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Abstract 

Project Code: PDF/64/2540 

Project Title: Genetic variability of gag-pol regions of HIV-1 subtypes found in Thailand relating to drug 
resistance 

Investigator: Assistant Prof. WichetLeelamanit 

E-mail Address: pywlt@maidol.ac.th 

Project Period: August, 1997-July, 2000 

 HIV-1, a causative agent of acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), is genetically classified 
into different subtypes according to envand gag coding sequences.  In Thailand, approximately 90% and less 
than 10% of HIV-infected population are infected with HIV-1 subtype E and subtype B, respectively.  
Although inhibitors of the HIV-1 protease are currently used for the treatment of AIDS, their therapeutic 
efficacy is limited due to the rapid emergence of drug resistant mutants.  Therefore, it is very important to 
understand the in vivo sequence diversity and selection of the resistant strains in order to develop new anti-
HIV drugs.  Here, we analyzed the variability of the viral protease of HIV-1 subtype epidemically in Thailand.  
Briefly, the PCR technique was performed to amplified the protease-coding regions from the proviral DNA 
isolated from peripheral blood mononuclear cells obtained from the untreated subjects, and infected patients 
who individually had received only reverse transcriptase inhibitors or both reverse transcriptase and protease 
inhibitors (10 subject per group).  After cloning the PCR products into E. coli, we randomly selected the 
clones and sequenced 100 protease-coding sequences from each group.  The data indicated that the protease 
sequences of subtype E were unique and different from those of subtype B.  Protease variants analyzed from a 
same subject were nearly homogeneous and different from patient to patient.   The amino acid substitutions 
associated with drug resistance including M36I, V82A, and V82I were detected, although the frequency of 
drug-resistant mutations was low.  Additionally, much variation appeared in the P6/PR cleavage site, while 



 

sequences of the PR/RT site were absolutely conserved.  Next, we plan to do the kinetic analysis of these 
protease variants. 
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เช้ือเอชไอวีท่ีกอใหเกิดโรคภูมิคุมกันบกพรอง (เอดส) สามารถแบงแยกเปนหลายสายพันธุตามลักษณะ
ทางพันธุกรรมท่ีพบในสวนท่ีกําหนดในสวนยีนของ gagและ envในประเทศไทยสวนใหญพบสายพันธุซับไทป
อีถึง  90% และพบสายพันธุบีเพียง 10%  ถึงแมในปจจุบันยาตานไวรัสในกลุมยับยั้งเอนไซมโปรติเอสถูก
นํามาใชเพื่อรักษาผูติดเช้ือเอชไอวี  แตเนื่องจากเช้ือนี้ดื้อตอยาดังกลาวอยางรวดเร็ว  การใชยาจึงไมไดมี
ประสิทธิภาพเต็มท่ี  ดังนั้นจึงเปนส่ิงสําคัญท่ีจําเปนตองรูกลายพันธุของเช้ือเอชไอวีท่ีเกิดข้ึนจริงในรางกาย  
ดังนั้นเราจึงทําการศึกษาความหลากหลายของเอนไซมโปรติเอส  ท้ังนี้เพ่ือประโยชนในการพัฒนายาใหม  การ
ทดลองกระทําโดยการเพ่ิมปริมาณสวนของยีนท่ีกําหนดการสรางโปรติเอสจากไวรัสท่ีฝงตัวอยูในสวนของเม็ด
เลือดขาวจากคนไขสามกลุม  คือ  กลุมท่ีไมไดรับยาเลย  กลุมท่ีไดรับยาตานไวรัสประเภทรีเวิรสทรานสคริปเต
สอยางเดียว  และกลุมท่ีไดรับท้ังยารีเวิรสทรานสคริปเตสและโปรติเอสควบคูกัน  โดยใชเทคนิคพีซีอาร(PCR) 
และการโคลนน่ิง  การทดลองพบวาสวนของยีนท่ีกําหนดการสรางโปรติเอสของซับไทปอีแตกตางจากซับไทป
บีอยางเห็นไดชัด   ในคนไขคนเดียวกันจะมีลําดับของนิวคลีโอเทดใกลเคียงกันและแตกตางจากคนไขคนอ่ืนๆ  
สามารถตรวจพบการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีดื้อตอยาตานโปรติเอส  ตัวอยางเชน M36I, V82A, และ 
V82I ได   แมวาจะพบในปริมาณท่ีเล็กนอย  นอกจากนี้ขอมูลยังแสดงถึงความหลากหลายของสวนของ P6/PR  
ในขณะท่ีสวนตัด PR/RT แทบไมมีการเปล่ียนแปลง   การทดลองตอไปจะทําการศึกษาคุณสมบัติทางจลศาสตร
ของเอนไซมโปรติเอส 

คําสําคัญ:เอชไอวี,   รีเวิรสทรานสคริปเตส,  โปรติเอส,  การดื้อยา,  การกลายพันธุ  ลําดับดีเอนเอ,  ซับไทป 

 



 

 

บทนํา 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 
 
 นับต้ังแตการระบาดอยางหนักของ เช้ือ Influenza virus ในชวงสงครามโลกคร้ังท่ี 1 (ค.ศ 1918) ซ่ึงฆา
ผูคนทั่วโลกถึง 20 ลานคนแลวคงไมมีโรคติดเช้ือชนิดใดท่ีจะฆาผูคนและเปนภัยรายแรงไดมากเทาโรคภูมิคุมกัน
บกพรอง (Acquired immunodeficiency syndrome) หรือท่ีเรารูจักกันในนามยอ ๆ วา เอดส (AIDS) 
 นับต้ังแตมีรายงานเกี่ยวกับคนไขติดเช้ือโรคเอดสรายแรกในป ค.ศ 1981 โรคติดเช้ือชนิดนี้ไดมีการแพร
ระบาดไปอยางรวดเร็วท่ัวโลก ในป ค.ศ. 1993 องคการอนามัยโลก (WHO, 1993) คํานวณวามีประชากรโลกท่ี
ติดเช้ือชนิดนี้อยูราว 14 ลานคน และมีการประเมินวาในป ค.ศ 2000 จะมีประชากรท่ัวโลกติดเช้ือนี้อาจมากถึง 
110 ลานคน โดยในจํานวนนี้จะเปนคนไขเด็กท่ีติดเช้ืออยูถึง 10 ลานคน (Man et al., 1992; WHO, 1993) 
 เปนท่ียอมรับกันวาเช้ือไวรัสท่ีเปนสาเหตุใหเกิดโรคเอดสคือเช้ือ HIV (Human Immunodeficiency 
Virus) (Barre-Sinoussi., 1983; Gallo et al., 1983; Levy et al., 1984)    ในปค.ศ 1986 กลุมของ Montagnier 
(Clavel et al., 1986) ไดพบเช้ือไวรัสท่ีกอใหเกิดโรคเอดสเชนกันแตมีความรุนแรงนอยกวาและพบระบาดมาก
เฉพาะในทวีปอัฟริกา   จึงเรียกไวรัสขนิดนี้วา HIV-2 และเรียกไวรัสตัวแรกท่ีคนพบที่มีความรุนแรงมากกวา
และระบาดท่ัวโลกวาHIV-1 
 HIV ท้ังสองประเภทจัดอยูในสมาชิกของ lentivirus     subfamily of family retroviridae (Chiu et al., 
1985; Gonda et al, 1985) HIV-1 และ HIV-2 นั้นมีลําดับของดีเอ็นเหมือนกันนั้นนอยกวา 55% HIV จีโนมเปน 
RNA ท่ีมีความยาว 9.8 กิโลเบส และลําดับของนิวคลีไทดไดถูกตรวจสอบอยางครบถวน (Ratner et al., 1985) 
ลักษณะของ HIV จีโนมประกอบดวยยีนหลัก ๆ 3 ยีนคือ gag, pol, และ env ยีน (รูปท่ี 1) ซ่ึงท้ังหมดจําเปนตอ
การเจริญเติบโตและการแพรระบาดของเช้ือไวรัส (Hahn, 1994; Conor and Ho, 1994; Green, 1995) 
  
 



 

 
 
รูปท่ี 1 แสดงลักษณะทางจีโนมของเช้ือ HIV-1 เปรียบเทียบกับของเช้ือ HIV-2  
 วงจรชีวิตของไวรัสนั้นสลับซับซอนข้ึนอยูกับชนิดของไวรัสและระบบภูมิคุมกันของคนไข (Levy, 
1994; Pantaleo and Fauci, 1996) กลาวโดยยอ ๆ คือไวรัสจะบุกรุกเซลลของคนโดยการใช gp 120 ของไวรัสจับ
ท่ี CD4 receptor ของเซลลมนุษย   หลังจากท่ี RNA ของไวรัสเขาไปในเซลล มันจะจําลอง DNA จาก RNA 
แมพิมพโดยอาศัยเอนไซม reverse transcriptase ของมัน   หลังจากนั้น DNA เสนคูท่ีสรางข้ึนใหมจะสอดแทรก
สูโครโมโซมของคนโดยอาศัยเอนไซมไวรัสอีกตัวคือ integrase และจะอยูลักษณะนั้นเปนเวลานานเปนป    เม่ือ
ไวรัสพรอมท่ีจะกอสรางตัวใหมมันจะสราง RNA ไวรัสและโปรตีนในลักษณะที่ยังไมพรอมจะทํางานท่ีเรียกวา 
precursor polypeptide  ท้ัง RNA ไวรัสและโปรตีนของไวรัสจะเคล่ือนไปยังบริเวณผนังเซลล   มันจะใชเอนไซม
อีกตัวช่ือ viral protease เพื่อทําการตัด precursor polypeptide ใหอยูในสภาพพรอมท่ีทํางาน    หลังจากข้ันตอนนี้ 
ไวรัสตัวใหมก็พรอมท่ีจะบุกรุกเซลลอ่ืนได     จะเห็นไดวาเอนไซมท้ังสามตัวคือ reverse  transcriptase, 
integrase, และ protease มีความจําเปนตอวงจรชีวิตของไวรัส    ถาขาดตัวหนึ่งตัวใด ไวรัสจะตายหรือหยุดการ
เจริญเติบโต     ดังนั้นท้ังสามเอนไซมจึงเปนกลุมเปาหมายท่ีสําคัญในการพัฒนายาตานไวรัส HIV    และ
เอนไซมท้ังสามตัวถูกกําหนดมาจากยีนของไวรัส สวนท่ีเรียกวา pol ยีน(รูปท่ี 1) 
 ปญหาสําคัญของการหายาตาน HIV ก็คือเช้ือ HIV กลายพันธุ(mutation)ไดอยางรวดเร็ว และกอใหเกิด
ปญหาดื้อตอยาตานไวรัส (Coffin, 1995; Wei et al., 1995)    ในปจจุบันนี้อาจกลาวไดวายังไมมียาตาน HIV ตัว
ใดท่ีมีประสิทธิภาพสูงจนเปนท่ีนาพอใจ   ยาท่ีมีอยูในปจจุบันและเปนที่ยอมรับขององคการอาหารและยาของ
สหรัฐอเมริกา (FDA) (Pfeiffer, 1996) ไมวาจะเปนกลุม anti-reverse transcriptase หรือแมแตกลุม anti-protease 
ซ่ึงเพิ่งนํามาจําหนายในทองตลาดก็พบไวรัสท่ีดื้อตอยาหลังจากใชยาเหลานี้ในคนไขไปไมนาน (Condra et al., 
1995; Gue et al., 1995; Wainberg et al., 1996)    นอกจากนี้การผาเหลาช่ึงทําใหเช้ือไวรัสดื้อตอยาตานไวรัสตัว
หนึ่งตัวใด  ก็อาจมีผลทําใหดื้อตอยาตานไวรัสตัวอ่ืนๆในกลุมเดียวกัน (Condra et al., 1995 ; Lin et al., 1995; 



 

Gulnik et al., 1995)    เร็วๆนี้เรายังพบวาผูปวยท่ีไมเคยไดรับยาตานไวรัสตัวหนึ่งตัวใดเลยก็มีเช้ือไวรัสท่ีดื้อตอ
ยาในกลุม anti-protease (Leelamanit et al., 1995; Leelamanit, 1996) ปรากฏการณเหลานี้ช้ีใหเห็นวาโอกาสท่ี
ผูปวยจะมีไวรัสท่ีดื้อตอยาตานไวรัสใดๆนั้นสูง     เแมวาผูปวยนั้นจะไมเคยไดรับยาตายไวรัสมากอนเลย 
 ดวยเหตุผลดังกลาวขางตนนี้จึงเปนท่ีนาศึกษาเปนอยางยิ่งของเช้ือไวรัส HIV ในประเทศไทยซ่ึงมี 
subtypes ตางจากประเทศทางสหรัฐอเมริกาและยุโรป (Yu et al., 1995) ซ่ึงในขณะนี้มีขอมูลอยูนอยมาก    
ความรูจากการศึกษาของลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือ HIV ท่ีพบในบานเราจะทําใหเราเขาใจถึงการระบาดวิทยา
ของเช้ือไวรัสนี้ในประเทศไทย วิธีการแพรกระจายในกลุมคนไข (modes of transmission)   อณูชีววิทยาของเช้ือ
ไวรัส ตลอดจนถึงกลไกของการดื้อตอยาตานไวรัสของเช้ือHIV ในบานเราไดเปนอยางดี 
 



 

 

วิธีการทดลอง 
ระเบียบวิธีการวิจัย 
ขั้นตอนท่ี 1  เก็บตัวอยางเลือดของคนไขท่ีติดเช้ือ HIV ในหมูคนไทย (Collecting Blood Samples        
from HIV-1 Infected Thai Patients)  
       เปนการเก็บตัวอยางเลือดจากคนไขท่ีติดเช้ือ HIV-1 ในประเทศไทยและบันทึกประวัติของผูปวย
อยางละเอียด   ข้ันตอนนี้มีความสําคัญมากเพราะประวัติของผูปวยเชน แม-ลูก เพศชาย-หญิง การไดรับยา
หรือไมไดรับยาตานไวรัสมากอน   ขอมูลเหลานี้จะมีผลตอการแปรผลของขอมูลท่ีได      ตัวอยางเลือดคนไขนั้น
คาดวาจะทําการเก็บจากคนไขท่ีมารักษาตัวท่ีโรงพยาบาลพระมงกุฏเกลาฯ 
 
ขั้นตอนท่ี 2  แยกดีเอ็นเอของไวรัสจากเลือดคนไข (Isolation of HIV-1 Genome)  
       เปนการแยกดีเอ็นเอของ HIV  จากเลือดคนไขโดยตรงโดยใช Ficol hypaque centrifugation เพื่อเก็บ
เม็ดเลือด    หลังจากยอยสลายเซลล   ดีเอ็นเอถูกแยกโดยใชการตกตะกอนดวยเกลือและลางอีกคร้ังดวยแอลกอ
ฮอล    ดีเอ็นเอถูกเก็บในลักษณะตะกอนใน absolute alcohol ท่ี -70°C   
 
ขั้นตอนท่ี 3  แยกสวน gag-pol ยีนของเช้ือ HIV  (DNA Amplification of HIV Pol Genes) 
       เปนการออกแบบ primers ท่ีจําเพาะตอลําดับดีเอ็นท่ีสวนของ gag-pol ยีนโดยอาศัยเครื่อง
คอมพิวเตอรแลวทําการแยกสวนของ gag-pol ยีนของเชื้อ HIV โดยใช PCR เทคนิค    หลังจากนั้นจึงทําการ
วิเคราะหแยกสวนของดีเอ็นเอท่ีขยายได โดยอาศัยเทคนิค low-melting agarose gel electrophoresis 
 
ขั้นตอนท่ี 4   clone สวน gag-pol ยีนเขาสู E. coli (Cloning of HIV Gag-Pol Genes into E. coli)   ทําการ clone 
สวนของ  gag-pol ยีนท่ีไดจากข้ันตอนท่ี 3 เขาสู E. coliเจาบาน โดยอาศัย pGEM-TA cloning vector และอาจใช
เคร่ือง electroporation 
 
ขั้นตอนท่ี 5   หาลําดับของนิวคลีโอไทดของสวน gag-pol ยีนของเช้ือ HIV ( DNA Sequencing of         
HIV Gag-Pol Genes) 
 หาลําดับของนิวคลีโอไทดของสวน gag-pol ยีนท่ีทําการโคลนไดจากข้ันตอนท่ี 4 โดยใชเคร่ืองหาลําดับ
นิวคลีโอไทดชนิดแบบอัตโนมัติ    โดยจะใชโคลนท่ีไดจากคนไขหลายๆประเภท มาเปนตัวอยางในการลําดับนิ
วคลีโอไทด 



 

 
ขั้นตอนท่ี 6  เปรียบเทียบลําดับของนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของสวน gag-pol  ยีนใน HIV-1 สาย
พันธุตางๆ (DNA and Amino Acid Sequence Comparisons of Gag-Pol Genes from Different HIV-1 Isolates)  
 ข้ันตอนนี้เปนการแปรผล  โดยการเปรียบเทียบลําดับของนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนใน
สวน gag-pol ยีนในกลุมคนไขคนไทยและในสวนของมูลท่ีทําการศึกษาจากตางประเทศ และการใช
คอมพิวเตอรเพื่อหาโครงสรางสามมิติของเอนไซม viral protease และ  reverse transcriptase    เพื่อดูกลไกการ
ดื้อตอยาตานไวรัสของ HIV สายพันธุท่ีพบในบานเรา 
 



 

 

ผลการทดลอง 
 

 
 

Nucleotide sequences of HIV-1 PR gene 
 



 

 

 
 

Amino acid sequences of HIV PR 
1. พบความหลากหลายสวนท่ีกําหนดเนเอนไซมโปรตีเอส ท้ังในลักษณะที่เปนลําดับของนิวคลีโอไทด

และกรดอะมิโน 
2. ความหลากหลายสวนท่ีกําหนดเปนเอนไซมโปรตีเอสแตกตางอยางเห็นไดชัดจากซัปไทดอีจากซัปไทป

บี 
3. พบกรดอะมิโนแอซิดท่ีสัมพันธตอการดื้อยาตานโปรตีเอส เชน G48M และ V82I เปนตน  

 



 

 

 
Nucleotide sequences of the upstream of HIV PR coding regions 
 



 

 

 
Nucleotide sequences of the downstream of HIV PR coding regions 

4. สวนของลําดบันิวคลีโอทในสวนรอยตัดของ p6/PR พบมีความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทด 
5. ในขณะท่ีสวนรอยตัดระหวาง PR/RT พบวาลําดับของนิวคลีโอไทดมีการเปล่ียนแปลงนอยมาก 



 

 



 

บทวิจารณ 

เอนไซมในสวนของเช้ือเอชไอวีนั้นมีการเปล่ียนแปลงมาก แมวาคนยังไมเคยรับยามากอนนั้นเปนการ

บงช้ีวาไวรัสชนิดนี้กลายพันธุงายมาก และเม่ือคนไขไดรับยาตานไวรัสชนิดยับยั้งเอนไซมโปรติเอส ก็จะพบการ

เพิ่มของกรดอะมิโนท่ีดื้อตอยายับยั้งเอนไซมโปรตีเอสมากข้ึน ปรากฎการณเชนนี้แสงใหเห็นชัดวาไวรัสเอสไอวี

พรอมจะดื้อยาไดในทุกขณะ 

การเขาใจถึงการเปล่ียนแปลงของสวนของเอนไซมโปรติเอสในเช้ือเอชไอวียอมมีประโยชนในการ

รักษาผูปวยเอดส การพัฒนายาใหมในอนาคตยอมตองอาศัยความรูพื้นฐานทางกลไกทางอณูชีววิทยาตลอดจน

คุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซมโปรติเอส เพื่อสามารถพัฒนายาท่ีมีประสิทธิภาพยับยั้งและลดการดื้อยาไดมาก

ท่ีสุด 
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