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แอพทาเมอรเปนกลุมโมเลกุลท่ีมีความสามารถจดจําเปาหมายไดอยางจําเพาะจึงถูกนํามาใชงาน

ในดานตางๆท่ีเกี่ยวของกับชีววิทยารวมถึงงานชีวการแพทยเปนตนวาเปนโมเลกุลท่ีใชตรวจวินิจฉัยหรือ

ใชรักษาโรคได อยางไรก็ตามแอพทาเมอรเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดท่ีสายโซโมเลกุลมีขนาดใหญสงผลใหมี

ขอจํากัดในการสังเคราะหรวมไปถึงนิวคลีโอไทดบางตําแหนงไปรบกวนการยึดจับระหวางแอพทาเมอรกับ

โมเลกุลเปาหมาย จุดประสงคของโครงการน้ีจึงมุงเปาไปท่ีการพัฒนาวิธีการในการระบุตําแหนงท่ีใชในการ

ยึดจับโมเลกุลเปาหมายของแอพทาเมอรเพื่อใหไดแอพทาเมอรท่ีมีความยาวของโมเลกุลสั้นลง โมเลกุล
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ความสอดคลองกัน ซ่ึงโมเลกุลแอพทาเมอรท่ีไดจากกระบวนน้ีจะถูกนําไปพัฒนาเปนตัวตรวจวัดสําหรับ
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Abstract 

 

Project Code: TRG5880201 

Project Title: A Practical Protocol for Identify Binding Region of Aptamer  

Investigator: Asst.Prof.Dr.Boonchoy Soontornworajit 
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Project Period: 2 years 

Abstract: 

Aptamers as specific molecular recognitions play a critical role in various biological and 

biomedical applications such as diagnostic and therapeutic molecules.  However, the aptamer 

usages are limited, because long sequences of aptamer are not practical to synthesize and 

cause the reduction in binding efficacy. The project is aimed to develop a standard protocol for 

identifying binding sequences of aptamer and truncating the aptamer sequence. Model molecules 

are PDGF-BB and its aptamer. Based on the immunoassay, the aptamer was truncated to a 

number of sequences with lengths of 36-40 nt. Those sequences had KD,app at a picomolar scale, 

indicating their binding capability. Particularly, the KD,app of truncated aptamer with a length of 36 

nt was approximately 150-fold lower than that of the full-length aptamer. The binding of the 

truncated sequences was confirmed using MD simulation. For the studied aptamer sequences, 

the binding energies obtained experimentally correlated well with those calculated from the MD, 

with correlation coefficients (R
2
) of 0.9435 (MMPB/SA) and 0.9868 (MMGB/SA). The expected 

outcome is the development of an aptamer-based recognition molecule that could find 

applications in both diagnostic assays and therapeutic treatments.   

 

Keywords: Growth Factor, Aptamer, Immunoassay  

 



1 

 

1.บทสรุปผูบริหาร (Executive Summary) 

1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหา 

โมเลกุลท่ีมีความสามารถจดจําอยางจําเพาะมีบทบาทสําคัญในการใชงานดานตางๆ ท้ังทางดาน

ชีววิทยาและทางการแพทย ตัวอยางของโมเลกุลดังกลาว เชน แอนติบอดี สายโซพอลิเพบไทด และ

โมเลกุลขนาดเล็กอื่นๆ เปนตน นอกจากความสามารถในการยึดจับกับเปาหมายอยางจําเพาะเจาะจงของ

โมเลกุลดังกลาว อีกสิ่งหน่ึงท่ีตองคํานึงถึงคือความแข็งแรงในการยึดจับ ปจจุบันน้ีแอนติบอดีเปนโมเลกุล

หลักท่ีถูกใชงานเพื่อเปนโมเลกุลท่ีมีความสามารถในการจดจําในเทคนิคการวิเคราะหตางๆ อยางไรก็ดี

แอนติบอดีเองก็มีขอจํากัดในการใชงาน อันเน่ืองมาจากเปนโมเลกุลท่ีมีความเปราะบางเสียสภาพไดงายใน

ระหวางข้ันตอนการเตรียมสารตางๆ แอนติบอดียังไปกระตุนภูมิคุมกันของรางกายทําใหฤทธิ์ทางชีวภาพท่ี

จะเปนยาลดลง นอกจากน้ีโมเลกุลของแอนติบอดีมีขนาดใหญ ทําใหหากไหลเวียนภายในรางกายเปน

เวลานานจะสงผลใหเกิดอาการขางเคียง ดังน้ันจึงจําเปนในการพัฒนาโมเลกุลท่ีมีความสามารถในการ

จดจําชนิดใหมซ่ึงมีสมบัติท่ีดีกวาแอนติบอดีตามท่ีกลาวไวขางตน  

จากความกาวหนาของเทคโนโลยีทางดานสารชีวโมเลกุล สงผลทําใหมีการพัฒนาสารในกลุมแอพ

ทาเมอรมาเปนคูแขงของแอนติบอดี แอพทาเมอรเปนสารประเภทกรดนิวคลีอิคท่ีตอกันเปนสายเดี่ยว

เรียกวาโอลิโกนิวคลีโอไทด แอพทาเมอรมีความสามารถในการยึดจับกับโมเลกุลเปาหมายไดอยางจําเพาะ

และจับอยางแข็งแรงเชนเดียวกับแอนติบอดี แอพทาเมอรมีจุดเดนท่ีเหนือกวาแอนติบอดีดังตอไปน้ี แอพ

ทาเมอรสามารถสังเคราะหใหมีลําดับเบสตามตองการไดและมีการจําหนายในเชิงพาณิชย ระยะเวลาท่ีใช

ในสังเคราะหสั้นกวาเวลาท่ีใชในการเตรียมแอนติบอดี อีกท้ังโมเลกุลของแอพทาเมอรมีความคงทนตอ

สภาวะแวดลอมมากกวา แอพทาเมอรกอใหเกิดผลขางเคียงเน่ืองจากการตอตานของภูมิคุมกันรางกาย

นอยกวา นอกจากน้ีอันตรกิริยาการยึดจับระหวางแอพทาเมอรกับโมเลกุลเปาหมายสามารถถูกรบกวนได

ดวยโอลิโกนิวคลีโอไทดท่ีเปนเบสคูสม ยังผลใหเปนแนวทางในการควบคุมการยึดจับระหวางแอพทาเมอร

กับโมเลกุลเปาหมาย ซ่ึงเปนประโยชนอยางมากในการเตรียมระบบนําสงยา โดยปกติแอพทาเมอรจะมี

ความยาวสายโซโอลิโกนิวคลีโอไทดในชวง 60-80 นิวคลีโอไทด ซ่ึงบางชวงของสายโซเทาน้ันท่ีมีบทบาท

เกิดเปนโครงสรางสามมิติท่ีใชในการยึดจับกับโมเลกุลเปาหมาย ดังน้ันในสายโซแอพทาเมอรจะประกอบ

ไปดวยสองสวนคือสวนท่ีจําเปนและสวนท่ีไมจําเปนตอการยึดจับ ในบางคร้ังสวนท่ีไมจําเปนน้ีไปมี

ผลกระทบตอความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอร นอกจากน้ีสวนท่ีไมจําเปนในการยึดจับน้ี ทําให

ความยาวโดยรวมของแอพทาเมอรยาวมากข้ึนเกินความจําเปน สงผลใหประสิทธิภาพในการสังเคราะห

ลดลง รวมท้ังการปรับแตงดวยหมูฟงกชันอื่นๆทําไดยากข้ึน ดังน้ันจึงมีความจําเปนในการท่ีจะระบุ

ตําแหนงของสวนท่ีจําเปนบนสายโซแอพทาเมอร สําหรับการระบุตําแหนงท่ีจําเปนน้ันโดยท่ัวไปจะใช

วิธีการตัดสายโซแอพทาเมอรตนแบบแบบสุม แลวนําสายโซแอพทาเมอรท่ีผานการตัดน้ันมาจําลอง

โครงสรางสามมิติของโมเลกุลเปรียบเทียบกับโครงสรางสามมิติของแอพทาเมอรตนแบบวาเหมือนกัน

หรือไม แลวจึงทําการทดลองยืนยัน โดยรวมแลวข้ันตอนจะมีลักษณะการสุมเดาซ่ึงทําใหใชเวลาและ

แรงงานมาก ดังน้ันในโครงการวิจัยน้ีจึงไดเสนอแนวทางในการคัดเลือกและระบุตําแหนงท่ีจําเปนสําหรับ

โมเลกุลแอพทาเมอร โดยหลักการท่ีใชคือการท่ีแอพทาเมอรสามารถจับกับโอลิโกนิวคลีโอไทดคูเบสเกิด
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เปนดีเอ็นเอสายคู สงผลทําใหความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอรเปลี่ยนไป จึงสามารถระบุ

ตําแหนงท่ีจําเปนในการยึดจับได 

1.2 วัตถุประสงค 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัยน้ีคือ การพัฒนาวิธีการเพื่อใชในการระบุตําแหนงบนสายโซแอพทา

เมอรท่ีใชในการยึดจับกับโมเลกุลเปาหมาย  

1.3 ระเบียบวิธีวิจัย 

1.3.1 สารเคมี 

โมเลกุลท่ีใชในโครงการวิจัยน้ีคือ แอพทาเมอรท่ีสามารถยึดจับกับโกรทแฟคเตอรท่ีมีช่ือวาพีดีจี

เอฟได และโอลิโกนิวคลีโอไทดคูเบส 

1.3.3 การศึกษาการเกิดดีเอ็นเอสายคู 

 การเกิดดีเอ็นเอสายคูระหวางแอพทาเมอรและโอลิโกนิวคลีโอไทดคูเบสจะถูกตรวจสอบดวย

เทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส  

1.3.4 การระบุตําแหนงท่ีใชในการยึดจับโมเลกุลเปาหมายของแอพทาเมอร 

 แอพทาเมอรสายท่ีมีลําดับเบสสมบูรณจะถูกผสมกับโอลิโกนิวคลีโอไทดคูเบสท่ีมีความยาว

ตางๆกัน เพื่อใหเกิดเปนดีเอ็นเอสายคู ดีเอ็นสายคูท่ีเกิดข้ึนจะถูกทดสอบการยึดจับกับโปรตีนเปาหมาย

โดยอาศัยหลักการการแขงกันยึดจับระหวางแอพทาเมอร โปรตีน และแอนติบอดี และตรวจวัดสัญญาณ

การยึดจับโดยเทคนิคอิไลซา 

1.3.5 การยืนยันความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอร 

  แอพทาเมอรท่ีเหลือแตสวนท่ีจําเปนตอการยึดจับจะถูกผสมกับสารละลายมาตรฐานพีดีจีเอฟ กอน

จะทําการตรวจวัดสมบัติการยึดจับของพีดีจีเอฟตอแอนติบอดีดวยเทคนิคอิไลซาท่ีจําเพาะตอพีดีจีเอฟ 

หากแอพทาเมอรสามารถจับไดกับโปรตีนพีดีจีเอฟจะทําใหสัญญาณท่ีวัดไดจากอิไลซาลดลง 

1.3.6 การศึกษาพลังงานอิสระในการยึดจับ 

 อันตรกิริยาระหวางโมเลกุลแอพทาเมอรและพีดีจีเอฟจะถูกคํานวณออกมาในรูปพลังงานอิสระใน

การยึดจับ โดยใชแบบจําลองทางโมเลกุลและการคํานวณทางเคมีคอมพิวเตอร 

1.4 ผลการดําเนินงานโครงการวิจัย 

จากการศึกษาดวยเทคนิคทางดานภูมิคุมกันวิทยาพบวาสามารถระบุตําแหนงท่ีแอพทาเมอรใชใน

การยึดจับและตามดวยการทําใหแอพทาเมอรมีความยาวของโอลิโกนิวคลีโอไทดสั้นลงได โดยแอพทา

เมอรดังกลาวมีคาคงท่ีในการแตกตัวอยูในชวงพิโคโมลารและมีความแข็งแรงในการยึดจับเพิ่มข้ึน 150 เทา 

เม่ือเทียบกับโมเลกุลดั้งเดิม นอกจากน้ีไดทําการยืนยันความสามารถในการยึดจับดวยการคํานวณทาง

โมเลกุลารไดนามิกส พบวาคาพลังงานการยึดจับท่ีไดจากการทดลองทางภูมิคุมกันวิทยาและการคํานวณ
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ทางคอมพิวเตอรมีความสอดคลองกัน ซ่ึงโมเลกุลแอพทาเมอรท่ีไดจากกระบวนน้ีจะถูกนําไปพัฒนาเปนตัว

ตรวจวัดสําหรับการวินิจฉัยหรือเปนสารท่ีใชในการรักษาอาการเจ็บปวยได 

2. วัตถุประสงค 

 วัตถุประสงคของโครงการน้ีคือ การพัฒนาวิธีการในการระบุตําแหนงท่ีใชในการยึดจับโมเลกุล

เปาหมายของแอพทาเมอรเพื่อใหไดแอพทาเมอรท่ีมีความยาวของโมเลกุลสั้นลง เพื่อบรรลุวัตถุประสงค

ดังกลาวแผนการสําหรับดําเนินการวิจัยแบงเปน 3 ขอดงัน้ี 

 1) การเตรียมอนุภาคท่ีเคลือบดวยโปรตีนเปาหมายเพื่อใชเปนเคร่ืองมือในการศึกษาอันตรกิริยา

ระหวางโมเลกุล  

 2) การระบุตําแหนงท่ีใชในการยึดจับของโมเลกุลแอพทาเมอรดวยวิธีการไฮบริดไดเซชันกับโอลิโกนิ

วคลีโอไทดท่ีมีเบสคูสม 

 3) การยืนยันความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอรท่ีมีสายสั้นลงดวยวิธีการทดสอบทาง

ภูมิคุมกันวิทยาและการหาคาพลังงานอิสระสําหรับการยึดจับดวยวิธีการทางเคมีคอมพิวเตอร  

 ผลสําเร็จของงานวิจัยน้ีคือไดสรางองคความรูรวมถึงความเขาใจในอันตรกิริยาระหวางโมเลกุลตอไปน้ี 

แอพทาเมอร โปรตีนเปาหมายและโอลิโกนิวคลีโอไทด ท้ังในแงการทดลองและคํานวณทางทฤษฎี และใช

องคความรูดังกลาวในการสรางวิธีท่ีใชในการระบุตําแหนงท่ีจําเปนตอการยึดจับของแอพทาเมอรสงผลให

ไดแอพทาเมอรท่ีมีสายโซโมเลกุลสั้นลง 

3 ระเบียบวิธีวิจัย 

3.1 สมมติฐาน 

โดยสมมติฐานของโครงการวิจัยน้ีคือหากการไฮบริดไดเซชันเกิดข้ึนท่ีตําแหนงเบสท่ีสําคัญตอการยึด

จับก็จะสงผลใหแอพทาเมอรเสียความสามารถในการยึดจับไปดังแสดงในรูปที่1 หากสามารถตรวจวัด

เหตุการณดังกลาวไดก็จะนําไปสูการระบุตําแหนงเบสท่ีจําเปนตอการยึดจับและทําใหแอพทาเมอรมีขนาด

สั้นลงได 

3.2 สารเคมี 

 โมเลกุลตนแบบท่ีใชในการศึกษา คือ โกรทแฟคเตอรชนิด พีดีจีเอฟ-บีบี (platelet-derived growth 

factor-BB, PDGF-BB) แอพทาเมอรท่ีสามารถยึดจับกับ พีดีจีเอฟ-บีบี และโอลิโกนิวคลีโอไทดท่ีเปนคูเบส 

(CO) สารเคมีรวมถึงอุปกรณท่ีสําคัญอื่นไดแก ฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน (phosphate buffer saline, PBS), 

โบวีนซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin, BSA), ชุดตรวจวัดปริมาณโปรตีนดวยเทคนิคอิไลซา 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) ท่ีจําเพาะตอโปรตีน พีดีจีเอฟ-บีบี  
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รูปที่1 (A) แอพทาเมอรสายโซเร่ิมตนสามารถจับโมเลกุลเปาหมายได (B) กรณีท่ีการไฮบริดไดเซชัน

เกิดข้ึนในตําแหนงท่ีไมสําคัญตอการยึดจับสงผลใหแอพทาเมอรสามารถจับกับโมเลกุลเปาหมายได (C) 

กรณีท่ีการไฮบริดไดเซชันเกิดท่ีตําแหนงสําคัญตอการยึดจับสงผลใหแอพทาเมอรสูญเสียความสามารถใน

การยึดจับโมเลกุลเปาหมาย 

3.3 การตรวจสอบการไฮบริดไดเซชัน 

 เทคนิคเจลอิเล็คโตรโฟเรซิสถูกใชในการศึกษาการไฮบริดไดเซชันระหวางแอพทาเมอรกับโอลิโกนิ

วคลีโอไทดคูสม โดยใสแอพทาเมอรสายโซเร่ิมตนลงในสารละลายท่ีมีโอลิโกนิวคลีโอไทดคูสมหรือโอลิโกนิ

วคลีโอไทดเสนอางอิงอยางใดอยางหน่ึง อุณหภูมิท่ีเตรียมสารดังกลาวคืออุณหภูมิหอง หลังจากน้ันนํา

สารละลายดังกลาวไปทดสอบดวยเทคนิคเจลอิเล็คโตรโฟเรซิสโดยใชเจลชนิดพอลิอะคลิลาไมด 

3.4 การระบุตําแหนงท่ีใชในการยึดจับโมเลกุลเปาหมายของแอพทาเมอร 

 แอพทาเมอรสายโซเร่ิมตนสําหรับพีดีจีเอฟ-บีบีถูกใสเขาไปในสารละลายท่ีมีโอลิโกนิวคลีโอไทดคูสม 

โดยท่ีโอลิโกนิวคลีโอไทดคูสมจะมีความยาวแตกตางกันตั้งแต 15-30 นิวคลีโอไทด และสามารถเกิด

ไฮบริดไดเซชันไดท่ีปลาย 5’ และปลาย 3’ ของแอพทาเมอร หลังจากน้ันสารละลายดังกลาวถูกผสมเขากับ

พีดีจีเอฟ-บีบี สัญญาณการดูดกลืนแสงดวยเทคนิคทางภูมิคุมกันวิทยา การลดลงของการดูดกลืนแสงแสดง

วาแอพทาเมอรยังสามารถจับกับพีดีจีเอฟ-บีบีไดภายหลังการไฮบริดไซชัน แสดงใหเห็นวาบริเวณของ

แอพทาเมอรท่ีเกิดการไฮบริดไดเซชันและใหผลดังกลาวไมไดมีบทบาทตอการยึดเกาะโมเลกุลเปาหมาย 

สงผลใหสามารถตัดบริเวณดังกลาวออกจากโมเลกุลแอพทาเมอรและทําใหแอพทาเมอรมีความยาวสั้นลง

ได 
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3.5 การยืนยันความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอร 

 สารละลายท่ีมีโมเลกุลแอพทาเมอรท่ีถูกทําใหสั้นลงแลว (ความเขมขนอยูในชวง 1pM-1µM) จะถูก

ผสมเขากับสารละลายพีดีจีเอฟ-บีบีเพื่อใหแอพทาเมอรดังกลาวไปจับกับพีดีจีเอฟ-บีบี หลังจากน้ันจึงนํา

สารลายท่ีเตรียมไดน้ีไปตรวจวัดดวยวิธีทางภูมิคุมกันวิทยา (ELISA) ขอมูลการดูดกลืนคลื่นแสงท่ีตรวจวัด

ไดจะนํามาคํานวณหาคาคงท่ีของการแตกตัวของแอพทาเมอร (KD) ซ่ึงเปนคาท่ีใชบอกความแข็งแรงใน

การยึดจับของแอพทาเมอรท่ีศึกษาในโครงการน้ี 

3.6 การหาคาพลังงานอิสระสําหรับการยึดจับ 

 อันตรกิริยาระหวางแอพทาเมอรและพีดีจีเอฟ-บีบีจะถูกจําลองโดยโมเลกุลารไดนามิคส (molecular 

dynamics simulation) ซ่ึงขอมูลของโครงสรางผลึกของสารเชิงซอนระหวางพีดีจีเอฟ-บีบีและแอพทาเมอร

จะไดจากฐานขอมูลของโปรตีน (protein data bank; code 2VPF) โดยข้ันเร่ิมตนจะไมมีโมเลกุลของนํ้า

และไอออนตางๆปรากฏในระบบท่ีเตรียมข้ึน การจําลองจะใช Amber stimulation package คาพลังงาน

อิสระสําหรับการยึดจับจะคํานวณดวยวิธี MM-PBSA โดยผลจากการจําลองจะถูกเปรียบเทียบกับขอมูลท่ี

ไดจากการทดลอง 

4. ผลงานวิจัยที่ไดรับ 

4.1 ผลของข้ันตอน ELISA ตออันตรกิริยาระหวางแอพทาเมอรและโปรตีน 

 หลักการของการทดลองในตอนน้ีคือ การผสมกันระหวางแอนติบอดีและโอลิโกนิวคลีไทดท่ีตองการ

ทดสอบไมวาจะเปนแอฟทาเมอร หรือโมเลกุลควบคุม (RO) กอนท่ีจะตรวจวัดโปรตีนดวยELISA รูป 4.1 

แสดงผลของการรบกวนอันตรกิริยาระหวางแอพทาเมอรและโปรตีนจากแอนติบอดีท่ีใชในการทํา ELISA 

พบวา อันตรกิริยาระหวางแอนติบอดีและโปรตีนพีดีจีเอฟ-บีบี ไมถูกรบกวนดวยโอลิโกนิวคลีไทด ดังเห็น

ไดจากคา OD ท่ีตรวจวัดไดมีคาใกลเคียงกับชุดการทดลองท่ีไมไดเติม โอลิโกนิวคลีไทดลงไป การทดลอง

น้ีใชยืนยันความเปนไปไดของการใช ELISA ในการศกึษาอันตรกิริยาระหวางแอพทาเมอรและโปรตีนพีดีจี

เอฟ-บีบี 
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รูป 4.1 ผลของข้ันตอน ELISA ตออันตรกิริยาระหวางแอพทาเมอรและโปรตีน  Control แสดงโปรตีนพีดีจี

เอฟ-บีบีความเขมขน 20 pM, DA คือ detection antibody, RO คือ โมเลกุลโอลิโกนิวคลีโอไทด  

4.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการไฮบริดไดเซชัน 

 มีขอควรพิจารณาขอหน่ึงคือ CO จะมีอันตรกิริยาตอโปรตีนเปาหมายหรือไม ซ่ึงจะมีผลไปรบกวนการ

ไฮบริดไดเซชัน ดังน้ันจึงจําเปนจะตองทดสอบวา CO สามารถยึดจับไดกับพีดีจีเอฟ-บีบีหรือไม โดยผสมพี

ดีจีเอฟ-บีบีเขมขน 20 pM กับ CO สายตางๆ ท่ีมีความเขมขนเทากับ 2000 pM แลวจึงทําการทดสอบ

ดวย ELISA  CO ท่ีทดสอบมีความยาว 15, 17, และ 31 nt  หาก CO สามารถยึดจับไดกับพีดีจีเอฟ-บีบีจะ

ทําให คา OD ท่ีวัดไดจาก ELSA มีคาลดลง แตปรากฏวาคาท่ีวัดไดจากการทดลองน้ีน้ันไมเปลี่ยนแปลง

เม่ือเทียบกับการทดลองท่ีไมไดเติม CO ดังรูป 4.2  รวมท้ังเม่ือเพิ่มความเขมขนของ CO คา OD ท่ี

ตรวจวัดไดก็ไมเปลี่ยนแปลงดังรูป 4.3 แสดงวา CO ไมสามารถยึดจับกับพีดีจีเอฟ-บีบีได ดังน้ันจึง

สามารถใช CO เหลาน้ีในการศึกษาข้ันตอไปได 

 
รูป 4.2 ผลของการยึดจับกันระหวางพีดีจีเอฟ-บีบี และ CO สายตางๆ 
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รูป 4.3 ผลของความเขมขน CO  ตออันตรกิริยาระหวาง CO และ โปรตีนพีดีจีเอฟ-บีบี; (A) CO สําหรับ

ปลายดาน 5ʹ ของแอพทาเมอร (B) CO สําหรับปลายดาน 3ʹ ของแอพทาเมอร ชุดการทดลองควบคุม

คือตัวอยางท่ีมีเฉพาะพีดีจีเอฟ-บีบี 

 
รูป 4.4 ผลของความเขมขนแอพทาเมอรสายโซเร่ิมตน (FullApt) ตอการรบกวนการยึดจับระหวาง

แอนติบอดีและพีดีจีเอฟ-บีบีในการตรวจวัดELISA 

 นอกจากน้ีเพื่อใหไดความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับโปรตีนท่ีใชในการทดลอง จึงไดศึกษาผลของความ

เขมขนแอพทาเมอรสายโซเร่ิมตน (FullApt) ตอการรบกวนการยึดจับระหวางแอนติบอดีและพีดีจีเอฟ-บีบี 

ดังแสดงในรูป 4.4 พบวาความสามารถของแอพทาเมอรสายโซเร่ิมตนในการรบกวนอันตรกิริยาดังกลาว

แปรตามความเขมขนของแอพทาเมอรท่ีเติมลงไป โดยท่ีความเขมขนต่ําสุดท่ียังคงรบกวนอันตรกิริยาได
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คือ 60 pM จากการทดลองขางตนพบวาอัตราสวนโดยโมลท่ีเหมาะสมระหวาง พีดีจีเอฟ-บีบี: แอพทาเมอร

สายโซเร่ิมตน: CO คือ 1:3:100  

4.3 การระบุตําแหนงท่ีใชในการยึดจับของแอพทาเมอร 

 การทดลองเพื่อระบุตําแหนงท่ีใชในการยึดจับของแอพทาเมอรทําไดโดยการเตรียมไฮบริดไดเซชัน

ระหวางแอพทาเมอรสายโซเร่ิมตนและCOท่ีความเขมขนท่ีเหมาะสมเปนเวลา 30 นาที กอนท่ีเติมโมเลกุล

ท่ีเตรียมข้ึนขางตนลงไปยังสารละลายท่ีมีพีดีจีเอฟ-บีบี แลวจึงทําการตรวจวัดดวย ELISA สําหรับการ

ไฮบริดไดเซชันท่ีปลาย 5’ พบวาหากความยาวของ CO ท่ีใชมีความยาวนอยกวาหรือเทากับ 21 nt  จะ

สงผลใหแอพทาเมอรท่ีเกิดไฮบริดไดเซชันน้ันยังคงมีความสามารถในการยึดจับกับพีดีจีเอฟ-บีบี 

เชนเดียวกับแอพทาเมอรสายโซเร่ิมตน โดยพิจารณาจากคา OD ท่ีตรวจวัดไดซ่ึงมีคาใกลเคียงกันหรือไม

เปลี่ยนแปลงดังแสดงในรูป 4.5A นอกจากน้ี เม่ือความยาวของการไฮบริดไดเซชันเพิ่มข้ึนมากกวา 21 nt 

คา OD ท่ีวัดไดมีคาเพิ่มข้ึนเปนผลมาจากการสูญเสียความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอรท่ีเกิดการ

ไฮบริดไดเซชัน จากผลการทดลองน้ีช้ีใหเห็นวาบริเวณท่ีไมเกี่ยวของกับการยึดจับกับพีดีจีเอฟ-บีบีของ

แอพทาเมอรสายโซเร่ิมตนอยูท่ีปลาย 5’ โดยมีความยาว 23 nt เม่ือทดลองดวยข้ันตอนเดียวกับท่ีปลาย3’

ของแอพทาเมอรสายโซเร่ิมตนพบวา แอพทาเมอรสูญเสียความสามารถในการยึดจับเม่ือ CO ท่ีใชในการ

ไฮบริดไดเซชันมีความยาวมากกวา 27nt ดังแสดงในรูป 4.5B  

 
รูป 4.5 การศึกษาความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอรหลังจากการไฮบริดไดเซชัน (A) ผลของ

ความยาวของการไฮบริดไดเซชันท่ีปลาย 5’ (B) ผลของความยาวของการไฮบริดไดเซชันท่ีปลาย 3’ รูป

วาดทางดานซายมือแสดงภาพรวมของการเกิดไฮบริดไดเซชันท้ังสองปลายของสายโซแอพทาเมอร 

 นอกจากน้ีพบวาถึงแมจะใช CO ท่ียาวมาก เชน 5CO31 ท่ีมีความยาวมากท่ีสุดในการทําไฮบริดไดเซ

ชันแตความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอรตอโปรตีนก็ไมสูญเสียไปอยางสมบูรณ อันเกิดจาก

ประสิทธิภาพของการไฮบริดไดเซชันยังไมสมบูรณ เพื่อยืนยันสมมติฐานดังกลาวจึงไดศึกษาผลของ

อัตราสวนโดยโมลของแอพทาเมอรและ CO ตออันตรกิริยาการยึดจับ การเพิ่มข้ึนของอัตราสวนโดยโม
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ลดังกลาวจะเปนแรงผลักดันใหเกิดไฮบริดไดเซชันอยางมีประสิทธิภาพมากข้ึน โดยพบวาเม่ืออัตราสวน

โดยโมลมีคาถึง 1200:6 จะเกิดการไฮบริดไดเซชันอยางสมบูรณ สงผลใหแอพทาเมอรสูญเสีย

ความสามารถในการยึดจับอยางสมบูรณดังเชนท่ีคา OD ท่ีวัดไดมีคากลับคืนมาใกลเคียงกับคา OD ท่ีวัด

ไดจากชุดการทดลองควบคุมดังแสดงในรูป 4.6  

 

 
รูป 4.6 ผลของอัตราสวนโดยโมลของแอพทาเมอรและ CO ตอประสิทธิภาพของการไฮบริดไดเซชัน 

 การไฮบริดไดเซชันแอพทาเมอรดวย CO สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในความสามารถในการยึดจับ

ของแอพทาเมอรท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการดังกลาวตอโปรตีนเปาหมาย โดยท่ีเม่ือความยาวของไฮบริดได

เซชันเพิ่มข้ึนทําใหโครงสรางของโมกุลแอพทาเมอรเปลี่ยนไปยังผลใหความสามารถในการยึดจับโปรตีน

สูญเสียไปดวย สามารถแบงสายโซเร่ิมตนของแอพทาเมอรจากการรบกวนการยึดจับดวย CO ออกเปน

สามบริเวณ คือ 1) บริเวณท่ีไมกระทบตอการยึดจับ 2) บริเวณท่ีกระทบตอการยึดจับในระดับปานกลาง 

และ 3) บริเวณท่ีทําใหสูญเสียการยึดจับอยางสมบูรณ โดยท่ีปลาย 5’ บริเวณดังกลาวอยูความยาวของโอลิ

โกนิวคลีโอไทด 21,23,และ 25 nt ตามลําดับ สวนท่ีปลาย 3’ อยูท่ี 25, 27 และ 29 nt ตามลําดับ ถัดจากน้ี

โมเลกุลแอพทาเมอรจะถูกตัดใหสั้นลงและสอดคลองตอบริเวณดังกลาว โดยมีช่ือดังน้ี 36aApt; 36bApt; 

36cApt; 38aApt; 38bApt และ 40Apt  แลวจึงทดสอบความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอรเหลาน้ี

ในลําดับถัดไป 

4.4 การทดสอบความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอรสายสั้น 

 กอนท่ีจะทดสอบความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอรสายสั้นโดยการทดลองน้ัน จะ

ทําการศึกษาโครงสรางระดับทุติยภูมิของแอพทาเมอรโดยโปรแกรม RNAStructure และ m-fold ซ่ึงขอมูล

ท่ีไดจะเปนแนวทางในการคาดคะเนอันตรกิริยาระหวางโมเลกุลท่ีเกิดข้ึน หากโครงสรางท่ีไดแตกตางจาก

แอพทาเมอรสายโซเร่ิมตน แอพทาเมอรสายสั้นท่ีแสดงโครงสรางดังกลาวก็อาจจะสูญเสียความสามารถใน
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การยึดจับ แตหากโครงสรางเหมือนกับแอพทาเมอรโซเร่ิมตนแอพทาเมอรก็ยังคงมีความสามารถในการ

ยึดจับกับโปรตีนเปาหมาย  

 จากโครงสรางท่ีแสดงในรูป 4.7 แสดงใหเห็นวาโปรแกรมท่ีใชท้ังสองโปรแกรมใหโครงสรางทุติยภูมิท่ี

แตกตางกัน โดยท่ีโปรแกรม RNAstructure แสดงโครงสรางของแอพทาเมอร สายโซ40Apt, 38aApt, 

38bApt, และ 36aApt เหมือนโครงของแอพทาเมอรสายโซเร่ิมตน ในขณะท่ีสายโซ 36bApt, 36cApt  มี

โครงสรางตางจากแอพทาเมอรสายโซเร่ิมตน ทําใหมีความเปนไปไดวา 36bApt, 36cApt  จะไมยึดจับกับพี

ดีจีเอฟ-บีบี สวนโปรแกรม m-fold น้ัน มีเพียง 40Apt, และ 38aAptเทาน้ันท่ีมีโครงสรางเหมือนแอพทา

เมอรสายโซเร่ิมตน โดยท่ีสายโซอื่นมีโครงสรางทุติยภูมิท่ีแตกตางออกไป 

 

 
รูป 4.7 โครงสรางทุติยภูมิของ FullApt และ แอพทาเมอรสายสั้น (A) คาดคะเนโดย RNAStructure. (B) 

คาดคะเนโดย m-fold แสดงโครงสรางท่ีมีคาพลังงานต่ําสุด กรอบสี่เหลี่ยมแสดงบริเวณท่ีมีการ

เปลี่ยนแปลงในกระบวนการ SELEX 

 การทดสอบความสามารถในการยึดจับของแอพทาเมอรสายสั้นทําไดโดยผสมแอพทาเมอรดังกลาวเขา

กับโปรตีนพีดีจีเอฟ-บีบีกอนท่ีนําโปรตีนดังกลาวผสมเขากับแอนติบอดีและตรวจวัดโดยELISA  โดยมีการ

เปลี่ยนแปลงความเขมขนของแอพทาเมอรในชวง 0.01-100 pM  ผลการทดลองในรูป3.8 แสดงใหเห็นวา 

คา OD ท่ีวัดไดมีคาลดลงเม่ือความเขมขนของแอพทาเมอรสายโซ FullApt, 40Apt, 38aApt, 38bApt และ 

36aApt เพิ่มข้ึน  ในขณะท่ี 36bApt และ 36cApt เม่ือความเขมขนเปลี่ยนไปไมสงผลตอคา OD ท่ีวัดได 

การลดลงของคาOD แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการยึดจับกับโปรตีนของแอพทาเมอรขางตน 

โดยเฉพาะสายโซ 38aApt และ 36aApt แสดงความสามารถในการยึดจับโปรตีนท่ีความเขมขนต่ําถึง 1 

pM แสดงถึงความแข็งแรงในการยึดจับ  
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รูป 4.8 ผลของความเขมขนของแอพทาเมอรตอความสามารถในการยึดจับโปรตีนพีดีจีเอฟ-บีบี 

 

ตาราง 4.1 คาคงท่ีการแตกตัว (dissociation constants (KD,app)) ของแอพทาเมอรสายโซตางๆ 

Entries Dissociation constants KD,app (pM) 

FullApt 5.33 

40Apt 5.92 

38aApt 0.094 

38bApt 7.03 

36aApt 0.036 

36bApt ND 

36cApt ND 

Control sequence ND 

*ND: KD,app was not able to be determined 

 ความแข็งแรงของการยึดจับของแอพทาเมอรสายสั้นสามารถประเมินไดจากคาคงท่ีของการแตกตัว 

(dissociation constant (KD,app)) ดังแสดงในตาราง 4.1 พบวา แอพทาเมอรสาย 38aApt และ 36aApt มี

ความแข็งแรงในการยึดจับมากกวาแอพทาเมอรสายเร่ิมตนอยูประมาณ 60 และ 150 เทา ตามลําดับ 

ในขณะท่ี 40Apt และ 38bApt มีความแข็งแรงในการยึดจับนอยกวา สาเหตุอาจเกิดจากนิวคลีโอไทดท่ีไม

เกี่ยวของกับการยึดจับไปรบกวนความเสถียรของโครงสรางแอพทาเมอรสงผลทําใหรูปรางท่ีเหมาะสมตอ
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การยึดจับสูญหายไปบางช่ัวขณะ สงผลทําใหความแข็งแรงในการยึดจับลดลง ผลดังกลาวเห็นไดชัดใน

กรณี 36bApt และ 36cApt ซ่ึงไมสามารถจับกับโปรตีนได นอกจากน้ีผลการทดลองน้ียังสอดคลองกับการ

คาดคะเนโครงสรางท่ีไดจาก RNAstructure จากการศึกษาถึงข้ันน้ีแสดงใหเห็นวาหลักการไฮบริดไดเซชัน

สามารถนํามาใชระบุหาตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ีใชในการยึดจับกับโปรตีนพีดีจีเอฟ-บีบีได 

4.5 ศึกษาระบบสําหรับการคํานวณทาง Molecular Dynamics Simulation เพื่อศกึษาอันตรกิริยาระหวาง

โมเลกุล 

 โครงสรางระดับทุติยภูมิและตติยภูมิของแอพทาเมอรถูกจําลองข้ึนดวยโปรแกรม RNAStucture และ 

RNAComposer ตามลําดับ สวนโครงสรางของพีดีจีเอฟ-บีบีถูกจําลองข้ึนโดยอาศัยขอมูลทางคริสตัลจาก

ฐานขอมูลโปรตีน (PDB code:3MJG) ตามดวยการใชโปรแกรม AUTODOCK4 ในการทํานายตําแหนง

การยึดจับกันของท้ังสองโมเลกุล ผลการจําลองโครงสรางดังกลาวแสดงไวในรูปที่ 4.9 บริเวณสีชมพูแสดง

ถึงตําแหนงในโมเลกุลแอพทาเมอรท่ีใชจับกับไพรเมอร  

 

 
รูปที่ 4.9  รูปรางและตําแนงท่ียึดจับกันท่ีจุดเร่ิมตนของการจําลอง ของโมเลกุลโปรตีนและแอพทาเมอร 

 ภายหลังจากจําลองโครงสรางของพีดีจีเอฟ-บีบี และแอพทาเมอร โมเลกุลท้ังสองถูกนํามาใสกรอบของ

การจําลองทาง Molecular Dynamics ท่ีมีรูปรางเปน โดเดคาฮีดรอล โดยประจุในระบบจะถูกปรับใหสมดุล

ดวยไอออนของโซเดียมและคลอไรด และตั้งคาอุณหภูมิและความดันของระบบการจําลองใหคงท่ี และทํา

การติดตามคาพลังงานของระบบ ดังรูปที่ 4.10 พบวาคาพลังงานโดยรวม พลังงานศักย พลังงานจลน มี

คาคงท่ีตลอดชวงระยะเวลา 100 ns ท่ีทําการจําลองแสดงใหเห็นวาระบบท่ีทําการศึกษาดังกลาวมีความ

เสถียร อยูในสภาวะสมดุล และไมมีการหยุดชะงักหรือระบบลมในระหวางการศึกษาซ่ึงเหมาะแกการนําผล

มาวิเคราะหในข้ันตอไป 
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รูปที่ 4.10 พลังงานตางๆในระบบ 

 ผลจากการวิเคราะหเสนทางการเคลื่อนท่ีของโมเลกุลดังกลาวพบวา คาเฉลี่ยกําลังสองของการ

เบ่ียงเบนระยะทาง (root mean square deviation, RMSD) ของ 36bApt มีคาอยูระหวาง 3-14 Å ซ่ึงมีคา

มากท่ีสุดดังแสดงในรูปที่ 4.11 แสดงวา โมเลกุลของ 36bApt มีการเคลื่อนไหวอยางเปนอิสระมากกวา 

แอพทาเมอรโมเลกุลอื่นๆอันเน่ืองมาจาก 36bApt มีอันตรกิริยาการยึดจับตอโปรตีนนอยท่ีสุด  
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รูปที่ 4.11 คาเฉลี่ยกําลังสองของการเบ่ียงเบนระยะทาง ของแอพทาเมอรและโปรตีน 

4.6 คํานวณพลังงานอิสระของการยึดจับกันระหวางโปรตีนพีดีจีเอฟ-บีบี และแอพทาเมอรสายโซสายสั้นท่ี

ไดคัดเลือกไว 

ขอมูลจากการทดลองอิไลซานํามาใชคํานวณพลังงานอิสระของการยึดจับ(∆Gexp)โดยใชสมการ (1) 

 (1) 

 โดย T = 298 K , R คือคาคงท่ีของแกส, KD, app คือคาคงท่ีของการแตกตัววัดไดจากการทดลองอิไล

ซา สวนขอมูลจากการจําลองดวย molecular dynamics ผานภาพเสนทางการเคลื่อนท่ีของโมเลกุลจํานวน 

1000 ภาพ จาก ชวง 50 ns ทายของการจําลอง จะนํามาคํานวณพลังงานอิสระดวยวิธีการ MM/PBSA 

และ MM/GBSA ดังแสดงผลการคํานวณในตารางที่ 4.2 และรูปที่ 4.12 

ตารางที่ 4.2 พลังงานอิสระในการยึดจับของแอพทาเมอรชนิดตางๆ 

Entries KD,app (pM) ∆Gexp (kcal/mol) ∆GPB (kcal/mol) ∆GGB (kcal/mol) 

FullApt 5.33 -15.37 -44.28 ± 14.99 -72.09 ± 10.36 

40Apt 5.92 -15.31 -42.14 ± 19.15 -68.19 ± 13.29 

38aApt 0.094 -17.76 -54.05 ± 12.38 -90.13 ± 10.83 

38bApt 7.03 -15.21 -42.82 ± 12.67 -68.18 ± 12.15 

36aApt 0.036 -18.33 -63.18 ± 17.56 -92.91 ± 11.08 

36bApt - - -26.70 ± 18.16 -42.35 ± 18.88 

 

 36aApt มีคาพลังงานอิสระท่ีคํานวณไดจากขอมูลการทดลองและขอมูลจากการจําลองทาง

คอมพิวเตอรท่ีต่ําท่ีสุด คาพลังงานย่ิงต่ําแสดงใหเห็นวาอันตรกิริยาการยึดจับเกิดข้ึนไดดีกวา หรือแข็งแรง

กวา สวน 36bApt มีคาพลังงานอิสระท่ีคํานวณไดจากขอมูลการจําลองทางคอมพิวเตอรมากท่ีสุดแสดงถึง 
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อันตรกิริยาการยึดจับเกิดข้ึนไดยากกวา หรือไมแข็งแรง สวนขอมูลจากการทดลองน้ันไมสามาถคํานวณ

คาพลังงานอิสระของ 36bApt ไดเน่ืองจาก 36bApt ไมสามารถยึดจับกับโปรตีนพีดีจีเอฟ-บีบีได นอกจากน้ี

ท้ังขอมูลจากการทดลองและการจําลองทางคอมพิวเตอรยังสัมพันธกันเปนอยางดี ดังแสดงดวยคา R
2
 โดย

เม่ือเปรียบเทียบผลจากวิธีการ MM/PBSA และ MM/GBSA กับคาท่ีไดจากการทดลองพบวา มีคา R
2
 

เทากับ 0.9435 และ 0.9868 ตามลําดับ ผลการทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวานิวคลีโอไทดบางตําแหนง

ในโมเลกุลแอพทาเมอรมีบทบาทตออันตรกิริยาการยึดจับกับโมเลกุลเปาหมาย 

 

 
รูปที่ 4.12 ความสัมพันธระหวางคาพลังงานอิสระท่ีคํานวณไดจากขอมูลการทดลองและขอมูลจากการ

จําลองทางคอมพิวเตอร 

4.7 การศึกษาอันตรกิริยาระหวางแอพทาเมอรและพีดีจีเอฟ-บีบี 

 การวิเคราะหทราเจคทอรีของสารเชิงซอนระหวางแอพทาเมอรและพีดีจีเอฟ-บีบี ชวยใหเขาใจอันตร

กิริยาระหวางโมเลกุลดังกลาวในรายละเอียดมากข้ึน โดยประเมินจากการจัดเรียงตัวของโครงสรางโมเลกุล

แอพทาเมอรในสภาวะท่ีเปนโมเลกุลอิสระและสภาวะท่ีเกิดการยึดจับกับโมเลกุลโปรตีน โครงสรางของ

แอพทาเมอรจะแบงออกเปนบริเวณตางๆดังตอไปน้ี โครงสรางระดับทุติยภูมิของแอพทาเมอร 36aApt 

ประกอบไปดวยสเต็ม (stem) 3 บริเวณ และ แฮรพินลูป (hair pin loop) 2 บริเวณ ซ่ึงมีลักษณะใกลเคียง

กับ FullApt สงผลให 36aApt สามารถยึดจับกับโมเลกุลเปาหมายได (รูปที่ 4.13) ในขณะเดียวกัน 36bApt 

ไมพบโครงสรางในลักษณะดังกลาว สงผลใหความสามารถในการยึดจับสูญเสียไป 
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รูปที่ 4.13 (A) โครงสรางระดับทุติยภูมิของแอพทาเมอรท่ีทํานายโดยโปรแกรม RNAStructure (B) 

รูปแสดงแตละบริเวณของโมกุลแอพทาเมอร 

 

รูปที่ 4.14  คา RMSD ของท้ังโมเลกุลแอพทาเมอรและแตละสวนของโมเลกุล ในสภาวะอิสระและใน

สภาวะท่ีมี พีดีจีเอฟ-บีบี  
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 จากรูปที่ 4.14 ผลของโมเลกุลารไดนามิกสแสดงใหเห็นวาคา Root mean square deviation (RMSD) 
ของท้ังโมเลกุลแอพทาเมอร (FullApt และ 36aApt) และ คาของแตละบริเวณในโมเลกุลในสภาวะท่ีมีการ

ยึดจับกับโมเลกุลเปาหมายจะมีคานอยกวาคา RMSDของโมเลกุลดังกลาวเม่ืออยูในสภาวะอิสระ ในกรณี

ของ FullApt มีคา RMSD อยูในชวง 2-5 Å เม่ือเกิดการยึดจับ และอยูในชวง 2-6 Å เม่ืออยูในสภาวะอิสระ 

ท่ีเห็นการเปลี่ยนแปลงไดชัดคือกรณี 36aApt ซ่ึงมีคา RMSD อยูในชวง 6-8 Å เม่ืออยูในสภาวะอิสระ และ

3-5 Å เม่ือเกิดการยึดจับ ในกรณีของ 36bApt น้ันมีคา RMSD มีคาไมตางกันท้ังในสภาวะอิสระและใน

สภาวะท่ีมีพีดีจีเอพ-บีบีอยูรวมถึงคามีความแปรปรวนคอนขางมากอันเปนผลมาจากการท่ี 36bApt มี

อันตรกิริยาการยึดจับตอ พีดีจีเอพ-บีบี ไมแข็งแรง โดยคาเฉลี่ยของ RMSD ของแอพทาเมอรดังกลาวถูก

แสดงไวในตารางที่ 4.3 ขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นวาโครงสรางของแอพทาเมอรจะมีความเสถียรมากข้ึน

เม่ือเกิดการยึดจับกับพีดีจีเอฟ-บีบี 

ตารางที่ 4.13 คาเลี่ย RMSD ของท้ังโมเลกุลแอพทาเมอรและแตละสวนของโมเลกุล ในสภาวะอิสระและ

ในสภาวะท่ีมี พีดีจีเอฟ-บีบี  

  
Free  

Mean ± SD (Å) 

Bound 

Mean ± SD (Å) 

FullApt 

Whole 5.11 ± 0.92 3.20 ± 0.45 

Root 3.79 ± 0.68 2.57 ± 0.44 

Arm1 1.67 ± 0.46 1.57 ± 0.32 

Arm2 1.45 ± 0.37 1.73 ± 0.36 

Body 2.87 ± 0.51 3.33 ± 0.37 

36aApt 

Whole 6.62 ± 0.76 3.80 ± 0.80 

Root 3.04 ± 0.57 1.47 ± 0.34 

Arm1 1.88 ± 0.31 1.51 ± 0.22 

Arm2 1.43 ± 0.32 1.13 ± 0.40 

Body 3.85 ± 0.58 2.01 ± 0.37 

36bApt 
Whole 10.18 ± 2.14 10.24 ± 2.82 

Root - - 

 

จากการวิเคราะหในแตละสวนของแอพทาเมอรพบวาตรงสวนท่ีเปน รูท (root) และบอดี (body) มี

ผลตอการเปลี่ยนแปลงการจัดเรียงโครงสรางอยางมาก โดยเฉพาะโมเลกุล FullApt ท่ีคา RMSD 
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เปลี่ยนแปลงมากในบริเวณรูท คือจาก 3.79 ± 0.68 Å ไปเปน 2.57 ± 0.44 จากสภาวะอิสระไปเปนมีพีดีจี

เอฟ-บีบีปรากฏอยู ในสวนท่ีเปน  arm1 และ arm2  น้ันไมมีการเปลี่ยนแปลง ในกรณีของ 36aApt การ

จัดเรียงโครงสรางไมเปลี่ยนแปลงมากนัก ซ่ึงแสดงใหเห็นวา 36aApt มีโครงสรางท่ีเสถียรกวา FullApt 

สวนขอมูลRMSDของ 36bApt น้ันไมเปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคัญเน่ืองจากโมกุลดังกลาวไมมีอันตรกิริยา

ยึดจับกับพีดีจีเอฟ-บีบี 

5. สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

ผลจากโครงการดังกลาวสามารถระบุตําแหนงท่ีใชในการยึดจับของแอพทาเมอรชนิดพีดีจีเอฟ-บีบี

ได นอกจากน้ีแอพทาเมอรดังกลาวถูกทําใหมีโมเลกุลขนาดสั้นลงได กระบวนการไฮบริดไดซเซชันชวยให

เขาใจบทบาทของแตละนิวคลีโอไทดในโมเลกุลแอพทาเมอรวาเกี่ยวของกับการจัดเรียงรูปรางโมเลกุลซ่ึง

สงผลตออันตรกิริยาการยึดจับอยางไร ผลการทดลองพบวาสามารถตัดปลายดาน 5’ ได 25 นิวคลีโอไทด 

และตัดปลายดาน 3’ ได 29 นิวคลีโอไทด ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับการศึกษาโครงสรางทุติยภูมิ

ของแอพทาเมอร ความสามารถในการยึดของ 36aApt ตอโมเลกุลพีดีจีเอฟ-บีบี ดีกวาแอพทาเมอรดั้งเดิม

ซ่ึงยืนยันท้ังจากผลทางภูมิคุมกันวิทยาและการจําลองทางโมเลกุลารไดนามิกส การท่ีแอพทาเมอรมี

ความสามารถในการยึดจับมากข้ึนเน่ืองจากไดกําจัดเอานิวคลีโอไทดท่ีไปรบกวนอันตรกิริยาออกไป จาก

การคํานวณคาพลังงานอิสระพบวามีคาท่ีสอดคลองกันท้ังจากผลการทดลองทางภูมิคุมกันวิทยาและการ

จําลองทางโมเลกุลารไดนามิกส และพบวาบริเวณท่ีสําคัญตอการยึดจับของแอพทาเมอรคือ Stem I, Stem 

II, Stem III, และ center loop ผลการศึกท้ังหมดแสดงใหเห็นวาวิธีการท่ีพัฒนาข้ึนน้ีเช่ือถือไดวาสามารถ

ใชระบุตําแหนงในการยึดจับของแอพทาเมอรได และสามารถใชเปนวิธีการมาตรฐานในการศึกษา

รายละเอียดในการยึดจับสําหรับโมเลกุลอื่นๆได 

6. ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 

1. เพิ่มความเขมขนของโมเลกุลดีเอ็นเอแอพทาเมอร 

2. ปรับสภาวะของปจจัยตางๆท่ีเกี่ยวของ เชน สารละลายบัฟเฟอร, ความเขมขนของโมเลกุลตางๆ

ใหมีความเหมาะสมในการยึดจับกับโมเลกุลเปาหมายไดมากข้ึน 

3. เลือกใชโมเลกุลแอพทาเมอรตัวอื่นท่ีมีความจําเพาะกับโมเลกุลโปรตีนวีอีจีเอฟ 

4. ใชโมเลกุลอารเอ็นเอแอพทาเมอรแทนโมเลกุลดีเอ็นเอแอพทาเมอร  
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Identification of the Binding Functionality of PDGF-BB Aptamer by Using 
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Abstract: 
 Platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB) is one of potent mitogens for many 
cancer cells. It also plays significant roles in an angiogenesis which a part of blood vessel 
formation. The inhibition of PDGF-BB bioactivity via a certain recognition molecule could 
provide a way to treat both cancer and angiogenesis-related diseases. A DNA aptamer which 
is capable of specifically binding to PDGF-BB has drawn much interest to the field. 
However, an original sequence of the aptamer was 86 nucleotides (nt) in length which might 
not be synthesized and used, practically.  It was, therefore, necessary to truncate the sequence 
but maintain the binding capability of the aptamer. This work was aimed to develop a 
practical protocol to identify the binding region of the PDGF-BB aptamer in order to shorten 
the sequence and enhance the binding interaction. A key strategy relied on the hybridization 
between the original aptamer and complementary sequences (COs) resulting in loss of 
aptamer binding to the PDGF-BB. Then non-essential nucleotides could be deleted out from 
the aptamer sequence. The hybridization was performed at both 5 -́end and 3 -́end before 
being incubated with PDGF-BB. The binding capabilities of aptamer-PDGF-BB complexes 
were investigated by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Experimental results 
showed that the aptamer lost its binding functionality after forming hybridization with the 
COs length of 25 nt and 29 nt for 5 -́end and 3 -́end, respectively. The aptamer was 
therefore truncated to 36-40 nt. The truncated aptamers exhibited the higher binding 
comparing to the full-aptamer sequence with the dissociation constants were 0.036; 0.094; 
5.92 and 9.14 pM for 36-nt; 38-nt; 40-nt and full-length aptamer, respectively. Within our 
results, a protocol relying on hybridization and ELISA could be used to identify the aptamer 
binding region, and it is expectedly contributed to the disease treatment based on PDGF-BB 
regulation. 
Keywords: aptamer binding region, DNA aptamer, ELISA, PDGF-BB 
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Abstract—Aptamers demonstrate high binding affinity and 

specificity to their targets and contribute to a number of 

applications which require recognition molecules. Typically, 

original sequences of the aptamers comprised of 80 to 100 

nucleotides (nt). Only certain nucleotides in each aptamer 

sequence play a key role in the binding functionality of the 

aptamers. Thus, each aptamer sequence comprised of two 

oligonucleotide regions: essential region and non-essential 

region. In many cases, the non-essential region causes a 

reduction of binding affinity of the parent aptamer sequence. 

It was, therefore, necessary to identify the essential region 

after aptamer screenings. This work aimed to truncate the 

PDGF-BB aptamer. The strategy relied on analyses of the 

secondary structure generated by RNAstructure and mfold. 

Then the truncated sequences were experimentally verified 

their bindings by enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA). The results indicated that RNAstructure showed 

the high probability for predicting the secondary structure 

of aptamer and the truncated 36Apt exhibited an excellent 

binding capability to the target comparing to the binding 

capability of the full-length aptamer. Within the results, the 

secondary structural analysis was a promising strategy not 

only for aptamer truncation but also for the prediction of 

oligonucleotide structures. 

 

Index Terms—secondary structure, PDGF-BB aptamer, 

ELISA 

 

I. INTRODUCTION 

Nucleic acid aptamers are short single-stranded 

oligonucleotides (RNA, DNA or chemically modified 

RNA, DNA) which are systematically isolated from a 

randomly combinatorial oligonucleotide library by a 

well-defined process accomplished in vitro selection. 

Through the selection, several high-affinity and high-

specificity aptamers have been selected against a wide 

range of targets including small inorganic and organic 

molecules (K
+
, Hg

2+
, ATP, ethanolamine, etc.), large 

biomolecules (peptides and proteins), and even 

supramolecular complexes (viruses, bacteria or cells) [1], 

[2]. Aptamers had tremendously contributed to a wide 

range of application due to their advantages as following. 

                                                           
Manuscript received December 21, 2015; revised February 21, 2016. 

First, due to the robustness of the phosphodiester 

backbone, aptamers could be able to withstand harsh 

biological or chemical conditions while antibodies or 

proteins are denatured easily and irreversibly [3]. Second, 

the aptamers exhibit high binding affinity, and their 

dissociation constants could be consequently achieved to 

picomolar – femtomolar  scales [4]. Third, because the 

aptamer generation is accomplished in vitro selection, the 

aptamers have been claimed as less immunogenic or toxic 

molecules [5]. Possession of these characteristics makes 

the aptamers as rising-star molecules in several fields, 

especially therapeutic [6]-[8] and diagnostic [9]-[11]. 

The aptamers were normally screened by a well-

established process called Systematic Evolution of 

Ligands by Exponential Enrichment (SELEX). To 

perform the SELEX, a library containing a number of 

single-stranded oligonucleotides with random sequences 

was used. Typically, each oligonucleotide sequence 

comprised of a randomized nucleotide region and two 

fixed nucleotide regions. The randomized region 

demonstrated a diversity in the library sequences. The 

fixed regions were used as primer sites in enzymatic 

amplification process (i.e. polymerase chain reaction) 

[12]. After the SELEX, original sequences of the 

screened aptamer were comprised of 80 to 100 

nucleotides including the primer sites. In principle, 

different nucleotide regions of the screened aptamers 

played different roles in binding to their targets [13]. In 

addition, the primer regions would not play roles in 

binding. Thus, not all of nucleotides in a full-length 

aptamer played a critical role for binding capabilities. 

Only certain nucleotides in the full-length aptamers were 

essential for molecular folding and responded to the 

binding functionality of the aptamers [14]. The essential 

nucleotides interacting to the targets were typically 10 – 

15 nt in length and displayed as following structures: 

hairpin loops, G-quartet loops, bulges, or pseudoknots 

[15]. Other essential nucleotides which did not directly 

contact to the target also played an important role in 

supporting the interactions and remaining the structural 

conformation of the contacting nucleotides which 

relatively indicated the binding capability. In general, the 

number of essential nucleotides was approximately 25 – 
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40 nt [16]. Consequently, the other nucleotide regions 

were therefore called non-essential nucleotide regions. In 

many cases, the non-essential nucleotides might reduce 

the binding affinity of the full-length aptamer. Therefore, 

cutting off those nucleotides either does not change or 

can significantly enhance the binding affinity. Truncation 

of the aptamer sequences provided additional merits. First, 

short aptamer sequences were easy to be encapsulated or 

modified for novel nanostructures and nanomaterial [17]. 

Second, the aptamer sequences whose lengths were 

shorter than 60 nt were feasible to synthesize or modify, 

chemically [18]. It was, therefore, necessary to identify 

the essential region and to truncate the full-length 

aptamers after the SELEX. 

It has been reported that RNAstructure and mfold 

software gave out the information of oligonucleotide 

structures. Since the structures also related to the binding 

functionality of those oligonucleotides, it was feasible to 

use this two software as a strategy for aptamer truncation. 

The prediction of the structure was performed to generate 

the secondary structure based on dynamic calculation 

[19], [20]. In order to identify the binding segment, a 

comparison of similar structures between a given full-

length aptamer and shortened sequences was carried out. 

Then the information relating to the binding region could 

be evaluated. This technique was successful to identify 

the binding region of the anti-hPTK7 aptamer [21]. 

Herein, the truncation of the full-length aptamer that 

could bind to PDGF-BB was performed by secondary 

structural analysis using RNAstructure and mfold. After 

analysis the structural conformation, the full-length 

sequence was truncated. Those truncated sequences were 

experimentally verified their binding capabilities by using 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

II. MATERIALS AND METHODS 

A. Reagents 

All of the DNA molecules were purchased from 

Integrated DNA Technologies (Coralville, IA). 

Recombinant human platelet-derived growth factor BB 

(PDGF-BB, MW = 24.6 kDa), anti-human PDGF-BB 

antibodies, streptavidin-HRP, substrates were purchased 

from R&D Systems (Minneapolis, MN). Phosphate 

buffered saline (PBS) and bovine serum albumin (BSA) 

were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). 

Tween 20 was purchased from Bio-Rad laboratories 

(Hercules, CA). 

B. Analysis of Secondary Structure 

The secondary structures were generated by using 

RNAstructure version 5.7 

(http://rna.urmc.rochester.edu/software.html) and the 

mfold online web server (http://unafold.rna.albany.edu). 

The most stable structures with the lowest free energy 

were reported. 

C. Investigation of the Binding Functionality 

To investigate the binding capabilities of truncated 

aptamers, the competitive assay was performed by using 

ELISA. Briefly, capture antibodies were immobilized on 

the surface of ELISA strips. Any unoccupied sites on the 

surface sites were blocked by BSA. Meanwhile, the 

aptamers incubated with PDGF-BB. After incubation, the 

solutions containing aptamer and PDGF-BB were 

transferred into the ELISA strips coated by the capture 

antibodies. Then, detection antibodies, streptavidin-HRP, 

and substrate were added into the strip, respectively (as 

shown in Fig. 1). The optical density of the solutions was 

measured by the plate reader (Chameleon, Hidex). The 

λmax was set at 472 nm. The experiments were performed 

in triplicate. 

Finally, the percentage was calculated by using 

equation: 

𝑃𝑒𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒 (%) =  
𝑂𝐷 − 𝑂𝐷0

𝑂𝐷𝑐 − 𝑂𝐷0
× 100 

Whereas: OD is the optical density of samples; OD0 is 

the optical density without PDGF-BB (blank); ODc is the 

optical density with PDGF-BB only (control). 

 

 

Figure 1.  Schematic illustration for testing the binding functionality by 
ELISA [4]. 

III. RESULTS AND DISCUSSION 

A. Analysis of Secondary Structure 

The original sequence of PDGF-BB aptamer was 86 

nucleotides comprising of 40 randomized nucleotides and 

46 nucleotides for the primer region [22]. At 5’-end, there 

were 21 nucleotides while at 3’-end, there were 25 

nucleotides as the primer sites, respectively. The primer 

regions were possible points to be deleted out so that after 

the deletion remaining sequences were able to bind to 

PDGF-BB. The full-length aptamer, denoted as Full-Apt, 

was therefore truncated either each side of 5′-end or 3′
-end or both ends to generate truncated sequences named 

as 5N21Apt, 3N25Apt and 40Apt, respectively. The 

structural analysis suggested that if the essential 

nucleotides region did not change the conformation, the 

truncated aptamers would remain the binding 

functionalities. Furthermore, the binding functionalities 

were significantly reduced or completely lost when the 

structural conformation of the essential region was 

changed. To study the structural analysis, the lowest free 

energy of Full-Apt, 5N21Apt, 3N25Apt and 40Apt is 

shown in Fig. 2. Both RNA structure and m fold 

indicated that the essential nucleotides still remain the 

initial conformation. It suggested that the binding 

functionality of these truncated sequences should be 

comparable to that of the full-length aptamer. 
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Figure 2.  Represented secondary structures of Full-Apt, 5N21Apt, 
3N25Apt, and 40Apt aptamers. (A) Using RNAstructure. (B) Using 

mfold. These structures were generated and displayed the lowest free 

energy. Rectangular boxes indicate the randomized nucleotides. 

 

Figure 3.  The effect of ELISA procedure on aptamer‒protein 
interaction. 20 pM of PDGF-BB was sequentially incubated with 

different components. Control displays PDGF-BB (20pM). DA 

indicates detection antibody. RO indicates random oligonucleotide. 
Error bars indicate S.D (n=2). *P < 0.05; **P < 0.01 vs. control (two-

tailed Student’s t-test). 

B. Study of the Effect of ELISA Procedure on the 

Aptamer-Protein Interaction 

Prior to performing ELISA, effect of antibodies used in 

ELISA on the interference of aptamer-PDGF-BB 

interaction has been investigated (Fig. 3). To investigate 

the role of capture antibody on the interference, a certain 

amount of aptamer (Apt) or random oligonucleotide (RO) 

was incubated with the antibody. Then PDGF-BB was 

added and ELISA was performed normally. The results 

indicated that neither Apt nor RO interrupted interaction 

between PDGF-BB and capture antibody. The effect of 

detection antibody (DA) on the interference was also 

investigated by incubating the DA with the nucleotides 

and then performing ELISA normally. The results 

indicated that both Apt and RO did not interact with DA, 

therefore, the optical density of these two samples was 85% 

of the control. It suggested that there was no Apt-DA 

interaction. Within these results, the ELISA procedure 

could be utilized for investigating the binding interaction 

between aptamers and PDGF-BB. 

C. Examination of the Binding Functionality 

The secondary structural analysis suggested that after 

cutting off the primer sites, PDGF-BB aptamer could 

maintain the binding functionality. To confirm this 

hypothesis, a competitive assay based on ELISA was 

carried out (Fig. 4). 20 pM of PDGF-BB was incubated 

with 0.1 and 100 pM of Full-Apt and 40Apt. The results 

showed that truncation of primer sites could remain the 

binding capability of the aptamer. However, the truncated 

40Apt exhibited a four-fold lower binding capability than 

the full-length aptamer. The possible explanation was that 

some remaining nucleotides were non-essential 

nucleotides and they caused the reduction of the binding 

affinity. Therefore, the truncation of aptamer should be 

further performed. 

 

Figure 4.  Effect of Full-Apt and 40Apt on PDGF-BB function 
measured by ELISA. The competitive binding assay, the low percentage 

indicates the binding capability; 20 pM of PDGF-BB incubated with 
different concentrations of these sequences. The control displays PDGF-

BB (20pM). Error bars indicate S.D (n=3). *P < 0.05 (two-tailed 

Student’s t-test). 

D. Truncation of PDGF-BB Aptamer 

To further study the ability of structural analysis for 

aptamer truncation, a nucleotide at both ends of 40Apt 

has been eliminated to generate 38Apt, 36Apt, 34Apt, 

and 32Apt. These sequences were analyzed the secondary 

structure by using RNAstructure and mfold (Fig. 5). 

Interestingly, there was a different structure prediction 

between two software. The RNAstructure predicted that 

the sequence conformation was changed after the 

truncation was over 4 nucleotides while mfold suggested 

that the conformation was changed once the truncation 

was over 2 nucleotides. The ELISA was then carried out 

to validate the binding of those sequences generated by 

the software.  

Based on the structural prediction by mfold and 

RNAstructure, 36Apt, 34Apt, and 32Apt demonstrated 

different structures. The binding capability of two 

representative sequences, 36Apt and 32Apt, is shown in 

Fig. 6. The results showed that the binding capability of 

truncated 36Apt was greater than that of Full-Apt. The 

binding inhibition of 100 pM of 36Apt was 

approximately a hundred percent. More important, 36Apt 

displayed an excellent binding even at 0.1 pM. 

Meanwhile, Full-Apt did not bind to the target at this 

concentration. It indicated that the binding capability of 

the aptamer could be enhanced even though a number of 
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non-essential nucleotides has been removed. Not 

surprisingly, the 32Apt did not bind to the PDGF-BB. In 

this case, random 31Apt showed no binding. 

 

Figure 5.  Secondary structures of Full-Apt and truncated aptamers (A) 
Using RNAstructure. (B) Using mfold. These structures were generated 

and displayed the lowest free energy. 

 

Figure 6.  Binding verification of Full-Apt and truncated aptamers. The 

competitive binding assay. The control displays PDGF-BB (20pM). The 
random apt31 indicates no binding. Error bars indicate S.D (n=3). *P < 

0.05; **P < 0.01 vs. control (two-tailed Student’s t-test). 

Our results demonstrated that the truncation was 

successful by analysis of the secondary structure. The 

existence of some non-essential nucleotides could induce 

the great interference to the binding capability of the 

aptamer. The RNAstructure software demonstrated high 

probability for predicting the secondary structure of the 

aptamers. It revealed an advanced understanding of the 

functionality of aptamers. However, there was a 

limitation. Since the secondary structure was theoretically 

generated through the algorithms which were based on 

the calculation of thermal parameters and free energy 

binding. In addition, the analysis has been done without 

the real biological environment or absence of target 

molecule. Consequently, there were numerous factors 

that could affect the binding functionality, including not 

only the changing of conformation but also the real 

biological media (pH, temperature, ions, etc.). However, 

the software provided an easy method for insight 

understanding of the binding functionality. Therefore, in 

the future work, investigation of aptamer interaction by 

the molecular dynamic simulation is a promising aspect. 

X-ray crystallography or nuclear magnetic resonance 

might be tools for the aptamer-target complex or 

interaction. 

IV. CONCLUSION 

In summary, the truncation of PDGF-BB aptamer has 

investigated by analysis the secondary structure generated 

by RNAstructure and mfold software. Our results 

demonstrated that the truncation was successful through 

the secondary structural analysis. The existence of some 

non-essential nucleotides could induce the great 

interference to the binding capability of the aptamer. In 

comparison with the full aptamer, the truncated 36Apt 

exhibited an excellent binding capability to the target. 

The RNAstructure software displayed the high 

probability for predicting the secondary structure of 

aptamer. Through this study, the secondary structural 

analysis was a promising tool not only for aptamer 

truncation but also for the secondary structural prediction 

of oligonucleotides. 
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