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                   In  order  to  investigate  for  the  role  and  significance  of  tandem  repeats  within  Mycobacterium  
tuberculosis  leuA  gene  encoding  alpha-isopropylmatate  synthase (α -IPMS),  we  compared  the  properties  
of  native  α -IPMS  and  mutated  α -IPMS  of  which  the  2  copies  of  57 bp  repeats  has  been  deleted.  By  
using  mutagenic  PCR  procedure ,  we  successfully  constructed  a  recombinant  plasmid  of  pET15 b  
expression  vector  carrying  the  mutated  gene.  Optimum  expression  conditions  were  studied  and  properties  
of  gene  products  were  compared.  Mutated  gene  was  optimally  amplified  at  640C  annealing  temperature  
and  well  expressed  in  Escherichia  coli  BL21(DE3)  at  250C  for  3-6  hrs  using  isopropylthio - β -
galactoside  at  the  final  concentration  of  0.5  mM  as  inducer.  Properties  of  both  native  and  mutated  
enzymes  were  compared.  The  results  showed  that  with  deletion  of  the  2  copies  of  57  bp  tandem  
repeats,  the  mutated  leuA  can  well  expressed  to  a  functional  mutated  α -IPMS.  The  basic  properties  of    
mutated α -IPMS  was    similar  to  the  native α -IPMS.  Mutated α -IPMS  was  smaller,  corresponding  to  
the  deleted  2  copies  of  19  amino  acids  repeats  and  the  native  form  of  the  enzyme  was  also  dimer.  The  
optimal  temperature  and  optimal  pH  for  enzyme  activity  was  between  300-500 C  and  7.5  respectively.  
The  stability  of  mutated α -IPMS  also  similar  to  the  native α -IPMS.  Upon the studies, significant  
differenes  was  not  observed  between  the  two  types  of  enzyme. These  results  showed  that  the 2 copies  of  
57  bp  tandem  repeats  may  have no effect on  leuA  expression and α -IPMS basic properties. 
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บทคัดยอ 
 

รหัสโครงการ:     MRG4580031 
ชื่อโครงการ:        การศึกษาบทบาทและความสําคัญของ Tandem Repeats ภายในยีน leuA ของเชื้อ 
                             วัณโรค 
ชื่อนักวิจัย:           วิมล จันทรแจม 1  และ ประสิทธิ์ ผลิตผลการพิมพ  2  

                                                       1  ภาควชิาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยรามคําแหง หัวหมาก  
                                               บางกะป กรุงเทพฯ 10240 

                                                                 2 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยมหดิล ถนนพระราม 6 
                                               พญาไท กรุงเทพฯ 10400 
ระยะเวลาโครงการ:   2 ป 
 
                       ในการศึกษาบทบาทและความสําคัญของสวน  tandem  repeats  ในยีน  leuA  ซ่ึงกําหนดการสราง
เอนไซม  alpha-isopropylmalate  synthase  (α -IPMS)  ของเชื้อ  Mycobacterium  tuberculosis  ไดทําการ
เปรียบเทียบคุณสมบัติเบื้องตนของเอนไซมดังกลาวที่เตรียมจากยีน  leuA  ปกติและที่เตรียมจากยีน  leuA  ที่ไดตัด
สวน  tandem  repeat  ซ่ึงยาวชุดละ  57  คูเบสจํานวน  2  ชุด  ออกโดยวิธี  mutagenic  PCR  โดยยีน  leuA  ทั้ง  2  
แบบไดถูกเชื่อมตอเขากับ  expression  vector  pET15b  และทําการสรางเอนไซมในแบคทีเรีย  Escherichia  coli  
สายพันธุ  B L 21(DE3)  ซ่ึงจากการปรับหาสภาวะที่เหมาะสม พบวาเอนไซมทั้ง  2  แบบถูกสรางไดดี  เมื่อใชสาร  
isopropylthio- β -galactoside  ที่ความเขมขน  0.5  มิลลิโมลาร  ในการกระตุนการทํางานของยีน และใชอุณหภูมิ  
250 ซ  เปนเวลา  3-6  ช่ัวโมง  ผลการศึกษาพบวายีน  leuA  ที่ถูกตัดสวน  tandem repeats ออก สามารถกําหนดการ
สรางα -IPMS ที่มี  activity  เทียบเทาเอนไซมที่สรางจากยีนปกติ  โดยที่  mutated  α -IPMS  มีคุณสมบัติพื้นฐาน
ใกลเคียงกับเอนไซมปกติ ซ่ึงไดแก อุณหภูมิ และคาพีเอชที่เหมาะสมในการทํางาน  ความเสถียรในสภาพพีเอช
ตางๆ  และจํานวนหนวยยอยของเอนไซม  สําหรับคาน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยของเอนไซมพบวา  mutated  
α -IPMS  มีขนาดเล็กลง ซ่ึงเปนผลมาจากการตัดสวนของ  tandem  repeats  ออก  ผลจากการศึกษาเบื้องตนนี้แสดง
ใหเห็นวา  tandem repeat ดังกลาว อาจไมมีความสัมพันธกับยีน leuA ในแงการแสดงออกของยีนและคุณสมบัติ
พื้นฐานของเอนไซม 
 
คําหลัก:     tandem repeats, alpha-isopropylmalate synthase,  leuA,  Mycobacterium tuberculosis 
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บทนํา 
 
                        เอนไซม alpha-isopropylmalate synthase (α-IPMS)  เปนเอนไซมเรงปฏิกิริยาแรกใน
กระบวนการสงัเคราะหกรดอะมิโน Leucine ซ่ึงมีความสําคัญตอการเจริญของจุลชีพหลายชนดิ ยีนที่กําหนดการ
สรางเอนไซมชนิดนี้มีช่ือวา leuA (1-3)  
                        จากการศึกษาคุณสมบัติ polymorphisms ของโครโมโซมเชื้อ  Mycobacterium tuberculosis 
สายพันธุ H37Rv  พบวาที่ปลายดาน 3’  ของยีน leuA มี repeated sequence ซ่ึงมีความยาว 57 คูเบส เรียงติดกัน 2 
ชุด โดยอยูในสวน coding region ของยีนดังกลาว (4) นอกจากนี้ยังพบวาทีต่ําแหนงของโลคัสนี้ซ่ึงมีช่ือวา 
VNTR4155(5) ของโครโมโซม M. tuberculosis สายพันธุตางๆทีแ่ยกไดจากผูปวยมีลักษณะของ  
polymorphisms  อีกดวย (4) 
                        บนสวนของ tandem repeats ที่พบในเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ H37Rv นี้ ไมพบ stop 
codon และมคีวามยาวของ  repeats ในลักษณะ “multiples of  3  bp”  ดังนั้นการเกิด insertion หรือ deletion 
ของโครโมโซมสวนนี้อาจไมมีผลในการขัดขวางกระบวนการ translation ของเซลล แตมีผลกับกรดอะมิโนของ
เอนไซม  α-IPMS  ที่อาจเพิ่มขึ้นหรือขาดหายไปตามการเกิด insertion หรือ deletion ของ repeated sequence 
ดังกลาว นอกจากนี้จากการศึกษาลําดับเบสของดีเอ็นเอของ  M. tuberculosis  สายพันธุตางๆทีแ่ยกไดจากผูปวยที่
แสดงลักษณะ polymorphisms ของยีนสวนนี้ พบวาลักษณะดังกลาวเปนผลมาจากการมีจํานวนชุดที่ตางกนัของ 
tandem  repeat   ยีนดังกลาวสามารถทํางานได   เอนไซมที่สรางขึ้นมีลักษณะ  polymorphics  สอดคลองกับ
ลักษณะ polymorphisms  ของยีน (6) โดยที่ยังคงมีคุณสมบัติทั่วไปและการทํางานเชนเดียวกับ α -IPMS ของเชื้อ
อ่ืนๆ  
                       แมบนโครโมโซมของ M. tuberculosis  ถูกพบวาม ี  VNTR  (variable numbers of tandem 
repeats) อยูหลายชนิด และบางชนิดถูกนําไปใชชวยในการวิเคราะหเชื้อไดอยางกวางขวาง (5, 7-15) ก็ตาม แต
การศึกษาเพื่อใหทราบถึงบทบาทและความสําคัญของ repeated sequence  ดังกลาวที่มีตอ M. tuberculosis  
ยังคงมีนอยมาก (16) และเนื่องจากการทีย่ังไมมีผูศึกษาโครงสราง 3 มิติ (three-dimensional structure) ของ
เอนไซมในกลุมนี้ อันไดแก isopropylmalate/homocitrate/citrate   synthase อยางจริงจัง จึงทําใหการคาดคะเน
ผลของ repeated amino acid ที่มีตอการทํางานของเอนไซม   α-IPMS  ยังไมอาจทําได นอกจากนี้ขอมูลเกี่ยวกบั
เอนไซมชนิดนี้ของเชื้อ Mycobacterium sp. มีนอยมาก อีกทั้งบทบาทและหนาที่ของ VNTR  ยังไมเปนที่ทราบแน
ชัด 
                        ผลจากการเปรียบเทียบลําดบักรดอะมิโนของเอนไซม  α-IPMS  ของจุลชีพ  23  ชนิด จากกลุมของ   
Eubacteria,  Archaebacteria  และ  Fungi พบวามีเพยีง α-IPMS ของ M. tuberculosis  เทานัน้ ที่มี repeated 
sequence ของกรดอะมิโน (6) จึงเปนที่นาสนใจวา repeated amino acid sequence  อาจไมมีสวนเกี่ยวของกบั



 4

การทํางานตามปกติของเอนไซม แตมีบทบาทสําคัญอยางอื่นที่เกีย่วของกับการดาํรงชีวิตและการกอโรคของเชื้อ
ดังกลาว เชนการปรับตัวตอสภาพแวดลอมและการหลบหลีกจากกลไกทางภูมิคุมกนัของโฮสต  (17) เปนตน  
                        นอกจากนี้  Leucine biosynthesis  ของเชื้อกลุม  M. tuberculosis complex  ยังมีผูสนใจนํามาใช
เปนเปาหมายสําหรับการทําใหเชื้อดังกลาวอยูในภาวะ attenuation เพื่อใชในการชักนําใหมีการสรางภูมิคุมกันขึ้น
ในสัตวทดลอง ซ่ึงพบวาไดผลดีเทียบเทาการใช  BCG (18) การวิจัยดังกลาวแสดงลูทางการใช   leucine 
auxotroph  ในการพัฒนาวคัซีนปองกันวณัโรคซึ่งอาจเปนไปไดในอนาคต 
                        ดังนั้นผูวจิัยมคีวามเหน็วาการศึกษาถึงบทบาท และความสําคัญ tandem repeats ภายในยนี leuA 
ของเชื้อ M. tuberculosis จะนํามาซึ่งองคความรูใหมซ่ึงปจจุบันยังไมมีผูศึกษา  ไดแก  ขอมูลความรูเกี่ยวกับ
เอนไซม  α-IPMS  ของเชื้อ M. tuberculosis เอง ทั้งในแงของคณุสมบัติทั่วไป โครงสราง 3 มิติ และ การทํางาน
ของเอนไซม นอกจากนี้การทราบถึงบทบาทและความสาํคัญของ tandem repeats ที่มีตอเอนไซม  α-IPMS อาจ
นําไปสูการคนพบบทบาทและหนาที่ทีแ่นชัดของ VNTR ในโครโมโซมของจุลชีพ และหาก tandem repeats นี้
เปนสวนที่มีความสําคัญตอคุณสมบัติและการทํางานของเอนไซม  α-IPMS หรือมีความสัมพันธเกี่ยวของกบัการ
ดํารงชีวิตและการกอโรคของเชื้อ อาจนําไปสูการประยุกตใชเพือ่พัฒนาการปองกันและการรักษาวณัโรคดวย
แนวทางใหมๆ ตอไป 
 
วัตถุประสงคของโครงการ  
                        เพื่อศึกษาบทบาทและความสําคัญของ tandem repeats ภายในยนี leuA ของเชื้อ  
Mycobacterium tuberculosis   ตอคุณสมบัติของเอนไซม α– isopropylmalate synthase  
 
 ผลงานวิจัยท่ีเก่ียวของ (literature review) และเอกสารอางอิง 
                        การสังเคราะหกรดอะมิโนในกลุม  branched chain amino acid  ซ่ึงไดแก  leucine, isoleucine 
และ valine มีผูสนใจและศึกษาอยางกวางขวาง ทั้งในสิ่งมีชีวิตพวก Eukaryotes และ Prokaryotes หลายชนิด 
เนื่องจากเปนกรดอะมิโนทีจ่ําเปนสําหรับการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตทั่วไป การสังเคราะหกรดอะมิโน leucine ใน
ส่ิงมีชีวิตสวนใหญอาศัย Isopropylmalate (IPM) pathway ซ่ึงปฏิกิริยาแรกเปน committed reaction มีเอนไซม 
α - Isopropylmalate  synthase (α-IPMS) เปนตวัเรงปฏิกิริยา (1-3) 
                        เอนไซม   α-IPMS  มีความสําคัญตอการเจริญของจุลชีพหลายชนิด ถูกกําหนดการสรางโดยยีน  
leuA  เปนเอนไซมชนิด  allosteric enzyme   ซ่ึงพบทั้งในแบคทีเรีย  ฟงไจ และ พืช (1-3, 19-22) การศึกษา
เกี่ยวกับเอนไซมนี้มีมาตั้งแตป ค.ศ 1956 โดยเนนที่วิถีการสังเคราะห  leucine  ใน IPM pathway (23) หลังจากนั้น
ไดมีผูรายงานการศึกษา leucine operon สวนตางๆ ไดแก  operators, structural genes  รวมไปถึงการแสดงออก
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ของ operon ดังกลาว โดยสวนใหญทําการศึกษาในเชือ้ Salmonella typhimurium (19, 23-27) แตไมมีรายงาน
การศึกษาเอนไซมชนิดนี้ใน M. tuberculosis  
                        ในการศึกษาคุณสมบัติ  polymorphisms  ของโครโมโซมเชื้อ     M. tuberculosis สายพันธุ  
H37Rv  ไดมรีายงานการพบ repeated sequence ความยาว 57 คูเบส เรียงติดกัน จํานวน 2 ชุด ที่ดาน 3’ ของยีน 
leuA โดยที่ tandem repeats นี้อยูในสวนของ coding region ของยีนดังกลาว   จากการศึกษาโครโมโซมของ M. 
tuberculosis  สายพันธุตางๆที่แยกไดจากผูปวย พบลักษณะ polymorphisms ที่สวนของ leuA gene อยางชัดเจน 
(4) และเมื่อทาํการศึกษาลําดับเบสของดีเอ็นเอในสวนที่แสดง polymorphisms พบวาลักษณะดังกลาวเปนผลมา
จากการมีจํานวนชุดที่ตางกนัของ repeated sequence ซ่ึงมีความยาว 57 คูเบส ขางตน (6)  
                        นอกจากนั้นไดมีรายงานวาทั้ง M. tuberculosis สายพันธุ H37Rv ซ่ึงมี  repeated sequence 
จํานวน 3 ชุด และ 6 ชุด บนยีน leuA สามารถสรางเอนไซม  α-IPMS ได โดยที่เอนไซมที่ไดมีลักษณะ 
polymorphisms  สอดคลองกับลักษณะของยีน (6) ทั้งนี้ยังไมเคยมีรายงานการพบ  polymorphisms ของยีน 
leuA ในเชื้ออ่ืน รายงานขางตนนี้เปนการสนับสนุนวายนี leuA ของ M. tuberculosis ที่มี repeated sequences  
สามารถทํางานไดจริง อยางไรก็ตามยังไมมีผูศึกษาเอนไซม  α-IPMS ในเชื้อนี้  
                        การคนพบ VNTR ชนิดตางๆ บนโครโมโซมของ M. tuberculosis  ไดมีผูรายงานไว (5, 7)  และยงั
มีรายงานการใช VNTR ในการวิเคราะหเชื้อในกลุม Mycobacterium   อีกดวย (7-15) อยางไรก็ตามบทบาทและ
หนาที่ของ VNTR ยังไมเปนที่ทราบแนชัด   ทั้งนี้เนื่องจากการศึกษาทีมุ่งเนนในเรื่องนี้ยังมีนอยมาก   
                        ในแบคทีเรียกอโรคบางชนิด ไดมีผูรายงานวา VNTR มักอยูในยนีที่กําหนดการสราง surface 
exposed proteins  ซ่ึงเกี่ยวของกับการทําใหเกดิพยาธิสภาพของเชื้อนั้นๆ คุณสมบัติ polymorphisms ของ
โปรตีนอาจมีประโยชนในการชวยใหเชือ้กอโรคสามารถปรับตัวตอส่ิงแวดลอมทีอ่าศัย รวมทั้งอาจชวยในการหลบ
หลีกจากการทาํลายของภูมิคุมกันจากโฮสต (17) 
                        สําหรับ VNTR-containing  leuA gene ของ M. tuberculosis นี้เปนยีนทีก่ําหนดการสราง
เอนไซมสําหรับเมตาโบลิซึมของเซลล ซ่ึงไมไดมีการทํางานสัมผัสกับสิ่งแวดลอมภายนอกโดยตรง จึงอาจเปนไป
ไดวา VNTR ดังกลาวอาจมีบทบาทหรือความสําคัญอื่นๆ ตอเชื้อนี้ทั้งในแงของการดํารงชีวิตและการกอโรคที่
รุนแรงในมนษุย 
                        และสืบเนื่องจากการที่ M. tuberculosis  ยังคงเปนสาเหตุสําคัญของการตายในประชากรโลก การ
ปองกันโรควณัโรคโดยการใชวัคซีน BCG แมจะไมส้ินเปลืองคาใชจายมากและใชกนัอยางแพรหลาย แต
ประสิทธิภาพของการปองกันโรคของวัคซีนชนิดนีย้ังคงมีความผันแปรอยูมาก (28, 29) การคิดคนหรือพัฒนาวคัซีน
ปองกันวณัโรคที่มีคุณสมบัติดีขึ้น จึงยังคงเปนที่ตองการและมีความสําคัญตอสังคมอยางมาก เชน การพัฒนา 
mutant สายพันธุใหมๆ ของ Mycobacteria  ที่มีประสิทธิภาพในการชักนําใหโฮสตสามารถสรางภูมิคุมกันใน
ระดับที่สูงพอ มีประสิทธิภาพดี และสามารถปองกันโรคไดในระยะยาว 
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                        ไดมีผูรายงานการใช  leucine biosynthetic pathway  เปนเปาหมายในการทําใหเชื้อในกลุม M. 
tuberculosis complex กลายเปนเชื้อทีอ่อนกําลังและไมสามารถกอโรคได   เชน     การใชเทคนิค  transposon 
mutagenesis  ในการสราง   BCG   leucine auxotroph  ที่มีบางสวนของยีน  leuD  ซ่ึงเปนยีนกําหนดการสราง
เอนไซม  α-IPM isomerase  ถูกทําลายไป  ทําใหเชื้อดงักลาวอยูในภาวะ attentuation เมื่อทดสอบในหนู และไม
สามารถเพิ่มจํานวนไดในเซลลเพาะเลี้ยงของ  macrophages (30, 31) 
                        จากรายงานของ  Hondalus  และคณะในป ค.ศ 2000  แสดงใหเหน็วา  leucine auxotroph ของ
เชื้อ  M. tuberculosis  ซ่ึงสรางขึ้นโดยใชเทคนิค allelic exchange โดยแทนที่ยีน leuD ดวย mutant copy ที่มี
สวนของยีนนีห้ายไป 359 คูเบส อยูในภาวะ attenuation เมื่อทดสอบในหนู และทําใหหนูมีอัตราการรอดตายจาก
การรับเชื้อ M. tuberculosis ไดดเีทียบเทากับการใชวัคซีน BCG (18) ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงศักยภาพในการใช  
leucine auxotroph ในการพัฒนาวัคซีนปองกันวณัโรคในอนาคต 
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วัสดุและวิธกีาร 

 
               การวิจัยนี้เปนการศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม  α -isopropylmalate synthase (α-IPMS) ซ่ึงกําหนดโดย
ยีน leuA ของเชื้อ Mycobacterium tuberculosis สายพันธุ H37 Rv โดยทําการเปรียบเทียบระหวางเอนไซมที่สราง
โดยยนี leuA ปกติ และเอนไซมที่สรางโดยยีน leuA ที่ตัดสวน repeated sequence ซ่ึงยาวชุดละ 57 คูเบสจํานวน 2 
ชุดออกแลวโดยเรียกวา mutated enzyme (สรางจาก mutated gene) ระเบียบวิธีวจิัยและรายละเอยีดมดีังนี ้
               1. การสรางพลาสมิดที่มี mutated leuA gene ประกอบดวย การทํา mutation โดยนํา repeated sequence ซ่ึง
ยาวชุดละ 57 คูเบส จํานวน 2 ชุดออกโดยใชเทคนิค Mutagenic PCR procedure 
               2. เตรียมเอนไซม α-IPMS จากยนี leuA ปกติ (native α-IPMS) และ mutated leuA gene 
               3. ศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติของ mutated α-IPMS กับ native α-IPMS  
 
1.  สายพันธุแบคทีเรียและชนิดของพลาสมิด 
                แบคทีเรียที่ทําการศึกษาในครั้งนี้คือ Mycobacterium tuberculosis สายพันธุ H37 Rv ซ่ึงใชเปนแหลงของ
ยีน leuA สําหรับการผลิตเอนไซม alpha-isopropylmalate synthase (α-IPMS) และใชแบคทีเรีย E .coli  สายพันธุ
DH5α (BRL) เปนโฮสตสําหรับขั้นตอนการทํา cloning ในสวนของ protein expressionใช E. coli สายพันธุ
BL21(DE3) (Novagen) และใชพลาสมิด pET15b (Novagen) เปน cloning vector และ expression vector ดังแสดง
ในรูปที่ 1 

 
                    รูปท่ี 1   แสดง cloning vector (pET15b) ที่ใชในการศึกษา   
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2. การสราง recombinant plasmid ท่ีมี mutated leuA gene  
    2.1 การเตรียม mutated leuA gene          
          2.1.1  การออกแบบ Primer  
              ใชขอมูล leuA gene sequence ในการออกแบบ Primers จํานวน 3 คู โดย 2 คู ใชสําหรับการเพิ่มจํานวน
ช้ินสวนของยนี leuA ที่อยูหนาและหลัง tandem repeat ตามลําดับ สวนคูที่ 3 ใช ในการเพิ่มจํานวน mutated gene
จากการนําชิน้สวนของ gene 2 สวนที่เพิ่มจาํนวนไดแลวมาตอกัน 
              ในการออกแบบ Primer จะทําการออกแบบใหไดผลผลิตสวนหนาของ tandem repeat มี ปลาย 3’ เปนเบส
คูสมกับสวนหลังของ tandem repeat เปนความยาว 12 คูเบส จากนั้นทาํ PCR รอบที่สอง โดยใชผลผลิตจากการเพิ่ม 
DNA ในรอบแรกที่นํามาทําใหบริสุทธิ์แลวและถูก anneal เขาดวยกันเปน template ดังรูปที่ 2   ทั้งนี้ Primer คูที่ 3 
ไดออกแบบใหมี cloning site (NdeΙ, BamHΙ) เพื่อใชในการทํา cloning ตอไป 
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         รูปท่ี 2  แสดงตําแหนงของ Primers ที่ใชในการเพิม่จํานวนสวนของยีน leuA เพื่อใชในการศกึษา 
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  2.1.2  การเพิม่จํานวนชิ้นสวนของ leuA gene สวนที่อยูหนาและหลัง tandem repeat  
                   ใชเทคนิค PCR ทําการเพิ่มจํานวนชิน้สวนของยีน 2 สวนจาก template ซ่ึงเปน recombinant plasmid ที่
ประกอบดวยช้ินสวนของ chromosomal DNA ของแบคทีเรีย M. tuberculosis สายพันธุ H37Rv ความยาวประมาณ 
4.2 Kb ซ่ึงมี complete leuA gene อยูภายใน ตอเขากับ cloning vector pGEM-7zf (+/-) เรียก pBB4.2 ( 4  ) ดังรูปที่3 
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ตําแหนงRepeated 
sequence

จุดเร่ิม
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     รูปท่ี 3    แสดงพลาสมิด pBB4.2 ซ่ึงมี complete leuA gene อยูภายในสวนของโครโมโซมจากเชื้อ  
                    M. tuberculosis ซ่ึงยาว 4.2 Kb 
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                    ทําการปรับหาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อใหได PCR product ที่มีความจําเพาะและมีปริมาณมากพอ ทําการ
ตรวจสอบผลผลิตจาก PCR โดยใชวิธี agarose gel electrophoresis โดยใชความเขมขนของ agarose เปน 1% หรือ 
1.5% ใน 0.5 M Tris Boric EDTA buffer (TBE) ขึ้นกับขนาดของ PCR product  
         2.1.3  การตอช้ินสวนที ่1 (สวนหนา tandem repeat) และชิ้นสวนที่ 2 (สวนหลัง tandem repeat) เขาดวยกัน
และการเพิ่มจาํนวน mutated gene 
                   ในการตอช้ินสวนที่ 1 และ 2 ของ leuA gene จะตองทําการปรับหาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อใหช้ินสวนทั้ง
สองตอเขาดวยกันไดอยางดกีอนนําไปใชเปน template เพื่อเพิ่มจํานวน mutated gene  ดังกลาวใหไดปริมาณมาก
สําหรับใชในการตัดตอเขากับ cloning vector การตอช้ินสวนของยนีดังกลาวจะตองทํา annealing ในหลอดทดลอง 
กอนทํา PCR และปรับหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทํา PCR ในการเพิ่มจํานวน mutated gene ดวย 
    2.2  การเชื่อมตอ mutated gene เขากับเวคเตอร 
           นํา mutated gene fragment ที่เพิ่มจํานวนไดแลว มาทําใหบริสุทธิ์โดยใช PCR purification kit (Qiagen) หา
ความเขมขนดวยวิธี Spectrophotometry (260 nm) จากนัน้ตัดดวยเอนไซม ตัดจําเพาะ NdeΙ และ BamHΙ ที่อุณหภมูิ 
37oซ เปนเวลา 3 ชม. จากนั้นนําไปแยกดวยกระแสไฟฟาโดยใช 0.8% low melting agarose  ความตางศักย 100 
โวลท เปนเวลา 40 นาที ตัดแยกสวนที่มี DNA ที่ตองการมาทําการสกัดชิ้นสวน DNA ออกโดยใช gel extraction kit 
(Qiagen) หลังจากหาความเขมขนของ mutated gene fragment ที่เตรียมได นํามาตอเชือ่มเขากับเวคเตอร pET15b ซ่ึง
ตัดดวยเอนไซมชุดเดียวกนั โดยใช molar ratio ที่เหมาะสม ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นทํา transformation 
เขาสู E. coliสายพันธุ DH5α ซ่ึงเตรียมเปน competent cell จากนัน้เพาะเลี้ยงบน L agar ที่มีแอมพซิิลินความเขมขน 
100 ไมโครกรัม/มล. 
    2.3 การคัดเลือก clone ที่มี recombinant plasmid ที่ตองการ 
         ทําการคัดเลือก clone ที่มี recombinant plasmid ที่ตองการ ซ่ึงมี insert (mutated gene) 2 วิธีดังนี้  
         2.3.1 วิธี restriction analysis 
                       สกัดแยก recombinant plasmid ออกจากโคโลนีโดยใชวธีิ alkaline lysis method จากนั้นตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BamHΙ  และ NdeΙ  โดยใชปริมาณ DNA 3 ไมโครกรัม อุณหภูมิ 37 oซ เปนเวลา 3 ชม. จากนัน้
ตรวจดูผลโดยใชวิธี agarose gel electrophoresis 
         2.3.2 วิธี PCR amplification โดยใช colony extract  
                       นําโคโลนีที่คาดวามี recombinant plasmid ซ่ึงตองการทดสอบ ปริมาณ 1 loop มาทําใหเปน 
suspension ดวยน้ํากลั่นปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําไปแชแข็งที่อุณหภูม ิ-70 oซ เปนเวลา 15 นาที จากนั้นทําให
ละลายและปนใหเซลลแตกดวย vortex mixer เปนเวลา 3-5 นาที ปนเก็บสวนใส โดยใชเครื่อง centrifuge ที่ความเรว็
รอบ 6000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที นําไปใชเปน template ในการทํา PCR โดยใช primer คูที่ 3 และสภาวะที่
เหมาะสมที่ไดปรับหาไวแลว 
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3.  การเตรียมเอนไซม α-IPMS จากยีน leuA ปกติและยนีท่ีเปน mutated leuA gene  
     3.1  การเตรียม α-IPMS จากยนีปกต ิ
             นํา recombinant plasmid ซ่ึงมียีน leuA ปกติ (pLEU151) (  6 ) มาทํา transformation เขาสูโฮสต E. coli สาย
พันธุ BL21(DE3) เพื่อใชในการผลิตเอนไซมปริมาณมาก โดยใช LB broth ที่ผสมยาแอมพิซิลินความเขมขน 100 
ไมโครกรัม/มล. และใช isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) เปนสาร inducer ทําการผลิตเอนไซมโดยใช
สภาวะทีเ่หมาะสมดังนี ้
             นํา E. coli  สายพันธุ BL21(DE3) ซ่ึงมี recombinant plasmid pLEU151 มาเพาะเลี้ยงใน LB broth ที่มียา
แอมพิซิลิน ที่อุณหภูมิ 37 oซ และหมุนเหวี่ยงเพื่อเพิ่มอากาศดวยความเร็ว 200 รอบ/นาที เมื่อเชื้อเจริญจนกระทั่งมีคา 
OD600 ประมาณ 0.5-0.6 เติมสาร IPTG ใหมีความเขมขน สุดทาย 0.5 มิลลิโมลาร นําไป incubate ตอที่อุณหภูมิ 25 o

ซ เปนเวลา 3-6 ชม. จากนั้นปนแยกเซลลโดยใชเครื่อง centrifuge ความเร็วรอบ 6000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 oซ และลางเซลล 1 คร้ังดวย 50 mM Tris HCL buffer pH 7.5 นําเซลลเก็บที่อุณหภูมิ -70oซ 
     3.2  การเตรียม  α-IPMS จาก mutated leuA gene 
            นํา recombinant plasmid จาก clone ซ่ึงตรวจสอบแลววามี insert ที่ถูกตอง มาทํา transformation เขาสูโฮสต 
E. coli สายพันธุ BL21(DE3) จากนัน้ดําเนินการทํานองเดียวกับการผลิตเอนไซมจากยีนปกติ โดยจะตองทําการปรับ
หาสภาวะที่เหมาะสมของการทํา protein expression ดวย ไดแก ความเขมขนของ IPTG, เวลา และการหมุนเหวีย่ง
เพื่อเพิ่มอากาศขณะสรางเอนไซม 
 
4.  การสกัดแยกและการเตรียมเอนไซมบริสุทธ์ิ  
     4.1  การเตรียม crude extract  
            นําตะกอนเซลลที่เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ-70oซ มาทําใหละลายและทาํใหเปน suspension ใน sonication buffer 
โดยใชอัตราสวน sonication buffer 10 มล. : cell culture 300 มล. นําไปทําใหเซลลแตกดวยเครื่อง sonicator โดย
แบงเปน aliquot ที่เหมาะสม จากนั้นปนเกบ็สวนใสดวยเครื่อง centrifuge ที่ 10000 g เปนเวลา 20 นาที จะได crude 
extract เพื่อใชในการแยกเอนไซมบริสุทธิ์ตอไป  
     4.2  การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity column chromatography (His-tagged protein purification 
system)  
            การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ ทําโดยใช TALON spin column (CLONTECH Laboratories) โดยนําตวัอยางซึง่
เปน crude extract 0.6-1 มล. ใสลงใน column  ทิ้งไวประมาณ 30 วินาท ีจากนั้นผสมใหเขากันอยางรวดเร็วแลว
นําไป เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที นําไป centrifuge ที่ 700 g เปนเวลา 2 นาที ทิ้งสวนที่ออกจาก column จากนัน้ทาํ
การลาง column 8-10 คร้ังดวย washing buffer 1 มล. กอนการ elute ดวย elution buffer 400-600 ไมโครลิตร 
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5.  การตรวจหา enzyme activity  
        การหา enzyme activity เปนแบบ end point assay โดยเปนการตรวจหา coenzymeA จากปฏิกริิยาดวยการใช 
DTNB [5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid)]  
          
         Assay mixture ประกอบดวย  

Tris-HCl buffer pH 8.5  50 ไมโครโมล 
KCl 20 ไมโครโมล 
acetylCoA  2 ไมโครโมล 
α- ketoisovalerate 0.5 ไมโครโมล 

          
          การหา enzyme activity ทําโดยเติมตัวอยางเอนไซมปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงใน assay mixture ที่ไดทํา 
prewarmed ไวที่อุณหภูมิ 37 oซ จากนั้น incubate เปนเวลา 2-10 นาที  จงึหยุดปฏิกิริยาดวย absolute ethanol 0.75 
มล. แลวเติมสารละลาย DTNB ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.5 มล. นําไปวัดคา OD ที่ความยาวคลื่น 412 
นาโนเมตร เทยีบหา unit ของ enzyme activity โดยใชกราฟมาตรฐานของ coenzymeA 
 
6.  การหาความเขมขนของโปรตีนในตัวอยาง 
           การหาความเขมขนของโปรตีนใชวธีิของ Bradford ( 32 )  ในกรณีที่โปรตีนมีความเขมขนสูงจะใชวิธี Lowry 
หรือ spectrophotometry ที่ความยาวชวงคลื่น 280 นาโนเมตร 
 
7.  การศึกษาเปรียบเทียบคณุสมบัติของ mutated α-IPMS กับ native α-IPMS 
           คุณสมบัติตางๆ ของเอนไซมที่ศึกษามีวิธีการดังนี้  
 
      7.1  การหา molecular weight (MW)  
             7.1.1 การหา MW ของหนวยยอย (subunit) ของเอนไซม โดยวธีิ sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE)  
                       การทํา SDS-PAGE ใช polyacrylamide ความเขมขน 10% ซ่ึงมี SDS อยูดวย 0.1% และใช stacking 
gel ความเขมขน 4 % ตามวิธีของ Laemmli ( 33 ) และ Weber and Osborn ( 34 ) ตัวอยางจะถูก reduced ดวย SDS 
และ dithiothreithol (DTT) กอนนําไปทําให denature ดวยการตม 3 นาที ปริมาณโปรตีนที่ใชใสในแตละหลุมของ
เจลมีปริมาณประมาณ 300 ไมโครกรัม โดยมี Prestained Protein Marker (Biolab) เปนโปรตีนอางอิง  
              7.1.2  การหา MW ของเอนไซม โดยวิธี non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis (ND-PAGE) 
                         ND-PAGE  ใชชวยวิเคราะหเอนไซมในการประมาณจาํนวนหนวยยอยของเอนไซมและการ
ประมาณคา MW ของเอนไซมในสภาพธรรมชาติ 
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       7.2  การหาคา optimum temperature สําหรับการทํางานของเอนไซม  
               คา optimum temperature หาโดยการหาคา enzyme activity ที่อุณหภูมิตางๆ คือ 4oซ, 20 oซ, 30 oซ, 37 oซ, 
40 oซ, 50 oซ, และ 60 oซ 
        
       7.3  การหาคา optimum pH สําหรับการทํางานของเอนไซม  
             คา optimum pH หาโดยการหาคา enzyme activity ที่ pH ตางๆ คือ pH 4, 5, 6, 7, 7.5, 8, 8.5 และ 9 
      
       7.4  การศึกษา pH stability ของเอนไซม  
             pH stability ศึกษาโดยการหาคา enzyme activity  หลังจากเกบ็ไวที่ pH ตางๆ (pH4, 7.5 และ 8.5) เปน         
ระยะเวลาตางกัน ไดแก 1 ชม., 3 ชม., 6 ชม., 12 ชม., และ 48 ชม. ที่อุณหภูมิ 0oซ  

7.5 การหาโครงสราง 3 มิติของเอนไซม 
การศึกษาในสวนนี้ อาศยัหองปฏิบัติการเฉพาะ ที่ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
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ผลการทดลอง 

 
     
    การศึกษาวจิัยในโครงการนี้มีผลการศึกษาดังตอไปนี ้
1. การสราง recombinant plasmid ท่ีมี mutated leuA gene  
    1.1. การเตรียม fragment ของ mutated gene  
           1.1.1 Primers  
                      จากขอมูล leuA gene sequence ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ H37Rv ไดทําการออกแบบ Primers 
จํานวน 3 คู สําหรับใชในการสราง mutated leuA gene โดยเทคนิค PCR โดย Primer คูที่ 1 และ 2 ใชในการเพิ่ม
จํานวนสวนของ leuA gene ที่อยูหนาและหลัง repeated sequence ตามลําดับ คูที่ 3 ใชในการเพิ่มจาํนวน mutated 
gene ซ่ึงไดจากการนํา fragment ทั้ง 2 สวนมาตอกัน แลวใชเปน template  
 
                  leu4  : 5’ GGAATTCCATATGACAACTTCTGAATCGCCC 3’ 
     
                  leu6 :  5’ CGCGGATCCCTAGCGTGCCGCCCGGTTGAC 3’ 
                                  
                  lmutA :  5’ CCGTGACGAGTAAGACGG 3’ 
 
                  lmutB :  5’ TACTCGTCACGGAGGCCTCCACATACGCGG 3’ 
 
 
 
ตารางที่ 1   รายละเอียด Primers ท่ีใชในการวิจัย 
 

Primer Pairs สวนที่ amplify ความยาว PCR product 
คูที่ 1 (leu4- lmutB) : 31/30 mers สวนหนา repeated sequence ของ leuA 1726 bp 
คูที่ 2 (lmutA-leu6) : 18/30 mers สวนหลัง repeated sequence ของ leuA 110 bp 
คูที่ 3 (leu4- leu6) : 31/30 mers mutated leuA 1836 bp 
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   1.1.2  การเพิม่จํานวนสวนของยีน leuA 
              นํา Primers คูที่ 1 และ คูที่ 2 มาใชในการเพิ่มจาํนวน สวนหนาและสวนหลังของ repeated sequence 
ตามลําดับ DNA fragment ซ่ึงมี leuA gene ของเชื้อ  M. tuberculosis สายพันธุ H37Rv อยูในรูป plasmid pBB 4.2      
(รูปที่3)  ทําการเพิ่มจํานวนสวนของ leuA โดยใช reaction mixture 50 ไมโครลิตร ประกอบดวย  
 
 
 

10 X PCR buffer 5      ไมโครลิตร 
MgCl2 1.25  มิลลิโมลาร 
dNTP (each) 200  ไมโครโมลาร 
primer (each) 1.0  ไมโครโมลาร 
Vent Polymerase 0.4   ยูนิต 
DNA template 100  นาโนกรมั 

                        
 
              จากการปรับหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มจํานวนยีนแตละสวน และ mutated gene แสดงผลที่ไดดัง
ตารางที่ 2 และรูปที่ 4 
 
 
ตารางที่ 2 สภาวะที่เหมาะสมสําหรับเพิ่มจํานวนชิน้สวนของยนี และ mutated gene 
 

Primer สภาวะทีเ่หมาะสมในการเพิม่จํานวนสวนของยีน 
 MgCl2 มิลลิโมลาร Denaturation Annealing Extension Cycles 

คูที่ 1 (leu4- lmutB)  1.25 95oซ, 1 นาท ี 64oซ, 3 นาท ี 72oซ, 1.45 นาที 35 
คูที่ 2 (lmutA-leu6)  1.25 95oซ, 1 นาท ี 61oซ, 3 นาท ี 72oซ, 1.45 นาที 35 
คูที่ 3 (leu4- leu6)  1.25 95oซ, 1 นาท ี 64oซ, 3 นาท ี 72oซ, 1.45 นาที 35 
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Preparation of mutated leuA gene by mutagenic PCR procedure
M frag1 frag2

Amplification of gene fragment and preparation of mutated gene

M             frag1                 frag2

2642 bp

1500 bp

1000 bp

500 bp

100 bp

M             frag1                 frag2

2642 bp

1500 bp

1000 bp

500 bp

100 bp 110 bp

1726 bp

 
 
 
 
 
 

     รูปท่ี 4    แสดง PCR Product  ของการเพิ่มจํานวนสวนของยีนที่อยูหนา repeated sequence หลัง repeated  
                 sequence   
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1.2  การเชื่อมตอ mutated gene เขากับเวคเตอรและการคัดเลือก clone ที่มี recombinant plasmid ที่ตองการ 
                นํา PCR product ของ mutated leuA gene มาทําใหบริสุทธิ์ แลวตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ 
BamHI จากนัน้นํามาผาน gel electrophoresis สกัดจาก gel แลวเชื่อมตอกับ pET15b expression vector ซ่ึงตัดดวย
เอนไซมเดยีวกัน จากนั้น transform เขาสู E. coli สายพันธุ DH5α ซ่ึงเตรียมเปนcompetent cells จากนั้นเพาะเลี้ยง
บน L agar ที่มีแอมพิซิลินความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มล.  
                การคัดเลือก clone ที่ตองการมี 2 วิธี คือ restriction analysis และ PCR amplification of colony lysate 
                รูปที่ 5 แสดง PCR amplification ของ mutated leuA insert จาก colony extract ของ positive clone เมื่อ
เทียบกับ product จาก template ที่มียีนปกติ 
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recombinant plasmid carrying mutated gene
M                                    +clone  control  

selection of positive clone by PCR

1950 bp

1836 bp

Kb
11.50

5.08

2.10

 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 5   PCR amplification ของ mutated leuA insert จาก colony extract ของ positive clone เมื่อเทียบกับ control 
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2.  การเตรียมเอนไซม  α-IPMS  จากยีน  leuA  ปกติและยีนท่ีเปน  mutated leuA gene 
 2.1  การเตรียม  α-IPMS  จากยีนปกต ิ
  ทําการเพาะเลีย้ง  recombinant clone  ที่มี  recombinant plasmid  ซ่ึงมียีน leuA  ปกติ  (pLEU151)  
อยูในโฮสต  E. coli  สายพันธุ  BL21(DE3)  ใน  LB broth  ที่มียา  ampicillin  ความเขมขน  100  ไมโครกรัม/มล.  
ขวดละ  400  มล.  จํานวน  3  ขวด  ในตูบมเชื้อที่อุณหภมูิ 37oซ  โดยหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  200  รอบ/นาที  
จนกระทั่งเชื้อเจริญดีและมีคา  OD600อยูในชวง 0.4-0.6  จึงเติมสารละลาย  IPTG  ใหไดความเขมขนสุดทายใน
อาหารเลี้ยงเชือ้  0.5  มิลลิโมลาร   จากนัน้บมเชื้อตอทีอุ่ณหภูมิ  25oซ  เปนเวลา  3  ชม.  จึงปนเกบ็ตะกอนเซลลและ
ช่ังบันทึกคาน้าํหนักเซลลเปยก 

 ตารางที่  3  แสดงคา OD600  และน้ําหนักของเซลลที่เตรียมสําหรับใชในการสกัดแยกเอนไซม  α-IPMS  
จากยนีปกต ิ
 
ตารางที่ 3   คา OD600  และน้าํหนักเซลลเปยกที่ไดจากการเพาะเชี้อ (ขวดละ  400  มล.)  เพื่อ 
                  เตรียม  α-IPMS 
 

ขวดเลี้ยงเชื้อ OD600 น้ําหนกัเซลลเปยก (กรัม) 
1 
2 
3 

0.562 
0.564 
0.552 

2.0923 
2.2122 
2.0945 

 
 
  
             นําตะกอนเซลลที่เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ -70o ซ   มาเตรียม  crude extract  ตามวิธีทีก่ลาวแลวขางตนและเตรยีม
เอนไซมบริสุทธิ์โดยใชเทคนิค  affinity column chromatography  ตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องตนของเอนไซมที่ได 
ไดแก  ความเขมขนของโปรตีน  SDS-PAGE  และตรวจดู  enzyme activity 
 ผลการทํา  SDS-PAGE  ของ  crude extract  และ  purified    α-IPMS ที่ผลิตจากการทํา  protein  
expression  ของ  leuA  gene ปกติพบวา เอนไซม   α-IPMS  จาก SDS-PAGE  มีขนาดของ subunit  ประมาณ  80  
kDa 
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รูปท่ี 6    แผนภาพแสดงการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ดวยวธีิ affinity column chromatography  โดย 
              ใช  Immobilized  Metal Affinity  Chromatography System 
              A : Metal Affinity Rasin (P: Sepharose, TC: Tetradenate chelator, 2+: metal ion) 
              B : H :  Histidine - tagged recombinant protein 
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         ในการทาํเอนไซมใหบริสุทธิ์ดวยวิธี  affinity column chromatography (His-tagged protein system)  ใช
วิธีการผาน  crude extract  ลงใน  Immobilized  Metal Affinity Chromatography column (CLONETECH 
laboratories)  ซ่ึงเอนไซมจะถูกทําใหบริสุทธิ์โดยอาศัยหลักการของการเกิด  interaction  ระหวาง  electropositive 
transition metals  (ซ่ึงอาจใช  CO2+,Ni2+,Cu2+  และ  Zn2+ ) กับ histidine โดยที่ธาตุที่เปนโลหะอยาง  cobalt  และ  
nickel  มี  coordination site  6  ตําแหนง ซ่ึงสามารถจับกับ  electron-rich ligand  เชน  histidine, tryptophan  หรือ  
cysteine 
 เอนไซม  α-IPMS  ซ่ึงผลิตขึ้นในรูปแบบของ  His- tagged protein  จะถูกแยกจาก  crude extract โดยมีผล
การแยกเอนไซมบริสุทธิ์ ดังแสดงในตารางที่ 4 
 
 
ตารางที่ 4  แสดงผลการเตรียม α-IPMS  จากยีน leuA  ปกติโดยใช  affinity column  
                 Chromatography 
 
               Sample Specific activity (unit/mg) Fold 

purification 
crude extract 

purified enzyme 
0.071 
0.699 

1 
9.85 

 
 
 2.2  การเตรียม  α-IPMS  จาก  mutated leuA gene 
  การเตรียม  α-IPMS  จาก  leuA  gene  ที่ถูก  mutated  แลวโดยวิธี  Mutagenic PCR procedure  มี
ขั้นตอนในการเพาะเลี้ยง  recombinant clone  ทํานองเดียวกับการเตรียม  α-IPMS  จากยีน  leuA  ปกติ  และตองทาํ
การปรับหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทํา  protein expression  ไดแกความเขมขนของ  IPTG  เวลา  และการ
หมุนเหวีย่งเพือ่เพิ่มอากาศในขณะสรางเอนไซม ผลการตรียมเอนไซมมีดังนี ้
 
                   2.2.1  SDS-PAGE  ของ  mutated enzyme   
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M C- +clone

Optimization of expression condition  

175.0 k Da

83.0 k Da
62.0 k Da

 
                                                                          
                                                                          
                                                                            OD600               ~ 0.4-0.6 
                                                             IPTG concn      0.5 mM 
                                                             Temp.               25oC 

 
 
 

 
 
               รูปท่ี  7    SDS-PAGE  ของการผลิตเอนไซม  α-IPMS  จาก  mutated gene 
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2.2.2  Enzyme activity  และผลการทําเอนไซมบริสุทธิ์ 
          การหา Enzyme activity  ของ  mutated enzyme  ใชวิธีเชนเดยีวกบัการศึกษาเอนไซมจากยีนปกติ  คา enzyme 
activity และผลการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์แสดงไวในตารางที่  5 
 
 
 
 
ตารางที่  5  แสดงผลการเตรียม  α-IPMS  จาก  mutated leuA gene  โดยใช  affinity column  
                  Chromatography 
 

Sample Specific activity (unit/mg) Fold 
purification 

crude extract 
purified enzyme 

0.048 
0.120 

1 
2.50 

 
    
 
 
2.2.3  การปรับหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิต  α-IPMS  จาก  mutated leuA   
          การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับ  mutated  leuA gene  expression  ซ่ึงไดแกการเปรยีบเทียบผลของการใช
สภาวะทีต่างกนัของความเขมขนของ  IPTG (0.5 mM, 1.0 mM)  เวลา  (6,  12  ชม.)  การหมุนเหวยีงเพื่อเพิ่มอากาศ
ขณะสรางเอนไซม ทําใหสามารถสรางเอนไซมไดดดีัง แสดงในรูปที่  8 
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โปรดดูรูปในเลมจริง 
   
 
 
 
 
 
 
 
                  รูปท่ี 8      แสดงผลการตรวจดู Enzyme activity ของ Positive clone               
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3.  การศึกษาเปรียบเทียบคณุสมบัติของเอนไซม  α-IPMS  ท่ีเตรียมจากยีนปกตแิละ  mutated  gene 
 3.1  การหา  molecular weight (MW) 
  3.1.1  Molecular weight  ของหนวยยอย  (subunit)  ของเอนไซม ( SDS-PAGE)   
   เอนไซม  α-IPMS  ที่ไดจาก  mutated leuA gene expression  และทําใหบริสุทธิ์ดวย  
affinity  chromatography  ถูกนํามาผาน  SDS-PAGE  โดยใช  Polyacrylamide  ความเขมขน  10 %  และตรวจดูผล
โดยยอมเจลดวย  coomassie brilliant blue  ดังแสดงในรูปที่ 7  จากรูป  subunit  ของ  mutated  α-IPMS   อยูที่
ตําแหนงประมาณ 80 kDa 
  3.1.2  Molecular weight  ของ  mutated  α-IPMS  โดยวธีิ  non-denaturing polyacrylamide  gel  
electrophoresis (ND-PAGE) 
   จากการนํา  mutated α-IPMS  มาผาน  ND-PAGE  ทําใหทราบวา  mutated α-IMPS  มี
คา  MW  ประมาณ   160  kDa  และ  native form  ของเอนไซมประกอบไปดวยหนวยยอย  2  หนวยยอย activity 
ของเอนไซมบน Non-denaturing Polyacrylamide gel  แสดงในรูปที่ 9 
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โปรดดูรูปในเลมจริง 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
  รูปท่ี 9        Non-denaturing   polyacrylamide  gel  electrophoresis  ของ  affinity column  
                     purified mutated  α-IPMS  ตามดวย  Activity staining 
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 3.2   คา  Optimum temperature  ของการทํางานของเอนไซม 
 
                           คา  Optimum temperature  ของการทํางานของ mutated  α-IPMS ศึกษาโดยการหาคา  enzyme 
activity  ที่อุณหภูมิตาง ๆ  ไดแก  4o ซ,  20 o ซ,  30 o ซ,  37 o ซ,  40 o ซ, 50 o ซ และ  60 o ซ   
  ผลการศึกษาตามรูปที่  10  แสดงใหเห็นวาคา  optimum temperature  ของการทํางานของ mutated  
α-IPMS  คือที่อุณหภูม ิ37 o- 50 o ซ โดยทีอุ่ณหภูมิ 40 o ซ ใหคา enzyme activity สูงสุด 
 
    
 

 
 

Mutated alpha-IPMS activity at various 
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รูปท่ี  10   คา  enzyme activity  ของ  mutated  α-IPMS  เมื่อทดสอบที่อุณหภูมิตางกนั ไดแก 
4o ซ,  20 o ซ,  30 o ซ,  37 o ซ, 40 o ซ, 50 o ซ และ  60 o ซ  
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         3.3   คา optimum pH  ของการทํางานของเอนไซม 
  คา  optimum pH  ของการทํางานของ  mutated  α-IPMS  ศึกษาโดยการหาคา  enzyme activity  ที่ 
pH  ตาง ๆ ไดแก  pH  4, 5, 6, 7, 7.5, 8, 8.5 และ  9   
  ผลการศึกษาตามรูปที่  11  แสดงใหเห็นวาคา  optimum pH  สําหรับการทํางานของ mutated  α-
IPMS  คือที่  pH 7.5 
 
 
 
 

Mutated alpha-IPMS activity at various 
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รูปท่ี 11   คา  enzyme activity  ของ  mutated  α-IPMS  เมื่อทดสอบที่ pH  ตางกัน ไดแก  pH   
                4, 5, 6, 7, 7.5, 8, 8.5 และ 9 
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11 cont 
โปรดดูรูปในเลมจริง 
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  3.4  การศึกษา pH stability ของเอนไซม 
  pH stability  ของ mutated  α-IPMS  ศึกษาโดยการตรวจสอบ  enzyme activity  หลังเก็บไวที่  pH  
ตาง ๆ (pH  4,  7.5 และ  8.5)    เปนระยะเวลาตางกันไดแก  1  ชม.,  3 ชม.,  12  ชม.  และ  48  ชม.  ที่อุณหภูมิ  0o ซ 
                           ผลการศึกษาพบวา ที่ pH7.5   mutated  α-IPMS  มี stability สูงกวาที่ pH  4 และ  8.5  
                           เมื่อเวลาผานไป 48 ชม. เอนไซมมี activity ลดลงเหลือ ไมเกิน 75% ที่ pH4.0, ไมเกิน 82% ที่ 
pH7.5  และไมเกิน 30% ที่ pH8.5   
 
 
 
   
 

pH stability of mutated alpha-IPMS
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รูปท่ี  12    ผลการศึกษา  pH  stability  ของเอนไซม mutated  α-IPMS  เมื่อเก็บไวที่ pH ตาง ๆ  
                 (pH  4,  7.5,  และ 8.5)  เปนระยะเวลาตางกัน ไดแก 1 ชม.,  3 ชม., 6 ชม., 12  ชม., 
                   และ  48  ชม.  ที่อุณหภูมิ 0o ซ 
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12 cont 
 

โปรดดูรูปในเลมจริง 
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สรุปผลการทดลอง 
 

 
1. การโคลนยีน leuA  ซ่ึงกําหนดการสรางเอนไซม α-isopropylmalate synthase (α-IPMS) ในลักษณะที่

สวน tandem repeat  ซ่ึงมีความยาวชดุละ 57 bp จํานวน 2 ชุด ไดถูกตัดออก โดยอาศยัเทคนิค mutagenic 
PCR สามารถทําไดสําเร็จ โดยmutated gene  ซ่ึงถูกเชื่อมตอเขากับเวคเตอร pET15b ไดเปน recombinant 
plasmid สามารถสรางเอนไซม mutated α-IPMS ไดดีเมื่อใชสภาวะทีเ่หมาะสม 

2. Mutated α-IPMS ที่สรางขึ้นมีคา enzyme activity จากการทํา enzyme activity assay ของ crude cell 
lysate ใกลเคียงกับของ native α-IPMS 

3. สามารถทําการสกัดแยก และ purify  mutated α-IPMS จาก cell lysate ดวย His-tagged protein 
purification system ไดเชนเดยีวกับ native α-IPMS 

4. เอนไซม mutated α-IPMS มีคา MW โดยประมาณจากการทํา SDS-PAGE และ ND-PAGE ที่ใกลเคียง
และสอดคลองกับคา MW ของ native α-IPMS โดยพบวา native form ของ mutated α-IPMS 
ประกอบดวย 2 subunits เชนเดียวกับของ native α-IPMS 

5. Mutated α-IPMS มีคา optimal temperature และคา optimal pH สําหรับการทํางานของเอนไซม (enzyme 
activity) ใกลเคียงกับ native α-IPMS โดยที่คา optimal temperature และคา optimal pH ของ mutated α-
IPMS อยูที่ 37o-50oซ  และ pH7.5 ตามลําดับ สวนของ native α-IPMS อยูที่ 37o-50oซ เชนเดยีวกัน และ 
pH8.5 ตามลําดับ 

6. ผลการศึกษา pH stability ของ mutated α-IPMS พบวาการเก็บเอนไซมไวที่ pH7.5 ใหผลดีที่สุด และ
ดีกวาการเก็บเอนไซมไวที่ pH8.5 และ pH4  สวน native α-IPMS มีผลการเก็บเอนไซมไวที่ pH7.5 และ 
pH8.5 ใกลเคียงกัน และเปน pH ที่เอนไซมมี stability ดีกวาที่ pH4 เชนกัน 

7. Mutated α-IPMS ซ่ึงสรางจากยีน leuA ที่ไดตัด 57 bp tandem repeat 2 ชุดออก สามารถทํางานไดด ี โดย
แสดงจาก enzyme activity ของเอนไซม  ที่มีความใกลเคียงกับของเอนไซมที่สรางจากยนีปกติ และจาก
การทํา activity staining ของเอนไซมที่อยูบน non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis พบวา 
ทั้ง pure enzyme และ crude cell lysate แสดงผล enzyme activity ที่ชัดเจนและมีตําแหนงที่ตรงกัน 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
  
 ถึงแมวาการใช TB control program ตามแนวทางของ WHO เชน DOTS จะเปนทีย่อมรับวามี
ประสิทธิภาพในการชวยใหการรักษาวณัโรคไดผล และปองกันการเสยีชีวิตไดดยีิ่งขึน้  รวมทั้งยังชวยลดอุบัตกิารณ
การเกิดโรคอกีดวย (35,36) โรควัณโรคยงัคงเปนปญหาของประชากรโลก โดยที่ 98 % ของรายที่เสียชีวิตจะอยูใน
ประเทศกําลังพัฒนา  (37)  โดยรวมแลวมีผูเสียชีวิตเนือ่งจากเชื้อนี้ประมาณ  2  ลานราย/ปทีเดียว (38)  ปญหาที่
สําคัญมากที่สุดประการหนึ่งคือ การแพรกระจายของ multidrug-resistant (MDR) TB ซ่ึงมีผลรายแรงในกลุม
ผูปวยติดเชื้อ HIV เนื่องจากทําใหเกิดอัตราการเสียชีวิตสูงมาก  (39)  การรักษาทําไดยาก คาใชจายสูง และมี
ประสิทธิภาพต่ํา  ซ่ึงอาจทําใหเกดิผลขางเคียงตอคนไข (40) 
 ในการรักษาโรคนี้แมจะมยีาที่มีประสิทธิภาพ  แตโดยทั่วไปยังคงใชเวลานาน และอาจตองใชยารวมกัน
หลายชนิด ซ่ึงเปนสาเหตุสําคัญของ  MDR (38) 
 สําหรับการศึกษา metabolism และ biochemical pathway ของเชื้อ M. tuberculosis  ถือวามี
ความสําคัญยิ่งในการสรางความรูและความเขาใจในเรื่องการดํารงชีวติของเชื้อชนิดนี้ ปจจบุันขอมูลเกี่ยวกับ 
genome ของเชื้อสามารถชวยใหการศกึษา metabolism เปนไปไดงายยิ่งขึ้น ตวัอยางเชน ในการศึกษาความสาํคัญ
ของ lipid metabolism การศึกษาความจําเพาะของ M. tuberculosis (38, 41)  และในการศึกษาหา  drug target 
ใหมๆ   สําหรับพัฒนาการรกัษาโรคนี้ เปนตน (38) 
 ในแงของการทําใหเกดิ attenuation ของเชื้อโดยวิธี mutation ที่ gene ใน leucine biosynthesis  ไดมี
ผูรายงานการสราง attenuated strain  ของ  M. tuberculosis  และ  M. bovis  โดย allelic exchange ซ่ึงเปนการ
แทนที่ wild-type leuD gene ซ่ึงกําหนดการสรางเอนไซม   α -IPM isomerase  ดวย mutant copy ซ่ึงถูกตัด
สวนของยีนนออก  359  คูเบส ผลปรากฏวา ในภาวะขาด leucine จากภายนอก leucine auxotrope ที่ได  ไม
สามารถทําใหเกิดการตดิเชื้อในหนูและยังมีผลตอการเจริญใน macrophage ของเชื้ออีกดวย  (18, 30, 31) 
 Tandem repeats (TR) เปน repetitive DNAประเภทหนึ่งที่พบไดในเชื้อ M. tuberculosis  ตอมาพบวาม ี
variability ในแงของ repeats number มาก จึงถูกเรยีกวา variable number tandem repeat (VNTR) loci (42)  
จากรายงานการใช  Tandem Repeat Finder program (43)  มีผูพบวา  M. tuberculosis  มี  TR regions  ไมต่ํา
กวา  200-300  regions (44, 45) 
 VNTR ใน M. tuberculosis มีผูศึกษาและรายงานไวเปนจํานวนมาก และไดถูกนําไปใชอยางกวางขวางใน
การทํา strain characterization และการศึกษาในแง molecular epidemiology (7-15)  ไดมผูีรายงานวา VNTR 
typing  เปนเทคนิคสําคัญที่มีศักยภาพในการถูกพัฒนาตอไปเพื่อใชติดตามและจัดการกับการแพรกระจายของโรค
วัณโรคอีกดวย (46, 47)  ทั้งนี้เนือ่งจากการวิเคราะหแบคทีเรียกอโรคไดอยางถูกตองถึงระดับสายพนัธุเปน
ส่ิงจําเปนอยางยิ่งในการศึกษาระบาดวิทยา (48) 
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 อยางไรก็ตามยังไมมีผลการศึกษาที่ใหคําตอบที่แนชัดเกีย่วกับ biological role ของ  VNTR  และความ
เกี่ยวของของ VNTR ตอ  evolutionary process (6, 7, 45)  โดยเฉพาะอยางยิ่ง VNTR ที่พบในบริเวณ coding 
region ของ gene (5)  จากผลการศึกษาที่ผานมาไดแสดงใหเห็นวา  M. tuberculosis leuA gene  ซ่ึงกําหนดการ
สรางเอนไซม  α-IPMS  และเปน gene ที่มี  VNTR ขนาด 57 เบสอยู 2 ชุด ที่ดาน 3’ สามารถแสดงออกและ
ทํางานได  (6)  นอกจากนีย้ังพบวาจํานวนชุดของ VNTR ที่ตางกันของสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยมีผลตอขนาด
ของเอนไซม   α-IPMS อยางมีความสอดคลองกันอีกดวย  (6)  จากขอมูลเหลานี้ทําใหเปนที่นาสนใจในการเริ่มตน
ศึกษาถึงบทบาทและความสาํคัญของ VNTR ดังกลาวในเชื้อ  M. tuberculosis 
 ในการศึกษาวจิัยคร้ังนี้ไดนําสวนของ M. tuberculosis leuA  repeat sequence  ซ่ึงมีความยาว 57 คูเบส 
จํานวน 2 ชุดออก ดวยวิธี mutagenic PCR procedure ได  tandem repeat deletion mutant ที่เมื่อนําไปทํา 
gene expression ใน E. coli สายพันธุ  BL21(DE3)  พบวามีระดับของ gene expression ใกลเคียงกับระดบั 
gene expression ของ leuA ปกต ิ เมื่อทําการปรับหาสภาวะทีเ่หมาะสมแลว นอกจากนีเ้อนไซม mutated  α-
IPMS ที่แยกได ยังมีคณุสมบัติตางๆ ใกลเคียง native α-IPMS หลายประการ ไดแก น้ําหนกัโมเลกุลของเอนไซม  
น้ําหนกัของหนวยยอยของเอนไซม  enzyme activity เปนตน  
 ในแงของบทบาทและหนาที่ของ repeat sequence ไดมีผูตั้งขอสังเกตสําหรับ  microsatellite loci ใน
แบคทีเรียกอโรควา ความสามารถในการเกิด  mutation  ไดมากกวาปกติจะชวยใหแบคทีเรียมี evolutionary 
flexibility ที่มากพอที่จะเกดิการปรับตัว (adaptation) ใหเขากับการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอมที่ทําใหการ
ควบคุมการแสดงออกตามปกติของยีนขาดประสิทธิภาพไป (17, 49)  และไดมีผูรายงานที่เกีย่วพันกับขอสังเกตนี้
ไววา การเปลีย่นแปลงของจาํนวนชดุของ VNTR (changes in VNTR copy number)  มักมีผลกระทบตอการ
แสดงออกของ gene ที่เกี่ยวของกับ adaptive response ซ่ึงอาจชวยใหเชื้อสามารถหลบหลีกจากกลไกการตอตาน
ของเชื้อและยงัสามารถปรับตัวใหเขากับ microenvironment ของโฮสตได (50, 51,  52,  53) มีการศึกษามากมาย
ที่ช้ีแนะวา Mycobacterial Interspersed Repetitive Units (MIRUs) และ interspersed repetitive sequence  
อ่ืน นาจะมีบทบาทสําคัญตอวิวัฒนาการ และการเกิดความหลากหลายของกลไกการทํางานตาง ๆ ภายในเซลลของ
เชื้อกลุม  Mycobacteria ดวย (54) 
 MIRU ซ่ึงเปน repetitive units ที่สําคัญของ  M. tuberculosis เปน DNA ซ่ึงมีความยาวประมาณ 40-100 
คูเบส มักพบเปน tandem repeats และกระจายในสวน intergenic regions  ของ M. tuberculosis complex 
genomes จากการศึกษาโดยวิธี PCR และ sequence analysis มีผูรายงานวา ม ี variation ทั้งในแงของจํานวน
ของ repeat copy และ DNA sequence  โดยในสวนที่มี hypervariability ของ repeat number ทําใหเกิด
คุณสมบัติ polymorphism ถูกเรียกวา  “VNTR loci” (7)  ซ่ึงไดมีผูเสนอไววานาจะเกดิจาก relaxation ของ 
recombinational control  ระหวาง partially divergent sequences  และจากการที่เซลลไมสามารถแกไข
ขอผิดพลาดที่เรียกวา polymerase slippage errors ซ่ึงเปนผลสืบเนื่องมาจากการขาดกลไก  mismatch repair 
system  ของแบคทีเรียดวย (55) 
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 การเปลี่ยนแปลงของ DNA (genetic change) จัดเปนกระบวนการสาํคัญที่เปนรากฐานของ adaptation 
กระบวนการเหลานี้ ไดแก mutation, insertion, deletion และ inversion (56)  โดยเฉพาะอยางยิ่งกระบวนการ 
insertion และ deletion เปนกลไกสําคญัที่ทําใหเกดิ repeat sequence ขึ้น (57, 58, 59)  รวมไปถึงการเกดิ 
variation ของจํานวนชุดของ repeats ซ่ึงเปนลักษณะของ  Polymorphism อยางหนึ่ง 
 นอกจากนี้ gene duplication ซ่ึงเปนกลไกการตอบสนองของแบคทีเรียตอ selective pressure ที่เกิดขึ้น 
เพื่อปรับสรีรวิทยาของเชื้อใหสามารถดํารงชีวิตอยูไดในภาวะ stress เปนอีกกระบวนการหนึ่งทีก่อใหเกิด VNTR 
ขึ้น (56)  นอกเหนือจาก homologous recombination  ซ่ึงเปนกลไกหลักแลว (7)   
 เหลานี้เปนขอมูลที่สนับสนุนวาการพบ VNTR และ VNTR polymorphism นาจะมีความสัมพันธโดยตรง
กับกระบวนการ  adaptation  ของเชื้อกอโรค 
 ในแงของบทบาทของ repeat sequence ที่มีตอ gene expression ไดมีผูรายงานความสัมพันธของ
จํานวนของ tetranucleotide ในยนี lgtC ซ่ึงเปนยีนที่เกีย่วของกับ phenotypic switching ของ 
lipopolysaccharide epitope ที่มีตอ variable expression นอกจากนี้ mutation  ของ lgtC ทําใหเกดิภาวะ 
attenuated virulence ของเชื้อ H. influenzae ตอการติดเชื้อในหนแูรกเกิดอีกดวย (50, 51)  ทั้งนี้มีรายงานขอมูล
จํานวนมากทีแ่สดงวา short sequence repeats (SSR)ในพวก Prokaryotes มีบทบาทและหนาที่เกี่ยวกับ gene 
expression นอกจากนี้  polymorphism ของ SSR ยังถูกรายงานวา นาจะมีความสําคัญตอวิวัฒนาการของ gene 
regulation ดวย (60,  61,  62,  63,  64)  
 ในแงของ activity ของเอมไซม  จากการศึกษาครั้งนี้พบวา mutated α-IPMS ซ่ึงสรางจาก mutated leuA  
ที่ไดตัดสวนของ 57 bp-tandem repeat ทั้ง 2 ชุดออก (tandem repeat deletion mutant) มี enzyme activity  
เทียบเทาเอนไซมปกติ 
 การที่การทํางานของ mutated enzyme ไมแตกตางจากเอนไซมปกติ ซ่ึงแสดงโดยคา enzyme activity นี้
แสดงวา 57  bp tandern repeat  จํานวน 2 ชุดดังกลาว อาจไมมีความสัมพันธกับยีน leuA ในแงของ gene 
expression และคุณสมบัตพิื้นฐานของเอนไซม  แมวาผลจากการที่  mutated leuA มี deletion ของ 57 bp 
tandem repeat  จาํนวน  2  ชุด ซ่ึงอยูในลักษณะ in frame จะทําใหเกิดdeletionของ amino acid 19 residues 
จํานวน 2 ชุด  อยางไรก็ตาม Koon และคณะไดรายงานวา สวนของ VNTR sequence ดังกลาวอยูในบริเวณ  
regulatory domain (R domain) ของเอนไซมนี้ดวย (38)   ดังนั้นVNTR ซ่ึงเปน 57  bp-tandem repeat  จํานวน  
2  ชุดที่พบในยีน  leuA ของเชื้อ  M. tuberculosis  สายพันธุ H37Rv นี้  อาจมีบทบาทสําคัญอื่นบางประการตอยีน 
leuA ซ่ึงตองอาศัยการศกึษาในระดับตอไป 
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