนยันใหเห็นถึงความเปนไปได

ในการเกิดปฏิกิริยาระหวาง chemical probe และ fluorescent dye ดวยปฏิกิริยา bioorthogonal 

conjugation Cu(I)-catalyzed Huisgen cycloaddition (17, 18)   

   อนุพันธของ artemisinin ไมมี chromophore จึงไมเรืองแสงภายใตแสง ultraviolet จึงไม

สามารถวิเคราะหติดตามบน thin-layer chromatography ภายใต UV lamp ได  แตหลังจากท่ีทําปฏิกิริยา

กับ azido-coumarin จะเกิดเปนอนุพันธุของ artemisinin ท่ีเรืองแสงภายใต UV lamp (366 nm)  

UV-Vis spectrum แสดงใหเห็นถึง absorption peak ประมาณ 340 nm  และให fluorescent signal ท่ี 

490 nm    โครงสรางของ fluorescent coumarin-artemisinin ไดถูกวิเคราะหดวยเทคนิค NMR  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี 12  แสดงโครงสรางของ fluorescent artemisinin ท่ีเกิดจาก Cu(I)-catalyzed Huisgen  
cycloaddition และ UV-Vis spectrum 
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รูปท่ี 13   Fluorescent spectrum ของ coumarin-artemisinin แสดงใหเห็น emission ท่ีประมาณ 490 nm  
(excitation wavelength: 340 nm)  

 

 
การสังเคราะหสารอนุพันธุเรืองแสงของ artemisinin ดวยปฏิกิริยาระหวางกลุม azide และ 

alkyne ดวยปฏิกิริยา click chemistry ยืนยันถึงปฏิกิริยาท่ีจะใชในกระบวนการ bioorthogonal 

conjugation ในข้ึนตอนตอไปดวย   

 

การสังเคราะหอนุภาคแมเหล็กระดับนาโนเมตร และการทดสอบการนําไปใช 

จากผลการศึกษาเบ้ืองตน ในการแยกโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับ chemical probe หลังจากท่ีแยก

ดวย SDS-PAGE gel electrophoresis และติดตามดวยเทคนิคการเรืองแสง  พบวา band ท่ีไดคือ 

hemoglobin ซ่ึงเปน primary target ของ artemisinin โดยไมเห็น band อ่ืนท่ีชัดเจน  แมวาการ

ติดตามปฏิกิริยาดวยสารเรืองแสงเปนวิธีท่ี sensitive มาก แตในกรณีท่ีมีโปรตีนปริมาณนอย ยังเปนปญหา

ท่ีไมสามารถสังเกตไดชัดเจน เนื่องจากจะถูกรบกวนโดยโปรตีนท่ีมีการจับตัวไมดีนัก  แตมีปริมาณมากทํา

ใหมีการเรืองแสงชัดเจนกวา  ในกรณีนี้ความเขมขนของ hemoglobin ในเลือดมีคาประมาณ 5 mM 

เทียบกับโปรตีนอ่ืนท่ีมีปริมาณนอยกวามากในระดับ pico- (10-12) หรือ femtomolar (10-15)   ซ่ึงเปน

ประเด็นขอจํากัดเก่ียวกับ dynamic range ของการตรวจวัด  ดังนั้นแผนการวิจัยจึงตองมีการปรับปรุงวิธี

ท่ีจะแยกโปรตีนท่ีตองการศึกษาออกมาจากปฏิกิริยา  โดยจะเปนการประยุกตใช nanotechnology ของ

อนุภาคขนาดนาโนเมตรท่ีมีคุณสมบัติแมเหล็ก เพ่ือใชประโยชนในการแยกโปรตีนท่ีตองการออกมา 

(capture/ enrichment) อนุภาคขนาดนาโนเมตรมีขอดีกวา solid support ขนาดไมครอนท่ีใชโดยท่ัวไป
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เพราะขนาดท่ีเล็กกวามาก จะมี specific surface area มากกวา และจะจับกับโปรตีนแบบ non-

specific นอยกวาดวย ทําใหมี background ต่ํากวา (23, 24)     

เ พ่ือเปนการศึกษาความเปนไปไดและเ พ่ือเปนการเรียนรู เทคนิค ท่ีจะเปน ในการนํา 

nanoparticles technology มาใช  จีงไดดําเนินการศึกษาหัวขอยอยในการสราง magnetic 

nanoparticles ท่ีมี methotrexate (ซ่ึงเปน inhibitor ของเอนไซม dihydrofolate reductase -DHFR 

ท่ีมีอยูในหองปฏิบัติการอยูแลว)  โดยจะนํามาทดสอบการจับกับเอนไซม DHFR ท่ีติดดวยสารเรืองแสง   

 

การสังเคราะหอนุภาคขนาดนาโนเมตรท่ีมีคุณสมบัติแมเหล็ก และมีผิวตรึงดวย methotrexate 

 อนุภาคแมเหล็กระดับนาโนเมตรถูกเตรียมโดยเทคนิค co-precipitation โดยมีอนุภาคของ 

Fe3O4 เปนแกนท่ีถูกเคลือบดวยชั้นบางของซิลิกาออกไซด ท่ีมีขนาดประมาณ 8-10 นาโนเมตร (จาก

การศึกษาดวยเทคนิค powder X-ray diffraction) หลังจากท่ีเพ่ิมกลุมท่ีใชเปน linker หรือ spacer ผิว

นอกสุดของ functionalized magnetic nanoparticles (MNPs) ถูกตรึงดวย methotrexate 

(MNP@MTX) ซ่ึงเปน specific inhibitor ของเอนไซม dihydrofolate reductase   ดานของ 2,4-

diamino-pteridine เปนกลุมท่ีจับตัวกับ active site ของเอนไซม จึงสามารถใชกลุม carboxylic ในการ

ตรึงกับ nanoparticles ได โดยท่ียังคงความสามารถในการจับกับเอนไซมเปาหมาย   

 

 

 

การวิเคราะหปริมาณของ methotrexate (MTX) บนผิวของ magnetic nanoparticles พบวา 

มีประมาณ 1.8 ไมโครกรัม (หรือประมาณ 4 นาโนโมล) ตอมิลลิกรัมของ MNP@MTX  โดยใชเอนไซม 

proteinase K ในการไฮโดรไลซิสพันธะเปปไทดท่ีเชื่อมระหวาง MTX กับ MNPs  วัดปริมาณ MTX ท่ีถูก

ปลอยออกมาในสารละลายดวยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น  340 นาโนเมตร 

โดยเทียบกับสารละลายมาตรฐาน   
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NH2 HN

HN O

O
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S

FITC

PBS buffer

การทดสอบการจับกับเอนไซม DHFR ของ MNP@MTX 

การทดสอบความสามารถในการจับกับเอนไซมเปาหมาย (dihydrofolate reductase, DHFR) 

ของ methotrexate-functionalized magnetic nanoparticles (MNP@MTX)  เพ่ือเปนการทดสอบ

อยางชัดเจนท่ีสามารถสังเกตเห็นไดดวยตาเปลา เปนการใชเอนไซม Plasmodium vivax DHFR ท่ีติด

ดวย fluorescein โดยใช P. vivax DHFR ทําปฏิกิริยากับ fluorescein isothiocyanate (FITC)  โดยจะ

เกิดปฏิกิริยากับกลุม lysine ท่ีอยูบนผิวนอกของโมเลกุล เกิดพันธะ thiourea ข้ึน  สําหรับ fluorescent 

dye สวนท่ีไมทําปฏิกิริยาแยกออกโดยใช P-10 desalting column ดวยหลักการ size exclusion 

chromatography  

 

  

 

 

 

รูปท่ี 14  การติดสารเรืองแสงกับโปรตีน dihydrofolate reductase โดยการใช fluorescein isothiocyanate    
PvDHFR-FITC conjugate มี emission ท่ีประมาณ 520 nm (excitation wavelength: 495 nm)  

 

 โปรตีน DHFR-FITC เรืองแสง ใหแสงท่ีความยาวคลื่น 518-520 นาโนเมตร (λemission)   เม่ือถูก

กระตุนดวยแสงท่ีความยาวคลื่น 495 นาโนเมตร (λexcitation)   PvDHFR-FITC ท่ีไดมีการเรืองแสงภายใต

แสงอัลตราไวโอเล็ต (หรือสามารถใชหลอก black light) ไดโดยเรืองแสงเปนสีเขียว โดยดวยตาเปลา

ภายใตแสงปกติขาว จะเห็นเปนสารละลายใสไมมีสี  โปรตีนท่ีเรืองแสงท่ีไดนี้จะสามารถใชแสดงใหเห็นการ

จับตัวกันกับโมเลกุลของ methotrexate ท่ีอยูบนผิวของ magnetic nanoparticles ไดสะดวก และ

ชัดเจน    
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รูปท่ี 15  การทดลองใช MNP@MTX ในการศึกษา affinity binding กับโปรตีน PvDHFR-FITC ท่ีเรอืงแสง  ภาพ  
A+C เปนภาพถายภายใตแสงปกต ิและภาพ B+D เปนภาพภายใตแสงยูวี (λ 366 nm)  
 

จากภาพดานบนแสดงใหเห็นอยางชัดเจนถึงความสามารถในการจับโปรตีน DHFR ของอนุภาค

ขนาดนาโนเมตรท่ีมีคุณสมบัติแมเหล็กท่ีมีผิวนอกเปนกลุม methotrexate    ภายใตแสงสีมวงท่ีกระตุนให

สารละลายท่ีมีโปรตีน DHFR-FITC (30 ไมโครกรัม) อยูมีการเรืองแสงทําใหสารละลายเปนสีเขียว  และ

เม่ือนํา MNP@MTX ประมาณ 5 มิลลิกรัม ไปผสม  เขยาเบาๆ ไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสประมาณ 

15-30 นาที   หลังจากท่ีนําแมเหล็กแรงสูงชนิด neodymium มาวางไวท่ีขางขวด ภายในเวลา 1 นาที จะ

เปนอนุภาคสีเขมของ MNP@MTX ถูกดูดติดกับขางขวด และเม่ือสังเกตสีของสารละลายภายใตแสงยูวี 

พบวาการเรืองแสงของสารละลายท่ีเกิดจากโปรตีนหายไป ไมสามารถสังเกตไดดวยตาเปลาชัดเจน  การ

ทดลองนี้ใช magnetic nanoparticles ท่ีมีผิวเปน -NH2 เปน negative control และไมพบการการเรือง

แสงหายไป   

การทดลองข้ันนี้แสดงใหเห็นวา สามารถสราง magnetic nanoparticles และสามารถตรึงกลุมท่ี

ตองการบนผิวของวัสดุได  เทคนิคนี้จะประยุกตใชกับการสรางผิวของ nanoparticles ท่ีสามารถใชจับกับ 

chemical probe หลังจากท่ีทําปฏิกิริยากับเชื้อท่ีตองการศึกษา  เพ่ือจุดประสงคในการแยกเอาโมเลกุลท่ี

ตองการออกจากสวนท่ีไมเกิดปฏิกิริยา ซ่ึงจะชวยลดผลจากโปรตีนท่ีมีปริมาณมากในเซลล ในข้ันตอนการ

วิเคราะหดวยเทคนิค mass spectrometry ในการทํา protein identification   
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ปฏิกิริยาระหวาง artemisinin chemical probe และ P. falciparum-infected erythrocytes 

แยกเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum ออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงท่ีติดเชื้อในระยะ late 

trophozoite (P. falciparum-infected erythrocytes) โดยหลังจากการทํา hemolysis แลวจึงแยกสวน

ของโปรตีนจากเม็ดเลือดแดงออกดวยวิธีปนแยก (centrifuge)  สวนของเชื้อมาลาเรียท่ีไดนํามาทําใหแตกดวย

วิธี freeze-and-thaw โดยเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 ºC    สวนของ protein lysate จะถูกนําไปใชทําปฏิกิริยากับ 

artemisinin chemical probe (10-N-methylpropargyl-10-deoxoartemisinin) ตอไป   

 

  Control-1 Control-2 

 Experiment Bead control Ligand control 

Dihydroartemisinin  x X (10 เทา) 

Chemical probe x  x 

MNP@N3 x x x 

 

 ในการทดลองใช artemisinin chemical probe ท่ีความเขมขน 100 nanomolar โดยใชเวลาทํา

ปฏิกิริยาประมาณ 4 ชั่วโมง  หลังจากนั้นจึงทําปฏิกิริยา conjugation กับ magnetic nanoparticles ดวย 

Cu(1)-catalyzed Huisgen reaction จากนั้นจึงลาง MNPs ท่ีทําปฏิกิริยาดวยสารละลายบัฟเฟอรท่ีมี 

sodium dodecyl sulfate (SDS) อยูดวย  เพ่ือชะเอาโปรตีนท่ีไมไดติดอยูกับ nanobeads แบบ covalent 

ออก เนื่องจากสมมติฐานเริ่มตนท่ีวา artemisinin ทําปฏิกิริยากับ protein target แบบ irreversible  เพ่ือ

เปนการเปรียบเทียบและพิสูจนถึง specific interaction  โดยเปรียบเทียบกับกลุม control-1  ท่ีนํา 

MNP@N3
 ทําปฏิกิริยากับ protein lysate หลังจากลางออก ไมควรมีโปรตีนติดอยู  หรือท่ีติดอยูจะเปน non-

specific protein สวนกลุม control-2 นั้น ใช dihydroartemisinin ท่ี 1 micromolar ทําปฏิกิริยากับ 

protein lysate ประมาณ 60 นาที กอนท่ีจะเติม artemisinin chemical probe ลงไป ในกรณีนี้ สัญญาณท่ี

ไดจะแสดงถึง specific binding protein ซ่ึงตองสีสัญญาณลดลงหรือหายไป    
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 ผลการวิเคราะหเบื้องตนเปรียบเทียบ HPLC chromatogram กับกลุมควบคุม พบวาในกรณีท่ีใช 

chemical probe สามารถแยกไดโปรตีนท่ีติดตามสัญญาณไดอยางชัดเจน โดยกลุมควบคุมมีสัญญาณนอย

ชนิดกวามาก  ผลการวิเคราะหชนิดของโปรตีนในกลุมควบคุมพบวาเปนโปรตีนท่ีปนเปอนจากการทดลองเชน 

keratin และ trypsin ท่ีใช  สัญญาณท่ีไดจาก base-peak chromatogram นาจะเปนผลจาก artemisinin-

binding protein  โดยจะทําการวิเคราะหดวยเทคนิค MudPIT ตอไป (25, 26)   

  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 16  Base-peak chromatograpm (all MS) ของ enriched malarial proteome ท่ีติดบน  

functionalized magnetic nanoparticles โดยกลุมควบคมุ (บน) มีสัญญาณชนิดของสายเปปไทดนอย 
กวา การทดลองท่ีใช artemisinin chemical probe เปนอยางมาก สายเปปไทดท่ีวิเคราะหได จะแสดง
ถึงชนิดของโปรตึนท่ีจับกับ artemisinin  

  

LC-MS: nanoLC-ESI-iontrap 
Sample:   3 μL 
Flowrate:  187 nL/min 
Runtime: 120 min 

CONTROL 

no probe/ 
capture+enrich 

washing 

PROBE 
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รูปท่ี 17  Base-peak chromatograpm (all MS) ของ enriched malarial proteome ในการทดลองท่ีใช  
artemisinin chemical probe ไดสัญญาณชนิดของสายเปปไทดหลายรอยชนิด   

 

 ขอมูลท่ีไดเม่ือทํา de Novo sequencing โดยใชโปรแกรม Mascot (27-30) พบวาไดโปรตีนหลาย

ชนิด หนึ่งในนั้นท่ีมี score สูงท่ีสุดไดแก hemoglobin  (11% sequence coverage) ซ่ึงทราบอยูแลววา

สามารถเกิดปฏิกิริยากับ artemisinin ได (31, 32) (แตไมพบใน control experiment) ในการทดลองตอๆ 

มาจึงใชสัญญาณของ hemoglobin ในการเปน internal standard ไปในตัว  และเพ่ือ validate วิธีและ 

parameter ท่ีเก่ียวของ    

 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 18  จากการทํา de novo sequencing ของขอมูลจากเทคนิค MudPIT ไดโปรตีนประมาณ 30-40 ชนิด ท่ีมี 
คา scoring function สูงกวาคา threshold  
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จากขอมูลจากเทคนิค tandem mass spectrometric analysis ไดโปรตีน 10 ชนิดท่ีวิเคราะหได 

โดยมี sequence coverage  ดี  โปรตีนท้ังหมดมี 10 ชนิด ไดแก haemoglobin, EF-1α, HSP70, knob 

protein, glycophorin-binding protein, actin, erythrocyte membrane protein, helicase-45 

SERCA ATPase, Ser/Thr kinase ท่ีมีขอมูลยืนยันชัดเจน  เปนท่ีนาสังเกตวา มีโปรตีน SERCA รวมอยูดวย

(33, 34)  โดยโปรตีนนี้ไดมีการรายงานมากอนหนานี้วาเปน artemisinin-binding protein แตไมมี direct 

evidence ท่ีแสดงการจับตัวของ artemisinin กับ SERCA  และภายหลังไดถูกพิสูจนวา artemisinin ไมได

ยับยั้งการทํางานของ SERCA (35) โปรตีนบางชนิดเปนโปรตีนท่ีมีปริมาณสูงอยูแลว เชน  elongation factor, 

haemoglobin, actin เปนตน  

 การศึกษานี้ แมวาจะยังไมสามารถเขาใจไดถึงกลไกการแสดงฤทธิ์ของอารทีมิซินินอยางชัดเจน แตมี

โปรตีนท่ีมีการจับตัวกับ artemisinin probe อยูเปนจํานวนไมมากนัก  การทําความเขาใจถึงบทบาทหนาท่ี

ของโปรตีนท่ีจําแนกชนิดได รวมถึงการหา direct evidence ของการจับตัวของ artemisinin และโปรตีน

เหลานี้  นอกจากนี้เทคนิคของการศึกษาเชนนี้สามารถนําไปใชศึกษาในอนาคต ถึงกลไกการฆาเชื้อมะเร็งของ

ดวยตัวยานี้ได  

 
สรุปและวิจารณผล 
 

เปาหมายของโครงการนี้ท่ีตองการหาโมเลกุลเปาหมายของ artemisinin โดยใชเทคนิคทางเคมีเชิง

ชีววิทยา สามารถท่ีจะบรรลุผลโดยสามารถวิเคราะหชนิดของโปรตีนประมาณ 10 ชนิดท่ีจับกับ artemisinin 

chemical probe ได  โปรตีนหลายชนิดเชน  hemoglobin, SERCA, หรือ  translationally-controled 

tumor protein (TCTP) ท่ีมีการรายงานมากอนหนาวาเปนโมเลกุลเปาหมายของ artemisinin  แตไมมี

หลักฐานยืนยันในความสัมพันธกับกลไกการออกฤทธิ์   ผลการทดลองนี้ชวยยืนยันถึงประสิทธิภาพและ

ศักยภาพของเทคนิคท่ีใชในการศึกษานี้   

สําหรับ artemisinin-binding protein อ่ืนๆ ท่ีไดจากการอาจจะนําไปสูความเขาใจในการทํางานของ  

artemisinin  ท่ีดีข้ึน แมวาจะทราบชนิดของโมเลกุลท่ีจับกับ artemisinin แตการเขาใจถึงความสัมพันธในทาง

ชีววิทยา (biorelevance) เปนสิ่งท่ีตองดําเนินการวิเคราะหตอไป  ในเบื้องตนดวยขอจํากัดดานเทคนิค จึง

วิเคราะหชนิดของโปรตีน ไดจากจํานวนของเปปไทดจํานวนจํากัด  การวิเคราะหเพ่ิมเติมจากขอมูล tandem 

MS/MS ของเปปไทดท่ีมีประมาณนอย อาจจะใหขอมูลเก่ียวกับชนิดของโปรตีนท่ีมีสวนเก่ียวของเพ่ิมเติมได มี
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ขอสังเกตวาการศึกษาการทํางานของ artemisinin ในเชื้อพลาสโมเดียม มีความทาทายเปนพิเศษ เนื่องจาก

โปรตีนท่ีมีปริมาณนอย  และทําใหวิเคราะหผลไดยากเพราะจะมีผลจากโปรตีนท่ีมีปริมาณมาก  โดยจะเห็นได

จากการใช fluorescence detection กอนหนานี้ จะไดเพียง hemoglobin ท่ีถูกติดตามได  ท้ังๆ ท่ีมีโปรตีน

ชนิดอ่ืนอยูดวย   

ความสําเร็จเบื้องตนในการบูรณาการความรูทางเคมีในการศึกษาทางชีววิทยาของ artemisinin ทําให

ได  artemisinin-binding protein จํานวนหนึ่ง  แมวากลไกการออกฤทธิ์ยังไมมีความชัดเจนในขณะนี้  การ

วิเคราะหและศึกษาเพ่ิมเติม เพ่ือจะเขาใจถึงกลไกการออกฤทธิ์ตอเชื้อมาลาเรีย ยังจะเปนสิ่งท่ีตองดําเนินการ

ตอไป    ความเขาใจในการทํางานของ artemisinin ท่ีแนนอน จะเปนประโยชนอยางยิ่งตอการวิจัยโรค

มาลาเรีย ท้ังการพัฒนายา กลไกการออกฤทธิ์จะนําไปสูความเขาใจในการทํางานของเชื้อมาลาเรียท่ีซับซอน 

และมีประโยชนในการหายารักษาโรคมาลาเรียดวยเทคนิค target-oriented drug development ตอไป 
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