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บทคัดย่อ 
Fas-associated death domain (FADD) และ Tripartite motif-containing 21 

(TRIM21) โปรตีนท่ีท าหน้าท่ีในหลายๆ สว่นของเซลล์ทัง้การเกิด apoptosis, proliferation, หรือใน
กระบวนการของ innate immunity และพบว่า FADD ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของ TRIM21 ในการ
ควบคมุการลดระดบัการท างานของวิถีการสร้าง interferon α (IFN-α) ซึ่งช่วยเพิ่มประสิทธิภาพใน
การตอ่ต้านการติดเชือ้ไวรัสของเซลล์ได้ โดยโครงสร้างของ FADD ประกอบด้วย DED และ DD 
domain ส่วน TRIM21 คือ Ring, B-box, coiled-coil (CC) และ B30.2 domain ถึงแม้มีการพบ
ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สองแล้ว แตก็่ยงัขาดองค์ความรู้ในเร่ืองกระบวนการเกิดหรือรูปแบบ
ของปฏิสมัพนัธ์นัน้วา่เกิดได้อยา่งไร เช่น B30.2 domain ซึ่งเป็นโดเมนท่ีพบได้ในโปรตีนหลายชนิด
และถูกระบุว่ามีส่วนเก่ียวข้องโดยตรงกับการเกิดปฏิสมัพันธ์นัน้จ าเป็นและเพียงพอต่อการเกิด
ปฏิสมัพนัธ์นีห้รือไม่ ในการทดลองครัง้นีท้ าทัง้ in vitro และ ex vivo ผลการทดลองจากแบคทีเรีย
พบว่า FADD และ TRIM21 มีความสามารถในการละลายต ่า ในขณะท่ี B30.2 domain ของ 
TRIM21 ละลายได้ แตต้่องใช้การ induce ท่ีอณุหภูมิต ่า และความเข้มข้นของ IPTG ต ่า หรือการ 
coexpression กบัโปรตีนพ่ีเลีย้ง ถึงแม้ว่าระบบของแบคทีเรียสามารถใช้ในการศกึษาขนาดและ
โครงสร้างได้ แต่ไม่เหมาะกับการศึกษาการเกิดปฏิสัมพันธ์ เน่ืองจากผลการทดสอบด้วย pull 
down assay ไม่พบปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนเส้นเต็ม FADD (wild type) หรือ F25Y FADD 
mutant กับ TRIM21 อาจเป็นเพราะปฏิสมัพนัธ์นีจ้ าเป็นต้องอาศยัการเกิด post translational 
modification บางประการของโปรตีนทัง้สองชนิด ส่วนการทดลองใน tissue culture ด้วย HEK 
293T cells พบการแสดงออกของ wild type FADD และ TRIM21 ขนาดตา่งๆ กนัท่ีอยู่ในรูปท่ี
ละลายน า้ได้ จึงใช้วิธี Co-immunoprecipitation พบปฏิสัมพันธ์ของ hFADDHisFlag กับทัง้ 
HAhTRIM21 และ HAhTRIM21Δ3 (131-475) ซึ่งรีคอมบิแนนท์ทัง้สองมีส่วนของ CC อยู่หน้า 
B30.2 domain ส่วน HAhTRIM21Δ1 (287-475), HAhTRIM21Δ4 (131-275) และ 
HAhTRIM21Δ5 (183-475) ไม่สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัโปรตีน FADD ดงันัน้ B30.2 domain 
จงึจ าเป็นแตไ่ม่เพียงพอตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สอง ต้องมี CC domain ท่ีครบทัง้



โดเมนด้วย นอกจากนีผู้้ วิจัยได้สร้างโปรตีนลูกผสม  HAyCChTRIM21Δ1 ซึ่งใช้ส่วนของ CC 
domain จากยีสต์ โปรตีนลูกผสมดงักล่าวไม่สามารถสร้างปฏิสัมพนัธ์กับ hFADD ได้ ดงันัน้
การศึกษาหน้าท่ีของ CC domain และ การเกิด post-translational modification จึงเป็นท่ี
นา่สนใจในการศกึษาตอ่ไป 



Thesis Title      Analysis of Physical Interaction between Tripatite Motif-Containing 
21 (TRIM21) and Fas-Associated Death Domain (FADD) Proteins 

Author     Miss Nureeya  Waji 
Major Programs      Biochemistry 
Academic Year       2014 

Abstract 

Fas-associated death domain (FADD) and Tripartite motif-containing 21 
(TRIM21) play multiple functions, including apoptosis, proliferation, and innate immunity.  
Previously, it was shown that FADD enhances TRIM21 function to negatively down 
regulate the interferon-alpha (IFN-α) pathway. Although the physical association 
between FADD and TRIM21 has been studied, a complete picture of how they interact 
requires further investigation. For example, it is not known whether the B30.2 domain of 
TRIM21 is sufficient for interaction with FADD. In this report, the physical association 
between FADD and TRIM21 was characterized by using both bacterial and mammalian 
expression systems. The bacterial system result showed that FADD and TRIM21 were 
mostly insoluble when expressed in bacteria. Expression of the B30.2 domain of TRIM21 
in bacteria required a low temperature and a low concentration of IPTG or coexpression 
with chaperones. While the bacterial system is suitable for structural studies of FADD 
and TRIM21, it is not the best system for studying their interaction. The pull down assay 
results did not show any interaction between FADD or F25Y FADD and TRIM21. 
Perhaps, some post-translational modifications might play a role in such interaction. 
Thus, the mammalian expression system was used to analyze the interaction. And for 
result of tissue culture with HEK293T cells, the expression FADD and TRIM21 were 
partial soluble protein. Co-immunoprecipitation technique showed the interaction 
between FADD and HAhTRIM21 or HAhTRIM21∆3 (131-475), which contains the coiled-
coil (CC) and B30.2 domains, HAhTRIM21Δ1 (287-475), HAhTRIM21Δ4 (131-275) และ 
HAhTRIM21Δ5 (183-475) were unable to interact with FADD. These results suggest that 
B30.2 domain is essential but not sufficient to interact with FADD. Both CC and B30.2 
domains are sufficient for interaction with FADD. To test whether TRIM21 dimerization, 



which is created by the CC domain, is needed for such interactions, a chimeric 
HAyCChTRIM21∆1 protein is created. In this construct, the CC domain was replaced 
with the CC domain from yeast GCN4 protein. The results showed that HAyCchTRIM21 
was unable to interact with FADD. Thus, the roles of CC domain and post-translational 
modification in interaction with FADD require further investigation. 
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บทที่ 1 

บทน ำ 

1.1 ควำมส ำคัญและท่ีมำของงำนวิจัย 

 สิ่งมีชีวิตชัน้สูงมีความซบัซ้อนของการท าหน้าท่ีและการควบคมุไม่ว่าจะเป็นการ
ควบคมุในระดบัยีน อาร์เอ็นเอ การสร้างโปรตีน หรือแม้ระทัง่การควบคมุในระดบัท่ีเหนือขึน้ไป อนั
เกิดจากการสง่ตอ่ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งกนัของโปรตีนหรือโมเลกลุตา่ง ๆ ภายในร่างกาย ท่ีอาจส่งผล
ให้การแสดงออกของโปรตีนหรือโมเลกุลในร่างกายท างานแตกต่างกันไปตามช่วงเวลาของชีวิต 
เช่น Fas-asociated death domain (FADD) ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีรู้จกักนัดีว่าท างานในระบบการตาย
ของเซลล์แบบ apoptosis โดยเป็นโปรตีนในไซโตซอลท่ีสามารถจบักบั Fas ซึ่งเป็นตวัรับสญัญาณ
บนผิวเซลล์ จากนัน้ FADD จะส่งตอ่สญัญาณนีเ้พ่ือให้เซลล์เปล่ียนแปลงสภาวะท่ีเข้าสู่การตาย
ตอ่ไป แตก่ารค้นพบครัง้ตอ่ๆ มา นกัวิทยาศาสตร์พบว่า FADD เป็นโมเลกลุท่ีสามารถท าหน้าท่ีได้
ซับซ้อนกว่านัน้ขึน้อยู่กับต าแหน่งของโปรตีนหรือกระบวนการเกิด phosphorylation ดังนัน้ตัว 
FADD เองก่อให้เกิดหน้าท่ีๆ หลากหลาย เช่น apoptosis, cell cycle หรือการเกิด proliferation 
เป็นต้น ซึง่จะได้มีการกลา่วถึงรายละเอียดตา่ง ๆ ตอ่ไป  

ดงันัน้เพ่ือท าความเข้าใจว่า FADD ท าหน้าท่ีดงักล่าวอย่างไรในหลายระบบทัง้
การควบคมุการเพิ่มจ านวน หรือการตายของเซลล์ จึงมีความพยายามในการหาว่าโปรตีนใดบ้างท่ี
สามารถมีปฏิสมัพนัธ์กบั FADD ได้ การทดลองก่อนหน้านีพ้บว่า Tripatite motif-containing 21 
(TRIM21) เป็นหนึ่งในหลายชนิดของโปรตีนท่ีเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั FADD ซึ่งการท างานร่วมกนัของ
โปรตีนทัง้สองในระบบภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด (innate immunity) ชกัน าให้เกิดการยบัยัง้การผลิต 
interferon α (IFN-α) ส่งผลให้อตัราการติดเชือ้กลุ่ม RNA virus น้อยลง และจากการศึกษา
เพิ่มเติมพบว่า TRIM21 ท่ีขาด B30.2 domain ไม่สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั FADD ได้ จึงเป็น
ท่ีมาของการศึกษาในครัง้นี ้ซึ่งมีวตัถปุระสงค์เพ่ือยืนยนัว่า B30.2 domain มีความจ าเป็นและ
เพียงพอตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีน TRIM21 กบั FADD รวมถึงโดเมนอ่ืนใดอีกหรือไม่ท่ี
เก่ียวข้อง ทัง้นีเ้พ่ือท าให้เข้าใจความสัมพันธ์ในเชิงหน้าท่ีและกลไกการเกิดปฏิสัมพันธ์ ระหว่าง
โปรตีนทัง้สองนัน้ดีขึน้ตอ่ไป 
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1.2 ทบทวนวรรณกรรม 
 

1.2.1 Fas-associated death domain (FADD) 
1) ยีน, กำรแสดงออกและโครงสร้ำง  
Fas-associated death domain (FADD) หรือ mediator of receptor-induced 

toxicity (MORT1) (Boldin et al., 1995) เป็น adaptor protein ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการตาย
ของเซลล์แบบ apoptosis (Berghe et al., 2004; Chinnaiyan et al., 1996; Siegmund et al., 
2001; Zhang et al., 1998b; Zhang et al., 2001), การเพิ่มจ านวนเซลล์ (cell proliferation) 
(Alappat et al., 2003; Hua et al., 2003; Osborn et al., 2010; Osborn et al., 2007), การอยู่
รอดของเซลล์ (cell survival), การแบง่ตวัของเซลล์ (cell cycle progression), ระบบภูมิคุ้มกนั
โดยก าเนิด (innate immunity) (Balachandran et al., 2004; Balachandran et al., 2007), 
embryonic development FADD เป็นโปรตีนท่ีพบในสิ่งมีชีวิตประเภทยคูารีโอตหลายชนิดตัง้แต่
ไพรเมต สตัว์คร่ึงบกคร่ึงน า้ ปลากระดกูแข็ง พืชสีเขียว และรา เป็นต้น มีการแสดงออกของโปรตีน
ชนิดนีใ้นทุกเนือ้เย่ือทัง้ในระยะโตเต็มวัยและระยะตัวอ่อนของมนุษย์ หนู และยุง (Chinnaiyan    
et al., 1995; Kabra et al, 2001; Cooper et al., 2009) โดยยีนท่ีควบคมุการแสดงออกของ 
FADD ในมนษุย์อยู่ในโครโมโซมคู่ท่ี 11 ต าแหน่ง q13.3 (11q13.3) มีขนาด 4,240 เบส ส่วน 
mRNA มีขนาด 627 เบส เม่ือแปลรหสัโปรตีนแล้วประกอบด้วยกรดอะมิโน 208 amino acids  
น า้หนกัโมเลกลุ 23,279 ดาลตนั (Kim et al., 1996) การเปรียบเทียบกบัสิ่งมีชีวิตหลาย ๆ ชนิด 
พบว่ามีความคล้าย (similarity) คอ่นข้างสงู เน่ืองจากมีลกัษณะการเรียงตวัของโปรตีนเป็นโดเมน
อนรัุกษ์ คือ death-effector domain (DED) และ death domain (DD) ดงัแสดงในรูปท่ี 1.1 โดย
สิ่งมีชีวิตท่ีมีความคล้ายกนัมากท่ีสดุ คือ หน ู(Mus musculus) ซึ่งมี 205 amino acids และจาก
การวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนพบวา่ระหวา่ง FADD ของมนษุย์กบัหนมีูความเหมือน (identity) อยู่
ท่ี 68% ส่วนความคล้าย (similarity) อยู่ท่ี 80% (Zhang & Winoto, 1996; Zhang et al., 2004) 
ซึ่งโครงสร้างทุติยภูมิหลักของ  FADD ท่ีมีลักษณะร่วมกับโปรตีนอ่ืน ๆ ในกลุ่มเดียวกัน 
ประกอบด้วย α-helix 12 อนั ท่ีเรียงตอ่กนัเป็นสองกลุ่ม หรือ สองโดเมนท่ีมีรูปแบบการเรียงตวัเป็น 
orthogonal tail-to-tail คือ death effector domain (DED) ทางปลายหมู่อะมิโน (N-terminus) 
และ death domain (DD) ทางปลายคาร์บอกซิลิก (C-terminus) ดงัแสดงในรูปท่ี 1.2 
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รูปที่  1.1 แสดงการเปรียบเทียบโดเมนอนุรักษ์และต าแหน่งท่ีเกิดการเติมหมู่

ฟอสเฟตของ FADD ระหว่างสิ่งมีชีวิตทัง้ 7 สปีชีส์ โดยแสดงขอบเขตของ DED, DD domain และ
ต าแหน่งของ nuclear export signals (NES) และ nuclear localization signals (NLS) โดย * 
แทนต าแหนง่ท่ีมีการเตมิหมูฟ่อสเฟต (Zhang et al., 2004) 

 
รูปท่ี 1.2 ภาพแสดงโครงสร้างของ FADD ในมนุษย์ โดยแสดงลกัษณะ DED 

และ DD domain ทางปลาย N และ C ตามล าดบั (Carrington et al., 2006) 
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DED หรือ Death-effector domain ครอบคลุมตัง้แต่กรดอะมิโนท่ี 2-83 (ตาม 
crystal structure) ซึ่งจะพบ DED domain ในกลุ่มของ caspase recruitment domain (CARD) 
ประกอบขึน้จาก α-helices 6 อนั ท่ีถกูเช่ือมด้วย loop และเรียงตอ่กนั ส่วนโครงสร้างของ FADD 
DED ท่ีต าแหน่งเช่ือมระหว่าง α-helix ท่ี 4 และ 5 มี β turn แทรกอยู่ ซึ่งถือว่าเป็นลกัษณะเฉพาะ
ของโปรตีนชนิดนี ้โครงสร้างรอบนอกของ DED domain มีบริเวณท่ีไม่มีขัว้ (Hydrophobic) 2 
ต าแหนง่ คือ Phenylalanine 25 (F25) บน α 2 และเป็นต าแหน่งส าคญัท่ีใช้ในการเกิดปฏิสมัพนัธ์
กบัโปรตีนอ่ืนๆ หรือการเกิด self-dimer ของ FADD เอง โดย F25 เป็นต าแหน่งท่ีมีผลตอ่การเกิด 
hydrophobic interaction เน่ืองจากมีการทดลองพบว่าหากเปล่ียนกรดอะมิโนฟีนิลอะลานีนซึ่งจดั
อยู่ในกลุ่มของกรดอะมิโนไม่มีขัว้เป็นไทโรซีน (F25Y) ท่ีมีโครงสร้างแบบมีขัว้เพียงต าแหน่งเดียว
พบว่าไม่มีการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีน และอีกจดุคือ L26, L28 บน α2 และ L66, L70 บน 
α5 นอกจากนี ้ใน DED ส่วนใหญ่พบลกัษณะของ electrostatic surface โดยรอบ RXDL motif 
ใน helix 6 ดงัรูปท่ี 1.3 ซึ่งพบใน c-FLIP (Cellular FLICE-inhibitory protein) และ MC159 
เช่นกนั ในโมเลกลุของ FADD DED ท าหน้าท่ีในการควบคมุ apoptosis ซึ่งโดเมนนีจ้ าเป็นตอ่การ
เกิด self-association และต่อการมีปฏิสัมพันธ์กับ procaspase-8 ในการส่งเสริมให้เกิด 
apoptosis ผ่านทาง Fas signaling หรือสามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับโปรตีนอ่ืนๆ ผ่าน DED 
domain เช่น c-FLIP เป็นต้น (Carrington et al., 2006; Eberstadt et al., 1998; Muppidi et al., 
2006; Sandu et al., 2006; Siegel et al., 1998)  

 

รูปท่ี 1.3 แสดงโครงสร้างของ DED domain (Muppidi et al., 2006) 

นอกจากนี ้ในระหว่างสายเปปไทด์ของ DED domain พบว่ามี leucine-rich 
motif LTELKFLCL ท่ีล าดบัเบส 20 -  28 และ KRK sequence ซึ่งมีล าดบัเบสอยู่ท่ี 33-35 บน α3 
ซึ่ง motif ทัง้สอง คือ ต าแหน่งของ NES (nuclear export signal) และ NLS (nuclear localization 
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signal) ตามล าดบั มีความเป็นลกัษณะอนุรักษ์สูงมาก เช่ือว่ามีส่วนในการก าหนดต าแหน่งท่ีอยู่
ของ FADD และการท างานบางอย่างในเซลล์ เน่ืองจากพบการแสดงออกของ FADD ได้ทัง้ใน
นิวเคลียสและไซโตพลาส เช่น NES จ าเป็นตอ่การส่งออกนอกนิวเคลียสของ FADD หรือ NLS 
เก่ียวข้องกับการเคล่ือนท่ีเข้าสู่นิวเคลียสของ FADD (nuclear localization) ซึ่งการมี 
compartmentalization นีอ้าจเป็นหนึง่ในกระบวนการควบคมุการท างานของ FADD ในเซลล์ โดย 
FADD ท่ีอยู่ในไซโทพลาสเก่ียวข้องกบักระบวนการเกิด apoptosis ส่วน FADD ในนิวเคลียสอาจ
กระตุ้นเก่ียวกับการอยู่รอดของเซลล์และลดความสามารถของ FADD ในการกระตุ้นการเกิด 
apoptosisใน T-cell ได้ นอกจากนี ้มีการค้นพบว่า FADD ถูกส่งออกนอกเซลล์ผ่านทาง 
adenosine receptor ซึ่งจะได้กล่าวถึงความสมัพนัธ์ระหว่างต าแหน่งของ FADD และหน้าท่ีอย่าง
ละเอียดตอ่ไป 

Death Domain (DD) ของ FADD มีล าดับกรดอะมิโนตัง้แต่ 93–192
ประกอบด้วย 6 α helix ท่ีมีการพบัม้วนแบบ Greek Key topology (Steward et al., 2009) จาก
การทดลองของ Berglund และคณะในปี 2000 พบว่า โครงสร้างของโดเมนนีป้ระกอบด้วย α1 
(D96-N107),α2 (k112-k120), α3 (D123-Y133), α4 (T138-T151), α5 (V158-C168), α6 
(N171-Q182) ท่ีจบักลุ่มขนานกนัในทางตรงกนัข้าม โดย α1, α5, α6 วางตวัอยู่เหนือ α2, α3, 
และ α4 ซึ่งการพบัม้วนคล้ายกบั DD อ่ืน ๆ แตเ่ม่ือเปรียบเทียบแล้วมีความใกล้เคียงกบั DD ของ 
Fas ท่ีสดุ นอกจากนีพ้บว่า บริเวณผิวโดยรอบของโครงสร้างตติยภูมิของ FADD DD เป็นแบบ 
electrostatic potential ซึ่งมีการกระจายของประจุและความเป็นขัว้ท่ีเป็นกลุ่ม โดยกลุ่มแรก
ประกอบด้วย K110, R113, R114, R117 และ R140 แสดงความเป็นประจบุวกบน α2 ส่วนกลุ่มท่ี
สองประกอบด้วย D123, D127, E130 และ D131 ท าให้เกิดแนวเส้นของ negative electrostatic 
potential ขนานไปกบักรดอะมิโน S122, T124 และ S128 ท่ีไม่แสดงประจแุตมี่ลกัษณะความมีขัว้ 
กลุ่มนีอ้ยู่บน α3 ซึ่งการทดลองโดยการท า mutagenesis พบว่ามี electrostatic potential ซึ่ง
น่าจะมีบทบาทส าคญัต่อการเกิดปฏิสมัพันธ์ระหว่าง DD domain ทัง้ของ FADD และ Fas 
receptor ท่ีฝังอยู่ภายในเซลล์เมมเบรน หรือโปรตีนบางตวัในกลุ่มของ tumor necrosis factor 
(TNF) superfamily เช่น DR4, DR5, TNFR1 เป็นต้น (Berglund et al., 2000) รวมทัง้การทดลอง
ของ Jeong ในปี 1999 ก็สนบัสนนุว่าปฏิสมัพนัธ์เกิดท่ี α2-α3 helix loop motif ดงัรูปท่ี 1.4 
(Carrington et al., 2006; Jeong et al., 1999; Zhang & Winoto, 1996)  
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รูปท่ี 1.4 แสดงโครงสร้างของ DD domain (Berglund et al., 2000) 
นอกจากโดเมนทัง้สองแล้ว พบว่ามีส่วนของโปรตีนท่ีอยู่นอกเหนือโดเมนไปทาง

ปลายคาร์บอกซิลิกซึง่มีต าแหน่งของกรดอะมิโนซีรินท่ีต าแหน่ง 194 ท าให้เกิดการเติมหมู่ฟอสเฟต
และส่งผลต่อการเจริญแบ่งตวัของ T-cell ซึ่งจะได้กล่าวในล าดบัต่อไป นอกจากซีรีนท่ีต าแหน่ง 
194 แล้วยงัพบท่ี 187 และ 202 ด้วย แตไ่ม่มีการเกิดฟอสโฟริเลชนั และจากการทดลองท่ีเปล่ียน
กรดอะมิโนเป็นแอสปาตกิเพ่ือดกูารเปล่ียนแปลงก็ไม่พบการเปล่ียนแปลงใด ซึ่งการเติมหรือไม่เติม
หมู่ฟอสเฟตท่ีต าแหน่งซีรีน 194 นีไ้ม่มีผลต่อกระบวนการเกิดปฏิสมัพนัธ์กับ Fas หรือการเกิด 
apoptosis 

การท างานของ FADD เกิดจากการ translocation, protein phosphorylation, 
หรือการเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัโปรตีนอ่ืน ๆ ก่อให้เกิดการท าหน้าท่ีท่ีหลากหลายได้ จึงอาจเป็นเหตผุล
ส าคญัท่ีท าให้ FADD ถกูจดัเป็น adaptor protein เม่ือมีการจบักนัมกัจะอยู่ในลกัษณะท่ี FADD 
เป็นนิวเคลียส และถึงแม้ว่า DED จะเป็นส่วนท่ีใช้ในการจบักันโดยตรงเพ่ือให้เกิดปฏิสมัพนัธ์ท่ี
น าไปสู่ apoptosis แตจ่ าเป็นต้องมี DD domain เพ่ือจบักบั Fas จึงจะท าให้เกิดการ apoptosis 
ได้ เชน่เดียวกันหากมีเพียง DD domain อย่างเดียวสามารถจบักบั Fas ได้ แตไ่ม่สามารถส่งตอ่ให้
เกิด apoptosis ได้ในท่ีสดุ เน่ืองจากขาด DED domain (Spencer et al., 1996; Tourneur & 
Chiocchia, 2010; Young et al., 2011)  

 
2) FADD กับหน้ำที่ใน apoptosis 
ดงัท่ีกล่าวมาแล้วในขัน้ต้นว่า FADD ถูกค้นพบครัง้แรกผ่านระบบการตายของ

เซลล์ ซึ่งก็นบัได้ว่าเป็นหน้าท่ีหรือบทบาทหลกัได้ เน่ืองจาก FADD ท าหน้าท่ีเป็นเหมือนตวัดงึหรือ
เช่ือมระบบการรับรู้ว่าเซลล์ถึงเวลาเข้าสู่กระบวนการตาย จึงเรียกได้ว่า FADD เป็น adaptor 
protein ในกระบวนการเกิด apoptosis ท่ีมีสาเหตจุากภายนอกเซลล์ (extrinsic pathway) โดย
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เซลล์รับสญัญาณการกระตุ้นจากภายนอกผ่านการจบัระหว่าง ligand กบั Fas receptor บนผิว
เซลล์จากนัน้จะเกิดปฏิสมัพนัธ์กันระหว่าง Fas กับ FADD โดยส่วน DD domain ของทัง้สอง
โมเลกุลแบบ trimer แล้วส่งสญัญาณให้เกิดปฏิสมัพนัธ์กับโปรแคสเปส 8 (Procaspase-8) ผ่าน
ทาง DED domain ด้วยอตัราส่วนการจบัเป็น 3:3:3 ซึ่งเรียกโครงสร้างเชิงซ้อนนีว้่า death-
inducing signaling complex (DISC) จากนัน้สญัญาณจาก DISC จะถูกส่งตอ่ไปโดยการท่ี 
procaspase 8 ซึ่งมีคณุสมบตัิเป็น protease และสามารถเกิด self cleavage ได้ ถกูกระตุ้นให้ 
active เป็น caspase 8 และไปกระตุ้น procaspase อ่ืนๆ เช่น procaspase 3, 7 และ 10 ให้ 
active และขยายสญัญาณออกไปจนเกิด apoptosis ในท่ีสดุ (Carrington et al., 2006) ดงัแสดง
ในรูปท่ี 1.5 และมีการทดลองอีกมากท่ียืนยนัว่าการท างานของ FADD เพ่ือ recruit โปรตีนตา่ง ๆ 
จะจบัเป็นรูปแบบเชน่นี ้

 
รูปที่  1.5 แสดงภาพประกอบปฏิสัมพันธ์ของ death-inducing signaling 

complex (DISC) ระหว่าง Fas, FADD และ Procaspase 8 และกระบวนการตอ่เน่ืองสู่การเกิด 
apoptosis  

แต่ในขณะเดียวกนัถ้า TNFR1 (TNF-receptor 1) ถูกกระตุ้นจะท าให้เกิดการ
รวมกนัของ complex ในไซโตซอลเป็น FADD-TRADD-caspase 8 หรือ RIP1-FADD-caspase 8 
น าไปสู่การตายแบบ apoptosis ได้ (Wilson, et al., 2009) ดงันัน้การท าหน้าท่ีอย่างถูกต้อง
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สมบรูณ์ของ FADD จงึเป็นการรักษาสภาวะสมดลุของระบบภูมิกนัได้อีกทางหนึ่ง อนึ่ง FADD เป็น 
main adaptor ในหลาย death receptor (DR) ทัง้ทางตรง ( Fas, TRAIL) และอ้อม (TNFR1 ผ่าน 
TRADD) แต่ปกติแล้วร่างกายต้องรักษาสมดุลของปริมาณเซลล์ไว้ นอกจากนีพ้บการเกิด
ปฏิสมัพนัธ์ระหว่าง FADD, caspase 8 และ มิวเทชนัโปรตีน Leucine-Rich Repeat Kinase 2 
(LRRK2) ซึ่งเป็นหนึ่งในสาเหตขุองการเกิด Parkinson Disease (PD) ท่ีเก่ียวเน่ืองกับความ
ผิดปกติทางพนัธุกรรม ซึ่งพบว่า mutant form ของ LRRK2 ท าให้เกิดเป็นสายยาวท่ีสามารถเกิด
ปฏิสมัพนัธ์กบั FADD และ TRADD ได้ จึงเป็นการส่งสญัญาณให้เกิดการตายของเซลล์ประสาท 
เกิดการท าลายเซลล์ประสาท (neurodegeneration) นอกจากนีก้ารทดลองของ Hartmann และ
คณะในปี 2002 พบการสะสมของ FADD ในนิวรอนท่ีมีรอยโรค ซึ่งน่าจะมีการชกัน าให้เกิดการ
ตายของเซลล์ผ่านการกระตุ้นของ caspase 8 ซึ่งอาจเป็นปัจจยัร่วมให้เกิดการตายของนิวรอน
เซลล์ในผู้ ป่วยพาร์กินสนัตอ่ไป (Hartmann  et al., 2002) 
 

3) FADD กับหน้ำที่ต่อกำรแบ่งตัวของ T-cell  
ในทางกลับกันท่ี FADD ถูกจัดว่าเป็นส่วนส าคญัของกระบวนการการตายใน

ระดบัเซลล์ แตก่ารทดลองของ Zhang และคณะในปี 1998 โดยท าการทดลองในหนท่ีู Knockout 
FADD พบวา่มีอายขุองการเป็นเอมบริโอประมาณ 10 วนั จากนัน้จะตายตัง้แตใ่นท้อง โดยเกิดจาก
การมีส่วนร่วมในการยบัยัง้การเกิด proliferation ของ T cell (Zhang et al., 1998) นอกจากนี ้
FADD ยงัเป็นโปรตีนอีกหนึ่งชนิดท่ีสามารถเกิด phosphorylation ของกรดอะมิโนซีรีนทางปลาย
หมู่คาร์บอกซิลิกท่ีต าแหน่ง S194 ในขณะท่ี FADD ของหนเูกิดได้ทัง้ท่ีทรีโอนีนและซีรีนแต่เกิดท่ี   
ซีรีนมากกว่า และหนึ่งในต าแหน่งนัน้คือ S191 ท่ีเทียบเท่ากบั hFADD S194 (Zhang & Winoto, 
1996) ซึง่ต าแหนง่นีอ้ยูน่อกโดเมน DED และ DD ของ FADD แตพ่บว่ามีส่วนส าคญัในการคมุการ
เจริญและแบง่ตวัของเซลล์ ซึ่งซีรีนทางปลาย C พบได้ในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมหลายชนิด แตไ่ม่พบ
ในปลาหางนกยูง แมลงวัน และยุง หรือสัตว์ท่ีวิวัฒนาการต ่าลงมา จึงเป็นไปได้ว่าล าดับกรด       
อะมิโนนอก DD โดเมนเป็นส่วนท่ีเพิ่มขึน้มาในระหว่างวิวัฒนาการของสัตว์เลีย้งลูกด้วยนม       
(Zhang et al., 2004) ซึ่งเป็นท่ีชดัเจนแล้วว่าการเกิด phosphorylation-dephosphorylation ท่ี
กรดอะมิโนซีรีนบนปลาย C เพียงต าแหน่งเดียว เป็นส่วนส าคญัในการควบคมุการแบง่เซลล์ โดย 
FADD จ าเป็นต่อการแบ่งตัวของ T-cell ซึ่งการขาดหายไปของ FADD หรือการท าให้ขาด
คณุสมบตัิตา่งๆ เช่น การท าให้เกิด point mutation จากซีรีนเป็นแอสปาติกแอซิดท่ี 194 (S194D) 
ก่อให้เกิดคุณลักษณะเป็นการเลียนแบบ phosphorylation ของ FADD ป้องกันไม่ให้เกิดการ 
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dephosphorylation มีผลท าให้ T-cells ไมผ่า่นวฏัจกัรเซลล์จากระยะ G1 เข้าสู่ระยะ S ซึ่งเป็นช่วง
ท่ีมีการจ าลองดีเอ็นเอเพ่ือให้มีการแบง่เซลล์ตอ่ไป (Alappat et al., 2005; Hua et al., 2003; 
Osborn et al., 2007) การขาด FADD ยบัยัง้การกระตุ้นการเจริญแบง่ตวัของ B-cell ผ่านทาง 
TLR3/4 (Beisner et al., 2005; Imtiyaz et al., 2006) ส่วนการทดลองในเซลล์ไฟโบรบลาสท์ของ
หนแูละมนษุย์ FADD เก่ียวข้องกบั IFN pathway ท่ีตอบสนองตอ่การติดเชือ้ไวรัส จากผลท่ีได้จึง
เช่ือวา่หน้าท่ีหลกัของ FADD ตอ่ระบบภูมิคุ้มกนัน่าจะอยู่ท่ีช่วงท้ายของ IFN pathway และลดการ
ถอดรหสัของ IRF7 เม่ือได้รับ sendai หรือ VSV virus (Balachandran et al., 2007) แตย่งัไม่มี
ความชดัเจนวา่ FADD ควบคมุการถอดรหสัของ IRF7 และการตอบสนองตอ่ IFN อยา่งไร  

นอกเหนือจากท่ีได้กล่าวมาแล้วว่า FADD มีส่วนในการเจริญพฒันา และการ
แบง่ตวัของ T-cell ยงัมีการทดลองท่ีระบวุ่า FADD มีความเก่ียวข้องกบัการเจริญของเซลล์อ่ืน ๆ 
ด้วย จึงมีความสนใจในความเก่ียวข้องระหว่าง FADD กับการก่อเกิดหรือการสลายไปของ
เซลล์มะเร็ง มีการทดลองวา่ การเกิดฟอสโฟริเลชนัท่ีกรดอะมิโนซีรีน 194 มีผลให้การตอบสนองตอ่
ยาต้านมะเร็งเพิ่มขึน้ รวมทัง้มีผลตอ่การเคล่ือนท่ีของ FADD ภายในเซลล์อีกด้วย จากการทดลอง
ของ Alappat และคณะในปี 2005 พบว่า casein kinase Iα (CKIα) ท าหน้าท่ีในการเติมหมู่
ฟอสเฟตให้กบั FADD ท่ีต าแหน่ง S194 ทัง้ใน in vitro และ in vivo และการถกูเติมฟอสเฟตท่ี
ต าแหน่งนีถื้อว่าเป็นกุญแจส าคญัของการควบคุมการท างานของ FADD ในบทบาทหน้าท่ีท่ีไม่
เก่ียวข้องกับการเกิด apoptosis (Alappat et al., 2005) ในส่วนของการควบคมุวัฏจกัรเซลล์ 
พบว่ามี FADD ท่ีได้รับการเติมหมู่ฟอสเฟตอยู่ในช่วง G2/M มากกว่า G1/S (Alappat et al., 
2005) ปริมาณของ FADD ท่ีปรากฏอาจเป็นหนึ่งใน check point เพ่ือให้เซลล์พร้อมเข้าสู่การ
แบ่งตวัต่อไป มีการทดลองใน tumor cell ซึ่งพบว่าหากขาด FADD จะต้านทานต่อการเกิด 
apoptosis ได้ มีผลตอ่การเจริญของเซลล์มะเร็ง (Tourneur et al., 2005; Tourneur et al., 2003) 
มีการพบแล้วว่าเอ็มบริโอหนนูัน้ตายเกิดจากการขาด FADD ไม่ใช่การบกพร่องของกระบวนการ 
apoptosis แต่อาจเก่ียวกับระบบเมทาบอลิสม เน่ืองจากการความรู้ทางด้านชีวสารสนเทศ 
(bioinformatic) การทดลองนีท้ าโดยการ predict จากโปรแกรม พบว่ามีโปรตีนถึง 45 ตวัท่ี
เปล่ียนแปลงเน่ืองจากขาด FADD อีกทัง้เมทาบอลิสมของลิปิด กรดไขมนั glycolysis tricaboxylic 
acid (TCA) oxidative phosphorylation มีแนวโน้มเพิ่มขึน้ด้วย นอกจากนีพ้บการเพิ่มขึน้ของ
โปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบั ubiquitin–proteasome (UP) pathway และ c-Myc น่าจะเป็นศนูย์กลาง
การควบคมุนีก้ารเช่ือมกนัระหวา่ง FADD กบัระบบ metabolism น่าจะเป็นอีกแขนงท่ีน่าสนใจของ
การศกึษาหน้าท่ี FADD (Zhuang et al., 2013)  
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4) FADD กับกำรมี compartmentalization 
จากท่ีกล่าวไว้ข้างต้น ว่า FADD มีสัญญาณของ NLS ท าให้มีการสะสมของ 

FADD ได้ในนิวเคลียสและเก่ียวข้องกบัการการลดความสามารถของ FADD ในการกระตุ้นการเกิด
apoptosis ใน T-cell อาจเน่ืองจากว่าเฉพาะ FADD ในไซโทพลาสเท่านัน้ท่ีเก่ียวข้องกับ
กระบวนการตายของเซลล์ ในขณะท่ีโปรตีนในนิวเคลียสเก่ียวกบัการอยู่รอดของเซลล์ มีรายงานว่า 
exportin 5 nucleocytoplasmic transport protein เป็นตวักลางระหว่าง FADD และ MBD4 ถ้า 
mutate S194A จะยบัยัง้การ export ของ FADD เพราะ S194A และ ∆1-80 ไม่เกิดปฏิสมัพนัธ์กบั 
exportin 5 ซึ่งการเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั exportin 5 ควบคมุด้วย phosphorylation MBD4 จึงมีส่วน
ในการควบคมุ apoptosis ผ่านการจบักบั FADD โดยตรง ท าให้ FADD ถกูกกัในนิวเคลียสยบัยัง้
การแสดงออกและไม่เกิด apoptosis โดยไม่จ าเป็น นอกจากนีก้าร mutate ท่ีต าแหน่งของ NES มี
ผลตอ่การกระจายตวัของ FADD ด้วย (Screaton et al., 2003) โดย Fas recruit FADD ไปยงั 
endosome และเม่ือกระตุ้น Fas จะมีการ relocalize กลบัไปยงัไซโทพลาสอีกครัง้ (Föger et al., 
2009)  

FADD เป็น tumor suppressor gene ด้วย เน่ืองจากไม่พบการแสดงออกของ
โปรตีน FADD ทัง้ท่ีตรวจพบ FADD mRNA ใน thyroid adenoma/adnocarcinoma และ acute 
myeloid leukemia (AML) จากการทดลองของ Tourneur และคณะในปี 2008 (Tourneur et al., 
2008) ซึ่งตรวจหา FADD ในตอ่มไทรอยด์ พบว่ามีการปลดปล่อย FADD ออกจากเซลล์แตไ่ม่เกิด
จากการขาดหรือร่ัวของ plasma membrane เน่ืองจากไม่พบ LDH ท่ีจะพบได้ใน supernatant 
หากมีการแตกของเซลล์ นอกจากนีใ้นการทดลองดงักล่าวพบว่า FADD ไม่ถกูท าลายด้วยทริปซิน 
แสดงว่า FADD ท่ีถกูปล่อยนีอ้ยู่ในรูปแคปซูลจากการ encapsulation และปล่อยในรูป vesicle ท่ี
มี phosphotidylserine (PS) เป็นส่วนประกอบของเมมเบรน ซึ่งเป็นไปในทางเดียวกับ 
MacKenZie และคณะท่ีตัง้สมมติฐานว่าการปล่อยโปรตีนด้วย microvesicle เป็นวิธีการขนส่ง
โปรตีนท่ีไม่มี secretary signal sequence ออกนอกเซลล์ (MacKenzie et al., 2001) ซึ่งนอกจาก
ไทรอยด์แล้ว ยงัพบการปล่อยโปรตีน FADD จากเซลล์ตบั ต่อมไทมสั ผิวหนงั กล้ามเนือ้ และไต
ด้วย การปลดปล่อยนีต้้องมีแคลเซียมอยู่ในสารละลายนอกเซลล์ด้วย และน่าจะเป็นตวัช่วยใน
ขัน้ต้นของการขนส่งออกนอกเซลล์ ซึ่งการทดลองของนักวิทยาศาสตร์กลุ่มนีพ้บว่าการปล่อย 
FADD อยู่ภายใต้การท างานของตวัรับจ าเพาะท่ีใช้ adenosine เป็นซบัสเตรท เน่ืองจากพบว่า
ปริมาณการเพิ่มขึน้นัน้สอดคล้องกบัการเพิ่มของ ATP ในสารละลายนอกเซลล์ เช่น p2x receptor 
เป็น ion channel gate ท่ีต้องอาศยั ATP  โดย microvesicle นี ้เป็นวิถีการปล่อย IL-1β อย่าง
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รวดเร็วจากโมโนไซต์ท่ีถกูกระตุ้น (MacKenzie et al., 2001) ซึ่งการปล่อย FADD จาก thyroid 
lobe อาศยัการท างานของ A3AR receptor (adenosine receptor) ท่ีเกิดเม่ือมีพยาธิสภาพขึน้กบั
เซลล์หรืออวัยวะนัน้ นอกจากนีพ้บการปล่อย FADD ผ่านทาง vesicle ท่ีเก่ียวกับ adenosine 
receptor เน่ืองจากพบ adenosine ซึ่งถกูรายงานว่าเป็น regulator of inflammation ในผู้ ป่วยรูมา
ตอยด์ ดงันัน้การทดลองนีแ้สดงว่าการปล่อย FADD ใน in vivo เกิดในสภาวะท่ีมีพยาธิสภาพ
เชน่กนั และเน่ืองจาก adenosine จะถกูขบัออกอยา่งรวดเร็วในสภาวะท่ีเซลล์เกิดความเครียดหรือ
ได้รับความเสียหาย การตดัชิน้ส่วนในการทดลองนีอ้าจน าไปสู่การปล่อย FADD อย่างรวดเร็วเพ่ือ
หลีกเล่ียงการเกิด apoptosis เน่ืองจากสภาวะเครียดนี ้นอกจากนีมี้การพบ FADD ในซีรัมจากหนู
ท่ีเป็น nonpathological gsp แต่ไม่พบในหนูปกติท่ีเป็น non transgenic ทางผู้ทดลองตัง้
ข้อสงัเกตวา่ การปลดปลอ่ย FADD อาจเป็นหนึง่ในสญัญาณการพฒันาของ tumor ได้เช่นกนั โดย
พบการสญูเสีย FADD ในเซลล์ carcinoma และ พบ FADD ใน serum ท่ีใช้เลีย้ง tumor cell 
(Tourneur et al., 2008) 
 
  5) FADD กับกำรท ำหน้ำที่และควำมเก่ียวข้องกับโปรตีนอ่ืนๆ  

จากการศกึษาพบว่า FADD มีความส าคญัในการต้านแบคทีเรียแกรมลบในกลุ่ม
ของแมลง เช่น แมลงหว่ี ยงุ ผ่านทาง immunodeficiency pathway pathway (IMD) ท่ีใช้ตอ่ต้าน
แบคทีเรียแกรมลบ IMD นี ้ เทียบได้กับ RIP1 ในสตัว์เลีย้งลูกด้วยนม ซึ่งจบักับ FADD และ 
caspase 8 เพ่ือกระตุ้น NF-kB pathway ให้สร้าง drosomysin ซึ่งเป็น anti bacterial peptide 
(Cooper et al., 2009; Naitza et al., 2002) การเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่าง FADD กบั death 
receptor เป็นขัน้ตอนท่ีส าคญัของการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกนั (Newton et al., 2001) และ 
NF-kB เป็นอีกส่วนส าคญัในกระบวนการ apoptosis โดยเป็น nuclear transcription factor ท่ี
ควบคมุการแสดงออกของยีนหลาย ๆ ตวัท่ีเก่ียวข้องกบั apoptosis การเพิ่มจ านวนไวรัส การเกิด 
tumor การอกัเสบ และโรคเก่ียวกบัการแพ้ภมูิตวัเอง 

นอกจากนีพ้บความสามารถในการเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัโปรตีน Calmodulin ในการ
ควบคมุวฏัจกัรเซลล์ (Ho et al., 2009; Papoff et al., 2010; Tourneur et al., 2008) ซึ่ง 
Calmodulin (CaM) เป็นโปรตีนท่ีมีขนาด 17 KDa อยู่ในไซโตพลาส มีลกัษณะเหมือนดมัเบลโดย
จบักบักบั Ca2+ ผา่นทาง EF-hand ท่ีอยูส่ว่นปลายโปรตีนก้อนกลม ซึ่งท าให้เกิดเป็น hydrophobic 
ท่ีต าแหน่งระหว่างโปรตีนก้อนกลมทัง้สองซึ่งจะไปจบักับโปรตีนอ่ืนเพ่ือให้เกิดผลต่างๆ ต่อไป ทัง้ 
FADD, CaM และ casein kinase I α (CKIα) เคล่ือนท่ีไปด้วยกนัสู่ต าแหน่ง mitotic spindle ใน 
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HeLa cells พบวา่เม่ือท าให้เกิดการมิวเทชนัท่ีต าแหนง่จบัจ าเพาะของ CaM สามารถยบัยัง้การเข้า
สูก่ระบวนการพกัของเซลล์ท่ี G2/M cell cycle จากการกระตุ้นด้วย Taxol และการเกิดปฏิสมัพนัธ์
ระหว่าง FADD กับ CaM ไม่ต้องการการกระตุ้นจาก Fas ถึงแม้ว่าทัง้ Fas และ CaM จะเป็น   
ซบัสเตรตแข่งขนัในการเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั FADD ซึ่งต าแหน่งท่ีใช้ในการจบั CaM อยู่บน S194 ท่ี
เป็นต าแหน่งเดียวกับท่ีใช้ในการเกิดฟอสโฟริเลชัน เน่ืองจาก CKIα สามารถจับและเติมหมู่
ฟอสเฟตให้กบั FADD และ CaM ได้ 

การท างานของ FADD ต่อกระบวนการแบ่งเซลล์ในระหว่างอินเทอร์เฟส  ซึ่ง 
FADD ไมไ่ด้เกาะโครงสร้างใดหรือสะสมท่ีใดเป็นส าคญัภายในเซลล์ แตใ่นระหว่างเมทาเฟสจะพบ
ความเข้มข้นของ FADD ท่ีบริเวณขัว้ของ spindle พร้อมทัง้ CaM และ CKIα ซึ่ง Papoff และคณะ
กล่าวว่า CaM จบักบั DD ของ FADD โดยมี Ca2+ ร่วมด้วย นอกจากนีพ้บว่า โปรตีนท่ีอยู่ในกลุ่ม 
DD domain สามารถจบักบั CaM ได้ เช่น Fas หรือ FLIP อีกทัง้ไม่พบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่าง 
การจบักันระหว่าง FADD และ CaM ไม่ต้องการการเติมหมู่ฟอสเฟตของ FADD แต่อย่างใด 
(Papoff et al., 2010) โดย c-FLIP (Cellular FLICE-inhibitory protein) เป็น antiapoptotic 
protein ท่ีชว่ยยบัยัง้กระบวนการการตายของเซลล์ได้เช่นเดียวกบั caspase 8 แตไ่ม่มี cystein ใน
โครงสร้าง แตมี่หลายรายงานการวิจยัท่ีไม่พบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่าง CaM กบั FADD เป็นท่ี
นา่สนใจว่าการจบักนัของ CaM-Fas, CaM-FLIP ท าให้เกิดกระบวนการท่ีตรงข้ามกบั Fas-FADD-
Caspase8 ของ DISC ท่ีสง่ตอ่สญัญาณของ apoptosis 
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1.2.2 TRIM21 Tripatite motif-containing 21 หรือ TRIM21 
1) แหล่งผลิตและโครงสร้ำง 
Tripatite motif-containing 21 (TRIM21) หรือ Ro52/SSA (Chan et al., 1991; 

Itoh et al., 1991) จดัเป็นโปรตีนในกลุ่มของ TRIM Superfamily (tripartite motif) (Nisole et al., 
2005) ซึ่งเป็นโปรตีนกลุ่มใหญ่ท่ีพบยีนนีใ้นมนษุย์มากกว่า 75 ยีน นอกจากนีย้งัพบการแสดงออก
ของยีนท่ีคล้ายกนันีใ้นสิ่งมีชีวิตหลายชนิดทัง้ไพรเมต ปลา หรือในกลุ่มของหนอนตวักลม โปรตีน
เหล่านีถู้กค้นพบว่ามีส่วนเก่ียวข้องกับการเจริญพัฒนา การควบคุมวฏัจักรเซลล์ ภูมิคุ้มกันโดย
ก าเนิด และการตอบสนองตอ่ไวรัส TRIM family protein ถกูเรียกอีกช่ือหนึ่งว่า RBCC protein 
เน่ืองจากมีโครงสร้างเป็น 4 โดเมนอนุรักษ์ คือ RING, B-box, และ coiled-coil (RBCC) 
(Reymond et al., 2001) ส าหรับในมนษุย์นัน้ พบการแสดงออกของ TRIM21 ท่ีระดบัต ่า ๆ ใน
เกือบทุกเซลล์และถูกกระตุ้นด้วยการควบคมุของอินเทอร์เฟอรอน (interferon-IFN) โดยถูกสร้าง
และท างานในไซโตพลาสแตส่ามารถเข้าออกนิวเคลียสได้ (shuttle) โดยเป็นยีนท่ีอยู่บนโครโมโซมคู่
ท่ี 11 ท่ีต าแหน่ง p15.5 (11p15.5) มีขนาด 8,800 เบส ท่ีแบง่เป็น 6 axon เม่ือแปลรหสัเป็นโปรตีน
จะมีขนาด 475 อะมิโนแอซิด น า้หนกัประมาณ 54 KDa ส าหรับโครงสร้างของ TRIM21 Protein 
ประกอบด้วย 4 โดเมนท่ีเรียงจากปลายอะมิโนดงันี ้คือ Ring, B-box, coiled-coil และ 
B30.2/PRY-SPY domain ดงัรูปท่ี 1.6  

 

รูปท่ี 1.6 แสดงโครงสร้างของ TRIM21 พร้อมขอบเขตของแตล่ะโดเมน 
RING โดเมนมีลกัษณะของ Zinc finger ท่ีสามารถจบั Zinc 2 โมเลกลุและมี

กิจกรรมของ E3 Ubiquitin ligase ซึ่งท าหน้าท่ีในการเช่ือมตอ่โมเลกลุ Ubiquitin ท่ีถกูกระตุ้นแล้ว
กบัซบัสเตรทซึ่งมีได้หลายชนิด เช่น p27 cell cycle inhibitor, IRF3, IRF7, IRF8 รวมทัง้โมเลกลุ 
TRIM21 เองด้วย ซึ่งก่อให้เกิดการป้องกนัการบกุรุกของไวรัส (Higgs et al., 2008) B-box โดเมน
ยงัไม่ทราบหน้าท่ีแน่ชัด ส่วน coiled-coil โดเมนจ าเป็นต่อการเกิดปฏิสัมพันธ์กับโมเลกุลของ 
TRIM เอง (self aggregation) เน่ืองจากโดเมนนีส้ามารถพบในโปรตีนหลายชนิดโดยสามารถ
ส่งเสริมให้เกิด dimer หรือ trimer ได้ และมีต าแหน่งของ leucine zipper แทรกอยู่ช่วง 211-232 
ซึ่งเป็นต าแหน่งจดจ าของ autoantibody ในผู้ ป่วย Sjogren’s Syndrome และ CC domain น่าจะ
มีส่วนส าคญัในการท่ีท าให้ TRIM21 อยู่ในไซโตพลาส (Rhodes et al., 2002) ส าหรับ B30.2 
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domain ท าหน้าท่ีในการเกิดปฏิสัมพันธ์กับโปรตีนอ่ืนและมีส่วนเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน
(Ottosson et al., 2006) ซึ่ง CC และ B30.2 domain มีส่วนเก่ียวข้องกับการเข้าสู่นิวเคลียส 
เน่ืองจากมีการทดลองพบว่า TRIM21 ท่ีขาด leuzine zipper ใน CC domain จะเข้าไปสะสมใน
นิวเคลียส ตอ่เม่ือตดัสว่นของ B30.2 domain ด้วย โปรตีนนีจ้ะไม่เข้าสู่นิวเคลียส แต ่TRIM21 ไม่มี 
NES sequence ท่ีใช้ในการเหน่ียวน าเข้านิวเคลียส จงึเป็นไปได้การเข้าสู่นิวเคลียสเกิดจาก B30.2 
หรือ PRY-SPY domain ซึ่งเป็นโดเมนทางปลายคาร์บอกซิลิก อาจต้องอาศัยการเกิด post-
translational modification บางอย่าง หรือด้วยกระบวนการ “piggy-back mechanism” ซึ่งเป็น
กระบวนการน าส่งโปรตีนเข้าสู่นิวเคลียสโดยทางอ้อมผ่านการเกิดปฏิสัมพันธ์กับโปรตีนขนส่ง 
(shutting protein) ท่ีมีสญัญาณ NLS ภายในโครงสร้าง จึงต้องมีการศกึษาเพ่ือเพิ่มความชดัเจน
ของกระบวนการขนส่ง TRIM21 เข้าสู่นิวเคลียสต่อไป ตวัอย่างของกระบวนการ “piggy-back 
mechanism” เช่น โปรตีน 46-kDa subunit ของ DNA primase ในหนซูึ่งไม่มีสญัญาณ NLS แต่
เข้าสู่นิวเคลียสระหว่างการเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั 46-kDa subunit ท่ีมีสญัญาณ NLS (Chan et al., 
1995; Espinosa et al., 2008; Mizuno et al., 1996; Oke & Wahren-Herlenius, 2012) 

 
2) TRIM21 กับกำรท ำหน้ำที่ในระบบภูมิคุ้มกัน 
จากท่ีกล่าวมาแล้วว่า TRIM21 (Ro52) หรือ Tripatite motif containing-21 เป็น

หนึ่งในกลุ่มของ TRIM protein ท่ีมีการแสดงออกในทกุเซลล์ และถกูกระตุ้นด้วยการควบคมุของ 
อินเทอร์เฟอรอน (interferon-IFN) TRIM หลาย ๆ ตวัมีความเก่ียวข้องกับการตอ่ต้านไวรัส เช่น 
การเหน่ียวน า RIG-1 (Retinoic acid-inducible gene I) ต้องการการแสดงออกของ TRIM25 และ 
TRIM5 เป็น factor จ าเพาะตอ่ HIV (Adachi et al., 1995; Gack et al., 2007; McNab et al, 
2011; Stremlau et al., 2004) การศกึษาในหนท่ีูขาด TRIM21 พบว่า TRIM21 จะท าหน้าท่ีในการ
ควบคมุย้อนกลบัแบบลบ (negative feedback) ของการสร้างไซโตไคน์ โดยเซลล์ splenocyte ท่ี
ขาด TRIM21 จะสร้าง inflammatory cytokines เพิ่มขึน้ รวมทัง้ type I interferon เม่ือได้รับ CpG 
DNA (Espinosa et al., 2009; Yoshimi et al., 2009) นอกจากนี ้TRIM21 ยงัเก่ียวกบัการสร้าง 
inflammatory cytokines ผ่านทาง NF-kB ด้วยการควบคมุย้อนกลบัแบบลบตอ่ NF-kB พบว่า 
TRIM21 จบักับ fragment crystallizable region (Fc region) ของ immunoglobulin แบบมี     
สมัพรรคภาพสงู (high affinity binding) ซึ่งจะจบักบัไวรัสท่ีเข้าสู่เซลล์ไปท าลายยงั proteasome 
ผา่นทาง ubiquitin ligase activity ท่ีจะเกิดขึน้อย่างรวดเร็วก่อนท่ีไวรัสจะสามารถแปลรหสัโปรตีน
ของตวัเองได้  
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จากการทดลองของ Manocha และคณะในปี 2014 พบว่าการได้รับ Japanese 
encephalitis virus (JEV) กระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนั ท าให้เกิดการสร้าง type I 
interferon และการสร้างนีถ้กูควบคมุด้วยหลายโมเลกลุ ซึ่ง JEV จะเพิ่ม TRIM21 และการท างาน
ของภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด (innate immunity) โดยการเพิ่ม IFN-β ผ่าน interferon regulatory 
factor 3 activation และการเติมหมู่ฟอสเฟตของ TRIM21 (p-TRIM21) ท่ีมากขึน้จะกด p-IRF 
และ IFN-β ในขณะท่ีการลด TRIM21 จะเพิ่มการสร้าง p-IRF3 และ IFN-β ในเซลล์ท่ีติดเชือ้ JEV 
ขัน้ตอนท่ีส าคญัในการกระตุ้น innate immunity เพ่ือตอ่ต้านการติดเชือ้ไวรัส รวมทัง้ JEV คือการ
สร้าง type I interferon การปรากฏของไวรัสจะถูกจบัโดย pattern recognition receptors 
(PRRs) เช่น retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-I) และToll-like receptors (TLRs) ซึ่งเป็นการ
ท างานร่วมกนั การทดลองเพิ่มการแสดงออกของ TRIM21 ก่อนการรับเชือ้ JEV ท าให้ลดระดบัของ 
p-IRF3 เม่ือเทียบกับเซลล์ท่ีไม่ได้รับการเพิ่ม TRIM21 ซึ่ง Manocha และคณะเช่ือว่า TRIM21 
สามารถชะลอการท างานของ JEV ตอ่ IRF3 ได้ เม่ือได้รับเชือ้ JEV การท างานของ TLRs และ 
RIG-I ท าให้เกิดการเติมหมู่ฟอสเฟตให้ IRF3 จากนัน้เข้าสู่นิวเคลียสน าไปสู่การสร้าง IFN-β 
ออกไป เม่ือมีปริมาณมากพอจะกระตุ้น TRIM21 ให้ยบัยัง้การเติมฟอสเฟตให้ IRF3 ท าให้ลดการ
สร้าง IFN-β ลง ซึ่งการ up regulate ของ TRIM21 แบบควบคุมย้อนกลับ (feedback 
mechanism) ตอ่การตอบสนองตอ่ระบบภูมิคุ้มกนั (immune response) นอกจากนี ้RING และ 
PRY-SPRY domain จ าเป็นตอ่การควบคมุการแสดงออกของ IRF3 โดยการเกิดปฏิสมัพนัธ์และ
ท าลายด้วย proteasome ซึ่ง TRIM21เป็นโปรตีนท่ีทราบอยู่แล้วว่าท าหน้าท่ีในการป้องกันไวรัส
ด้วย activity จ าเพาะต่อแต่ละชนิดของไวรัส เช่น TRIM79 มีความจ าเพาะต่อการเพิ่มจ านวน       
ดีเอ็นเอ (replication) ของ TBEV (Manocha et al., 2014) 
  นอกจากนีค้วามผิดปกติของการแสดงออกของ TRIM21 มีความเก่ียวข้องตอ่การ
เกิดโรคในกลุ่มของภูมิคุ้ มกัน คือกลุ่มอาการของโรคภูมิคุ้ มกันต่อต้านตนเอง (autoimmune 
disease) Sjögren syndrome (Chan et al., 1991; Itoh et al., 1991) เป็นต้น ซึ่ง Sjogren’s 
Syndrome หรือโรคปากแห้งตาแห้งจดัเป็น non-organ specific autoimmune disease ท่ีมี 
พยาธิสภาพเกิดขึน้ได้ในหลายอวยัวะ เช่นเดียวกบัโรค systemic lupus erythematus (SLE) และ 
rheumatoid arthritis เป็นต้น เป็นกลุ่มอาการท่ีจะมีความบกพร่องอย่างรุนแรงในการท างานของ
ตอ่มตา่งๆ ซึง่ท าหน้าท่ีสร้างน า้หลอ่เลีย้งให้เกิดความชุ่มชืน้แก่ร่างกาย ผลคือท าให้อวยัวะบางแห่ง
ของร่างกายเกิดอาการไม่สบายต่างๆ จากการขาดน า้หล่อเลีย้งนี ้เช่น การขาดน า้ลายท าให้ปาก
แห้ง ขาดน า้ตาท าให้ตาแห้งและไมส่บายตา เป็นต้น TRIM21 ถกูระบวุ่ามีส่วนเก่ียวข้องกบัการเกิด
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โรค Sjogren’s Syndrome และ SLE เน่ืองจาก anti-TRIM21 ในผู้ ป่วยกลุ่มนี ้และระดบัของ
โปรตีน TRIM21 เพิ่มขึน้ในเซลล์ระบบภูมิคุ้มกันชนิดนิวเคลียสเด่ียว (Peripheral Blood 
Mononuclear Cell -PBMC ) ของผู้ ป่วย (Adachi et al., 1995; Espinosa et al., 2006; Rhodes 
et al., 2002) 
 

1.2.3 กำรเกิดปฏิสัมพันธ์ระหว่ำง FADD & TRIM21 กับผลต่อระบบ
ภูมิคุ้มกันโดยก ำเนิด (innate immunity) 

จากท่ีกล่าวมาแล้วว่าการสร้างไซโตไคน์ เช่น type I IFN จ าเป็นต่อ innate 
immunity ดงันัน้การมี cytokine ไม่เพียงพอท าให้เจ้าบ้านติดเชือ้ได้ง่ายขึน้ แตถ้่ามีปริมาณมาก
เกินไปจะท าให้เกิดการอกัเสบขึน้ได้ จงึต้องมีการควบคมุอยา่งรัดกมุ จากการศกึษาท่ีผ่านมาพบว่า 
Tripatite motif-containing 21 (TRIM21) มีผลตอ่ความเสถียรภาพของ interferon regulatory 
factor 7 (IRF7) การ overexpression ของ FADD ส่งผลให้ ubiquitination activity ของ TRIM21 
เพิ่มขึน้ ท าให้ IRF7 ซึ่งเป็นซบัสเตรทตวัหนึ่งของ TRIM21 ถกูเติมหมู่ ubiquitin น าไปสู่การท าลาย 
IRF7 ผ่านทาง proteasome complexes ซึ่ง IRF7 เป็น transcription factor ท่ีจ าเป็นต่อการ
แสดงออกของ IFN-α gene เม่ือปริมาณของ IFN-α ลดลง ท าให้ประสิทธิภาพของการก าจดัและ
ป้องกนัไวรัสท่ีบกุรุกเซลล์ตกต ่าลง (Young et al., 2011)  

ในการทดลองของ Young และคณะในปี 2011 พบว่ามีการเกิดปฏิสัมพันธ์
ระหวา่ง FADD และ TRIM21 ทัง้ใน in vitro และ in vivo โดย TRIM21 และ FADD ท างานร่วมกนั
ในระบบภูมิคุ้มกนัโดยก าเนิด (Innate immunity) และยงัไม่ทราบว่าแน่ชดัว่าโปรตีนทัง้สองจบักนั
ได้อย่างไร โดย FADD ใช้กรดอะมิโนล าดบัท่ี 74 ช่วยในการสร้างปฏิสมัพนัธ์กับ TRIM21 การ 
mutate D74A ใน DED ของ FADD ท าให้ระดบัการเกิดปฏิสมัพนัธ์ต ่า เป็นไปได้ว่าปฏิสมัพนัธ์นี ้
ต้องการตวัแปรอ่ืนด้วย และในการทดลองพบว่า TRIM21 ท่ีขาด B30.2 domain ไม่สามารถเกิด
ปฏิสมัพนัธ์กบั FADD ได้ ทางผู้วิจยัสรุปว่า FADD และ TRIM21 ท างานร่วมกนัในการควบคมุ
ในทาง negative regulation ใส่วนท้ายของ IFN-α pathway ในการตอบสนองตอ่การติดเชือ้ไวรัส
(Young et al., 2011; Yu et al , 2005) ดงันัน้ B30.2 จ าเป็นแตไ่ม่ทราบว่าเพียงพอหรือไม่ในการ
เกิดปฏิสมัพนัธ์กบั FADD และการใช้เพียง DED ของ FADD สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์นีไ้ด้หรือไม ่

ซึ่ง FADD เกิดปฏิสมัพนัธ์กบั TRIM21 เพ่ือ down regulate การสร้างไซโตไคน์ 
ในขณะท่ี TRIM21 นัน้มี negative feedback loop เพ่ือควบคมุปริมาณ inflammatory cytokines 
การลด TRIM21 ท าให้ปริมาณของ pro-inflammatory cytokines มากขึน้และเพิ่มการตอบสนอง
ตอ่การแสดงออกของ IFN-α นอกจากนีพ้บว่า TRIM21 เก่ียวกบัการ proteolysis ของแอนติบอดี 
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การควบคมุ TRIM21, FADD และ TRAF6 ท่ีเป็นจดุเร่ิมต้นของ inflammatory cytokines ส่งผลตอ่ 
IFN ด้วย 

จากการทบทวนวรรณกรรมท่ีผ่านมาจะเห็นได้ว่า ทัง้ FADD และ TRIM21 ตา่งก็
เป็นโปรตีนท่ีมีความส าคญั และมีหน้าท่ีท่ีน่าสนใจ ไม่ว่าจะเป็นหน้าท่ีตอ่กระบวนการ apoptosis 
การเจริญแบง่ตวัของเซลล์ของ FADD หรือหน้าท่ีในการป้องกันการติดเชือ้ไวรัสของ TRIM21เม่ือ
การเกิดปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีนทัง้สองก่อให้เกิดหน้าท่ีและความสามารถท่ีมากขึน้จากการทดลอง
ของ Young และคณะ ในปี 2011 ท่ีพบว่า DED domain ของ FADD สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั 
TRIM21 ท่ีมีส่วนของ CC และ B30.2 domain ได้ และ หากขาด B30.2 domain ปฏิสมัพนัธ์นีจ้ะ
เกิดขึน้ไมไ่ด้ (Young, et al., 2011) ดงันัน้ผู้วิจยัจึงมีความสนใจท่ีจะศกึษาต าแหน่งโดเมนของการ
เกิดปฏิสมัพนัธ์ให้มากขึน้ว่า B30.2 domain มีจ าเป็นและเพียงพอตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์นีห้รือไม่ 
เป้าหมายในระยะยาวของงานวิจัยนีคื้อการท่ีสามารถเข้าใจความความสัมพันธ์และหน้าท่ีของ
โปรตีนทัง้สองเน่ืองจากหน้าท่ีอนัหลากหลาย อนัจะเป็นความรู้พืน้ฐานในการป้องกนัและรักษาการ
ตดิเชือ้อาร์เอ็นเอไวรัส เพ่ือสขุภาวะท่ีดีของมนษุย์ตอ่ไป  
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วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
1. เพ่ือวิเคราะห์ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน TRIM21 และ FADD 

2. เพ่ือศกึษาความจ าเป็นและเพียงพอของ B30.2 domain จากโปรตีน TRIM21 

ในการเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัโปรตีน FADD  
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บทที่ 2 
 

2.1 วัสดุอุปกรณ์และวิธีกำรทดลอง 

สารเคมี 

Absolute ethanol     Labscan, ไทย 

Ammonium persulfate     MERCK, ไทย 

Ampicillin       รพ.สงขลานครินทร์, ไทย 

Arabinose      Biobasic, ไทย 

Benzamdine      Across organics, ไทย 

Betaine       Biobasic, ไทย 

Bovine serum albumin     NEB, ไทย 

Butanol       Labscan, ไทย 

Chloramphenicol     รพ.สงขลานครินทร์, ไทย 

Carboxy methyl cellulose    SIGMA, ไทย 

Cobalt chloride hexahydrate acs    MP Biomedical, ไทย 

Complete Protease Inhibitor    Roche, ไทย 

Coomassie brilliant blue R-250    SIGMA, สิงคโปร์ 

Dextrose      Fluka, ไทย 

Deoxynucleotide-5’-triphosphate   AMRESCO, ไทย 

d-Desthiobiotin      SIGMA, ไทย 

Diatomaceous earth non-washed, Sio4 appear 90%  SIGMA, ไทย 

DNA Ladder 100 bp plus    NEB, RBC, ไทย 

Dithiothreitol (DTT)     Promega, ไทย 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  Gibco, ไทย  

Tween 20      Labscan, ไทย 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  MERCK, ไทย 

          สำรเคมี                 บริษัทผู้ผลิต, ประเทศ 
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ECL Anti-Mouse IgG Horseradish Peroxidase-Linked  GE Healthcare, ไทย 

ECL Anti-Rabbit IgG     GE Healthcare, ไทย 

Enhance Chemiluminescent (ECL)   Thermo Scientific, ไทย 

Ethylene diamine dihydrochloride   Biobasic, ไทย 

Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)  MERCK, ไทย 

Fetal bovine serum     Gibco, ไทย 

Glutathione Sepharosetm 4B     GE Healthcare, ไทย 

Guanidine hydrochloride     SIGMA, สิงคโปร์ 

Human embryonic kidney cell HEK293T cell   ATCC# CRL-11268, USA 

2-(4-hydroxyphenylazo) benzoic acid    Acros organics, ไทย 

Imidazole      Fisher Scientific, ไทย 

Isopropanol       Labscan, สิงคโปร์ 

Isopropylthio-β-galactosidase (IPTG)   Biobasic, ไทย 

LipofectamineTM 2000      Invitrogen, ไทย 

β-mercaptoethanol      BDH biochemical, ไทย 

ANTI-FLAG® M2 Monoclonal antibody   SIGMA, สิงคโปร์ 

N,N’-methylene-bis-acrylamide    SIGMA, สิงคโปร์ 

N,N,N’.N’-tetramethyl-1,2-diaminoethane (TEMED) Fluka, ไทย 

Non-fat milk      SIGMA, สิงคโปร์ 

Octyl phenoxypolyethoxylethanol-40 (Nonidet P-40)  Biobasic, ไทย 

Peptone      HIMEDIA, ไทย 

Phenol reagent      AMRESCO, ไทย 

Ponceau S sodium salt     SIGMA, สิงคโปร์ 

Prestained molecular weight marker    NEB, BioRAD, ไทย 

Protein A bead      Thermo Scientific, ไทย 

Protein molecular weight marker   GE Healthcare, ไทย 
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Rabbit polyclonal to HA tag – ChIP Grade  Abcam, ไทย 

 Rabbit polyclonal to 6xHis tag – ChIP Grade  Abcam, ไทย 

Sodium azide      Labscan, ไทย 

Sodium fluoride     MERCK, ไทย 

Sodium orthovanadate     Biobasic, ไทย 

Sorbitol       Biobasic, ไทย 

Sterp-tactin Sepharose     IBA, สหรัฐอเมริกา 

Supersignal west Pico chemiluminescent substrate  Thermo Scientific, ไทย 

TALON® Metal Affinity resin     Clontech, ไทย 

Triton X-100      SIGMA, ไทย 

TransIT®-LT1 Transfection Reagent   Mirus, สหรัฐอเมริกา 

 TE (Tris-EDTA)      AMRESCO, ไทย 

Tryptone      HIMEDIA, ไทย 

Trysin/EDTA      invitrogen, ไทย 

 Yeast extract      Labscan, ไทย 
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Restriction enzymes    NEB, สหรัฐอเมริกา 

Ribonuclease  A, Bovine Pancreas (RNase A) USBiological, สหรัฐอเมริกา 

Polynuceotide kinase    NEB, สหรัฐอเมริกา  

Pƒu DNA polymerase      จาก ดร.เดชา เสริมวิทยวงศ์ 

T4 DNA ligase NEB, สหรัฐอเมริกา และจาก ดร.เดชา 

เสริมวิทยวงศ์ 

 

Enzyme and restriction enzyme 
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หม้อนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอน า้   ES315 TOMY 

เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหนง่     AB204-S METTLER TOLEDO 

เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหนง่    PG5002-S METTLER TOLEDO 

เคร่ืองแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า  

(agarose gel electrophoresis system) Mupid 

ไมโครออโตปิเปตพร้อมทิป ขนาด 0.2-10, 2-20, 10-100, 100-1000 µl 

เคร่ืองหมนุเหว่ียงความเร็วสงู   AvantiTM J-30 Beckman  

ตู้ปลอดเชือ้ Class 2 Type A2   ESCO 

เคร่ืองผสมสาร Vortex-mixer   GENESYS 

อา่งน า้ปรับอณุหภมูิ    EcoTempTW20 JUlabo 

เคร่ืองแก้วพืน้ฐาน (โกร่งบด กระบอกตวง ขวดรูปชมพู ่บีกเกอร์ หลอดทดลอง เป็นต้น) 

จานอาหารเลีย้งเชือ้ (petri dish) ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 9 เซนตเิมตร 

อปุกรณ์พลาสตกิส าหรับ cell culture 

ช้อนโลหะและช้อนพลาสติกส าหรับตกัสาร 

CO2 water Jacketed incubator   IR AUTOFLOW NUAIRE  

Gel Document     BioDoc-ItTM system UVP 

Microcentrifuge    Mikro 200R Hettich zentrifugen  

Orbital shaking incubator   Thermo electron corporation 

pH meter     713pH Metrohm 

Polyacrylamide gel electrophoresis ATTO 

Semi-dry blotting transfer   ATTO 

Spectrophotometer    8453 HEWLETT PACKARD 

Spectrophotometer    Genesys 20Thermo Scientific  

Sonicator      VCX130 vibra cellTM (tip รุ่น 130-0438)

 Thermal cycler    Mycycler BIORAD

อุปกรณ์กำรทดลอง    รุ่น บริษัทผู้ผลิต 
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2.2 กำรโคลนยีน hFADD และ hTRIM21 

 
2.2.1 กำรเตรียม Bacterial competent cells   
เร่ิมจากการน าเซลล์มาสตรีค (streak) ลงบนอาหารแข็ง TYE (1% Bacto-

tryptone, 0.5% yeast extract, 0.8% NaCl, 1.5% agar) และผสมยาปฏิชีวนะตามความจ าเป็น 
บม่ท่ี 37๐C 12-16 ชัว่โมง เข่ียเชือ้ 1 โคโลนีลงเลีย้งในอาหารเหลว 2xTY (1.6% Bacto-tryptone, 
1% yeast extract, 0.5% NaCl) 50 ml เขย่าท่ีอณุหภูมิ 28๐C 220 รอบตอ่นาที ประมาณ 3-4 
ชัว่โมง ติดตามความขุ่นของเซลล์ท่ีความยาวคล่ืน 600 nm ให้ได้ประมาณ 0.4 ดดูอาหารเหลวใส่
ในอาหารเหลวขวดใหม่ 50 ml ท่ีเติม competent cell salt solution (0.44 M MgCl2, 0.44 M 
MgSO4, 0.11 M KCL) 1.1 ml ให้มีความเข้มข้นเซลล์สดุท้ายมีคา่ OD600 เท่ากบั 0.04 เพ่ือใช้เป็น
ตวัตัง้ต้นเลีย้งท่ี 18๐C 220 รอบตอ่นาที ประมาณ 20 ชัว่โมง ตดิตามการเจริญเติบโตของเซลล์จาก
ความขุ่นท่ีความยาวคล่ืน 600 nm จนกระทัง่ OD600 เท่ากบั 0.4 น าภาชนะเลีย้งเซลล์แช่ในท่ี
น า้แข็งหรือ 4๐C 10 นาที เก็บเซลล์ด้วยการหมุนเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงความเร็วสงูท่ี 2000 
รอบต่อนาที 10 นาที เทอาหารเลีย้งทิง้ ละลายตะกอนเซลล์ด้วย transformation buffer (FB)    
(10 mM PIPES, 250 mM KCl, 15 mM CaCl2 pH 6.7 ) ซึ่งผ่านการท าให้เย็นแล้ว 30 ml ทิง้ไว้บน
น า้แข็ง 10 นาที ป่ันเก็บเซลล์อีกครัง้ท่ีความเร็วและเวลาเดิม แล้วจึงละลายตะกอนด้วย FB 8 ml 
จากนัน้คอ่ยๆ หยด 100% DMSO 0.6 ml ในสารละลายเซลล์ใน FB พร้อม ๆ กบัการหมนุหลอด
เซลล์เพ่ือป้องกนัไม่ให้ความเข้มข้นต่อพืน้ท่ีของ DMSO มากเกินไป เน่ืองจากความเป็นพิษอาจ
ส่งผลต่อคณุภาพของคอมพิเทนท์เซลล์ได้ แบ่งบรรจุลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml หลอดละ 
100 และ 200 µl ท าให้เย็นลงอย่างรวดเร็วด้วยไนโตรเจนเหลว แล้วเก็บไว้ท่ี –80๐C จนกว่าจะท า
การทดลองต่อไป ส่วน JM109/Chap ท่ีใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้าน เกิดจากการท่ีย้าย chaperone 
plasmid pG-KJE8 (TaKaRa) เข้าสู่เซลล์ E.coli JM109 ก่อนแล้วจึงน าเซลล์ท่ีมีพลาสมิดนีม้า
เตรียมเป็นเซลล์เจ้าบ้านตอ่ไป 

 
2.2.2 กำรเตรียม vector/insert 
การวิจยัในครัง้นีท้ าทัง้ใน in vitro และ ex-vivo จึงต้องใช้ expression vector 

ตา่งชนิดกนั โดยในแบคทีเรียใช้พลาสมิด pST50Trc1  ส าหรับยีน hFADD, pST50Trc2 ส าหรับ 
hTRIM21 และ pST44 ซึ่งเป็น co-expression vector ส าหรับแบคทีเรีย พลาสมิดเหล่านีไ้ด้รับ
ความอนเุคราะห์จาก Prof. Dr. Song Tan แห่ง The Pennsylvania State University ส่วนการ
ทดลองใน Ex-vivo ซึ่งเป็นการทดลองในระบบ tissue culture ใช้พลาสมิด pCI และ pcDNA3 
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โดยได้รับการอนเุคราะห์พลาสมิด pCI vector, pCI-hFADDHisFlag และ pCDNA3-HAhTRIM21 
จาก Prof. Dr. Astar Winoto แหง่ University of California at Berkley  

ท าการย่อยเวกเตอร์ดีเอ็นเอให้เป็นสายเด่ียวเส้นตรงด้วย restriction enzyme ท่ี
เหมาะสมกบั insert ดีเอ็นเอท่ีต้องการ ซึ่งในปฏิกิริยาประกอบด้วย พลาสมิด 3 µg, 1x NEBuffer, 
3 µg BSA, 0.1 mM DTT, 15 U restriction enzyme ในปริมาตรทัง้หมด 30 µl บม่ท่ี 37 ๐C เป็น
เวลา 3 ชัว่โมง สว่นกรณีท่ีมีการใช้ restriction enzyme สองชนิด หรือ double digestion นัน้ท าได้
พร้อมกันโดยเลือกชนิดบัฟเฟอร์ท่ีเหมาะสมตามการแนะน าของบริษัทผู้ ผลิต ยกเว้นในกรณีท่ี
เลือกใช้ BamHI - NgoMIV, BamHI - BsrGI หรือ XbaI - BglII จะต้องย่อยทีละชนิด (sequencial 
digestion) ตามตารางตอ่ไปนี ้

ตำรำงท่ี 2.1 แสดงกำรท ำ double digestion 
Enzyme to use Digest 1 Digest 2 
BamHI & 
NgoMiV 

digest with NgoMIV in NEBuffer 4 for 
90 min 

Add 150 mM NaCl and 
BamHI for 90 min 

BamHI & BsrGI  digest with BsrGI in NEBuffer 2 for 90 
min 

Add 100 mM NaCl and 
BamHI for 90 min 

XbaI & BglII digest with XbaI in NEBuffer 2 for 90 
min 

Add 50 mM NaCl and 
BglII for 90 min 

จากนัน้ตัดแยกส่วนของ vector ท่ีต้องการด้วยการท า agarose gel 
electrophoresis ตามข้อ 2.2.3 และ gel purification ข้อ 2.2.4  

2.2.3 กำรท ำ agarose gel electrophoresis 
การท า agarose gel electrophoresis เป็นวิธีมาตรฐานท่ีใช้ในการทดลองทาง

อณูชีววิทยาเพ่ือการทดสอบความเหมือน การแยก หรือการท าบริสุทธ์ิดีเอ็นเอ โดยการเตรียม 
agarose 1.5 % ใน TAE buffer (40 mM Tris-HCl, 20 mM acetic acid, 1 mM EDTA) ด้วยขวด
รูปชมพู่ให้ความร้อนจนละลายได้ทั่วกันทิง้ให้เย็นตวัเล็กน้อยก่อนเทลงในถาดเจล เม่ือเจลแข็ง
พร้อมใช้งาน น าตวัอย่างท่ีต้องการมาผสมกบั 6x gel loading buffer (60% Glycerol, 10 mM 
Tris-HCl (pH 7.6), 60 mM EDTA, 0.03% Bromophenol Blue, 0.03% Xylene Cyanol) หยอด
ตวัอย่างลงในเจลและแยกขนาดดีเอ็นเอภายใต้สนามไฟฟ้าใน TAE buffer ก าหนดความตา่งศกัย์
คงท่ี 100 โวลต์ เสร็จแล้วน ามาแช่ในสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 10 µg/ml 3 
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นาที ล้างในน า้กลัน่ 25 นาที จึงน าไปส่องภายใต้แสง UV ด้วยเคร่ือง Gel Document (BioDoc-
ItTM system) หรือ UV box เพ่ือตรวจสอบความถกูต้องหรือตดัแยกดีเอ็นเอเพ่ือท าบริสทุธ์ิตอ่ไป 
โดยเทียบกบั    ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder หรือ 2 log DNA marker 

2.2.4 กำรท ำ gel purification  
หลงัผ่านการท า agarose gel electrophoresis ตดัแยกส่วนของ vector ภายใต้

แสงยวีูใส่ในสปันคอลมัน์ (spun column) ท่ีถกูเจาะรูและมี glass wool เตรียมไว้ป่ันท่ีความเร็ว 
7,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เจลจะถกูดงึผ่าน glass wool ลงมาและได้ผลิตภัณฑ์เป็น
สารละลายใสพร้อมใช้ส าหรับการทดลองตอ่ไป ดงัรูปท่ี 2.1 

 

รูปท่ี 2.1 ภาพแสดงสปันคอลมัน์ท่ีเตรียมขึน้จากหลอดทดลองขนาด 0.5 และ 
1.5 ml โดยแสดงภาพก่อนและหลงัการป่ันตกท่ีชิน้ agarose gel ถกูดงึผา่น glass wool ได้เป็น
สารละลายท่ีก้นหลอดทดลอง 

2.2.5 กำรเตรียมชิน้ดีเอ็นเอยีนส ำหรับ hFADD และ hTRIM21 
การทดลองครัง้นีไ้ด้ออกแบบ primer เพ่ือการท า PCR หรือเพ่ือเป็น tag ซึ่งจะ

ชว่ยในกระบวนการท าบริสทุธ์ิโปรตีน ตารางตอ่ไปนีแ้สดง primer ท่ีใช้ในการทดลอง 

ตำรำงท่ี 2.2 แสดง primer พร้อมต ำแหน่งท่ีใช้ในกำรทดลอง 
Primer name Sequence Description 
DS001-
HisSTR 

CCGGCCATCATCATCATCATCA
CAGCAGCTGGTCTCATCCGCA
GTTTGAAAAATAAT 

top strand primer to create C-terminal 
HisSTR tags between NgoMIV and BsrGI 
sites in pST50Trc1 vector 

DS002-
HisSTR 

GTACATTATTTTTCAAACTGCGG
ATGAGACCAGCTGCTGTGATGA
TGATGATGATGG 

bottom strand primer to create  
C-terminal HisSTR tags between NgoMIV 
and BsrGI sites 
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Primer name Sequence Description 
DS003-HAHis TATGTACCCGTATGACGTCCCG

GATTACGCACATCATCATCATC
ATCACG 

top strand primer to create N-terminal HA-
His tandem tags between NdeI and BamHI 
sites in pST50Trc2 vector 

DS004-HAHis GATCCGTGATGATGATGATGAT
GTGCGTAATCCGGGACGTCATA
CGGGTACA 

bottom strand primer to create  
N-terminal HA-His tandem tags between 
NdeI and BamHI sites in pST50Trc2 vector 

DS007-
hFADD 

GGCCAATTCATATGGACCCGTT
CCTGGTGCT 

forward primer to PCR amplify hFADD to 
create pST50Trc1-hFADDHisSTR and 
attach 5' NdeI restriction site 

DS008-
hFADD 

CAGCCGGCAGACGCTTCGGAG
GTAGAGACGCTTCGGAGGTAG
ATGCG 

reverse primer to PCR amplify hFADD to 
create pST50Trc1-hFADDHisSTR and 
attach 3' NgoMIV restriction site 

DS009-
hTRIM21 

CCTAGATCTGCTTCAGCAGCAC
GCTTGAGCTAGTGGATCCTTGT
GATCC 

Forward primer to PCR amplify hTRIM21 to 
create pST50Trc2-HAhTRIM21 and 
pST50Trc2-HAHishTRIM21 vector and 
attach 5' BglII restriction site 

DS010-
hTRIM21 

CGCTGTACATCAATAGTCAGTG
GATCCTTGTGATCC 

Reverse primer to PCR amplify hTRIM21 to 
create pST50Trc2-HAhTRIM21 and 
pST50Trc2-HAHishTRIM21 vector and 
attach 3' BsrGI restriction site 

DS018-
hTRIM21 

CCGAGATCTGGGCTGAAGAAG
ATGCTGAG 

Forward primer to PCR amplify 
hTRIM21(276-475) and attach 5' BglII 
restriction site 

DS019-
hTRIM21 

AGCAGGAGTTGGCTGAGAAG Forward sequencing primer for hTRIM21 
at 465 bp 

DS020-
hFADD 

CAGCCGGCTTCTTCCCCAGCG
CGGCCC 

Reverse primer to PCR amplify hFADD1(2-
95) to create pST50Trc1-hFADDHisSTRΔ1 
and attach 3' NgoMIV restriction site 

DS021-HA TATGTACCCGTATGACGTCCCG
GATTACGCAG 

top strand primer to create N-terminal HA 
tags between NdeI and BamHI sites in 
pST50Trc2 vector 
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Primer name Sequence Description 
DS022-HA GATCCTGCGTAATCCGGGACGT

CATACGGGTACA 
bottom strand primer to create  
N-terminal HA tags between NdeI and 
BamHI sites in pST50Trc2 vector 

DS025-T7 GATCCCGCGAAATTAATACGAC
TCACT 

Forward sequencing primer for T7 
promoter 

DS026-T7 TATGCTAGTTATTGCTCAGCGGT
G 

reverse sequencing primer for T7 promoter 

DS028-
hFADD 

GCATTTAACGTCATTTGTGATAA
TGTGGG 

forward SDM primer to mutate an internal 
NdeI site in hFADD 

DS029-
hFADD 

CCCACATTATCACAAATGACGT
TAAATGC 

reverse SDM primer to mutate an internal 
NdeI site in hFADD 

DS032-pCIrev CACTGCATTCTAGTTGTGG reverse sequencing primer for pCI vector 
DS037-
hTRIM21 

CCTAGATCTGTCCACATCACTC
TGGATCC 

Forward primer to PCR amplify hTRIM21 
(287-465) and attach 5' BglII restriction site 

DS038-
hTRIM21 

CGCTGTACATTACAGTGGACAG
AGGGTTAGAG 

Reverse primer to PCR amplify 
hTRIM21(287-465) and attach 3' BsrGI 
restriction site 

DS039-
hFADD 

CGAGTCCAAGTACCTATGCCTC
G 

Forward SDM primer to mutate F25 to Y25 
in FADD 

DS040-
hFADD 

CGAGGCATAGGTACTTGAGCTC
G 

reverse SDM primer to mutate F25 to Y25 
in FADD 

DS043-STR CCGGCTGGTCTCATCCGCAGTT
TGAAAATAAT 

top strand primer to create a C-terminal 
STR tags construct between NgoMIV and 
BsrGI sites  

DS044-STR GTACATTATTTTTCAAACTGCGG
ATGAGACCAG 

bottom strand primer to create a C-terminal 
STR tags construct between NgoMIV and 
BsrGI sites  

DS053-GST GCGCTAGCGCCACCATGTCCC
CTATACTAGGTTATTG 

Forward primer to PCR amplify GST tag, 
KOZAK seq and attach 5' NheI restriction 
site 

DS054-GST GCGAATTCACGACCTTCGATCA
GATC 

reverse primer to PCR amplify GST tag and 
attach 3' EcoRI restriction site 
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Primer name Sequence Description 
DS055-
hTRIM21 

GCGAATTCGCTTCAGCAGCAC
GC 

forward primer to PCR amplify hTRIM21 
and attach 5' EcoRI restriction site to 
create pCI-GSThTRIM21 

DS057-
hTRIM21 

GCGAATTCGCTGCACAGGAGT
ACC 

forward primer to PCR amplify hTRIM21 
(131-475) and attach 5' EcoRI restriction 
site to create pCI-GSThTRIM21D3 

DS058-
hTRIM21 

GCGAATTCGGGCTGAAGAAGA
TGCTGA 

forward primer to PCR amplify hTRIM21 
(276-475) and attach 5' EcoRI restriction 
site to create pCI-GSThTRIM21Δ1 

DS056-
hTRIM21 

CCGGTACCTCAATAGTCAGTGG
ATCCTTG 

reverse primer to PCR amplify hTRIM21 
and attach 3' KpnI restriction site 

DS059-pCI CTCTTTGCGTTTCTGATAGG Forward sequencing primer for pCI vector 
(108 bp upstream of NheI ) 

DS060-pCI TGCAGCTTATAATGGTTACAAAT reverse sequencing primer for pCI vector 
(108 bp downstream of KpnI ) 

DS068-
HAtagN 

CTAGCGCCACCATGTACCCATA
TGACGTCCCAGATTACGCAG 

Top strand primer to create an N-terminal 
HA tag (NheI Kozak sequence, start 
codon, HA tag and EcoRI site) 

DS069-
HAtagN 

AATTCTGCGTAATCTGGGACGT
CATATGGGTACATGGTGGCG 

Bottom strand primer to create an N-
terminal HA tag (NheI, Kozak sequence, 
start codon, HA tag and EcoRI site) 

DS088-
hTRIM21 

GCGGTACCTTATGGCACATGGC
ACACA 

Reverse primer to PCR amplify 
hTRIM21Δ4(131-275) and attach 3' KpnI 
restriction site to create pCI-
HAhTRIM21Δ4  

DS089-
hTRIM21 

GCGAATTCGTGCAGCAAAAAAA
CTTCCTG 

Forward primer to PCR amplify 
hTRIM21Δ5(183-475) and attach 5' EcoRI 
restriction site to create pCI-
HAhTRIM21Δ5  

DS091-yGcn4 CGGAATTCAGAATGAAACAACT
TGAAGACAAGG 

Forward primer to PCR amplify the CC 
domain of yGcn4 and attach 5' EcoRI 
restriction site  
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Primer name Sequence Description 
DS092-yGcn4 CCGGTACCGCGTTCGCCAACT

AATTTCT 
Reverse primer to PCR amplify the CC 
domain of yGcn4 and attach 3' KpnI 
restriction site 

DS093-yGcn4 GCGCTAGCTCCGAATATCAGCC
AAGTTTA 

Forward primer to PCR amplify yGcn4 and 
attach 5' NheI restriction site 

DS094-
hTRIM21 

GCGGTACCGGGCTGAAGAAGA
TGCTGA 

Forward primer to PCR amplify hTRIM21 
and attach 5' KpnI restriction site to create 
pCI-HAyCChTRIM21Δ1  

DS095-
hTRIM21 

CCTCTAGATTAATAGTCAGTGG
ATCCTTGTG 

Reverse primer to PCR amplify hTRIM21 
and attach 3' XbaI restriction site to create 
pCI-HAyCChTRIM21Δ1 

 
2.2.6 กำรเตรียม insert ดีเอ็นเอด้วยกำรท ำ polymerase chain reaction 

(PCR) 
เน่ืองจากการทดลองนีมี้การศึกษาคณุสมบตัิของโปรตีน hFADD และ hTRIM21 

ท่ีโดเมนต่างๆ เช่น pST50Trc2-HishTRIM21Δ1(276-475) และ pST50Trc2-HishTRIM21Δ2 
(287-475) จึงใช้ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส หรือ Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยเตรียม 
mastermix ในอตัราสว่นตอ่ไปนี ้ 
  1. ส าหรับ 1 ปฏิกิริยา= 100 µl ประกอบด้วย 1x Pfu buffer, 0.25 mM dNTP, 
0.5 µM forward และ reverse primer, 10 ng ของดีเอ็นเอตัง้ต้น, Pfu polymerase 2 µl 
  2. ผสมให้เข้ากนัน าเข้าเคร่ือง Thermo Cycler โดยก าหนด condition ดงันี ้

    ก. Initial denaturation  95๐C 2 นาที  1 รอบ 
    ข. Denatured temperature  95๐C 30 วินาที 5 รอบ 
         Annealing temperature  Tm-5๐C 30 วินาที 
       Extension temperature  75๐C  1 นาที/Kb 

     ค. Denatured temperature  95๐C 30 วินาที 20 รอบ 
         Annealing temperature  58๐C 30 วินาที 
       Extension temperature  75๐C  1 นาที 
    ง. Extension temperature   75๐C 3 นาที  1 รอบ 

จากนัน้เคร่ืองจะลดอณุหภมูิลงท่ี   10๐C  
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ในการสร้างดีเอ็นเอแต่ละครัง้อาจใช้ annealing temperature (Ta) ไม่เท่ากัน
ขึน้อยูก่บั คา่ melting temperature (Tm) ของ primer คูน่ัน้ ๆ  

3. ตรวจสอบ PCR product ท่ีได้ด้วย agarose gel electrophoresis 1.5% 
(w/v) และย้อมดีเอ็นเอด้วย ethidium bromide เปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอท่ีได้ด้วย 100 bp 
DNA ladder (NEB) และอา่นผลด้วย Gel Document  

 
2.2.7 กำรเตมิหมู่ฟอสเฟตให้ oligo DNA 
เป็นการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กบัปลาย 5’-OH ของ oligo DNA ทัง้สายบนและล่าง 

ใช้หลอดขนาด 1.5 ml 2 หลอด โดยแตล่ะหลอดมีส่วนประกอบดงันี ้1x T4 DNA ligase buffers 
(50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 10 mM DTT) 1 µM oligo 1 หรือ oligo 2 และ    
5 unit T4 PNK ในปริมาตรทัง้หมด 20 µl บ่มท่ี 37 ๐C 15 นาที น าสารละลายทัง้สองหลอดมา
รวมกนัเพิ่ม 10x TM buffer (100 mM Tris-Cl pH 8.0, 100 mM MgCl2) 10 µl เพิ่มน า้ MilliQ 50 
µl ให้ความร้อนเป็นเวลา 2 นาที ในน า้ร้อนท่ีอณุหภูมิ 90๐C ในบีกเกอร์ จากนัน้ปิดบีกเกอร์และทิง้
ข้ามคืนเพ่ือให้อณุหภมูิเย็นลงช้า ๆ วนัถดัไปท าการสกดัด้วย phenol chloroform ตามข้อ 2.2.8 ซึ่ง
ขัน้ตอนสดุท้ายของการท าบริสทุธ์ิ annealed oligos ต้องท าการผ่านคอลมัน์ Sephadex G-25 
(Amersham Pharmacia Biotech) ท่ีเตรียมจาก micropipette tip ขนาด 1 และ 5 ml ในหลอด
ทดลองขนาด 15 ml (ย่ีห้อ Corning เท่านัน้เพ่ือป้องกนั 5 ml tip ติดค้างในหลอดทดลอง) ดงัรูปท่ี 
2.2 

 
รูปท่ี 2.2 ภาพแสดงคอลมัน์ Sephadex G-25 จาก micropipette tip ขนาด 1 

และ 5 ml ในหลอดทดลองขนาด 15 ml  
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2.2.8 กำรท ำบริสุทธ์ิผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอด้วย phenol chloroform 
เตรียมสารละลาย Phenol ท่ีอ่ิมตวัด้วย TE จากนัน้ผสมกับ CIA (chloroform-

isoamyl alcohol โดยท่ี chloroform:Isoamyl alcohol=24:1) ในอตัราส่วน 1:1 ให้เป็น PCIA ผสม
ให้เข้ากันด้วยเคร่ืองผสมสารละลาย Vortex Mixer 30 วินาที จากนัน้หมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 
13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ผสมกับสารละลายดีเอ็นเอในปริมาตรเท่ากัน เขย่าด้วย
เคร่ือง vortex-mixer 30 วินาที แล้วหมุนเหว่ียงเพ่ือแยกชัน้สารละลายท่ีความเร็วและเวลาเดิม 
แยกสารละลายใสส่วนบนใส่หลอดใหม่โดยระวงัไม่ให้ปนเปื้อนตะกอนขาวของโปรตีนหรือเศษ
เซลล์ น าสารละลายใสผสมกบัสารละลาย PCIA ในปริมาตรเทา่กนัอีกครัง้ จากนัน้เขย่าให้สารแตก
ตวัและกระจายแล้วหมนุเหว่ียงท่ีความเร็วและเวลาเดิม เก็บส่วนใสด้านบน ท าซ า้อีกครัง้ด้วย CIA 
เก็บสารละลายส่วนบนซึ่งมีผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิพร้อมส าหรับการทดลองต่อไปหรือน าไป
ตกตะกอนด้วยเอทานอลเพื่อให้ได้ความเข้มข้นท่ีสงูขึน้ 

 
2.2.9 กำรตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทำนอล 
น าสารละลายดีเอ็นเอท่ีต้องการตกตะกอนใส่ 3M sodium acetate, pH 5.2 ใน

ปริมาตร 0.1 เท่าของสารละลาย จากนัน้เติม 100% เอทานอล 2.5 เท่าของปริมาตรเดิม ผสมให้
เข้ากันโดยการ vortex 10 วินาที จากนัน้น าไปหมุนเหว่ียงเพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอท่ีความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที ดูดสารละลายใสทิง้ให้หมด ปล่อยให้ตะกอนดีเอ็นเอแห้งท่ีอุณหภูมิห้อง
ประมาณ 10 นาที จึงละลายด้วยน า้ MilliQ หรือ TE buffer (10mM Tris, 0.1mM EDTA) 
ประมาณ 300 µl. 

 
2.2.10 กำรเพิ่มชิน้ insert ด้วย oligo nucleotide  
การวิจยันีจ้ าเป็นต้องมีการสร้าง insert ดีเอ็นเอของโปรตีน FADD และ TRIM21 

ตามขนาดและต าแหน่งท่ีต้องการ รวมทัง้การเติมโอลิโกนิวคลิโอไทด์เพ่ือท าหน้าท่ีเป็น tag เพ่ือ
ช่วยในการท าบริสทุธ์ิหรือการตรวจสอบโปรตีนด้วย Western blot (ข้อ2.5.8) ซึ่งชิน้ insert ท่ีสร้าง
ขึน้จะสามารถเช่ือมตอ่กบัเวกเตอร์ท่ีมีอยู่ใน FADD ได้มีการเติม tag ทางปลาย C เช่น STR tag 
โดยการสร้าง oligonucleotides สายสัน้ ๆ (DS043-STR, DS044-STR) ดงัตารางท่ี 2.2 และท า
การเช่ือม double stranded oligos ทัง้สองเข้าระหว่าง NgoMIV- BsrGI restriction sites ส่วน 
TRIM21 จะเติมทางปลาย N โดย การใช้ DS021-HA, DS022-HA เพ่ือสร้าง hemeagglutinine 
(HA) tag เพ่ือน าไปเช่ือมตอ่กบัชิน้ยีน TRIM21 และพลาสมิดเวกเตอร์ท่ีเตรียมได้จากข้อ 2.2.2 
นอกจากนีย้งัมีการสร้าง vector ท่ีมี HisSTR tag (6xHis tag เช่ือมกบั Strep-tag II (STR) tag) ซึ่ง 
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6xHis tag หรือ Strep-tag II (NH2-WSHPQFEK-COOH) เป็นสายเปปไทด์ท่ีมีขนาดเล็กไม่
ขดัขวางการพบัม้วนของโปรตีน โดยการเช่ือม double stranded oligos DS001-HisSTR, 
DS002-HisSTR ระหว่างต าแหน่ง NgoMIV และ BsrGI ซึ่งจะได้ pST50Trc1-HisSTR plasmid 
บนปลาย C 

 
2.2.11 กำรสร้ำงชิน้ insert จำกพลำสมิด 
การทดลองนีใ้ช้ vector pST50Trc1 และ c2 ซึ่งมีต าแหน่งท่ีสามารถเติม tag ได้

ทางปลายด้าน C เน่ืองจากมีล าดบัเบสของ His tag อยู่แล้วใน pST50Tr ในการสร้าง รีคอม
บิแนนท์ยีนท่ีมี His tag ทางปลาย N ท าได้โดยโคลนยีนท่ีสนใจเข้าระหว่าง 5’-BamHI และ 3’-
NgoMIV BamHI/HindIII site ของ pST50Tr vector หากยีนท่ีสนใจมีต าแหน่งตดัจ าเพาะของ 
restriction enzyme ท่ีใช้สามารถแก้ปัญหาโดยการท า site-directed mutagenesis (SDM) เพ่ือ
เปล่ียนล าดับเบสโดยท่ีไม่เปล่ียนล าดับของกรดอะมิโน การทดลองนีส้ร้าง  pST50Trc2-
HishTRIM21, pST50Trc2-HishTRIM21Δ1(276-475) และ pST50Trc2-HishTRIM21Δ2(287-
475) และจากพลาสมิด pST50Trc1-HisDHFR plasmid สามารถโคลนยีนท่ีต้องการเข้าระหว่าง 
5’NdeI หรือ BamHI และ 3’NgoMIV เพ่ือให้ได้ส่วน construct ท่ีมี FADD (ปกติ NdeI จะไม่ใช้
เพ่ือ sub cloning ยกเว้นในกรณีท่ี gene มี BamHI internal sites) อาทิ เช่น pST50Trc1-
hFADDHisSTRx1 (x1 แสดงถึง mutate NdeI restriction site ใน hFADD) pST50Trc1-
hFADDΔ1HisSTRx1 และ pST50Trc1-hFADDΔ1HisSTRx2 (x2 แสดงถึง F25Y mutation ใน 
DED ของ FADD) ดงัท่ีแสดงในรูปท่ี 2.3 และตารางท่ี 2.3 
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รูปท่ี 2.3 แสดงโครงสร้างของ (A) insert รวมทัง้ (B) expression และ co-

expression plasmid ท่ีใช้ในการทดลองในแบคทีเรีย (Waji, et al., 2011) 
ส่วนใน tissue culture ท่ีใช้ HEK293T cells ซึ่งเป็น mammalian cell lines ต้อง

ใช้พลาสมิดท่ีตา่งไป คือ pCI vector โดยใส่ GST tag ลงไปในระหว่าง 5’NheI และ 3’EcoRI ของ 
pCI vector เพ่ือสร้าง pCI-GST construct และการโคลน hTRIM21 สามารถท าได้ โดยการตดั 
pCI-GST ด้วย 5’ EcoRI และ 3’ KpnI และเช่ือมตอ่ (ligate) กบัชิน้ PCR amplified hTRIM21 ท่ีมี
ความยาวตา่งๆ ซึ่งได้ pCI-GSThTRIM21 รวมทัง้ pCI-GSThTRIM21Δ3(131-475) และ pCI-
GSThTRIM21Δ1(276-475) อีกทัง้สร้างพลาสมิด pCI-HAhTRIM21Δ1(276-475), pCI-
HAhTRIM21Δ3(131-475), pCI-HAhTRIM21Δ4(131-275), pCI-HAhTRIM21Δ5(183-475) 
และ pCI-HAyCChTRIM21Δ1 ดงัแสดงในรูปท่ี 2.4 และตารางท่ี 2.3 เพ่ือใช้ในการหาต าแหน่งท่ี
จ าเป็นของการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีนทัง้สอง  

 

รูปท่ี 2.4 แสดงตวัอย่างโครงสร้างของ insert และ plasmid ท่ีใช้ส าหรับการ
ทดลองใน tissue culture 
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ตำรำงท่ี 2.3 แสดงรายการพลาสมิดท่ีสร้างขึน้เพ่ือใช้ในการวิจยัครัง้นี ้ 
รำยกำรพลำสมิดที่สร้ำงขึน้ 

ในงำนวิจัยครัง้นี ้
คุณสมบัติ 

pST50Trc1-hFADDHisSTRx1  x1 แสดงถึงการเอา NdeI ออกจาก hFADD เส้นเต็ม มี
การเติม 6x-Histidine (His) กบั Streptavidine (STR) 
tag ท่ี ปลาย C 

pST50Trc1-hFADDΔ1HisSTR x2  x2 แสดงถงึ F25Y ใน DED domain ของ hFADD (Δ1) 
และมกีารเติม 6x-Histidine (His) กบั Streptavidine 
(STR) tag ท่ี ปลาย C 

pST50Trc2-HishTRIM21 hTRIM21 เส้นเต็ม และ 6x-Histidine (His) tag ท่ี 
ปลาย N 

pST50Trc2-HishTRIM21Δ1(276-475)  B30.2 domain และสว่นสายเปปไทด์ขนาด 10 aa ก่อน 
B30.2 domain ของ hTRIM21 และ 6x-Histidine (His) 
tag ท่ี ปลาย N 

pST50Trc2-HishTRIM21Δ2(287-475) B30.2 domain ของ hTRIM21 และ 6x-Histidine (His) 
tag ท่ี ปลาย N 

pCI-GSThTRIM21 hTRIM21 เส้นเต็ม และ glutatione S-transferase 
(GST) tag ท่ี ปลาย N เช่ือมเข้าใน pCI vector เพ่ือใช้
ในงาน tissue culture 

pCI-GSThTRIM21Δ1 (276-475) B30.2 domain และสว่นสายเปปไทด์ขนาด 10 aa ก่อน 
B30.2 domain ของ hTRIM21 และ GST tag 

pCI-GSThTRIM21Δ3 (131-475) hTRIM21 ตัง้แต่ coiled-coil domain ถึง B30.2 
domain และ GST tag 

pCI-HAhTRIM21Δ1 (276-475), B30.2 domain และสว่นสายเปปไทด์ขนาด 10 aa ก่อน 
B30.2 domain ของ hTRIM21 และ Hemagglutinine 
(HA) tag 

pCI-HAhTRIM21∆3 (131-475), hTRIM21 ตัง้แต่ coiled-coil domain ถึง B30.2 
domain และ Hemagglutinine (HA) tag 

pCI-HAhTRIM21∆4 (131-275),  Coiled-coil domain ของ hTRIM21 และ 
Hemagglutinine (HA) tag 
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รำยกำรพลำสมิดที่สร้ำงขึน้ 
ในงำนวิจัยครัง้นี ้

คุณสมบัติ 

pCI-HAhTRIM21Δ5 (183-475) hTRIM21 ตัง้แตส่่วนท่ี 2 ของ coiled-coil domain 
ถึง B30.2 domain และ Hemagglutinine (HA) tag 

pCI-HAyCChTRIM21Δ1 Sequence เพ่ือสร้าง chimeric protein ของ 
TRIM21 โดยใช้ coiled-coil domain จากยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae และ B30.2 domain 
จากมนษุย์ 

 
2.2.12 กำรท ำ ligation 
เม่ือได้ชิน้สว่นของทัง้ยีนท่ีต้องการและvectorท่ีเหมาะสมตอ่การใช้แล้ว จึงท าการ

เช่ือมตอ่สายดีเอ็นเอทัง้สองให้เข้ากนั โดยการใช้ T4 DNA ligase โดยมีหลอดทดลองสองหลอด
ส าหรับ vector กบั insert ท่ีสนใจ และ vector อย่างเดียวเพ่ือตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอ
แตล่ะส่วนท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ โดยอตัราส่วนระหว่าง  vector กบั insert เป็น 
2:1.5 ในปริมาตรทัง้หมด 5 µl ซึ่งมีส่วนประกอบดงันี ้1x T4 DNA ligase buffer, 0.1 mM DTT, 
vector 2 µl, insert DNA 1.5 µl, T4 DNA ligase 0.5 µl ผสมทิง้ไว้ 1 ชัว่โมง บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง 
ligated DNA ท่ีได้สามารถน าไปใช้ในการ transform bacterial cells ได้ทนัที 

 
2.2.13 กำรท ำ site-directed Mutagenesis 

  เพ่ือสร้าง F25Y ของ hFADDΔ1 และ เส้นเต็ม วิธีการท าเหมือนกบัการท า PCR 
ทัว่ไปหากแตใ่ช้ไพรเมอร์ท่ีได้ออกแบบให้มีการเปล่ียนเบสบางตวั และใช้เอนไซม์ Pfu turbo DNA 
polymerase (Invitrogen) ส าหรับ 1 ปฏิกิริยา= 25 µl) 

1x Pfu buffer, 0.25mM dNTP, 2.8 µM forward primer และ reverse primer 
10 ng ของดีเอ็นเอตัง้ต้น, เอนไซม์ Pfu Turbo polymerase (Invitrogen) 0.4 µl  

    ก. Initial denaturation  95๐C 2 นาที  1 รอบ 
    ข. Denatured temperature  95๐C 30 วินาที 18 รอบ 
         Annealing temperature  55๐C 1 นาที 
       Extension temperature  68๐C  1 นาที/Kb DNA 

     จากนัน้เคร่ืองจะลดอณุหภมูิลงท่ี   10๐C  
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สิ่งท่ีต้องค านงึมากเป็นพิเศษคือการก าหนดอณุหภมูิและเวลาของ Extention เพ่ือ
ป้องกนัการ overlap และ duplicate จากนัน้เก็บผลิตภณัฑ์ท่ีได้ 2 µl เป็น –DpnI แล้วน าส่วนท่ี
เหลือมาบม่ด้วยเอนไซม์ DpnI 1 µl ท่ี 37๐C 1 ชัว่โมง เป็น + DpnI เพ่ือตดัสายดีเอ็นเอตัง้ต้น 
(Parent plasmid) เน่ืองจาก DpnI มีคณุสมบตัิในการตดัจ าเพาะสายนิวคลิโอไทด์ท่ีมีการเติมหมู่
เมททิล (methylated DNA) ซึ่งการเติมนีเ้กิดได้เฉพาะในสิ่งมีชีวิตเท่านัน้ เน่ืองจากแบคทีเรียท่ีใช้
เลีย้งเป็น Dam methylase positive strain ท าให้ในสารละลายเหลือเพียงพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีเป็น
ผลิตภณัฑ์จากการท า PCR จากนัน้แบง่สารละลายดีเอ็นเอทัง้สองชดุ (+DpnI และ –DpnI) ท่ีผ่าน
การย่อยมา 2 µl เพ่ือท าการย้ายพลาสมิดดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านด้วยวิธี heat shock 
transformation ตามข้อ 2.2.14 แล้วมากระจาย (spread) ลงบนอาหารแข็ง TYE ท่ีมีแอมพิซิลิน 
100 µg/ml บม่ท่ี 37๐C 16-18 ชัว่โมง เลือกโคโลนีท่ีมีพลาสมิดบน TYE plate ด้วยการท า PCR 
screen ตามข้อ 2.2.15 แล้วจึงเลีย้งในอาหารเหลว 2xTY ท่ีมีแอมพิซิลิน 100 µg/ml เพ่ือสกัด 
พลาสมิดและสง่ตรวจสอบล าดบันิวคลิโอไทด์ตอ่ไป 
 

2.2.14 Bacterial transformation 
วางหลอดท่ีมี competent cells จาก –80๐C freezer บนน า้แข็งเพ่ือให้เซลล์

ละลายช้าๆ เป็นเวลาประมาณ 10 – 15 นาที จากนัน้ใส่สารละลายดีเอ็นเอท่ีผ่านการเช่ือมตอ่ด้วย
เอนไซม์ T4 DNA ligase แล้ว หรือใช้พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีผ่านการท า site-directed Mutagenesis 
(SDM) จากข้อ 2.2.13 ในหลอดท่ีมีเซลล์อยู่แล้ว 50 µl (อตัราส่วน 1:25) ผสมให้เข้ากนั บม่ตอ่ใน
น า้แข็ง 15 นาที จึงน าเซลล์ไป heat shock ท่ี 42๐C 30 วินาที ให้เกิดการเส่ือมสภาพการซึมผ่าน
ชัว่คราวของผนงัเซลล์เพ่ือน าพลาสมิดเข้า จากนัน้น าลงน า้แข็งทนัทีอย่างน้อย 10 วินาที ใส่อาหาร 
2xTY ปริมาตร 250 µl บม่เซลล์ท่ี 37๐C 30 นาที จึงน าเซลล์ทัง้หมดไปกระจายลงอาหารเลีย้งเชือ้
แบบแข็ง TYE ท่ีมีแอมพิซิลิน 100 µg/ml บม่ท่ี37๐C เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จึงเก็บเซลล์เพ่ือสกดั 
พลาสมิดตอ่ไป 

 
2.2.15 กำรท ำ PCR Screen 
หลังจากการน าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านและเลีย้งบนอาหารแข็งท่ีมียา

ปฏิชีวนะแล้ว จะต้องทดสอบว่าโคโลนีท่ีรอดชีวิตหรือขึน้บนอาหารเหล่านัน้โคโลนีใดท่ีมีชิน้ส่วน
ของพลาสมิดท่ีมียีนท่ีต้องการอย่างถกูต้องทัง้ขนาดและต าแหน่งยีนโดยการท า PCR screen ด้วย
ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมและให้ PCR product ประมาณ 300 – 700 bp โดยมีขัน้ตอนตอ่ไปนี ้เลือก   
8 โคโลนีตอ่หนึ่ง ligation มากระจายในน า้ MilliQ 100 µl ท่ีเตรียมไว้ในแตล่ะหลอด 1.5 ml เขย่า
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ให้เซลล์กระจายจากนัน้เตรียมสารละลายเพ่ือการ PCR screen ซึ่งใน master mixture 
ประกอบด้วย 1x Pfu buffer, 0.25 mM dNTP, 0.5 µM forward และ reverse primer และ
เอนไซม์ Pfu polymerase น า reaction mixtures 19 µl ผสมให้เข้ากนักบัสารละลายเซลล์ท่ีเตรียม
ไว้ 1 µl ในหลอด PCR น าเข้าเคร่ือง Thermo Cycler และให้เคร่ืองท าปฏิกิริยา ดงันี ้ 

    ก. Initial denaturation  95๐C 2 นาที  1 รอบ 
    ข. Denatured temperature  95๐C 30 วินาที 25 รอบ 
         Annealing temperature  Tm-5๐C 30 วินาที 
       Extension temperature  75๐C  1 นาที/Kb DNA 
    ค. Extension temperature   75๐C 3 นาที  1 รอบ 

     จากนัน้เคร่ืองจะลดอณุหภมูิลงท่ี   10๐C  
น าผลิตภณัฑ์ท่ีได้ไปตรวจสอบด้วย agarose gel electrophoresis โดยเลือก 2 

โคโลนีท่ีมีพลาสมิดท่ีถกูต้องเพ่ือน าไป restreak บน TYE + Amp plate แล้วคอ่ยเลือกหนึ่งโคโลนี
เดี่ยวมาเลีย้งในอาหาร เพ่ือท าการสกดั plasmid ตอ่ไป 

 
2.2.16 กำรสกัดพลำสมิดด้วย Merlin method 

  เลือกโคโลนีเด่ียวน าไปเลีย้งในอาหารเหลว 2xTY 50 ml เขย่าท่ี 37๐C 220 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมง หมนุเหว่ียงเพ่ือเก็บเซลล์ท่ี 5000 รอบตอ่นาที 5 นาที ละลายตะกอน
ด้วย Merlin I buffer (50 mM glucose, 25 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM EDTA, 40 µg/ml 
RNase A) 5 ml จากนัน้เติม Merlin II (0.2 M NaOH, 1% SDS) 10 ml Invert เบา ๆ 2-3 ครัง้ ตัง้
ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง 5 นาที เม่ือครบก าหนดเติม Merlin III (1.25 M KAc, 1.25 M HAc) 5 ml บม่ใน
น า้แข็ง 30 นาที พร้อมทัง้ invert และเขยา่ 2-3 ครัง้ เพื่อให้ตะกอนเล็กลงท าให้ล าดบัตอ่ไปของการ
กรองด้วยกรวยพลาสติกและกระดาษกรองขนาด 11 cm เร็วขึน้  หลังจากขัน้ตอนนีจ้ะได้สาร 
ละลายประมาณ 16 ml เติม Isopropanol ปริมาตร 0.6 เท่าของสารละลาย หรือ 9.6 ml Invert 
เบา ๆ 2-3 ครัง้ ป่ันตกตะกอนพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที 10 นาที ท่ีอณุหภูมิ 
4๐C ดูดสารละลายส่วนใส (supernatant) ออกเบาๆ ตัง้ทิ ง้ไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเพ่ือระเหย 
Isopropanol จากนัน้ละลายตะกอนด้วยน า้ MilliQ 500 µl เติม MerlinMax binding buffer (0.07 
mM GuHCl, 1.25 M KAc, 1.25 M HAc) และ MerlinMax Resin Slurry (15 g celite powder of 
diatomaceous earth/100 ml MerlinMax binding buffer) อย่างละ 5 ml ผสมสารละลายให้เข้า
กนั น าไปวางบนเคร่ืองเขย่า Rocker (LabNet) เพ่ือให้ดีเอ็นเอจบักบัเรซินประมาณ 1 ชัว่โมง น า
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สว่นผสมทัง้หมดแบง่ใสใ่น spun column (เตรียมจากหลอดทดลอง 15 ml pipette tip ขนาด 5 ml 
และอดัส าลีเพ่ือใช้กรองเรซินให้อยูใ่นคอลมัน์) คอลมัน์ละ 2.5 ml ป่ันเพ่ือเก็บเรซิน ด้วยเคร่ืองหมนุ
เหว่ียงแบบแขนหมนุรุ่น IEC HN-S II ท่ีความเร็ว ¾ เท่า 5 นาที เก็บสารละลาย (flows trough) ท่ี
ได้ไว้ จากนัน้ป่ันล้างเรซินด้วย Merlin V (20 mM Tris-Cl pH 7.5, 200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 
50% Ethanol) 2.5 ml 2 ครัง้ จากนัน้หมนุเหว่ียงให้เรซินแห้งอีกครัง้ 10 นาที เปล่ียนหลอดใหม่เพ่ือ
ชะดีเอ็นเอด้วยน า้ MilliQ อณุหภูมิ 72๐C 250 ml โดยการหมนุเหว่ียงท่ีความเร็วเดิม 5 นาที ท าซ า้
อีกครัง้ เก็บพลาสมิดท่ีได้ใน 20๐C เพ่ือการทดลองตอ่ไป 
 

2.2.17 กำรท ำแผนท่ีดีเอ็นเอบนพลำสมิด (DNA mapping) 
การท าแผนท่ีดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบว่าเวกเตอร์ลูกผสมท่ีได้นัน้มีขนาดและการ

จดัเรียงตวัของชิน้ดีเอ็นเอถกูต้องหรือไม ่โดยใช้หลกัการความจ าเพาะของรีสตริคชนัเอนไซม์ในการ
ย่อยพลาสมิดซึ่งในแต่ละปฏิกิริยาจะประกอบด้วย 1xNEBuffer ท่ีเหมาะสมกับเอนไซม์ 1 µg 
BSA, 0.1 mM DTT, 0.2 µg พลาสมิด และรีสตริคชนัเอนไซม์ 0.5 U บม่ท่ีอณุหภูมิ 37๐C 1 ชัว่โมง 
ท าเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสตามข้อ 2.2.3 และตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีได้ เปรียบเทียบความถกูต้องของ
ขนาดดีเอน็เอกบัการค านวณโดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ เชน่ NEB cutter2.0 (NEB)  

 
2.2.18 กำรสกัดดีเอ็นเอจำกยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 

 เข่ียเชือ้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae จาก LB Broth เลีย้งในอาหารเหลว 
YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose) 5 ml ประมาณ 20 ชัว่โมง จากนัน้เก็บ
ตะกอนเซลล์ด้วยการหมุนเหว่ียงท่ี 10,000 รอบต่อนาที ดดูอาหารเลีย้งทิง้ ละลายตะกอนด้วย 
lysis buffer (2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris HCl pH 8.0, 1 mM 
EDTA) บดเซลล์ด้วยโกร่งบดโดยการเตมิไนโตรเจนเหลวลงในโกร่งแล้วคอ่ยๆหยดสารละลายเซลล์
ลงไป เพ่ือให้เป็นผลึกน า้แข็งบดให้ละเอียดและท าซ า้อีก 2 ครัง้ แล้วน าสารละลายท่ีได้ไปต้มในน า้
อณุหภูมิ 95๐C 2 นาที หลงัจากนัน้น ากลบัมาแช่ในไนโตรเจนเหลว 2 นาที และน า้อณุหภูมิ 95๐C 
อีก 2 นาที เขย่าให้สารละลายแตกตวัด้วยเคร่ือง vortex-mixer 2 นาที แล้วเติมคลอโรฟอร์ม 300 
ml และ vortex อีกครัง้เป็นเวลา 2 นาที ตกตะกอนเศษเซลล์ด้วยเคร่ืองหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 
13,000 รอบตอ่นาที 5 นาที จึงย้ายสารละลายใสส่วนบนไปใส่หลอดใหม่ เติม 100% เอทานอล
เย็นปริมาตร 2 เท่าของสารละลายท่ีป่ันเก็บได้ เขย่าให้ผสมกนัเบาๆ บ่มท่ีอุณหภูมิ ห้อง 5 นาที 
จากนัน้น าไปแช่ใน –20๐C 5 นาที เพ่ือเพิ่มอตัราการตกตะกอนดีเอ็นเอ จากนัน้ตกตะกอนดีเอ็นเอ
ด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียง 5 นาที ท่ีความเร็ว 13,500 รอบตอ่นาที ดดูสารละลายใสส่วนบนออก ล้าง
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ตะกอนด้วย 70% เอทานอล และป่ันตกท่ีสภาวะเดิมอีกครัง้ดดูส่วนใสทิง้ ปล่อยให้ตะกอนแห้งท่ี
อณุหภูมิห้อง 10 นาที ล าดบัสดุท้ายจึงละลายตะกอนด้วย 100 ml 2 µg/ml RNase A in TE 
ตรวจสอบประสิทธิภาพของการสกดัด้วย agarose gel electrophoresis ตามข้อ 2.2.3 ตอ่ไป 
 
2.3 กำรทดสอบกำรแสดงออกของยีนท่ีต้องกำรในแบคทีเรีย 
 

2.3.1 กำรแสดงออกของยีนในแบคทีเรีย E.coli สำยพันธ์ุBL21(DE3)pLysS
ท่ีอุณหภูมิ 37๐C 

การทดสอบการแสดงออกของแบคที เ รี ย  ส่ วน ใหญ่กระท า ใน เซล ล์ 
BL21(DE3)pLysS การทดสอบการแสดงออกและการละลายของโปรตีนท าตามวิธีการของ 
Selleck and Tan (Selleck and Tan, 2008) โดยมีการดดัแปลงเล็กน้อย กล่าวโดยสรุป คือ 
transform พลาสมิดท่ีต้องการในเซลล์และท าการเลือกโคโลนีท่ีต้องการบนอาหารแข็ง  TYE ท่ีมี 
ampicillin 100 µg/ml และ chloramphenicol 25 µg/ml เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง เลือก 5-6 
โคโลนีเพ่ือน าไปเลีย้งตอ่ในอาหารเหลว 2xTY ท่ีอณุหภูมิ 37๐C บนเคร่ืองเขย่า 220 รอบตอ่นาทีให้
เซลล์โต จนวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 600 nm ได้เป็น 0.5-0.6 กระตุ้นด้วย Isopropylthio-β-D-
galactosidase (IPTG) ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 0.2 mM โดยก่อนใส่ IPTG ต้องเก็บเซลล์
ปริมาตร 500 µl หมนุเหว่ียงเพ่ือตกตะกอนเซลล์ท่ี 13,000 รอบตอ่นาที แล้วละลายตะกอนด้วย 
2xPGLB 100 µl (2x protein gel loading buffer - 1.25 M Bis-Tris pH 6.8, 20% glycerol, 4% 
SDS, 2.16 M β-mercaptoethanol, and 0.4 mg/ml bromophenol blue) เม่ือเติม IPTG ลงใน
ตวัอย่าง แล้ว เก็บเซลล์ 250 µl ท่ีเวลา 1, 2, 3 และ 4 ชัว่โมง หลงัการให้ IPTG หมนุเหว่ียง และ
ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 2xPGLB ท าการแยกโปรตีนแบบเสียสภาพ (denaturing 
polyacrylamide gel electrophoresis หรือ SDS-PAGE) ตามข้อ 2.3.5 เพ่ือเปรียบเทียบ การ
สร้างโปรตีนเป้าหมายในแบคทีเรีย ระหว่างกลุ่มท่ีไม่ได้รับและได้รับ IPTG เป็นเวลา 1, 2, 3 และ 4 
ชัว่โมง ตามล าดบั นอกจากนีใ้นชัว่โมงท่ี 3 หลงัการกระตุ้นด้วย IPTG ท าการเก็บตวัอย่าง 40 ml 2 
หลอด หมุนเหว่ียงเพ่ือตกตะกอนเซลล์ เทสารละลายทิง้แล้วจึงละลายตะกอนเซลล์ด้วย P150-
EDTA 10 ml (50 mM sodium phosphate buffer pH 7.0, 150 mM NaCl, 1 mM benzamidine 
และ 5 mM β-mercaptoethanol) เก็บเซลล์ท่ี -20๐C จนกว่าจะท าการทดลอง ต่อไป (Selleck 
and Tan, 2008) 
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2.3.2 กำรแสดงออกของยีนในแบคทีเรีย E.coli สำยพันธ์ุBL21(DE3)pLysS 

ท่ีอุณหภูมิ 28 และ 18๐C 
นอกจากศกึษาการแสดงออกของโปรตีนท่ี 37๐C มีการลดอุณหภูมิลงท่ี 28 ๐C 

และ 18๐C เพ่ือตรวจสอบความสามารถในการผลิตโปรตีนว่ามีความสามารถในการละลายน า้ได้
มากขึน้หรือไม่ ทัง้นีต้้องท าการย้ายเซลล์ไปยังอุณหภูมิท่ีต้องการในขณะท่ีค่าการดดูกลืนแสงท่ี  
600 nm เป็น 0.1-0.2 จากนัน้ให้เซลล์โตตอ่ไป เม่ือเซลล์มีคา่ OD600 = 0.6 กระตุ้นด้วย IPTG ให้มี
ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.02 หรือ 0.2 mM ตามความเหมาะสม และเน่ืองจากอตัราการเพิ่ม
จ านวนของเซลล์ท่ีเลีย้งใน 18 ๐C ช้ามาก เม่ือกระตุ้นด้วย IPTG แล้วเลีย้งเซลล์ตอ่ไปอีก 14-16 
ชัว่โมง จงึเก็บเซลล์ตามเวลาท่ีก าหนด ซึง่ขัน้ตอนการเก็บเซลล์ท าเช่นเดียวกบัเซลล์ท่ีเจริญท่ี 37๐C 
ตามข้อ 2.3.1 และท าการเก็บตวัอย่างท่ีเหลือ 40 ml ท่ีเวลา 3 ชัว่โมงหลงัการกระตุ้นด้วย IPTG 
หรือ 14-16 ชัว่โมง ท่ี 18๐C เพ่ือตรวจสอบการละลายท าให้บริสทุธ์ิด้วยเรซินท่ีเหมาะสมและท าการ
ทดลองตอ่ไป 

 
  2.3.3 กำรทดสอบกำรแสดงออกของ FADD และ TRIM21 ร่วมกับโปรตีน
พี่เลีย้ง (Chaperone protein) 

  การทดสอบนีใ้ช้เซลล์เจ้าบ้าน JM109 ท่ีมีการใส่พลาสมิดท่ีช่วยสงัเคราะห์โปรตีน
ในกลุ่มของโปรตีนพ่ีเลีย้ง (Chaperone protein) ซึ่งต้องใช้ L-arabinose 1 mg/ml และ 
tetracyclin 10 ng/ml เพ่ือกระตุ้นการแสดงออกของยีนบน chaperone plasmid pG-KJE8 บม่
เพ่ือให้เซลล์เจริญเติบโตท่ีอณุหภูมิ 37๐C บนเคร่ืองเขย่า 220 รอบตอ่นาที ติดตามการเติบโตจน 
OD600 ได้ 0.6 จึงกระตุ้นด้วย IPTG ท่ี 0.2 M และเก็บเซลล์ในชัว่โมงท่ี 3 เพ่ือทดสอบการละลาย
และท าบริสุทธ์ิตามวิธีการใน 2.3.1 หากเป็นการทดลองท่ีอณุหภูมิ ต ่ากว่า 37๐C จะย้ายขวดรูป
ชมพู่ท่ีใช้เลีย้งเซลล์ไปยงัอณุหภูมิท่ีต้องการดงัข้อ 2.3.2 และกระตุ้นด้วย IPTG เม่ือ OD600 เท่ากบั 
0.6 จากนัน้เก็บเซลล์ท่ีชัว่โมงท่ี 16 เพ่ือตรวจสอบการแสดงออก การท าบริสุทธ์ิ หรือการทดลอง
อ่ืนๆ ตามวิธีการในข้อ 2.3.7 เก็บเซลล์ท่ี -20๐C จนกวา่จะท าการทดลองขัน้ตอ่ไป 
 

2.3.4 กำรทดสอบกำรแสดงออกของโปรตีนด้วยระบบ SPM (Soluble 
protein media)  

  เน่ืองจากโปรตีนท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นีล้ะลายน า้ได้น้อยประมาณ 10% จึงได้มี
ความพยายามในการหาวิธีท่ีช่วยในการสงัเคราะห์โปรตีนท่ีสามารถละลายน า้ได้มากขึน้ ไม่ว่าจะ
เป็นการลดอุณหภูมิ ความเข้มข้นของ IPTG การใช้โปรตีนพ่ีเลีย้ง (chaperone protein) ก็ไม่
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สามารถเพิ่มการสร้าง soluble protein ได้ จงึมีความสนใจท่ีจะวิธีการเพิ่มสารเคมีบางตวัลงไป คือ 
sorbitol และ betaine ซึ่งวิธีการเลีย้งเซลล์และเติมสารเคมีในกลุ่มนีเ้ป็นกระบวนการเลีย้งท่ี
พฒันาขึน้โดยการลอกเลียนแบบธรรมชาติ เน่ืองจากในสภาวะท่ีการเจริญของสิ่งมีชีวิตชัน้ต ่าใน
สภาพแวดล้อมท่ีผิดปกตไิป จะมีการสร้างสารบางอย่างเพ่ือรักษาคณุภาพของโปรตีนภายในเซลล์ 
เรียกสารเหล่านีว้่า osmolyst ซึ่งแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือ polyols/sugar, amino acid, และ 
polyions (Kai, et al., 2013) เชน่ สิ่งมีชีวิตท่ีอาศยัในท่ีท่ีอณุหภูมิสงูและตอบสนองตอ่ความเครียด
จากอณุหภมูิสงูจะมีการสะสมสาร betaine, ectaine ในปริมาณมาก ซึ่งมีการอธิบายถึงหน้าท่ีอาจ
เป็นไปได้ของสารเหล่านี ้เช่น การลดอตัราเร็วในการปล่อยสายเปปไทด์จากไรโบโซมเพ่ือเพิ่มเวลา
ของการพบัม้วนโปรตีน หรือการท่ีเพิ่ม osmolarity จะเป็นการกระตุ้นให้เซลล์สร้าง Hsp protein 
เพ่ือชว่ยในการพบัม้วนอีกทางหนึง่ เช่นการทดลองของ Ackerley และคณะ ในปี 2003 พบว่า การ
เลีย้งเซลล์ท่ี 18°C ท่ีมี betaine และ sorbitol ร่วมด้วยสามารถเพิ่มปริมาณของ soluble His-
PvdD ได้อยา่งมีนยัส าคญั (Ackerley et al., 2003)  

ซึ่งขัน้ตอนการเลีย้งมีดงันี ้ลงเชือ้ 1-2 โคโลนีในอาหารเหลว SPM (soluble 
protein media) (1.6% bacto tryptone, 1% yeast extract, 0.5% NaCl, 1 M Sorbitol, 2.5 mM 
betaine) 100 ml ท่ีมีแอมพิซิลิน 100 µg/ ml และคลอแรมฟินิคอล 25 µg/ ml บม่เซลล์ท่ีอณุหภูมิ 
37๐C บนเคร่ืองเขย่าท่ี 220 รอบตอ่นาที เม่ือ OD600 อยู่ท่ีประมาณ 1.2 แตไ่ม่เกิน 1.5 (หาก OD 
สงูเกินไปไมเ่หมาะสมแก่การน าไปเลีย้งตอ่) น าสารละลายเซลล์นัน้ปริมาตร 1 ml มาเป็นตวัตัง้ต้น
ในอาหารเหลวใหม ่เลีย้งเซลล์ในสภาวะเดิม คือ 37๐C บนเคร่ืองเขย่าท่ี 220 รอบตอ่นาที ตอ่ไปจน 
OD600 เป็น 0.6 เติม IPTG 0.2 M เก็บเซลล์ในชัว่โมงท่ี 0, 1, 2, 3 และ 4 เพ่ือดกูารแสดงออกโดย
ท า denaturing polyacrylamide gel electrophoresis และชัว่โมงท่ี 3 เก็บเซลล์เพ่ือทดสอบการ
ละลายและท าทดลองตอ่ไป 
   
  2.3.5 กำรท ำ denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 

การท า denaturing polyacrylamide gel electrophoresis เป็นอีกหนึ่งวิธีการท่ี
นิยมใช้ในการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ ปริมาณ หรือน า้หนกัของโปรตีน ในงานวิจัยนีจ้ะใช้ความ
เข้มข้นของ acrylamide gel ท่ี 12% ยกเว้นกล่าวเป็นอย่างอ่ืน โดยชัน้ล่างเป็น seperating gel 
(10% of 30%/0.5% acrylamide/bis-acrylamide, 1.5 M Tris-HCl pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% 
ammonium persulphate, 0.1% TEMED) เทใน slab gel apparatus ให้มีความสงูอยู่ใต้ปลาย
หวีประมาณ 0.5 cm เติมพืน้ท่ีเหนือเจลด้วย H2O saturated butanol เพ่ือป้องกนัหน้าเจลแห้ง 
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เม่ือเจลให้แข็งตวัดีแล้วท าการล้าง butanol ออกด้วย 70% เอทานอลหลายครัง้ ตามด้วยน า้ 
จากนัน้ใส่ stacking gel (3% of 30%/0.5% acrylamide/bis-acrylamide, 0.5 M Tris-HCl      
pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% ammonium persulphate, 0.1% TEMED ) ใส่หวี เม่ือเจลแข็งตวัดี
แล้ว จึงแกะซ่ีหวีและท าความสะอาดหลมุ load gel และน าไปประกอบเข้ากบั chamber หลงัจาก
นัน้จึง load ตวัอย่างจากแตล่ะ fraction ท่ีผ่านการผสมกับ 2x PGLB แล้ว หลมุละเท่า ๆ กัน 
รวมทัง้โปรตีนมาตรฐานเพ่ือให้เป็นตวัเปรียบเทียบ เม่ือตอ่ระบบเรียบร้อยปล่อยกระแสไฟฟ้าให้วิ่ง
ภายใต้ความตา่งศกัย์คงท่ี 167 โวลต์ ใน gel running buffer (10 mM Tris, 0.076 M glycine, 
0.01% SDS) หลงัจากการท าพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟเรซิสแล้วจึงตรึงโปรตีนบนเจลไว้
ด้วยการแช่ใน FIX solution (45% Ethanol, 10% glacial acetic acid) 10 นาที ย้อมด้วย 
staining solution ( 0.5% Coomassie brillian blue R 250 ใน FIX) 10 นาที จากนัน้ล้างสี
ส่วนเกินออกด้วย destaining solution 1 (20% glacial acetic acid, 20% methanol) ท่ีอณุหภูมิ 
60๐C 4 ครัง้ ๆ ละ 10 นาทีหรือจนกว่าสีพืน้หลังของเจลจางลงแล้วล้างต่อด้วย destaining 
solution 2 (5% glacial acetic acid, 5% methanol) จนพืน้หลงัเจลใส  
 

2.3.6 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรละลำย  
ในการทดสอบการละลายจะต้องท าการย่อยผนังเซลล์โดยการ ละลายเซลล์

ตวัอย่างจาก -20๐C และเติมไลโซไซม์ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 1 mg/ml เพ่ือช่วยในการย่อย
ผนงัเซลล์ บ่มในน า้แข็ง 30 นาที พร้อมเขย่าเบาๆ เป็นระยะเพ่ือให้ไลโลไซม์ทัว่ถึง จากนัน้ท าให้
เซลล์แตกโดยใช้คล่ืนเสียงความถ่ีสูง (sonication) จากเคร่ือง sonicator ย่ีห้อ vibra cell รุ่น 
VCX130 โดยใช้ tip รุ่น 130-0438 ด้วยก าลงั amplitude 50% ครัง้ละ 10 วินาที 3 ครัง้ โดย
พยายามให้อณุหภมูิของสารละลายเย็นหรือแช่ในน า้แข็ง และพกัระหว่างครัง้ด้วยการแช่ในน า้แข็ง
เพ่ือป้องกนัการเส่ือมสภาพของโปรตีนจากความร้อนเม่ือเซลล์แตกแล้ว เก็บสารสกดัเซลล์หยาบ 
50 µl เพ่ือท า SDS-PAGE ของ whole fraction ซึ่งการทดสอบการละลายอาศยัหลกัในการ
เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนท่ีสนใจในแตล่ะ fraction คือ ส่วนของ pellet และ supernatant ท่ีมี
การปรับปริมาตรให้เท่ากับปริมาตรเร่ิมต้น โดยเก็บ 500 µl ใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 ml ป่ัน
ตกตะกอนเศษเซลล์ท่ี 13,000 รอบตอ่นาที ท่ี 4๐C แยกส่วนของสารละลายใสใส่หลอดใหม่ เป็น 
supernatant และละลายตะกอนด้วยบฟัเฟอร์ P150-EDTA เท่ากับปริมาตรเร่ิมต้น คือ 500 µl 
จากนัน้น าตวัอย่างจาก pellet และ supernatant 50 µl ผสมกบั 2x PGLB แล้วจึงน าแตล่ะส่วน
จาก whole, supernatant และ pellet ในปริมาณท่ีเท่ากันมาท าการวิเคราะห์ หาปริมาณการ
ละลายของโปรตีนท่ีสนใจด้วย SDS-PAGE ตามข้อ 2.3.5 โดยเปรียบเทียบการละลายจากขนาด
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และปริมาณความเข้มของแถบโปรตีนจากแตล่ะส่วน โดย supernatant และ pellet แทนโปรตีน
สว่นท่ีละลายและไมล่ะลายน า้ ตามล าดบั และทัง้สองสว่นรวมกนัจะเป็นผลรวมของการแสดงออก
ของโปรตีนท่ีสนใจทัง้หมดในเซลล์ คือ Whole  

 
2.3.7 กำรท ำบริสุทธ์ิโปรตีนด้วย TALON® Metal Affinity resin 
ท าการแยกรีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีมี polyhistidine-tagged (เช่น HishTRIM21, 

hFADDΔ1HisSTRx1, hFADDΔ1HisSTRx2) ให้บริสทุธ์ิด้วย TALON metal affinity (Clontech) 
โดยท าให้เซลล์แตกด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสูงตามข้อ 2.3.6 จากนัน้น าไปป่ันแยก เอาส่วน
สารละลายใสส่วนบนประมาณ 10 ml ใส่ในหลอดขนาด 15 ml ท่ีมีทาลอนเรซินท่ีอ่ิมตวัด้วย
บฟัเฟอร์ (talon resin 50% slurry in 20% ethanol ล้างด้วยน า้ 10 ml 1 รอบ และ P150-EDTA 
buffer 2 รอบ ซึ่ง P150-EDTA buffer ประกอบด้วย 50 mM sodium phosphate pH 7. 0, 150 
mM NaCl, 1 mM benzamidine, 5 mM β-mercaptoethanol ) บม่ท่ี 4๐C บนเคร่ืองเขย่าเพ่ือผสม
สารเป็นเวลา 20 นาที ป่ันตกตะกอนเรซิน 2 นาที ท่ีความเร็ว 2,000 รอบตอ่นาที เก็บส่วนของ 
extract ท่ีไม่เกาะกบัเรซิน (flow through-FT) จากนัน้ล้างเรซินด้วยบฟัเฟอร์ P150-EDTA 2 ครัง้ ๆ 
ละ 10 ml แล้วย้ายเรซินไปยงัคอลมัน์พลาสติกด้วยบฟัเฟอร์ P150-EDTA 1 ml ดดูใส่ในคอลมัน์
โดยตรง และท าการชะโปรตีนท่ีติดอยู่กบัเรซินด้วยบฟัเฟอร์ P150-EDTA + 100 mM imidazole 4 
ครัง้ๆ ละ 0.5 ml เก็บ eluate ท่ีได้ในหลอดขนาด 1.5 ml (E1, E2, E3 และ E4) จากนัน้น าตวัอย่าง
จาก fraction ตา่ง ๆ มาท า SDS-PAGE เพ่ือตรวจสอบความบริสทุธ์ิ ตามข้อ 2.3.5 และเก็บไว้เพ่ือ
การทดลองตอ่ไปโดยน าผลิตภณัฑ์ท่ีได้มาเติมกลีเซอรอลให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 20% เพ่ือ
ป้องกันการท าลายโครงสร้างตามธรรมชาติของโปรตีน เก็บท่ี –80๐C จนกว่าจะใช้ทดลองต่อไป 
ส่วนเรซินท่ีผ่านการใช้สามารถน ากลบัมาใช้ซ า้ได้โดยต้องท าการล้าง  imidazole ออกด้วยขัน้ตอน
ตอ่ไปนี ้ล้างคอลมัน์ด้วยน า้ MilliQ 2-3 เท่าของปริมาตรเรซิน 0.1 M EDTA 2 เท่า น า้ MilliQ 2-3 
เท่า 6 M Guanidine HCl เท่ากบัปริมาตรเรซิน น า้ MillQ 2-3 เท่า 20% Ethanol 1 เท่า ตามล าดบั 
จากนัน้เก็บใน 20% Ethanol 4๐C 

 
2.3.8 กำรท ำบริสุทธ์ิโปรตีน hFADD ด้วย Strep-tactin resin 
การท าบริสทุธ์ิ FADD ด้วย Strep-tactin resin มีขัน้ตอนท่ีเหมือนกบัการใช้ talon 

resin ตา่งกนัในส่วนของบฟัเฟอร์ท่ีใช้บฟัเฟอร์ P150-EDTA หรือ T150 (50 mM Tris-Cl pH 7.5, 

150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 1 mM benzamidine และ 10% glycerol) และการ
ชะโปรตีนท่ีใช้ 2.5 mM d-Desthiobiotin ในบฟัเฟอร์ 4 ครัง้ๆ ละ 500 µl เก็บส่วนใสท่ีชะได้ คือ 
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E1, E2, E3 และ E4 น าตวัอย่าง 30 µl ผสม 2xPGLB เพ่ือท าพอลิอคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟเรซิส
แบบเส่ือมสภาพ และเก็บท่ีเหลือไว้ใช้ในการทดลองโดยเติมกลีเซอรอลให้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 
20% เก็บใน -80๐C ส่วนเรซินท่ีผ่านการใช้แล้วน ามาชะ d-Desthiobiotin ได้ด้วย 1 mM HABA 
(2-[4'-hydroxy-benzeneazo]benzoic acid) ใน T150 buffer (ใช้ T150 เท่านัน้มิเช่นนัน้ HABA 
จะไมล่ะลาย) 8 ml ล้างเรซินอีกครัง้ด้วยT150 buffer อย่างน้อย 8 ml สีของเรซินจะกลบัเป็นสีขาว
พร้อมให้งาน หรือหากต้องการเก็บต้องล้างด้วยน า้ MilliQ และเก็บใน 20% เอทานอล ท่ี 4๐C 
ตอ่ไป 

 
2.4 กำรตรวจสอบปฏิสัมพันธ์ของ hFADD และ hTRIM21 จำกแบคทีเรีย 
 

2.4.1 Strep-tactin pull down 
น าสารละลายในส่วนท่ีมีโปรตีนมากพอ (E2) ไปท าการทดลองหาความสามารถ 

ในการเกิดปฏิสมัพนัธ์กันระหว่างโปรตีนทัง้สอง โดยน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีมี Strep-tag II 
(STR) เช่น  hFADDHisSTR บม่ด้วย strep-tactin resin 25 µl ท่ี 4๐C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้าง
โปรตีนส่วนเกินออกด้วย P150-EDTA 3 ครัง้ๆ ละ 500 µl จากนัน้น าสารละลายโปรตีนท่ีต้องการ
ทดสอบปฏิสมัพนัธ์ซึ่งไม่มี Strep-tag II เช่น HishTRIM21 ใส่ในหลอดท่ีมี hFADDHisSTR -
Strep-tactin resin บม่ตอ่ท่ี 4๐C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างส่วนเกินออกด้วย P150-EDTA 3 ครัง้ ๆ 
ละ 500 µl ตรวจสอบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีนด้วย SDS-PAGE ตามข้อ 2.3.5 โดยสงัเกตว่า
โปรตีนท่ีต้องการทดสอบปฏิสมัพนัธ์ปรากฏอยู่ใน bead fraction พร้อมกบั STR-tagged โปรตีน
หรือไม ่
 
2.5 กำรทดสอบกำรแสดงออกของโปรตีนท่ีต้องกำรในระบบ Ex-vivo  
 

2.5.1 Tissue culture 
การทดลองนีใ้ช้ HEK293T cell (ATCC# CRL-11268) เร่ิมการทดลองโดยเตรียม 

DMEM-F ซึ่งประกอบด้วย DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) ท่ีมี10% FBS 
(fetal bovine serum), D-Glucose 4.5 g/l, Sodium Pyruvate 1.1 g/l, Sodium Bicarbonate 
3.7 g/l, L-Glutamine 0.584 g/l, penicillin 100 U/ml และ streptomycin 100 µg/ml ในหลอดฝา
เกลียวขนาด 15 ml ปริมาตร 9 ml น าเซลล์ท่ีเก็บในถงัเก็บไนโตรเจนเหลว (liq.N2) ละลายผลึก
น า้แข็งในอ่างน า้ท่ีปรับอุณหภูมิ 37๐C จนเหลือผลึกเล็กเท่านัน้ (ไม่ควรรอให้น า้แข็งละลายจน
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หมด), จึงท าให้สารละลายเซลล์เป็นเนือ้เดียวกนัด้วยการดดูปล่อยเบา ๆ ด้วย autopipette 1 รอบ 
แล้วถ่ายโอนไปยงั cDMEM 9 ml ในหลอดท่ีเตรียมไว้ จากนัน้น าไปตกตะกอนเซลล์เพ่ือล้าง 
DMSO ออก ด้วยการป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 2000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 
นาที ดดูสารละลายทิง้ จากนัน้กระจายเซลล์เบา ๆ ด้วย DMEM-F 1 ml น าทัง้หมดไปเลีย้งตอ่ใน
จานเลีย้งเซลล์ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 10 cm ในอาหารทัง้หมด 10 ml โดยในขัน้ตอนการเพลต
เซลล์ต้องเขยา่จานเลีย้งเพื่อให้เซลล์กระจายตวัอยา่งสม ่าเสมอแล้วน าไปเลีย้งตอ่ในตู้บม่เซลล์ 37๐

C ในบรรยากาศท่ีมี CO2 5% ติดตามการเจริญเติบโตทกุวนั ถ้าหากเซลล์ตายให้ล้าง plate ด้วย 
PBS (8% NaCl, 0.2% KCl, 1.15% Na5HPO4, 0.2% KH2PO4) แล้วเปล่ียนอาหารเม่ือเซลล์
เจริญเตบิโตดีและเกือบแนน่เตม็ plate แล้วให้แยกเซลล์ด้วยทริปซินตอ่ไป 
 

2.5.2 กำรแยกเซลล์ด้วยทริปซิน 
เน่ืองจาก HEK293T cell ท่ีเลีย้งเป็นชนิด immortal cell line จึงมีความสามารถ

ในการแบ่งตัวได้เร่ือย ๆ ตามพืน้ท่ีผิวภาชนะเลีย้งเซลล์ แต่เม่ือเต็มพืน้ท่ีแล้วจะมีการแบ่งตัว
ซ้อนทับเหนือชัน้เซลล์เดิม ซึ่งมีผลให้เซลล์ท่ีอยู่ชัน้ล่างขาดอาหารหล่อเลีย้งและมีสภาวะไม่
เหมาะสมตอ่การเจริญเตบิโตจงึต้องมีการแยกเซลล์ออกเป็นเซลล์เดี่ยวแล้วเพลตเซลล์ใหม่เพ่ือให้มี
การเจริญและแบง่ตวัตอ่ไป โดยเร่ิมจากการดดูเอาอาหารเลีย้งเก่าออกจากภาชนะเลีย้งเซลล์ ล้าง
ด้วย Phosphate Buffer Saline (1xPBS - 8% NaCl, 0.2% KCl, 1.15% Na5HPO4, 0.2% 
KH2PO4) 10 ml แล้วดดูออก เติม 0.025% trysin/0.02% EDTA 2 ml น าเข้าตู้บม่ 37๐C ท่ีความ
เข้มข้นของ CO2 5% 5 นาที เติมอาหารเลีย้ง 8 ml เพ่ือหยดุการท างานของทริปซิน หลงัจากนัน้ 
gently resuspend ให้เย่ือเซลล์หลุดออกจากกัน แล้วน าสารละลายเซลล์ทัง้หมดใส่ในหลอดฝา
เกลียว 15 ml ตกตะกอนเซลล์ด้วยการหมนุเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 2000 รอบตอ่
นาที เป็นเวลา 2 นาที ดดูสารละลายทิง้ ละลายตะกอนเซลล์ด้วย DMEM-F 1 ml ดดูมา 50 µl หา
ความหนาแน่นของเซลล์ โดยนบับน hemacytometer น าเซลล์ไปเลีย้งในจานเลีย้งเซลล์ใหม่ด้วย
เซลล์ปริมาณ 1.8 ล้านเซลล์ใน plate ขนาด 10-cm และปริมาตรอาหารเลีย้ง 10 ml ตามการ
เจริญเตบิโตให้เตม็จานเลีย้ง ซึง่ปกตจิะท าการแยกเซลล์ทกุ ๆ 2 วนั 
 

2.5.3 Cell transfection 
 เพ่ือท าการทดสอบผลของโปรตีนจึงใช้วิธีการน าเข้าดีเอ็นเอพลาสมิดท่ีมียีนของ

โปรตีนด้วยสารน าส่งซึ่งการทดลองนีใ้ช้จากสองบริษัท คือ Lipofectamine TM 2000 (invitrogen) 
และ TransIT®-LT1 Transfection Reagent (Mirus) ซึ่งทัง้สองชนิดมีรายละเอียดการท าท่ีตา่งกนั 
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รวมถึงความหนาแนน่ของเซลล์ดงันัน้จงึต้องทดสอบหาปริมาณเซลล์เร่ิมต้นของการเพลตเพ่ือให้ได้
ความหนาแน่นในปริมาณท่ีเหมาะสมส าหรับการ transfection ด้วยสารน าส่งจากแต่ละ
บริษัทผู้ผลิต 

1) LipofectamineTM2000 
การใช้ lipofectamineTM2000 ซึ่งวิธีนีต้้องใช้เซลล์ท่ีความหนาแน่น 90-95% จึง

จะท าให้การสง่พลาสมิดมีประสิทธิภาพสงูสดุ โดยต้องท าการแยกเซลล์ด้วยทริปซินและนบัจ านวน
เซลล์แล้วจงึเพลตท่ีปริมาณ 800,000 เซลล์ ส าหรับเพลต 6 เซนตเิมตร จะได้เซลล์ท่ีความหนาแน่น 
90-95% ในวนัท่ี 2 ก่อนการ transfection 4 ชัว่โมง เปล่ียนอาหารเลีย้งเป็น DMEM-F ท่ีไม่มียา
ปฏิชีวนะ ขัน้ตอนการ transfection เร่ิมด้วยการเตรียมหลอดทดลองขนาด 1.5 ml 2 หลอด หลอด
แรกผสมพลาสมิด 8 g กบั Opti-MEM หรือ DMEM ท่ีไม่มีทัง้ซีร่ัมและยาปฏิชีวนะ 500 µl ส่วนอีก
หนึ่งหลอด LipofectamineTM2000 20 µl ผสมกบั DMEM 500 µl บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง 5 นาที 
จากนัน้ผสมทัง้สองหลอดเข้าด้วยกนับม่ตอ่อีก 20 นาที ก่อนน าไปใส่ในจานเลีย้งเซลล์ให้ทัว่ เลีย้ง
เซลล์ตอ่ท่ีอณุหภูมิ 37๐C ในบรรยากาศท่ีมี CO2 5% เป็นเวลา 36-40 ชัว่โมง จึงท าการเก็บเซลล์ 
เพ่ือใช้ในการทดลองตอ่ไป ซึง่ปริมาณการใช้เซลล์ พลาสมิด หรือ LipofectamineTM2000 จะขึน้อยู่
กบัขนาดภาชนะเลีย้งท่ีใช้ดงัตารางตอ่ไปนี ้ 

ตำรำงท่ี 2.4 ตารางเปรียบเทียบความเหมาะสมของแตล่ะปัจจยัในการใช้ LipofectamineTM2000 

 

2) TransIT®-LT1 Transfection Reagent 
ลกัษณะการเลีย้งโดยทัว่ไปเหมือนกบัการใช้ LipofectamineTM2000 แตกต่าง

เพียงเล็กน้อย คือ สามารถใช้อาหารเลีย้งปกติได้โดยไม่มีผลต่อการ transfection และปริมาณ
เซลล์ท่ีเหมาะสมจะใช้ท่ีความหนาแน่น 50-60% จึงเร่ิมต้นเพลตเซลล์ท่ีปริมาณ 400,000 เซลล์ 
บนเพลตขนาด 6 cm เลีย้งต่อ 48 ชัว่โมง จะได้เซลล์ท่ีความหนาแน่น 50-60% ขัน้ตอนการใส ่     
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ดีเอ็นเอดงันี ้เตรียมหลอดทดลองขนาด 1.5 ml 2 หลอดตอ่หนึ่งเพลต หลอดแรกใส่พลาสมิด 5 µg 
หลอดท่ีสองประกอบด้วย Opti-MEM หรือ DMEM ท่ีไม่มีทัง้ซีรัมและยาปฏิชีวนะ 242.5 µl และ 
LT1 7.5 µl ผสมให้เข้ากนั บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง 5  นาที น าสารละลายในหลอดท่ีบม่แล้วใส่ในหลอด
แรกผสมให้เข้ากันบ่มต่อ 20 นาที แล้วจึงน าไปหยดลงจานเลีย้งเซลล์ท่ีมีความหนาแน่นเซลล์
เหมาะสม ให้กระจายทัว่ทัง้จานเลีย้งน าเซลล์ไปเลีย้งตอ่ในตู้บม่ต่อเป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง เก็บ
เซลล์เพ่ือท าการทดลองตอ่ไป ซึ่งปริมาณการใช้เซลล์ พลาสมิด หรือ TransIT®-LT1 Transfection 
Reagent ท่ีใช้จะขึน้อยูก่บัขนาดภาชนะเลีย้งท่ีใช้ดงัตารางการเทียบตอ่ไปนี ้

ตำรำงที่  2.5 ตารางเปรียบเทียบความเหมาะสมของแต่ละปัจจัยในการใช้  TransIT®-LT1 
Transfection 

 
 

2.5.4 กำรเก็บเซลล์ 
ดดูอาหารเลีย้งออกและท าตามวิธีแยกเซลล์ด้วยทริปซินตามวิธีการข้อ 2.5.2 ด้วย

ปริมาณท่ีผู้ผลิตแนะน า เม่ือเซลล์แยกแล้วดดูเป่าและป่ันเก็บเซลล์ท่ีความเร็ว 3000 รอบตอ่นาที    
1 นาที ล้างเซลล์ด้วย 1xPBS 2 ครัง้ เก็บตะกอนเซลล์ท่ีได้ใน -80๐C  

 
2.5.5 GST pulldown  

 ท าให้เซลล์แตกด้วย lysis buffer 500 µl โดย resuspend ด้วย 150 µl ก่อน เม่ือ
เซลล์กระจายดีแล้วเพิ่มบฟัเฟอร์อีก 350 µl (50 mM Tris-Cl pH 7.5, 150 mM NaCl,1 mM 
EDTA, 0.5% NP-40, 10 mM  PMSF, 1 mM benzamidine และ 10% glycerol) ทิง้ไว้บนน า้แข็ง 
20 นาที เขย่า 2-3 ครัง้ จากนัน้น า Glutathione SepharoseTM4B (GE healthcare) ท่ีอ่ิมตวัด้วย
บฟัเฟอร์ T150 (50 mM Tris-Cl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40 และ 10% 
glycerol) บม่ในสารละลายเซลล์ท่ีได้เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ป่ันเก็บตะกอนเรซินและชะโปรตีนส่วนเกิน
ออกด้วยบฟัเฟอร์ 3 ครัง้ ตรวจสอบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ ระหว่างโปรตีนทัง้สองโดยการท า SDS-
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PAGE ขยายสญัญาณ และยืนยนัผลด้วย Western blot ตามข้อ 2.5.9 เพ่ือทดสอบว่า FADD 
ปรากฏอยูใ่นชดุการทดลองท่ีมี TRIM21 หรือไม ่
 

2.5.6 Coimmunoprecipitation 
การทดลองนีท้ าตามวิธีการของ Young และคณะ (Young et al., 2011) โดยมี

การดดัแปลงเล็กน้อย กล่าวโดยสรุป คือ น า HEK293T cells ท่ีผ่านการเลีย้งเพ่ือให้มีการ
แสดงออกของโปรตีน FADD และ TRIM21 จากการทดลองท่ีเก็บใน –80๐C ท าให้ละลายบน
น า้แข็งซึ่งการทดลองในขัน้ต่อๆ ไปจะต้องรักษาอณุหภูมิไว้ท่ี 4 ๐C เพ่ือรักษาคณุสมบตัิเดิมของ
เซลล์ไว้ ท าให้เซลล์แตกด้วย lysis buffer 500 µl (โดย resuspend ด้วย150 µl ก่อน เม่ือเซลล์
กระจายดีแล้วเพิ่มบฟัเฟอร์อีก 350 µl) (50 mM Tris-Cl pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5%   NP-40, 
0.1 mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoethanol, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM sodium 
fluoride, and 1x complete protease inhibitor from Roche) เป็นเวลา 30 นาทีโดยระหว่างนัน้
เขย่า 2-3 ครัง้ จากนัน้น าไปแยกส่วนของตะกอนเซลล์และสารละลายภายในเซลล์ท่ีความเร็ว 
13,200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที แยกส่วนใสออกใส่ในหลอดใหม่ แล้วแบง่ 25 µl ในแตล่ะ
ตวัอย่าง ส าหรับการวิเคราะห์โดย SDS-PAGE จากนัน้เติมแอนติบอดี anti-Flag tag M2 
monoclonal antibody (Sigma) 10 µg ใน extract ท่ีเหลือน าไปบม่ท่ี 4๐C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
เพ่ือให้แอนติบอดีเกาะกบั Flag tag บน FADD จากนัน้น าตวัอย่างไปป่ันตกท่ี 3,000 รอบตอ่นาที
เพ่ือให้ได้สารทัง้หมดแล้วถ่ายโอนใส่ในหลอดท่ีมี Protein A beads (Thermo Scientific) ท่ีผ่าน
การท าให้อ่ิมตวัด้วย wash buffer (50 mM Tris-Cl pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% NP40,        
0.1 mM EDTA) น าไป rotate ตอ่ท่ี 4๐C เพ่ือให้ anti-Flag antibody เกาะกบั Protein A บนผิว    
เรซินเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้หมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 3000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือ
แยกเรซินออกจากส่วนใส ท าการเก็บส่วนใสในหลอด 1.5 ml และท าการล้างเรซิน 4 ครัง้ ด้วย 
wash buffer ครัง้ละ 1 ml ช้า ๆ resuspend เรซินด้วย 2xPGLB 30 µl ท าการวิเคราะห์ fraction   
ท่ีได้ เช่น lysates และ beads โดย SDS-PAGE ตามข้อ 2.3.5 และ Western blot ข้อ 2.5.9 
ตามล าดบั  

 
2.5.7 Western blot 
ท าเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบเสียสภาพเพ่ือแยกโปรตีนตามขนาด ย้ายแถบโปรตีน

ไปไว้บนแผ่นไนโตรเซลลูโลส เมมเบรน (nitrocellulose membrane) ด้วยวิธี semi-dry transfer 
ด้วยเคร่ือง semi-dry bloting transfer (ATTO) โดยใช้ blotting paper ท่ีชุ่มด้วย Towbin 
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Transfer Buffer/0.1%SDS (25 mM Tris,192 mM glycine, 20% methanol, 0.1% SDS) 
ประกบเจลและแผน่เมมเบรนเป็นลกัษณะของแซนวิช ซึง่ขัน้ตอนการประกบเจลต้องระวงัไม่ให้เกิด
ฟองอากาศ เน่ืองจากจะขดัขวางการว่ิงของกระแสไฟท าให้โปรตีนไม่ถกูเคล่ือนย้ายสู่แผ่นเมมเบรน 
โดยให้แผ่นเมมเบรนอยู่ระหว่างเจลและขัว้บวก ให้กระแสไฟฟ้าท่ีก าลงัไฟคงท่ี 1 mA/cm2 เป็น
เวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้น าเมมเบรนท่ีผ่านการย้ายแถบโปรตีนมาตรวจสอบประสิทธิภาพของการ
ย้ายโปรตีนด้วย Ponceau S solution (0.2% Ponceau S sodium salt, 10% acetic acid) 5 
นาที ล้างสีส่วนเกินออกด้วยน า้ บล็อกโปรตีนส่วนเกินบนเมมเบรนด้วย 5% non-fat milk in 
1xTTBS (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20, pH 8.0) 1 ชัว่โมง ล้างด้วย 1xTTBS 3 
ครัง้ๆ ละ 5 นาที จากนัน้บม่ด้วย 1๐แอนติบอดี เช่น 1:2000 rabbit anti-hTRIM21 antibody, 1: 
500 rabbit anti-hFADD antibody, 1:1000 mouse anti-Flag antibody, 1:4000 rabbit anti-HA 
antibody, mouse 1:500 anti-His antibody ตามอตัราส่วนท่ีเหมาะสม เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ล้าง
แอนติบอดีส่วนเกินออกด้วย 1xTTBS 3 ครัง้ ๆ ละ 5 นาที บม่ตอ่ด้วย 2๐แอนติบอดี คือ 1:10,000 
anti-mouse antibody หรือ 1:10,000 anti-rabbit antibody เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ล้างแอนติบอดี
ส่วนเกินออกด้วย 1xTTBS น าแผ่นเมมเบรนมาใส่ enhance chemiluminescent (ECL) ก่อน
ประกบฟิล์มเอ็กซเรย์ในห้องมืด วิเคราะห์แถบสญัญาณโปรตีนท่ีได้โดยเทียบกบั purified protein 
และโปรตีนมาตรฐาน ซึง่แผน่เมมเบรนท่ีผ่านการใช้แล้วสามารถน ากลบัมาใช้ใหม่ได้โดยการท าให้
แอนติบอดีท่ีเกาะอยู่บนผิวเมมเบรนหลดุออกด้วยการท า membrane strip ตามขัน้ตอน 2.5.10 
ซึง่เมมเบรนท่ีผา่นการ strip antibody แล้วไมเ่หมาะแก่การน าไปใช้เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณเน่ืองจาก
ความไมค่งท่ีของโปรตีนท่ีเหลือหลงัผา่นการ strip  

 
2.5.8 กำรก ำจัดแอนตบิอดีบนไนโตรเซลลูโลส เมมเบรน (stripping) 
แช่แผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนใน stripping buffer ท่ีเตรียมเม่ือต้องการใช้ 

(100 mM β-mercaptoethanol, 2% (w/v) sodium dodecyl sulphate, 62.5 mM Tris-HCl pH 

6.8) ท่ีอุณหภูมิ 50๐C เป็นเวลา 30 นาที พร้อมเขย่า 3 ครัง้ จากนัน้ล้างแผ่นเมมเบรนด้วยน า้

สะอาดจนปราศจากกลิ่นของ β-mercaptoethanol จะได้แผ่นเมมเบรนท่ีพร้อมใช้งาน ล้างและแช่

แผน่เมมเบรนใน 1x TTBS หรือน าไปบม่ด้วย 1๐ แอนตีบอดีตอ่ไป  
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บทที่ 3 
ผลกำรทดลอง 

 
3.1 กำรทดสอบกำรแสดงออกของยีนท่ีต้องกำรในแบคทีเรีย 

เน่ืองจากการทดลองนีเ้ป็นการทดลองท่ีท าตอ่เน่ืองจากงานวิจยัของ Young และ
คณะในปี 2011(Young et al., 2011) ซึ่งเป็นการทดลองท่ีท าขึน้ใน HEK293T cells โดยมี
จุดประสงค์เพ่ือทดสอบว่าโปรตีนใดบ้างท่ีสามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับ FADD หนึ่งในนัน้คือ 
TRIM21 และท าการศกึษาผลท่ีเก่ียวเน่ืองกนัในระบบภูมิคุ้มกนัโดยก าเนิด ส่วนการทดลองท่ีจะท า
ตอ่ไปเพ่ือหาต าแหน่งท่ีจ าเป็นและมีผลตอ่ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สอง โดยงานวิจยัในครัง้นี ้
เลือกท่ีจะสงัเคราะห์รีคอมบแินนท์โปรตีนในแบคทีเรีย 

 
3.1.1 กำรสังเครำะห์ กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรละลำย และกำรท ำ

บริสุทธ์ิรีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) ที่ผลิตในแบคทีเรีย E.coli สำย
พันธ์ุ BL21(DE3)pLysS 

การทดลองในครัง้นีผู้้ วิจัยมีความสนใจต่อการเกิดปฏิสัมพันธ์ระหว่าง B30.2 
domain ของ TRIM21 และ DED domain ของ FADD ซึ่งมีการรายงานผลถึงกระบวนการ
สงัเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีนจากทัง้สองส่วน ซึ่งส่วนของ B30.2 domain หรือ PRY-SPY 
domain ได้มีการรายงานว่ามีคณุสมบตัิท่ีสามารถสร้างปฏิสมัพันธ์กบัโปรตีนอ่ืน ๆ ได้ (Rhodes & 
Trowsdale, 2007; Yang et al., 2009) ดงันัน้ผู้วิจยัจึงท าการสร้างพลาสมิด pST50Trc2-
HishTRIM21Δ2(287-475) ซึง่จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย E.coli BL21(DE3)pLysS 
ท่ีใช้ในการทดลองสามารถสงัเคราะห์รีคอมบีแนนท์โปรตีนนีไ้ด้ หลงัจากการวิเคราะห์โปรตีนด้วย
โพลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟเรซิส (polyacrylamide gel electrophoresis) แบบเส่ือมสภาพ 
พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) มีขนาดประมาณ 23 KDa (รูปท่ี 3.1 A 
และ C) ซึ่ง HishTRIM21Δ2(287-475) ถกูเหน่ียวน าท่ีอณุหภูมิ 37๐C มีการแสดงออกของโปรตีน
มากกว่า 28๐C เกือบสองเท่า (เปรียบเทียบรูปท่ี 3.1 A แถวท่ี 8-11 และ 3-6) โดยพบการ
แสดงออกเพียงเล็กน้อยก่อนการชกัน า (pre induction) ด้วย IPTG (รูปท่ี 3.1 A แถวท่ี 2 และ 7) 
และเพิ่มปริมาณของการสงัเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีนขึน้ตามเวลาและอุณหภูมิ (รูปท่ี 3.1 A 
แถวท่ี 3-6 และ 8-11) ซึ่งอตัราการแสดงออกของโปรตีนท่ีได้คอ่นข้างสูง แตโ่ปรตีนท่ีผลิตได้ไม่
ละลายน า้หรือละลายน า้ได้น้อยมาก และไมส่ามารถน าไปใช้ในการทดลองได้ (รูปท่ี 3.1 B) 
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อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยหลายชิน้ท่ีแสดงว่าการลดอุณหภูมิมีผลต่อการสร้าง
โปรตีน เช่น งานวิจยัของ Mujacic และคณะในปี 1999 พบในการทดลองนัน้มีการสร้างโปรตีนท่ี
เป็นพิษและไม่เสถียร นกัวิจัยจึงปรับปรุงโดยการเลีย้งแบคทีเรียท่ีอณุหภูมิต ่าท่ี 15 และ 23๐C ซึ่ง
สามารถลดการเกิดพิษได้ แตป้่องกนัการสลายได้น้อยลง การเปล่ียนโปรโมเตอร์เป็น cold-shock 
สามารถลดปัญหาการถกูท าลายดงักล่าวได้ (Mujacic et al., 1999) ส่วน Shein และ noteborn 
กล่าวว่าการลดอณุหภูมิลงสามารถเพิ่มการละลายของโปรตีนได้ (Schein & Noteborn, 1988) 
ดงันัน้ผู้วิจยัจึงได้เลือกสภาวะใหม่โดยการเลีย้งท่ี 20๐C เขย่าท่ี 220 รอบตอ่นาที และชกัน าด้วย 
IPTG ท่ีความเข้มข้น 0.02 mM และเลีย้งตอ่ไปเป็นเวลา 14 ชัว่โมง เพ่ือเพิ่มสภาวะเครียดของเซลล์
อนัจะมีผลให้การสร้างโปรตีนท่ีอณุหภูมิต ่านีจ้ะช้าลงเป็นการยืดเวลาให้เซลล์ปรับรูปร่างโปรตีนให้
ถกูต้องยิ่งขึน้ พบว่าอตัราการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนน้อยลง แตมี่อตัราการละลายน า้
เพิ่มขึน้ประมาณ 20-40% (รูปท่ี 3.1 C และ D) เน่ืองจากโปรตีนท่ีเซลล์เจ้าบ้านผลิตได้นัน้อยู่ในรูป
ท่ีละลายน า้และมีคณุสมบตัท่ีิจะน าไปท าการทดลองตอ่ได้มีปริมาณน้อยไม่สามารถน าส่วนใสของ
เซลล์ท่ีผ่านการป่ันเหว่ียงมาใช้ท าการทดลองได้  จึงต้องมีการเพิ่มความเข้มข้นของโปรตีนท่ี
ต้องการด้วยการท าบริสทุธ์ิด้วย TALON® Metal Affinity column ซึ่งใช้หลกัการการจบัอย่าง
จ าเพาะระหว่าง Histidine tag บนโปรตีนกบัโคบอลท์ท่ีถกูตรึงไว้กบั bead ท าให้โปรตีนไม่ถกูชะ
ออกไปพร้อมส่วนท่ีไม่ต้องการ นอกจากนีมี้รายงานว่า การใช้ tag ก็ช่วยในการละลายของโปรตีน
รวมทัง้การท าบริสทุธ์ิโปรตีนได้ (Pryor & Leiting, 1997; Sorensen & Mortensen, 2005) แตใ่น
การทดลองพบการละลายต ่ามากสอดคล้องกับผลการค านวณความสามารถในการ            
ละลายของโปรตีน TRIM21 ท่ีได้ท าการสงัเคราะห์ครัง้นีด้้วย Wilkinson-Harrison model จาก 
www.biotech.ou.edu พบวา่เป็นกลุ่มท่ีไม่สามารถละลายน า้ได้เม่ือท าการสงัเคราะห์ในแบคทีเรีย 
E. coli การค านวณ pI และน า้หนกัโมเลกลุจาก expasy พบว่า TRIM21 คา่ pI อยู่ท่ี 5.98 และ
น า้หนกัโมเลกุลเป็น 54169.73 ส่วน hTRIM21Δ1 มี pI เท่ากบั 6.43 และน า้หนกัโมเลกุลเป็น 
23641.75 โดยเม่ือน าโปรตีนทัง้สองไปค านวณค่าการละลายน า้จาก www.biotech.ou.ed พบว่า
ให้คา่การละลายเป็น 0.0% หรือไม่สามารถละลายน า้ได้ (Diaz et al., 2010) เม่ือน าไปท าบริสทุธ์ิ
โปรตีนเพ่ือใช้ในการทดลองล าดบัถัดไป ผลจากเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงให้เห็นว่าสามารถท า
บริสทุธ์ิโปรตีนได้จ านวนหนึ่ง โดยพบโปรตีนดงักล่าวใน eluted fraction บนเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส 
(รูปท่ี 3.1 E) 
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รูปท่ี 3.1 ผลการแสดงออกของยีน ความสามารถในการละลาย และการท า

บริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) ท่ีอุณหภูมิต่างๆ กัน (A) ผลการ
แสดงออกของยีนในการสงัเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) ท่ีอณุหภูมิ 
37, 28๐C ท่ีเวลา 0 ถึง 4 ชัว่โมง และกระตุ้นด้วย 0.2 mM IPTG พบว่าปริมาณการแสดงออกไม่
ตา่งกนั และ (B) ผลการทดสอบการละลายท่ี 37 และ 28๐C พบว่าอตัราการละลายต ่ามากถึงไม่
ละลาย (S fraction แถว 3 และ 6) (C) ผลการแสดงออกของยีนท่ีอณุหภูมิ 20๐C ท่ีเวลา 14 ชัว่โมง 
ด้วย 0.02 mM IPTG โดย (D) พบการละลายเพียงเล็กน้อยใน S fraction (แถวท่ี 3) (E) ผลการท า
บริสทุธ์ิของรีคอมบแินนท์โปรตีนท่ี 20๐C พบโปรตีนเป้าหมายใน E2 fraction แสดงว่า Talon resin 
มีความสามารถในการดดูซบั HishTRIM21Δ2(287-475) ได้ และมีการลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับ 

B 

C D 

D 

E 

A 
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flow through (FT) fraction (Un=uninduced, W=whole, P=pellet, S=supernatant, FT=flow 
through และ E=eluted fraction) 

อนึ่ง ในการทดสอบการละลายของโปรตีนใช้โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์  (50 mM 
sodium phosphate buffer pH 7.0, 1 mM benzamidine และ 5 mM β-mercaptoethanol) ท่ี
ประกอบด้วยเกลือ และเพ่ือเป็นการขจดัผลกระทบจากการรบกวนการละลายของเกลือ จึงท าการ
ทดสอบความสามารถในการละลายของ recombinant HishTRIM21Δ2 (287-475) protein จาก
การสงัเคราะห์ท่ีอณุหภูมิ 20๐C ท่ีเวลา 14 ชัว่โมง และกระตุ้นด้วย 0.2 mM IPTG ท่ีความเข้มข้น
เกลือตา่ง ๆ กนั ตามวิธีการทดสอบดงัข้อท่ี 2.3.6 โดยเลือกความเข้มข้นเกลือท่ี 150, 300, 500 
mM ตามล าดับ ซึ่งพบว่าความแตกต่างของความเข้มข้นเกลือไม่มีผลในการเพิ่มหรือลด
ความสามารถในการละลายของโปรตีนชนิดนี ้ดงัรูปท่ี 3.2 อาจเน่ืองจากความไม่ละลายท่ีเกิดขึน้
ไม่ได้เกิดจากคุณสมบตัิความเป็นประจุ ดงันัน้ จึงเลือกความเข้มข้นเกลือท่ี 150 mM (P150-
EDTA) เพ่ือท าการทดสอบคณุสมบตักิารละลายและการท าบริสทุธ์ิของโปรตีนตอ่ไป  

 
รูปท่ี 3.2 ความเข้มข้นของเกลือในบัฟเฟอร์ไม่มีผลต่อการละลายของ 

HishTRIM21Δ2(287-475) ดงัภาพท่ีแสดงการตรวจสอบการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีน โดย
เปรียบเทียบผลของความเข้มข้นของเกลือในบฟัเฟอร์ท่ีใช้ท าละลายโปรตีนพบว่าทัง้สามความ
เข้มข้น คือ 100, 300 และ 500 mM ให้ผลการละลายไม่ตา่งกนั (W, P และ S แสดงถึง whole, 
pellet และ supernatant fraction ตามล าดบั) 

นอกจากนีไ้ด้เปรียบเทียบผลของ IPTG ท่ีมีตอ่การการแสดงออกของยีน ด้วยการ
เปรียบเทียบผลสงัเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) ท่ีอุณหภูมิ 20๐C ท่ี
เวลา 14 ชัว่โมง ด้วย 0.02 กบั 0.2 mM IPTG พบว่าท่ีความเข้มข้น 0.02 mM IPTG เซลล์เจริญได้
ดีกว่าการเลีย้งท่ี 0.2 mM IPTG (รูปท่ี 3.3 A) และเม่ือเปรียบเทียบอตัราการละลายน า้ของโปรตีน
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พบว่าท่ีความเข้มข้น IPTG ต ่า (0.02) สามารถสงัเคราะห์โปรตีนท่ีอยู่ในรูปท่ีละลายน า้ได้สงูกว่า
การเลีย้งท่ีความเข้มข้น IPTG สงู (0.2) ดงัผลการทดลองในรูปท่ี 3.3 B และ C 

 

รูปท่ี 3.3 การกระตุ้นเซลล์ด้วย IPTG ท่ีความเข้มข้น 0.02 mM สร้างรีคอม-
บิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) ท่ีมีคณุสมบตัิของการละลายมากกว่าการกระตุ้นด้วย 
IPTG 0.2 mm (A) ผลการสงัเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) ท่ีอณุหภูมิ 
20๐C ท่ีเวลา 14 ชัว่โมง ด้วย 0.02 กบั 0.2 mM IPTG ตามล าดบั พบว่าเซลล์ท่ีเลีย้งด้วย 0.02 mM 
IPTG (แถวท่ี 2) มีปริมาณเซลล์หนาแน่นกว่าเซลล์ท่ีเลีย้งด้วย 0.2 mM IPTG (B) ผลการท า
บริสทุธ์ิของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ท่ี 20๐C จาก (A) เพ่ือเปรียบเทียบผล IPTG ตอ่การละลายของ
โปรตีน พบว่าการลด IPTG ท าให้โปรตีนอยู่ในรูปท่ีละลายมากขึน้ (Un=uninduced, W=whole, 
P=pellet, S=supernatant, FT=flow through และ E=eluted fraction โดยท่ี E1-E4 แสดงโปรตีน
ท่ีผา่นการชะด้วย imidazole ครัง้ท่ี 1 ถึง 4) 

 

B C 

A 
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3.1.2 กำรทดสอบกำรแสดงออกของยีน ควำมสำมำรถในกำรละลำยและ
กำรท ำบริสุทธ์ิรีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) ร่วมกับโปรตีนพี่ เลีย้ง 
(Chaperone protein) 

เน่ืองจากผลการทดสอบการละลายน า้ตามข้อ 3.1.1 รูปท่ี 3.1 ซึ่งรีคอมบิแนนท์
โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) ท่ีได้ต ่ามาก ผู้ วิจัยจึงได้ท าการทดลองสร้างโปรตีนในกลุ่ม
โปรตีนพ่ีเลีย้ง (Chaperon protein) เน่ืองจาก Swazts กล่าวว่า การสะสมของโปรตีนใน             
ไซโทพลาสมากเป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิด inclusion bodies เน่ืองจากมีโปรตีนพ่ีเลีย้งหรือ
กระบวนการป้องกันการตกตะกอนไม่เพียงพอ (Swartz, 2001) ถึงแม้ว่าการทดลองนีไ้ม่เกิด 
inclusion bodies แต่การท่ีโปรตีนในการทดลองครัง้นีถู้กสังเคราะห์ได้ยากใน E.coli (ผลการ
ค านวณจาก www.biotech.ou.edu) หากมีการเพิ่มขึน้ของโปรตีนพ่ีเลีย้งน่าจะมีส่วนเพิ่ม
ความสามารถในการละลายของโปรตีนเหล่านีไ้ด้ ซึ่งในการทดลองนีใ้ช้ Chaperone set ของ 
TaKaRa ท่ีต้องเพิ่ม tetracycline และ L-arabinose เพ่ือกระตุ้นให้พลาสมิดสร้าง Chaperone 
protein ขึน้ก่อนการกระตุ้นการสร้างโปรตีนท่ีสนใจเม่ือ OD600 = 0.6 โดยในชดุนีป้ระกอบ DnaK 
หรือท่ีถกูเรียกโดยทัว่ไปว่า hsp70, GroEL, Tf (trigger factor), DnaJ, GrpE และ GroES ซึ่งมี
ขนาด 70, 60, 56, 40, 22 และ 10 KDa ตามล าดบั  

โดยพลาสมิด pST50Trc2-HishTRIM21Δ2(287-475) ถูกน าเข้าสู่เซลล์ E.coli 
สายพนัธุ์ JM109 ท่ีมี pG-KJE8 plasmid ส าหรับ chaperone protein และท าการเลีย้งเซลล์ท่ี 
37, 28๐C 0.2 mM IPTG 4 ชัว่โมง และ 18๐C 220 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 14 ชัว่โมง 0.02 mM 
IPTG และเติม 1 mg/ml L-arabinose, 10 ng/ml tetracycline เพ่ือกระตุ้นการแสดงออกของ  
pG-KJE8 plasmid ซึ่งช่วยสงัเคราะห์โปรตีนพ่ีเลีย้ง ผลการสงัเคราะห์โปรตีนท่ีแตล่ะอุณหภูมิมี
ปริมาณน้อยกว่าหรือใกล้เคียงกับการสงัเคราะห์ใน BL21(DE3)pLysS ดงัรูปท่ี 3.4 A รวมทัง้
ปริมาณของโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสทุธ์ิ แตจ่ะมีโปรตีนอ่ืนปนเปือ้นมากกว่า (รูปท่ี 3.4 B-D) จาก
ผลการทดลองท่ีได้ไม่พบความแตกต่างของปริมาณการผลิตโปรตีน โดยพบการแสดงออกของ
โปรตีนท่ีต าแหน่งเดียวกับโปรตีนท่ีสนใจตัง้แต่เวลาท่ี 0 ชัว่โมง ซึ่งเป็นต าแหน่งโปรตีนท่ีมีขนาด
เท่ากบั GrpE protein ท่ีมีขนาด 22 KDa เช่นกนั อาจเป็นไปได้ว่าการเพิ่มความเครียดด้วยวิธีการ
นีส้่งผลให้การเจริญของเซลล์ต ่ากว่าเดิมมาก เพ่ือรักษาพลงังานในการสร้างความเสถียรให้เซลล์ 
เน่ืองจากมีการแสดงออกเพิ่มขึน้เล็กน้อยของโปรตีนใน 2 ต าแหนง่ท่ีใกล้เคียงการกบัการแสดงออก
ในเซลล์ท่ีมีการเพิ่ม chaperone plasmid โดยพบว่ามีการเพิ่มของความเข้มแถบโปรตีนท่ี
ประมาณ 70 และ 56 KDa ซึง่เป็นต าแหนง่ของ DnaK และ Tf protein ท่ีเป็นโปรตีนพ่ีเลีย้งพืน้ฐาน
ท่ีพบการแสดงออกได้บ่อยและท าหน้าท่ีในการรักษาและเพิ่มความสามารถในการทนต่อ
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ความเครียดของเซลล์ ดงัการทดลองของ Sandee และคณะรวมทัง้ Kohiyama ท่ีพบการเพิ่มขึน้
ของ DnaK chaperone protein เม่ือมีการเพิ่มขึน้ของ osmolarity ภายในเซลล์ (meury et al., 
1991; Meury et al., 1993; Sandee et al., 2002)  

 
รูปท่ี 3.4 ผลการแสดงออกของยีน HishTRIM21Δ2(287-475) และการท า

บริสทุธ์ิรีคอมบิแนนท์โปรตีนร่วมกบัโปรตีนพ่ีเลีย้ง (Chaperone protein) ท่ี 37, 28 และ 20๐C (A) 
ผลการปรับปรุงการแสดงออกของยีนในการสงัเคราะห์บิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) 
ร่วมกบัโปรตีนพ่ีเลีย้ง (Chaperone protein) ท่ี 37 และ 28๐C พบว่าอตัราการเจริญของเซลล์และ
การผลิตโปรตีนเป้าหมายต ่า โดยท่ี (B และ C) แสดงผลการท าบริสุทธ์ิรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
HishTRIM21Δ2(287-475) ด้วย Talon affinity resin ท่ีอณุหภูมิ 37 และ 28๐C ตามล าดบั พบว่า
อยู่ในรูปท่ีละลายน า้ได้เล็กน้อยท าให้ปริมาณโปรตีนท่ีได้จากกระบวนการท าบริสทุธ์ิต ่ามาก และ 

A 

B C 

D 
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(D) แสดงผลการท าบริสุทธ์ิของโปรตีนจากการเลีย้งท่ีอุณหภูมิ 20๐C เป็นเวลา 14 ชัว่โมง ด้วย 
0.02 mM IPTG พบว่าท่ีอุณหภูมิต ่าลงการละลายดีขึน้เล็กน้อย และสามารถท าบริสทุธ์ิได้ดีขึน้ 
เน่ืองจากพบแถบโปรตีนเป้าหมายท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิได้อย่างชัดเจน (แถวท่ี 7 และ 8) 
(Un=uninduced, W=whole, P=pellet, S=supernatant, FT=flow through และ E=eluted 
fraction โดยท่ี E1-E4 แสดงโปรตีนท่ีผา่นการชะด้วย imidazole ครัง้ท่ี 1 ถึง 4) 

 
3.1.3 กำรทดสอบกำรแสดงออกของยีนและควำมสำมำรถในกำรละลำย

ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) ที่ผลิตในแบคทีเรีย E.coli สำยพันธ์ุ 
BL21(DE3)pLysS ใน SPM (soluble protein media) 

นอกจากการใช้วิธีการเพิ่ม chaperone protein แล้ว มีความสนใจท่ีจะเลียนแบบ
ความเครียดท่ีเกิดขึน้อีกอย่างตามธรรมชาติ ด้วยการเพิ่มสารเคมีบางตวัลงไป คือ sorbitol และ 
betaine ซึ่งวิธีการเลีย้งเซลล์และเติมสารเคมีในกลุ่มนีเ้ป็นกระบวนการเลีย้งท่ีพฒันาขึน้เพ่ือเพิ่ม 
osmotic pressure ให้กบัเซลล์ มีการสร้างสารบางอยา่งเพื่อรักษาคณุภาพของโปรตีนภายในเซลล์ 
เช่น heat shock protein (Hsp) ดงัท่ีได้อธิบายไว้ในข้อ 2.3.4 จากการทดลองเลีย้งท่ี 37๐C พบว่า
อตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ต ่าและเม่ือกระตุ้นด้วย IPTG แล้วไม่พบว่าความขุ่นของอาหาร
เลีย้งเซลล์ตา่งจากเดิมเม่ือเทียบด้วยการเลีย้งด้วยอาหารเลีย้งปกติ (ไม่แสดงภาพ) อย่างไรก็ตาม
การเก็บตวัอย่างท่ี 0 ชัว่โมงจะเป็นการเก็บครัง้ละ 500 µl ส่วนเวลาอ่ืนๆ เก็บท่ี 250 µl จึงเป็น
เหตผุลท่ีท าให้ crude extract ท่ี 0 ชัว่โมงมีความเข้มมากกว่าท่ี 2.5 ชัว่โมง เน่ืองความเข้มข้นเซลล์
มากกว่าจากใช้ปริมาตรท่ีเท่ากัน และการแสดงออกของยีนนัน้เกิด autoinduction (รูปท่ี 3.5 A 
แถวท่ี1 และ 3) หรืออาจเป็น GrpE protein ซึ่งมีขนาดประมาณ 22 KDa เน่ืองจากรูปแบบการ
แสดงผลของเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสคล้ายกบัรูปแบบเจลของการผลิตโปรตีนร่วมกบัโปรตีนพ่ีเลีย้ง ท่ีมี
การเพิ่มความเข้มขึน้เล็กน้อยของแถบโปรตีนท่ีประมาณ 70 และ 56 KDa ซึ่งเป็นต าแหน่งของ 
DnaK และ Tf protein (รูปท่ี 3.5 A) เม่ือน ามาท าบริสทุธ์ิโปรตีน ผลของเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสไม่พบ
แถบโปรตีนเป้าหมายใน Supernatant และ Flow Through fractions หากแต่พบแถบโปรตีนท่ี
สนใจในส่วนของ eluted (E) fraction ดงัแสดงในรูปท่ี 3.5 B อย่างไรก็ตาม การทดลองเลีย้งเซลล์
ด้วย SPM media ไม่ประสบความส าเร็จ ให้ปริมาณโปรตีนในรูปท่ีละลายน า้ไม่เพียงพอตอ่การ
วิจยั จงึไมเ่ลือกวิธีการนีใ้นการเลีย้งเซลล์เพ่ือการวิจยัตอ่ 



59 

 
รูปท่ี 3.5 แสดงผลการสงัเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-

475) ภายใต้ระบบ SPM ท่ี 37๐C (A) ภาพแสดงผลการสังเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน 
HishTRIM21Δ2(287-475) ในระบบ SPM ท่ีอณุหภูมิ 37๐C ท่ีเวลา 0 ถึง 2.5 ชัว่โมง โดยการ
กระตุ้นด้วย 0.2 และ 0.1 mM IPTG ตามล าดบั พบว่าปริมาณการแสดงออกไม่ตา่งกนั (B) ผลการ
ท าบริสทุธ์ิของ recombinant protein อยู่ในรูป insoluble form ไม่พบแถบโปรตีนใน S และ FT 
การท าบริสุทธ์ิให้โปรตีนน้อยมากไม่เพียงพอต่อการวิจัยในครัง้นี  ้(W=whole, P=pellet, 
S=supernatant, FT=flow through และ E=eluted fraction โดยท่ี E1-E4 แสดงโปรตีนท่ีผ่านการ
ชะด้วย imidazole ครัง้ท่ี 1 ถึง 4) 
 

3.1.4 กำรทดสอบกำรแสดงออกของยีนและควำมสำมำรถในกำรละลำย
ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ1(275-475) ที่ผลิตในแบคทีเรีย E.coli สำยพันธ์ุ 
BL21(DE3)pLysS  

ทางผู้ วิจัยได้สร้างพลาสมิด pST50Trc2-HishTRIM21Δ1(275-475) ซึ่งมีส่วน
ของกรดอะมิโนบนต าแหน่ง N-terminus เพิ่มเติมมาจาก TRIM21Δ2(287-475) และอาจเป็นผล
ให้กระบวนการพับม้วนของโปรตีนสมบูรณ์ถูกต้องมากขึน้ จึงสังเคราะห์โปรตีนขึน้ด้วยการใช้
แบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ์ BL21(DE3)pLysS เป็นเซลล์เจ้าบ้านในการสงัเคราะห์โดยท าการเลีย้ง
เซลล์ท่ี 37๐C ชกัน าด้วย 0.2 mM IPTG เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และท่ีอณุหภูมิ 20๐C ชกัน าด้วย 0.02 
mM IPTG เป็นเวลา 14 ชัว่โมง เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน จากผลของเจลอิเล็กโทรโฟเร
ซิสพบว่าริคอม-บิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ1(275-475) มีขนาดประมาณ 25 KDa ดงัรูปท่ี 3.6 
A และ B พบว่าทัง้สองอุณหภูมิให้ปริมาณโปรตีนไม่ตา่งกนั จึงท าการทดสอบการละลายและท า
บริสุทธ์ิโปรตีน ผลการทดลองพบว่าโปรตีนจากการผลิตท่ีอุณหภูมิ 37๐C ไม่ละลายน า้และท า

A B 
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บริสทุธ์ิได้น้อยมากไมส่ามารถใช้ในการทดลองตอ่ไปได้ (รูปท่ี 3.6 C) ตา่งจากรีคอมบิแนนท์โปรตีน
ท่ีสงัเคราะห์จากอณุหภูมิท่ีต ่ากว่า คือ 20๐C พบว่ามีการละลายน า้ท่ีดีกว่าและสามารถท าบริสทุธ์ิ
ได้มากและสามารถน าไปใช้ในการทดลองได้ (รูปท่ี 3.6 D) 

 
รูปท่ี 3.6 ผลการแสดงออกของยีน และความสามารถในการละลายของรีคอม-

บิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ1(275-475) ท่ีอณุหภูมิ 37 และ 28๐C (A) ผลการแสดงออกของ
ยีนในการสงัเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ1(275-475) ท่ีอณุหภูมิ 37๐C ท่ีเวลา 0 
ถึง 4 ชัว่โมง และกระตุ้นด้วย 0.2 mM IPTG และ (B) อณุหภูมิ 20๐C ท่ีเวลา 14 ชัว่โมง ด้วย 0.02 
mM IPTG (C) ผลการท าบริสทุธ์ิของรีคอมบแินนท์โปรตีน ท่ี 37๐C ไม่พบการละลายน า้ของโปรตีน
เป้าหมาย และสามารถท าบริสุทธ์ิโปรตีนได้เล็กน้อยไม่เพียงพอต่อการน ามาใช้ทดสอบต่อได้ 
ในขณะท่ี (D) พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีนมีความสามารถในการละลายน า้ได้ประมาณ 20-40%   
(S fraction แถวท่ี 4) และสามารถน ามาท าบริสทุธ์ิโปรตีนเพ่ือการวิจยัในล าดบัตอ่ไปได้ (W, P, S 
และ FT แสดงถึง whole, pellet, supernatant, และ flow through fraction ตามล าดบั และ E คือ 
eluted fraction โดยท่ี E1-E4 แสดงโปรตีนท่ีผา่นการชะด้วย imidazole ครัง้ท่ี 1 ถึง 4 
 
 
 

A B 

C D 
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3.1.5 กำรทดสอบกำรแสดงออกของยีนและควำมสำมำรถในกำรละลำย
ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ1(275-475) ร่วมกับโปรตีนพ่ีเลีย้ง (Chaperone 
protein) 

ท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน HishTRIM21Δ1(275-475) ร่วมกับ
โปรตีนพ่ีเลีย้งโดยท าการทดลองเช่นเดียวกับรีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ2(287-475) 
ตามข้อท่ี 3.1.2 ซึ่งผลการสงัเคราะห์โปรตีนท่ีได้มีความใกล้เคียงหรือมากกว่าเล็กน้อยกับการ
สงัเคราะห์ใน BL21(DE3)pLysS (รูปท่ี 3.7 A) โดยมีอัตราการละลายน า้ประมาณ 50% ซึ่ง
มากกว่าอัตราการละลายของ HishTRIM21Δ2 เม่ือมีการละลายเพิ่มขึน้ท าให้ปริมาณโปรตีนท่ี
ผา่นการท าบริสทุธ์ิมีความเข้มขเนและมากขึน้ ดงัรูปท่ี 3.7 B (แถวท่ี 7 และ 8) 

 
รูปท่ี 3.7 รีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ1(275-475) มีการแสดงออกของ

ยีน ความสามารถในการละลาย และการท าบริสทุธ์ิโปรตีนได้มากขึน้ด้วยการเลีย้งท่ี 18๐C (A) ผล
การแสดงออกของยีนในการสังเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน  HishTRIM21Δ1(275-475) ท่ี
อณุหภูมิ 18๐C ท่ีเวลา 14 ชัว่โมง และกระตุ้นด้วย 0.02 mM IPTG และ (B) ผลการท าบริสทุธ์ิของ  
รีคอมบิแนนท์โปรตีนจากอุณหภูมิ 18๐C พบว่าอยู่ในรูปท่ีละลายน า้ได้บางส่วน เม่ือผ่านการตรึง
ผ่าน Talon affinity column ถูกดดูซบัได้สูงเน่ืองจากพบการลดลงอย่างมากของแถบโปรตีน
เป้าหมายใน Flow through fraction ซึ่งเป็นบฟัเฟอร์ท่ีใช้ในการล้าง unbound protein หรือ 
โปรตีนท่ีไม่สามรถยึดเกาะเรซินได้ (Un=uninduced, W=whole, P=pellet, S=supernatant, 
FT=flow through และ E=eluted fraction โดยท่ี E1-E4 แสดงแถบโปรตีนท่ีผ่านการชะด้วย 
imidazole ครัง้ท่ี 1 ถึง 4) 

จากการพยายามเพ่ือปรับปรุงการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน hTRIM21 
พบว่าวิธีท่ีดีและสะดวกท่ีช่วยเพิ่มอัตราการละลายน า้ของโปรตีนได้มากขึน้ คือ การลดอุณหภูมิ
ของการเลีย้งลงให้อยูร่ะหว่าง 18 ถึง 20๐C ส่วนวิธีการอ่ืนๆ เช่น การเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน

A B 
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พ่ีเลีย้ง (chaperone protein) ร่วมกบัการสงัเคราะห์โปรตีนเป้าหมาย ไม่เพิ่มความสามารถในการ
สงัเคราะห์หรือการละลายของโปรตีนมากขึน้จากการสงัเคราะห์โปรตีนเป้าหมายเพียงอย่างเดียว 
และการละลายของโปรตีนท่ีสงัเคราะห์ร่วมกับโปรตีนพ่ีเลีย้งจะเพิ่มขึน้เม่ือมีการลดอุณหภูมิการ
เลีย้งลงเช่นกัน ส่วนการใช้ SPM นัน้ไม่เหมาะสมตอ่การทดลองนี ้เน่ืองจากไม่สามารถเพิ่มการ
สร้างโปรตีนท่ีต้องการได้ และคา่ใช้จ่ายในการเลีย้งสงูขึน้ด้วย จากการทดลองทัง้หมดไม่พบความ
แตกตา่งอยา่งสิน้เชิงของปริมาณการแสดงออกของโปรตีนและความสามารถในการละลาย รวมถึง
ความสามารถในการท าบริสุทธ์ิระหว่างโปรตีนทัง้สองขนาด โดยท่ี HishTRIM21Δ1(275-475) 
อาจให้ปริมาณโปรตีนสงูกว่า HishTRIM21Δ2(287-475) เล็กน้อยเท่านัน้ ดงันัน้จึงเลือกใช้การลด
อณุหภมูิเป็นปัจจยัหลกัในการสงัเคราะห์โปรตีนเพ่ือการวิจยัตอ่ไป 

 
3.1.6 กำรสังเครำะห์ กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรละลำย และกำรท ำ

บริสุทธ์ิรีคอมบิแนนท์โปรตีน hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y) ที่ผลิตในแบคทีเรีย E.coli สำย
พันธ์ุ BL21(DE3)pLysS 

จากการทดลองของ Young และคณะในปี 2011 พบว่า FADD DED สามารถเกิด
ปฏิสมัพนัธ์กบั TRIM21 ได้ (Young et al., 2011) ผู้วิจยัจึงมีความสนใจในการศกึษาปฏิสมัพนัธ์นี ้
จากระบบของแบคทีเรีย ซึ่งมีรายงานก่อนหน้านีว้่า FADD DED ท่ีผ่านการสังเคราะห์จาก
แบคทีเรียขาดคณุสมบตัิของการละลายน า้ซึ่งไม่สามารถท าการวิจยัตอ่ได้ จึงต้องท าการปรับปรุง
การสงัเคราะห์ FADD DED ตามรายงานการทดลองของ Eberstadt และคณะในปี 1998 ท่ีแสดง
วา่การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนเป็น F25Y FADD DED สามารถป้องกนัการเกิด self-aggregation 
โดยไม่ก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงของขนาดเซลล์ กระบวนการตายของเซลล์ (apoptosis) และ
ยงัคงรักษาคณุสมบตัิในการเกิดปฏิสมัพนัธ์กับ caspase 8 (Eberstadt et al., 1998) ดงันัน้
เป็นไปได้ว่าการเปล่ียนแปลงนีจ้ะไม่ขดัขวางตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั TRIM21 เช่นเดียวกนั โดย
ผู้วิจยัท าการสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีน hFADD∆1HisSTRx2(2-90) ซึ่งเป็น DED domain ของ 
FADD และผ่านการเปล่ียนกรดอะมิโนฟีนิลอะลานีนท่ีต าแหน่ง 25 เป็นไทโรซีน (F25Y) ด้วยการ
ท า quick change site-directed mutagenesis (SDM) และติดตามการแสดงออกท่ีเวลา 0, 1, 2, 
3 และ 4 ชัว่โมง พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน hFADDΔ1HisSTRx2 มีขนาดประมาณ 15 KDa และ
จากตวัอย่างท่ี 0 ชัว่โมง มีแถบโปรตีนในต าแหน่งท่ีสนใจและมีปริมาณเพิ่มขึน้ตามเวลาของการ
เก็บโดยตวัอย่างท่ี 4 ชัว่โมงมีการแสดงออกของโปรตีนมากกว่าชัว่โมงท่ี 0 ประมาณ 2 หรือ 3 เท่า 
(รูปท่ี 3.8 A) ซึ่งการท า SDM นีใ้ห้ผลสอดคล้องกบั Eberstadt และคณะ ดงัผลการทดลองในรูปท่ี 
3.8 B ท่ีพบแถบโปรตีน hFADDΔ1HisSTRx2(2-90) (F25Y FADD DED) ในส่วนของ 
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supernatant (S(F25Y)) (แถวท่ี 6) แสดงถึงความสามารถในการละลายน า้ได้เม่ือเปรียบเทียบกบั 
wt FADD DED ท่ีไม่พบแถบโปรตีนใน supernatant (S(wt)) แตอ่ยู่ในส่วนของ pellet (P(wt)) และ 
(แถวท่ี 5 และ 3 ตามล าดบั) และ (C) แสดงผลการท าบริสทุธ์ิโปรตีน ซึ่งในการท าบริสทุธ์ินัน้ใช้
สารละลายโปรตีนในส่วนของ supernatant ผ่านคอลมัน์ Strep-Tactin affinity resin โดย 
hFADDΔ1HisSTRx2 จะถกูตรึงไว้กบัเรซินผ่าน STR tag ได้ดีและเป็นจ านวนมาก ท าให้รีคอม-
บิแนนท์โปรตีน hFADDΔ1HisSTRx2 คงเหลือในบฟัเฟอร์ท่ีผ่านการล้าง non-specific binding 
protein หรือ flow through (FT) ลดลงเป็นอย่างมาก เม่ือเทียบกบัปริมาณโปรตีนตัง้ต้นก่อนการ
ผา่นคอลมัน์ หรือ supernatant (S) fraction (แถวท่ี 5 และ 4 ตามล าดบั) ท าให้มีโปรตีนท่ีผ่านการ
ท าบริสทุธ์ิและพร้อมตอ่การท าวิจยัเป็นจ านวนมาก 

 
รูปท่ี 3.8 ผลการสงัเคราะห์ hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y) และความสามารถใน

การละลายท่ีมากขึน้เม่ือเปรียบเทียบกับ hFADDΔ1HisSTRx1(wt) ท าให้สามารถท าบริสุทธ์ิ
โปรตีนได้มาก (A) ผลการแสดงออกของยีนในการสงัเคราะห์รีคอมบิแนนท์ hFADDΔ1HisSTRx2 
ท่ีอณุหภมูิ 37 และ 28๐C ตามล าดบั ซึ่งให้โปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 15 KDa พบว่าท่ีอณุหภูมิ 28
๐C มีอตัราการสังเคราะห์โปรตีน hFADDΔ1HIsSTRx2 มากกว่าท่ีอุณหภูมิ 37๐C (B) การ
เปรียบเทียบผลการละลายหลงัการท า SDM ท าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนสามารถละลายน า้ได้ และ 
(C) ผลการท าบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ท่ี 37๐C พบว่าอยู่ในรูปท่ีละลายน า้ได้สูง         
และ เรซินสามารถตรึงโปรตีนไ ด้มาก ท าใ ห้พบแถบโปรตีนเป้าหมายได้ตัง้แต่  E2-E4 

A 

B C 
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(Un=uninduced, W=whole, P=pellet, S=supernatant, FT=flow through และ E=eluted 
fraction โดยท่ี E1-E4 แสดงโปรตีนท่ีผา่นการชะด้วย imidazole ครัง้ท่ี 1 ถึง 4) 

3.2 กำรตรวจสอบปฏิสัมพันธ์ของ FADD และ TRIM21 จำกแบคทีเรียด้วย pull 
down assay 
  จากการรายงานของ Young และคณะท่ีพบว่าโปรตีน hFADD และ hTRIM21 
สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์ตอ่กนัและส่งเสริมการท างานของระบบภูมิคุ้มกนัตนเอง (Young et al., 
2011) เพ่ือต้องการทราบต าแหน่งบนโปรตีนท่ีใช้ในการเกิดปฏิสัมพันธ์ ผู้ วิจัยจึง ตรวจสอบ
ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีนทัง้สองตามวิธีการท่ีจะกลา่วในล าดบัถดัไป 

3.2.1 กำรตรวจสอบปฏิสัมพันธ์ระหว่ำงรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
hFADDΔ1HIsSTRx2(F25Y) และ HishTRIM21Δ2(287-475) ที่ผลิตในแบคทีเรีย 
  การทดสอบปฏิสมัพนัธ์นีใ้ช้วิธีการ pull down assay เร่ิมต้นจากการน ารีคอม-
บิแนนท์โปรตีน hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y) มาท าการตรึงกับ Strep-tactin resin จากนัน้น า 
HishTRIM21Δ2(287-475) มาบ่มในสารละลาย beads[hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y)] ท่ี 4๐C 
ตามข้อ 2.4.1 และตรวจสอบด้วย SDS-PAGE พบว่า HishTRIM21Δ2(287-475) ไม่เกิด
ปฏิสมัพนัธ์โดยตรงกบั beads (แถวท่ี 4 และ 5) และ HishTRIM21Δ2(287-475) ไม่สามารถ   
เกิดปฏิสัมพันธ์ร่วมกับ hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y) ได้  เน่ืองจากไม่พบแถบโปรตีนของ 
HishTRIM21Δ2 ใน beads (hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y)+HishTRIM21Δ2) (รูปท่ี 3.9 แถว 7)  

 

รูปท่ี 3.9 hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y) ไม่สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับ 
HishTRIM21Δ2(287-475) ได้ โดยแสดงผลการท า pull down assay ด้วย Strep-Tactin resin 
ระหว่าง hFADD1HisSTRx2(F25Y) และ HishTRIM212 protein จากผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่า เฉพาะ B30.2 domain ของ hTRIM21 ไม่สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กับ F25Y ของ DED 
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domain จาก hFADD ได้ โดย Inp, S และ B แสดงถึง input, supernatant และ beads fraction 
ตามล าดบั 
 

3.2.2 กำรตรวจสอบปฏิสัมพันธ์ระหว่ำงรีคอมบิแนนท์ โปรตีน 
hFADDΔ1HIsSTRx2(F25Y) และ HishTRIM21Δ1(275-475) ที่ผลิตในแบคทีเรีย 

เน่ืองจากการทดลองตรวจสอบปฏิสมัพนัธ์ hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y) และ 
HishTRIM21Δ2(287-475) ก่อนหน้าไม่พบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สอง ผู้วิจยัจึงได้
ท าการทดสอบผลระหว่าง hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y) และ HishTRIM21Δ1(275-475) ผลการ
ทดลองท่ีได้ยงัไม่ปรากฏปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สองเช่นเดิม (รูปท่ี 3.10 A) นอกจากนีผู้้วิจยั
ใช้ crude extract (whole cell extract) เพ่ือหลีกเล่ียงผลกระทบท่ีอาจเกิดขึน้กบัโปรตีนท่ีต้องการ
ในระหว่างการเก็บรักษาและการท าบริสุทธ์ิ เพ่ือให้ได้โปรตีนท่ีอยู่ในรูปท่ีใกล้เคียงกับสภาวะตาม
ธรรมชาติ  ซึ่ ง ไม่พบการเกิดปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สองเช่นกัน  ผลท่ีไ ด้จาก gel 
electrophoresis (รูปท่ี 3.10 B) พบว่า JM109 cell extract จะมี non specific binding   
มากกว่า BL21(DE3)pLysS cell extract และปริมาณของ soluble HishTRIM21Δ1(275-475)            
จากทัง้สองเซลล์เท่าหรือใกล้เคียงกัน และในแถว 11 (รูปท่ี 3.10 B) ซึ่ง เป็น 
Beads[(hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y)+HishTRIM21Δ1(275-475)] พบแถบโปรตีนบางๆ ของ 
HishTRIM21Δ1 ท่ีไม่พบในแถว 9 ท่ีเป็น beads[(blank+HishTRIM21Δ1(275-475)] อาจเกิด
ปฏิสมัพนัธ์ตอ่กนัในระดบัต ่า ซึ่งทดสอบความถูกต้องต่อไปด้วย Western blot analysis (รูปท่ี 
3.10 C) โดยการน าตวัอย่างจาก pull down assay ใน beads fraction ท่ี 2, 4, 6, 7, 9, และ 11 
ของรูปท่ี 3.10 B มาใช้ในการทดสอบ จากผลของ Western blot พบว่า แถวท่ี 2 และ 5 ซึ่งเป็น
ตวัอย่างจาก beads(HishTRIM21Δ1(275-475) # 4 และ 9 ไม่พบการแสดงออกโปรตีนทัง้สอง
ชนิด เน่ืองจากไม่มีรีคอมบิแนนท์โปรตีน hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y) ท่ีเป็นตวักลางในการตรึง
กับเรซิน ในขณะท่ีแถวท่ี 3 และ 6 เป็นตัวอย่างจาก beads[hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y)+ 
HishTRIM21Δ1(275-475)] # 6 และ 11 พบการแสดงออก hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y) เท่านัน้ 
แสดงว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21Δ1(275-475) ไม่สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับ              
รีคอมบแินนท์โปรตีน hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y) ได้ 

 



66 

 

 

 
รูปท่ี 3.10 hFADD1HisSTRx2(F25Y) ไม่สามารถสร้างปฏิสัมพันธ์กับ 

HishTRIM211 ได้ (A) แสดงผลการท า pull down assay ด้วย Strep-Tactin resin ของ            
รีคอมบิแนนท์โปตีนท่ีผ่านการท าบริสุท ธ์ิ ระหว่าง  hFadd1HisSTRx2(F25Y) และ 
HishTRIM211(275-475) ไม่สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์ตอ่กัน นอกจากนี ้(B) ในการทดลองท่ีท า
กับ crude extract ในคอลัมน์ของ beads พบแถบโปรตีนเป้าหมายท่ีต าแหน่งของ 
HishTRIM211 protein จึงได้ทดสอบเพ่ือยืนยนัผลโปรตีนด้วย Western blot analysis (C) 
พบว่าโปรตีนดงักล่าวไม่ใช่ HishTRIM211 เน่ืองจากไม่พบรีคอมบิแนนท์ HishTRIM21Δ1(275-

475) ใน beads[hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y)+HishTRIM21Δ1(275-475)] # 6 และ 11 ดงันัน้ 
การเพิ่มส่วนของ linker ท่ีมีล าดับเบสก่อน B30.2 domain ของ hTRIM21 ไม่อาจเพิ่ม

B 

A 

C 
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ความสามารถในการก่อให้เกิดปฏิสมัพนัธ์กบั F25Y ของ DED domain จาก hFADD ได้ โดย Inp, 
S และ B แสดงถึง input, supernatant และ beads fraction ตามล าดบั 

 
3.2.3 กำรสังเครำะห์ กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรละลำย และกำรท ำ

บริสุทธ์ิรีคอมบิแนนท์โปรตีน hFADDHisSTR จำกแบคทีเรีย E.coli สำยพันธ์ุ 
BL21(DE3)pLysS 

จากการไม่พบปฏิสัมพันธ์ระหว่าง DED domain ของ hFADD และB30.2 
domain ของ hTRIM21 ผู้วิจยัจึงสงัเคราะห์ hFADD และ hTRIM21 เส้นเต็ม ในการสงัเคาะห์ 
hFADD(wt) ท าโดยการสร้างพลาสมิด hFADDHisSTR(wt) ท าการเลีย้งท่ี 37, 28๐C 220 รอบตอ่
นาที เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และกระตุ้นด้วย IPTG ท่ีความเข้มข้น 0.2 mM และการเลีย้งท่ีอณุหภูมิ 18
๐C 220 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 14 ชัว่โมง ดงัแสดงในรูปท่ี 3.11 A และ B ตามล าดบั ซึ่งให้ขนาด
ของโปรตีนบนแผ่นเจลท่ีผ่านการท าเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสได้ขนาด 30 KDa ขนาดท่ีได้นีไ้ม่ตรงตาม
ขนาดของ hFADD ท่ีได้จากทฤษฎีท่ีควรได้ประมาณ 25 KDa ซึ่งน่าจะเกิดจากผลรวมของ tag 
protein และความคลาดเคล่ือนของระบบถึงแม้ว่าทัง้ 6xHistidineg และ Strep-Tactin tag จะถกู
ยอมรับว่ามีขนาดเล็กไม่มีผลก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงน า้หนกัโมเลกลุของโปรตีนแตอ่ย่างใด ถึง
อย่างไรก็ตามการเพิ่มขึน้เล็กน้อยนีไ้ม่น่าส่งผลต่อผลการทดลองเช่นกัน แต่เม่ือน าโปรตีนไป
ทดสอบการละลายและท าบริสทุธ์ิพบว่า wt FADD มีแถบโปรตีนใน W และ P fraction แสดงว่า
โปรตีนละลายน า้ได้น้อย ซึง่การท าบริสทุธ์ิผา่น Strep-tactin resin สามารถดดูซบัโปรตีนได้สงูมาก 
(รูปท่ี 3.11 C-E)  
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รูปท่ี 3.11 ผลการแสดงออกของยีน ความสามารถในการละลาย และการท า

บริสทุธ์ิของรีคอมบิแนนท์โปรตีน hFADDHisSTR ท่ีอณุหภูมิ 37, 28 และ 18๐C (A) ผลการ
แสดงออกของยีนในการสงัเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน hFADDHisSTR ท่ีอุณหภูมิ 37 และ      
28 ๐C ท่ีเวลา 0 ถึง 3 ชัว่โมง และกระตุ้นด้วย 0.2 mM IPTG และ (B) การเลีย้งเซลล์ท่ีอณุหภูมิ   
18๐C ท่ีเวลา 14 ชัว่โมง ด้วย 0.02 mM IPTG พบว่าปริมาณการแสดงออกของยีนท่ี 37๐C เป็น 4 
เท่าการเลีย้งเซลล์ท่ี 28๐C ส่วนการแสดงออกของยีนท่ี 18๐C ใกล้เคียงกบัการแสดงออกท่ี 28๐C 
(C และ D) ผลการท าบริสทุธ์ิของ recombinant protein ด้วย Talon resin ท่ี 37 และ 28๐C พบว่า
อยู่ในรูปท่ีละลายน า้และท าบริสุทธ์ิได้บางส่วน โดยพบแถบโปรตีนเป้าหมายใน E2 และ E3 
fraction และ (E) เป็นการท าบริสทุธ์ิของ recombinant protein ท่ี 18๐C จากนัน้ท า pull down 
assay ทนัที ในภาพนีต้้องการแสดงถึงความสามารถในการละลายและการท าบริสทุธ์ิ ซึ่งไม่พบ

A B 

C D 

E 
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โปรตีนเป้าหมายใน Supernatant และ Flow through เม่ือผ่านการตรึงด้วยเรซินพบโปรตีน
เป้าหมายใน beads fraction เล็กน้อย โดย inp, S และ B แสดงถึง input, supernatant และ 
beads fraction ตามล าดบั 

 
3.2.4 กำรตรวจสอบปฏิสัมพันธ์ระหว่ำง รีคอมบิแนนท์โปรตีน 

hFADDHisSTR(wt) และ HishTRIM21Δ1(275-475) ที่ผลิตในแบคทีเรีย 
เน่ืองจากการทดลองนีต้้องการทราบต าแหน่งของการเกิดปฏิสมัพนัธ์บนโปรตีน 

hTRIM21 เม่ือไม่พบปฏิสมัพนัธ์ระหว่าง hFADDΔ1HisSTRx2(F25Y) และ HishTRIM21Δ1 
ดงันัน้ hFADDHisSTR(wt) ซึง่เป็นรีคอมบแินนท์โปรตีนเส้นเตม็จากเซลล์ท่ีผ่านการเลีย้งท่ีอณุหภูมิ 
28๐C 4 ชัว่โมง และกระตุ้นด้วย 0.2 mM IPTG และ 18๐C เป็นเวลา 14 ชัว่โมง และกระตุ้นด้วย 
0.02 mM IPTG (ซึ่งอยู่ในรูป crude extract เพ่ือลดผลกระทบจากกระบวนการท าบริสทุธ์ิ) จึงถกู
น ามาใช้แทน hFADDΔ1HisSTRx2 (F25Y) โดยการยึดกบั Strep-tactin resin เพ่ือเปรียบเทียบ
และท าการทดสอบการเกิดปฏิสัมพันธ์กับโปรตีน HishTRIM21Δ1 จากผลการทดลองพบว่า
hFADDHisSTR(wt) จากทัง้สองอุณหภูมิไม่สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับ  HishTRIM21Δ1ได้ 
ในขณะท่ี (B) แสดงผลการทดสอบปฏิสมัพนัธ์ ระหว่าง hFADDHisSTR(wt) และHishTRIM21Δ1 
ท่ีอยู่ในรูปท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิทัง้คู่ซึ่งให้ผลเช่นเดิม คือ ไม่เกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สอง
ชนิด นอกจากนีผู้้วิจยัได้ท า Western blot analysis เพ่ือขยายสญัญาณโปรตีนท่ีอาจมีการเกิด
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สองในระดับต ่ามากๆจนไม่สามารถตรวจพบด้วย  gel 
electrophoresis ซึง่ผลของ Western blot ไมพ่บการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สอง ดงัรูปท่ี 
3.12 B 
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รูปท่ี 3.12 HishTRIM21Δ1(275-475) ไม่สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับ 

hFADDHisSTR(wt) (A) แสดงผลการท า pull down assay ด้วย Strep-Tactin resin ระหว่าง 
hFADDHisSTR(wt) โดยใช้ crude extract ส่วนผลจากการท า pull down assay พบว่า การ 
hFADD protein เส้นเต็มและอยู่ในรูป wt ไม่สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กับ HishTRIM211 ได้ 
รวมทัง้ (B) การท า pull down assay ด้วยโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสทุธ์ิซึ่งให้ผลเช่นเดียวกบัการ
ทดลองใน crude extract ยืนยันผลด้วยการท า Western blot analysis อีกครัง้ ซึ่งไม่พบ 

HishTRIM21Δ1(275-475) ใน beads fraction โดย lnp, S และ B แสดงถึง input, supernatant 
และ beads fraction ตามล าดบั 
 

A 

B 
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3.2.5 กำรตรวจสอบปฏิสัมพันธ์ระหว่ำง รีคอมบิแนนท์ โปรตีน 
hFADDSTR(wt) และ HishTRIM21Δ1(275-475) จำก co-expression plasmid ที่ผลิต
ภำยในเซล์เจ้ำบ้ำนเดียวกัน  

เน่ืองด้วยการสงัเคราะห์โปรตีนด้วยเซลล์เจ้าบ้านเป็นชนิดเด่ียว คือ  หนึ่งโปรตีน
ตอ่หนึ่งเซลล์ ให้ผลการทดลองท่ีไม่มีปฏิสมัพนัธ์ต่อกนัระหว่างโปรตีนทัง้สอง จึงได้ท าการทดลอง
ต่อด้วยการสังเคราะห์โปรตีนทัง้สองในเซลล์เจ้าบ้านเดียวกัน ผ่านการสร้างพลาสมิดท่ีเรียกว่า 
multi site co-expression vector โดยมีจดุประสงค์เพ่ือลดปัจจยัเส่ียงจากภายนอกเซลล์ท่ีอาจ
ขดัขวางการเกิดปฏิสมัพนัธ์ เช่น สภาวะแวดล้อมนอกเซลล์ท่ีแตกต่างไป กระบวนการท าบริสุทธ์ิ
อาจมีผลตอ่โครงสร้างของโปรตีนตวัใดตวัหนึ่ง จึงต้องพยายามให้โปรตีนอยู่ใน native form มาก
ท่ีสดุ เช่น การทดลองของ Dzivenu และคณะในปี 2004 พบว่าการสงัเคราะห์ nuclease DFF40 
เด่ียวๆได้โปรตีนท่ีพบัม้วนผิดรูปไป แตเ่ม่ือสร้างร่วมกบั DFF45 ในเซลล์เดียวกนัพบว่าโปรตีนทัง้
สองเกิดปฏิสมัพนัธ์เป็น complex แบบ heterodimer (Dzivenu et al., 2004) ในการท า co-
expression อาจใช้หนึ่งพลาสมิดท่ีมีหลาย open reading frame (ORF) หรือ transform หลาย 
พลาสมิดเข้าสู่เซลล์เดียวกัน แตอ่ย่างไรก็ตามการทดลองนีเ้ลือกใช้หนึ่งพลาสมิด คือ pST44 ใน
การ transform เข้าสู่เซลล์ E.coli BL21(DE3)pLysS ซึ่งเป็นเซลล์เจ้าบ้านท่ีได้รับการยอมรับและ
ใช้กันทั่วไปและมี T7 promotor ท่ีถือว่ามีประสิทธิภาพสูงในการเกาะของโพลิเมอร์เรส เพ่ือ
ตรวจสอบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สอง (Khow & Suntrarachun, 2012; Selleck & 
Tan, 2001) โดยการใช้หลกัการวา่ หากโปรตีนทัง้สองถกูสร้างขึน้ภายในเซลล์เจ้าบ้านเดียวกนัและ
สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างกันได้ โปรตีนทัง้สองจะอยู่ในรูปท่ีเป็น complex เม่ือท าให้เซลล์
แตก complex ของโปรตีนทัง้สองจะยงัคงสภาพการมีปฏิสมัพนัธ์ระหว่างกนัไว้ได้ หากโปรตีนหนึ่ง
ในสองตวันีถ้กูตรึงไว้กบั beads จะพบโปรตีนอีกตวัรวมอยู่ใน complex นีด้้วย ซึ่งการทดลองนีท้ า
ขึน้ระหว่าง hFADDSTR(wt) และ HishTRIM21Δ1(275-475) จากผลการทดลองพบว่า 
hFADDSTR(wt) มีการแสดงออกสงูกว่า HishTRIM21Δ1(275-475) แตอ่ยู่ในรูปท่ีไม่ละลายน า้ 
ในขณะท่ี HishTRIM21Δ1(275-475) อยู่ในรูปท่ีละลายน า้มากกว่า (เปรียบเทียบระหว่าง W, P 
และ S แถวท่ี 2, 3 และ 4) เม่ือน า crude extract มาท าการบ่มร่วมกบั Talon affinity resin ซึ่งมี
โคบอลท์ตรึงบนพิน้ผิวเรซิน และสามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับ His tag บนรีคอมบิแนนท์         
โปรตีน HishTRIM21Δ1(275-475) ได้ดี เม่ือท าการชะโปรตีนด้วย imidazole พบเพียง 
HishTRIM21Δ1(275-475) ท่ียงัเกาะกับ beads และไม่พบ hFADDSTR(wt) ในสารละลาย 
eluted fraction แสดงว่า hFADDSTR(wt) ไม่สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั HishTRIM21Δ(275-
475) ได้ ดงัรูปท่ี 3.13 
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รูปท่ี 3.13 hFADDSTR(wt) ไม่เกิดปฏิสมัพนัธ์กบั HishTRIM21Δ1(275-475) 

แม้ว่าโปรตีนทัง้สองจะถูกผลิตภายในเซลล์เจ้าบ้าน โดยใช้วิธีเดียวกับการท าบริสุทธ์ิโปรตีน
เน่ืองจากโปรตีนเป้าหมายเกิดจาก co-expression plasmid ภายในเซลล์เจ้าบ้าน แบคทีเรีย 
E.coli สายพนัธุ์ BL21(DE3)pLysS ท่ีเลีย้งในสภาวะ 18๐C และกระตุ้นด้วย 0.02 mM IPTG จาก
รูปเจลพบว่าโปรตีน hFADDSTR(wt) มีความสามารถในการแสดงออกมากกว่า HishTRIM21Δ1 
ท่ีพบใน W fraction น้อยมาก แตส่ามารถจบักนั Talon resin ได้ดี จากผลการทดลองไม่พบโปรตีน 
hFADDSTR(wt) ใน bead fraction (Un=uninduced, W=whole, P=pellet, S=supernatant, 
FT=flow through และ E=eluted fraction โดยท่ี E1-E4 แสดงโปรตีนท่ีผ่านการชะด้วย imidazole 
ครัง้ท่ี 1 ถึง 4) 
 

3.2.6 กำรทดสอบกำรแสดงออกของยีนควำมสำมำรถในกำรละลำย และ
กำรท ำบริสุทธ์ิรีคอมบิแนนท์โปรตีน HishTRIM21 ที่ผลิตในแบคทีเรีย E.coli สำยพันธ์ุ 
BL21(DE3)pLysS  
  ในการสร้างและทดสอบรีคอมบิแนนท์โปรตีน hTRIM21 ทัง้สองขนาดเพ่ือ
ตรวจสอบวา่ B30.2 domain จ าเป็นและเพียงพอหรือไมใ่นการเกิดปฏิสมัพนัธ์ ซึง่ผลการทดลองไม่
พบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ดงักล่าว ทางผู้วิจยัจึงสร้างพลาสมิด HishTRIM21(wt) ซึ่งเป็นโปรตีนเส้น
เต็มของ hTRIM21 protein โดยการเลีย้งเซลล์ท่ี 18๐C ชกัน าด้วย 0.02 mM IPTG เป็นเวลา 14 
ชัว่โมง พบว่าโปรตีนท่ีได้มีขนาด 54 kDa มีความสามารถในการละลายต ่า แต่ยงัสามารถพบ
โปรตีนเป้าหมายได้ใน E2 fraction เพียงเล็กน้อย 
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รูปท่ี 3.14 ผลการแสดงออกของยีน และการท าบริสทุธ์ิด้วย Talon resin ของรี

คอมบิแนนท์ HishTRIM21(FL) (A) ผลการแสดงออกของยีนในการสงัเคราะห์รีคอมบิแนนท์
โปรตีน HishTRIM21 ท่ีอณุหภูมิ 18๐C ท่ีเวลา 14 ชัว่โมง และกระตุ้นด้วย 0.02 mM IPTG (B) ผล
การท าบริสทุธ์ิของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ท่ี 18๐C พบว่าอยู่ในรูปท่ีละลายน า้ได้น้อย เน่ืองจากพบ
โปรตีนเป้าหมายใน E2 และ E3 เพียงเล็กน้อย (Un=uninduced, W=whole, P=pellet, 
S=supernatant, FT=flow through และ E=eluted fraction โดยท่ี E1-E4 แสดงโปรตีนท่ีผ่านการ
ชะด้วย imidazole ครัง้ท่ี 1 ถึง 4) 
 

3.2.7 กำรตรวจสอบปฏิสัมพันธ์ระหว่ำง รีคอมบิแนนท์โปรตีน 
hFADDHisSTR(wt) และ HishTRIM21(wt) ที่ผลิตในแบคทีเรีย 

เน่ืองจากการทดสอบปฏิสัมพันธ์ระหว่างรีคอมบิแนนท์โปรตีน hFADD และ 
HishTRIM21 ขนาดตา่งๆ แตไ่มเ่กิดปฏิสมัพนัธ์ ดงันัน้ ผู้วิจยัจงึได้ลองทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหว่างรี
คอมบิแนนท์ FADD และ TRIM21 เส้นเต็มท่ีผลิตในแบคทีเรีย การทดลองนีใ้ ช้ 
hFADDHisSTR(wt) ท่ียึดกบั Strep-Tactin beads เพ่ือบม่กบั Talon purified HishTRIM21 จาก
การทดสอบพบว่า hFADDHisSTR เส้นเต็ม ไม่สามารถสร้างปฏิสมัพนัธ์กบั HishTRIM21 เส้นเต็ม
ได้ (รูปท่ี 3.15) ดงันัน้ผู้วิจยัจงึสรุปวา่ โปรตีนทัง้สองท่ีผลิตในแบคทีเรียไม่สามารถสร้างปฏิสมัพนัธ์
กันได้ ซึ่งระบบของแบคทีเรียไม่สามารถพับม้วนโปรตีนทัง้สองได้อย่างถูกต้อง และขาด post-
translational modification  

A B 
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รูปท่ี 3.15 hFADDHisSTR(wt) ไม่สามารถสร้างปฏิสัมพันธ์กับ 

HishTRIM21(wt) ได้ แสดงผลการท า pull down assay ด้วย Strep-Tactin resin ระหว่าง 
hFADDHisSTR(wt) และ HishTRIM21(wt) protein ท่ีเลีย้งในสภาวะ 18๐C และกระตุ้นด้วย 0.02 
mM IPTG จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ไม่พบ TRIM21 ใน bead fraction โดย lnp, S และ 
B แสดงถึง input, supernatant และ beads fraction ตามล าดบั 

ระบบของแบคทีเรียจึงไม่เหมาะสมต่อการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีนทัง้สอง
ผู้ วิจยัจึงเปล่ียนมาใช้ tissue culture แทน และการทดลองนีเ้ป็นการทดลองท่ีท าต่อเน่ืองจาก
งานวิจยัของ Young และคณะในปี 2011 (Young et al., 2011) พบว่ามีการเกิดปฏิสมัพนัธ์
ระหวา่งโปรตีนทัง้สอง  
 
3.3 กำรทดสอบกำรแสดงออกของโปรตีนท่ีต้องกำรในระบบ Ex-vivo 
 

3.3.1 Cell transfection  
เ น่ืองจากการทดลองในแบคทีเรียไม่สามารถจะให้โครงสร้างโปรตีนหรือ

สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมต่อการเกิดปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีนทัง้สอง จึงท าการทดลองต่อใน cell 
line เพ่ือประสิทธิภาพของการน าสง่พลาสมิดเข้าสูเ่ซลล์ จ าเป็นต้องหาปริมาณเซลล์ท่ีเหมาะสมตอ่
การใช้ ซึง่จากการทดลองเพ่ือหาปริมาณเซลล์ท่ีใช้ส าหรับสารน าส่ง LipofectamineTM2000 พบว่า
การเร่ิมต้นด้วย 800,000 เซลล์ตอ่เพลตให้ผลความหนาแน่นเซลล์ท่ี 90% confluent ส่วนปริมาณ
เซลล์ส าหรับการทดลองการใช้ LT1 ต้องการความหนาแน่นท่ี 50-60% จึงเร่ิมต้นเพลตเซลล์ท่ี
ปริมาณ 400,000 เซลล์ บนเพลตขนาด 6 cm 
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3.3.2 กำรแสดงออกของ FADD และ TRIM21 ใน HEK293Tcells 
เน่ืองจาการทดลองนีส้งัเคราะห์โปรตีนจาก human cell line ท่ีมีเพียงเย่ือหุ้มเซลล์

เทา่นัน้จึงต้องใช้ความระมดัระวงัในการท าให้เซลล์แตกเพ่ือให้ได้โปรตีนท่ีมีคณุภาพจากไซโตซอล 
โดยพบวา่การใช้ NaF ร่วมกบั Na3VO4 ซึง่ท าหน้าท่ีรักษาสภาพโปรตีนท่ีถกูฟอสโฟริเลชนั และ cell 
lysate ใน lysis buffer มีผลให้การแสดงผลของโปรตีนใน cell lysate ดีขึน้ (รูปท่ี 3.16 แถวท่ี 7-
12) เม่ือเทียบกับชุดการทดลองท่ีไม่มีการเติมสารทัง้สองชนิด (รูปท่ี 3.16 แถวท่ี 1-6) ซึ่งผลการ
แสดงออกของโปรตีนทัง้สองเม่ือน ามาทดสอบคุณสมบัติการละลายหรือต าแหน่งของโปรตีน
ภายในเซลล์ (localization) พบว่า TRIM21 ส่วนใหญ่อยู่ใน fraction ของ supernatant หรืออยู่ใน
รูปท่ีละลายน า้ได้ สว่น FADD สว่นใหญ่อยูใ่น pellet หรืออยูใ่นรูปท่ีไมล่ะลายน า้  

 
รูปท่ี 3.16 ภาพแสดงผลการสงัเคราะห์โปรตีน FADD และ TRIM21 ในเซลล์

เร่ิมต้นขนาด 500,000 และ 900,000 เซลล์ ซึ่งหากในบฟัเฟอร์มี NaF+ Na3VO4 (แถวท่ี 7-12) สี
จะเข้มกวา่โดยเฉพาะท่ีเพิ่มการแสดงออกได้ 
  
3.4 กำรตรวจสอบปฏิสัมพันธ์ของ FADD และ TRIM21 จำก HEK293Tcells 

3.4.1 GST pull down assay 
ท าการเลีย้งเซลล์ HEK293T cell เพ่ือการศึกษาการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่าง 

โปรตีน FADD และ TRIM21 โดยการท า transfection เพ่ือสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
hFADDHisFlag, GSThTRIM21, GSThTRIM21Δ1(275-475), GSThTRIM21Δ2(287-475), 
GSThTRIM21Δ3(131-475) เน่ืองจาก GST protein tag มีขนาด 25 KDa ท าให้ฟิวชนัโปรตีนท่ี
สงัเคราะห์ได้มีขนาดโมเลกลุเพิ่มขึน้โดยประมาณเป็น 75, 46 และ 50 KDa ตามล าดบั จากนัน้ท า
ให้เซลล์แตกและน าส่วนของสารละลายเซลล์มาบ่มด้วย Glutathione Sepharosetm 4B (GE 
healthcare)             วยบฟัเฟอร์ เพ่ือท า glutathione S-transferase (GST) pull down assay 
ตามวิธีการทดลองท่ี 2.5.7 และตรวจสอบผลด้วย Western blot (รูปท่ี 3.17) จากการทดลอง



76 

พบว่าการใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีผลิตได้จาก HEK293T cells ซึ่งเป็นแหล่งของโปรตีนท่ีใช้ใน
การทดลองของ Young และคณะ (Young et al., 2011) ก็ยงัคงไม่พบการเกิดปฏิสัมพนัธ์ 
เน่ืองจากไม่พบแถบโปรตีนของ hFADDHisFlag รูป 3.17 แถวท่ี 13, 14 และ 15 ตามล าดบั ซึ่งยงั
ไม่ทราบสาเหตุท่ีแน่ชัด แต่อาจเป็นเพราะขนาดของ tag ท่ีใหญ่  ซึ่งอาจมีผลต่อการสร้าง
ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีน ดงันัน้ผู้วิจยัจึงเปล่ียน GST tag เป็น Strep-Tactin tag และท า pull 
down assay 

 
  รูปท่ี 3.17 GSThTRIM21 ไมส่ามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั hFADDHisFlag ผลการ
ท า glutathione S-transferase (GST) pull down assay ระหว่าง hFADDHisFlag และ 
GSThTRIM21 ท่ีขนาดต่างๆ กนั จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแม้จะเป็นการใช้โปรตีนท่ีได้
จาก human cell line ก็ไมส่ามารถสง่เสริมให้เกิดปฏิสมัพนัธ์ได้โดยท่ี 1-6 แสดงชดุการทดลองของ 
lysates สว่นแถวท่ี 10-15 เป็น lysate ท่ีผา่นการท า pull down assay 
 

3.4.2 Strep-tactin pull down assay 
เน่ืองจากผลการทดลองด้วยการใช้ GST pull down ไมป่ระสบผลส าเร็จจึงท าการ

ทดลองขัน้ตอ่ไปด้วยการสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีนโดยการใช้ Strep tag protein (WSHPQFEK) 
แทนเน่ืองจาก Strep-Tag II มีขนาดเล็กไม่มีผลตอ่การพบัม้วนของโปรตีนตามธรรมชาติ โดยการ
สร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีน hFADDSTR เพ่ือทดสอบปฏิสมัพนัธ์ตอ่ GSThTRIM21 นอกจากนีย้งั
สร้างรีคอมบิแนนท์ untagged hTRIM21 เพ่ือทดสอบปฏิสัมพันธ์กับ hFADDSTR เพ่ือ
เปรียบเทียบผลของการมีหรือไม่มี GST tag ซึ่งกระบวนการทดลองได้บ่มชุดทดลอง STR 
beads[hFADDSTR+GSThTRIM21] และ STR beads[hFADDSTR+GSThTRIM21] ผลจาก 
Western blot หลงัจากผ่านการ pull down ดงัรูปที 3.18 พบว่าในคอลมัน์ของ STR beads พบ
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เพียงรีคอมบิแนนท์โปรตีน  hFADDSTR เท่านัน้ แสดงถึงการท่ี hFADDSTRไม่สามารถเกิด
ปฏิสมัพนัธ์ได้ทัง้ GSThTRIM21 และ hTRIM21TRIM21  

 

 
รูปท่ี 3.18 ทัง้ GSThTRIM21 และ hTRIM21 ไม่สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับ 

hFADDSTR ได้ ภาพ Western blot แสดงผลการท า Strep-Tactin pull down assay ระหว่าง 
hFADDSTR(wt) และ GSThTRIM21/hTRIM21(wt) จาก HEK293T cell พบว่า hFADD protein 
เส้นเต็มและอยู่ในรูป wt ไม่สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับทัง้ GSThTRM21และ hTRIM21 ได้ 
เน่ืองจากพบเพียง hFADD(wt) protein ใน beads fraction เท่านัน้ (แถวท่ี 10-12) โดยท่ี 1-6 
แสดงชดุการทดลองของ lysates สว่นแถวท่ี 7-12 เป็น lysate ท่ีผา่นการท า pull down assay 
 

3.4.3 Coimmunoprecipitation  
จากการทดลองเพื่อศกึษาการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีน FADD และ TRIM21 

ด้วยการท า pull down assay ของโปรตีนท่ีผลิตทัง้ในแบคทีเรียและ mammalian cell line ไม่พบ
ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สอง FADD และ TRIM21 ผู้วิจยัจึงท าการศกึษาปฏิสมัพนัธ์ด้วยการ
ท า Co-immunoprecipitaion ด้วยการสร้างพลาสมิดเพ่ือการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
hFADDHisSTR และ HAhTRIM21 ขนาดต่างๆ และน าเข้าสู่ HEK293T cell จากนัน้น า
สารละลายเซลล์มาบม่ร่วมกบั anti-Flag tag M2 antibody เพ่ือใช้ในการจบักบั hFADD protein 
ซึ่งจะเป็น bait แทนการท าบริสทุธ์ิโปรตีนแต่ละตวัแยกกนั จากผลการทดลองของ Young และ
คณะในปี 2010 พบว่า HA-tag จะจบักบั hFADDHisFlag ซึ่ง CoIP ครัง้นีใ้ช้ และเพ่ือทดสอบว่า 
HAhTRIM21Δ1(275-475) (B30.2 domain) ของ TRIM21 เพียงพอตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์กับ 
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FADD หรือจ าเป็นต้องมีส่วนอ่ืนด้วย พลาสมิดจึงถกูสร้างเพิ่มอีก คือ HAhTRIM21Δ3(131-475) 
ซึ่งมีส่วนของ CC กับ B30.2 domain, HAhTRIM21Δ4(131-275) เป็นส่วนของ CC domain 
เท่านัน้ และ HAhTRIM21Δ5(183-475) เป็นส่วนท่ีสองของ CC domain กบั B30.2 domain ดงั
แสดงในรูปท่ี 3.19 B ซึ่งจากผลการทดลองพบว่า ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สองเกิดได้ในสอง
ชดุการทดลอง คือ HAhTRIM21 และ HAhTRIM21Δ3 (รูปท่ี 3.19 แถวท่ี 11 และ 13 ) ซึ่งสิ่งท่ีทัง้
สองมีเหมือนกันคือ CC และ B30.2 โดเมน ส่วนการทดลองท่ีเหลือ ไม่พบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ 
เน่ืองจากไมพ่บแถบโปรตีนใน beads fraction (รูปท่ี 3.19 แถวท่ี 13, 15 และ 16) ซึ่งสอดคล้องกบั
งานวิจยัก่อนหน้านีข้อง Young และคณะ ซึ่งผลการทดลองดงักล่าว แสดงให้เห็นว่า B30.2 หรือ 
CC domain เพียงอย่างเดียวนัน้มีความจ าเป็นตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์แต่ไม่เพียงพอ (แถวท่ี 12 
และ 14) ต้องมีควบคูก่ันเป็นส่วนหนึ่งของรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วยจึงสามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์ได้ 
(แถวท่ี 13) และจ าเป็นต้องใช้ CC domain ทัง้โดเมน หากเป็นเพียงคร่ึงโดเมน ไม่เพียงพอตอ่การ
เกิดปฏิสมัพนัธ์ได้ (แถวท่ี 15)  

จากรายงานการวิจยัก่อนหน้านี ้ได้มีการศกึษาถึงหน้าท่ีของ  CC domain ซึ่ง CC 
domain เก่ียวข้องกับการเกิด dimerization ในโปรตีนหลายๆ ตวั รวมทัง้โปรตีนในกลุ่ม TRIM 
family และหนึง่ใน CC domain ท่ีมีการศกึษากนัมาก คือ CC domain จากโปรตีน GCN4 ในยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae เพ่ือการศกึษาหน้าท่ีของ CC ให้มากขึน้ ผู้วิจยัได้ท าการทดลองตอ่
โดยการสร้าง HAyCChTRIM21Δ1 ท่ีเกิดจากการน าล าดบันิวคลิโอไทด์ Gcn4 ของยีสต์ เข้า
เช่ือมตอ่กบั hTRIM21Δ1(275-475) เพ่ือแทนท่ี CC domain ของ TRIM21 ด้วย GCN4 protein 
เน่ืองจากมีสมมติฐานว่าการท างานของ CC นัน้ เป็น universal protein หรือไม่ ผลการทดลอง
พบว่าในชุดการทดลองท่ีผ่าน CoIP ของ beads[HAyCChTRIM21Δ1(yCC+h275-475) ท่ี
ต าแหน่งโปรตีนเป้าหมายนัน้ไม่พบแถบโปรตีนท่ีสนใจปรากฏอยู่  (แถวท่ี 16) แสดงว่า 
hFADDHisFlag ไม่สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กับ HAyCChTRIM21Δ1(yCC+h275-475) ได้ โดย
สรุปแล้วระบบการทดลองใน mammalian cell เหมาะสมกับการใช้ศึกษาปฏิสมัพันธ์ระหว่าง
โปรตีนทัง้สอง อาจเ น่ืองจากมีโปรตีนตัวหนึ่งหรือทัง้สองตัวต้องการ post-translational 
modification ในการท าให้ปฏิสมัพนัธ์นีเ้กิดได้ ซึ่งจากการทดลองพบว่าแค ่B30.2 อย่างเดียวไม่
เพียงพอ แตต้่องการ coiled-coil domain ด้วยเพ่ือให้ B30.2 เกิด dimerization ได้ อนัจะน าไปสู่
การสร้างคอมเพล็กกบั FADD 
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รูปท่ี 3.19 hFADDHisflag สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับ HAhTRIM21 และ 

HAhTRIM21Δ3(131-475) ได้ ด้วยการท า co-immunoprecipitation พร้อมทัง้แสดงต าแหน่งของ
โดเมนตา่ง ๆ บนโปรตีนแตล่ะเส้น โดยภาพ (A) แสดงผลการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน
ของ hTRIM21 ท่ีขนาดตา่งๆ กนัรวมทัง้ไคเมอริกโปรตีน HAyCChTRIM21Δ1(yCC+h275-475) 
และ (B) แสดงผลการท า CoIP ของ hTRIM21 จาก (A) จากผลของ Western blot พบว่ากับ 
HAhTRIM21 และ HAhTRIM21Δ3(131-475) เท่านัน้ ท่ีสามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับ 
hFADDHisFlag ได้ (แถวท่ี 11 และ 13) ขณะท่ีรีคอมบิแนนท์โปรตีนอ่ืนไม่พบการเกิดปฏิสมัพนัธ์
ต่อกัน รวมทัง้ HAyCChTRIM21Δ1(yCC+h275-475) ซึ่งเป็นไคเมอริกโปรตีนท่ีได้จากGCN4 
ของยีสต์ ส่วน (C) และ (D) แสดงผลของการแสดงออกของ hFADDHisFlag และผลท่ีได้หลงัการ
ท า CoIP ของการท า ระหว่าง FADD และ TRIM21 ท่ีขนาดตา่งๆ กนั โดยท่ีแผนภูมิ (E) แสดง
ขนาดของ hTRIM21 protein ท่ีใช้ในการทดลองในครัง้นีท้ัง้หมด แต่ผลการทดลองระหว่าง 
HAyCChTRIM21Δ1 (yCC+h275-475) ซึ่งเป็น chimeric protein ท่ีมี CC domain จากยีสต์ ไม่

A B 

C D 

E 
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สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั recombinant hFADDHisFlag protein เช่นกนั โดยท่ี 1-8 แสดงชุด
การทดลองของ lysates สว่นแถวท่ี 9-16 เป็น lysate ท่ีผา่นการท า pull down assay 
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บทที่ 4 
วิเครำะห์ผลกำรทดลอง 

 
4.1 กำรตรวจสอบปฏิสัมพันธ์ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน hFADD และ 

hTRIM21 ที่ผลิตในแบคทีเรีย 
เ น่ืองจากการเตรียมโปรตีนจากแหล่งธรรมชาติบางชนิดนัน้ท าไ ด้ยาก 

กระบวนการสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีนจึงถูกน ามาใช้ในการแก้ปัญหานี ้การใช้ E.coli ซึ่งมี    
พลาสมิดท่ีใช้ด้วยกันได้มาก แต่ก็ยังมีโปรตีนบางอย่างท่ีไม่สามารถผลิตได้หรือน้อยมาก จึง
จ าเป็นต้องมีการปรับปรุงอีกหลายอย่างเพ่ือประสิทธิภาพของการผลิต ไม่ว่าจะเป็นการเลือกสาย
พนัธุ์ท่ีเหมาะสม ความเสถียรของ mRNA codon bias การเกิดและป้องกนั inclusion body การ
ยอ่ยสลาย การตดั หรือการผลิตร่วมกนั ส าหรับการทดลองผู้วิจยัได้ปรับปรุงการสร้างรีคอมบิแนนท์
โปรตีนหลายวิธี เช่น การลดอณุหภูมิการเลีย้งเซลล์แบคทีเรียลงมาท่ี 20๐C การใช้ tag ซึ่งช่วยใน
การละลายของโปรตีนได้ และท าให้การท าบริสุทธ์ิของโปรตีนดีขึน้ด้วยการใช้ affinity column 
กระบวนการเพิ่มความเครียดต่อเซลล์เป็นอีกหนึ่งวิธีการท่ีนิยมใช้ในการปรับปรุงการสังเคราะห์
โปรตีน ในการทดลองนีผู้้ วิจยัได้ใช้การเลีย้งใน soluble protein media (SPM) ท่ีมีการเติม 
sorbitol และ betaine การสร้างสภาวะเครียดนีจ้ึงสอดคล้องกับการทดลองท่ีท าการสงัเคราะห์
โปรตีนร่วมกับโปรตีนพ่ีเลีย้ง chaperone โดยระบบนีถู้กสร้างขึน้เพ่ือเลียนแบบกระบวนการใน
ธรรมชาตเิม่ือต้องมีการสร้างโปรตีนในภาวะวิกฤตตา่ง ๆ เช่น ความร้อน ความเย็น ความเป็นกรด-
ดา่ง เกลือ โดยสรุปแล้วหน้าท่ีของโปรตีนพ่ีเลีย้งคือการป้องกนัการเกาะกลุ่มของโปรตีน และมีบาง
ชนิดท่ีมีหน้าท่ีเฉพาะเพื่อชว่ยคลายโปรตีนจากการเกาะกลุม่และช่วยในการม้วนพบัโปรตีนคืนกลบั 
เช่น GroES และ GroEL ส่วน tag protein ไม่น่าจะมีส่วนเก่ียวข้องกับการเกิดหรือไม่เกิด
ปฏิสมัพนัธ์เน่ืองจากมีขนาดเล็กมากน า้หนกัโมเลกลุน้อย  

จากท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้นว่าการทดลองนีท้ าขึน้เน่ืองจากความสนใจในการเกิด
ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งรีคอมบแินนท์โปรตีน hFADD และ hTRIM21 ท่ีผลิตขึน้ในแบคทีเรีย โดยเร่ิมต้น

ด้วยการศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่าง hFADD1HisSTRx2(F25Y) ซึ่งเป็น DED domain กับ 

HishTRIM212(287-475) ท่ีเป็นส่วนของ B30.2 domain และปฏิสัมพันธ์ระหว่าง 

hFADD1HisSTRx2(F25Y) กับ HishTRIM211(275-475) ทัง้สองการทดลองไม่พบการเกิด
ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างชิน้ส่วนของโปรตีนทัง้สอง ดงันัน้ผู้วิจยัจึงเลือกใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนเส้นเต็ม 

hFADDHisSTR เพ่ือทดสอบปฏิสมัพนัธ์ท่ีมีต่อ HishTRIM211(275-475) ท่ีผลิตทัง้ระบบท่ีมี 
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และไม่มีโปรตีนพ่ีเลีย้ง (chaperone protein) รวมทัง้ท าการทดสอบจากรีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ี
ผ่านการท าบริสทุธ์ิและ cell supernatant อีกทัง้ยงัได้ท าการตรวจสอบความถกูต้องเพ่ือตรวจหา
สญัญาณท่ีอาจมีอยู่เพียงเล็กน้อยด้วย Western blot analysis แต่ไม่พบการเกิดปฏิสมัพนัธ์
เช่นเดียวกัน ผู้ วิจัยจึงทดสอบต่อด้วยการใช้ co-expression transformation เพ่ือท าให้รีคอม
บิแนนท์โปรตีนทัง้สองถูกผลิตขึน้ภายในเซลล์เจ้าบ้านเดียวกัน ผลการทดลองท่ีได้นัน้ ไม่พบการ
เกิดปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สอง ในล าดับสุดท้ายของการทดลองด้วยแบคทีเรียผู้ วิจัยได้
ทดสอบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีน hFADDHisSTR และ HishTRIM21 ผลการ
ทดลองพบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีนทัง้สองไม่สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างกันได้ ซึ่งจากผลการ
ทดลองทัง้หมดจะเห็นได้ว่าการสังเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีนทัง้สองในแบคทีเรียไม่สามารถ
ก่อให้เกิดปฏิสมัพนัธ์ตอ่กนัได้ ถึงแม้ผู้วิจยัจะท าการปรับปรุงการแสดงออกด้วยวิธีการตา่งๆ แล้วก็
ตาม จากการทดลองท่ีผา่นมาแล้วอาจกลา่วได้วา่ bacterial system ไม่สามารถผลิต hFADD และ 
hTRIM21 ท่ีมี activity เหมาะสมตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีนทัง้สองได้ การเกิดปฏิสมัพนัธ์
อาจต้องมี post-translational modification เน่ืองจากการทดลองใน tissue culture พบว่า โปรตีน
ทัง้สองเกิดปฏิสมัพนัธ์กนัได้ (Young et al., 2011) แตใ่นแบคทีเรียเซลล์ไมมี่กระบวนการนี ้
 
4.2 กำรตรวจสอบปฏิสัมพันธ์ของ FADD และ TRIM21 ที่ผลิตใน HEK293Tcells 

จากผลการทดลองตามข้อ 3.4.1 และ 3.4.2 ซึ่งเป็นการท า GST และ Strep-
tactin pull down assay ซึง่ทัง้สองการทดลองไมพ่บการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สองชนิด 
อาจเน่ืองเพราะ GST tag protein มีขนาดใหญ่ถึง 25 KDa ท าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีน 
GSThTRIM21 มีขนาดประมาณ 75 KDa นัน้ ขนาดใหญ่ท่ีเกินไปจนอาจไปมีผลกระทบตอ่การพบั
ม้วนของโปรตีน hTRIM21 ตามธรรมชาติ ท าให้เกิดการเปล่ียน conformation ท่ีอาจบดบัง 
binding site หรือท าให้ binding site ทัง้สองไม่สามารถสมัผสักนัได้ ในขณะท่ีมีการทดลองของ 
Yang และคณะ 2009 พบว่า TRIM211 สามารถจบักบั IRF3 (IFN regulatory factor 3) ผ่าน
การท า GST pull down assay (Yang et al., 2009) แตอ่ย่างไรก็ตามผู้วิจยั ไม่สามารถท าการ
ทดลองเพ่ือยืนยนัผลดงักล่าวได้ และสาเหตก็ุไม่เป็นท่ีแน่ชดั ในขณะท่ี Strep-Tactin pull down ก็
ไม่สามารถแสดงปฏิสมัพนัธ์ระหว่าง FADD และ TRIM21 ได้ ดงันัน้ผู้วิจยัจึงสรุปว่าไม่สามารถท า 
pull down assay ได้ ถึงแม้อาจมีการเกิดปฏิสมัพนัธ์ภายในเซลล์ (Young et al., 2011) อาจเป็น
ผลจากสภาวะภายนอกท่ีเปล่ียนไปมีผลตอ่ปฏิสมัพนัธ์ท่ีเกิดขึน้แล้วภายในเซลล์ หรืออาจมีเหตผุล
อ่ืนใดท่ีอาจต้องตรวจสอบ และเพ่ือยืนยนัระบบการทดลองจึงท า Co-immunoprecipitation ซึ่ง
ด้วยวิธีการนี ้มีการยืนยนัผลการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สองไว้แล้ว (Young et al., 
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2011) ซึ่งในเบือ้งต้นผู้วิจยัสามารถใช้เทคนิค co-immunoprecipitation ในการแสดงปฏิสมัพนัธ์
ระหวา่ง FADD และ TRIM21 ได้ (ไมแ่สดงผล)  

FADD อาศยั Death-effector domain ในการสร้างปฏิสมัพนัธ์กับ TRIM21 
(Young et al., 2011) และโดเมนดงักล่าวของ FADD จ าเป็นและเพียงพอตอ่ปฏิสมัพนัธ์นี ้แต่
รายงานของ Young และคณะ ยงัไม่ชดัเจนว่า DED ของ FADD สร้างปฏิสมัพนัธ์อย่างไรกับ 
TRIM21 ถึงแม้ D74A FADD สามารถมีผลตอ่ TRIM21 self ubiquitination แต ่D74A FADD ยงั
มีปฏิสมัพนัธ์ตอ่ TRIM21 ท่ีด้อยกว่า wild type FADD (Young et al., 2011) ดงันัน้การค้นหา
ต าแหน่งบน DED ของ FADD ท่ีจ าเป็นตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั TRIM21 จึงเป็นงานในอนาคตท่ี
นา่ศกึษาตอ่ไป 

ในส่วนของ TRIM21 เป็นท่ีทราบกันดีว่าส่วนของ B30.2 domain เป็นส่วนท่ี
จ าเป็นตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั FADD แตย่งัไมเ่ป็นท่ีแนช่ดัวา่ โดเมนดงักล่าวเพียงพอตอ่การเกิด
ปฏิสมัพนัธ์กับ FADD หรือไม่ ซึ่งในการศึกษานี ้เป็นครัง้แรกท่ีแสดงให้เห็นว่า B30.2 domain 
อย่างเดียวไม่เพียงพอตอ่การสร้างปฏิสมัพนัธ์ดงักล่าว ดงัรูปท่ี 3.19 แถวท่ี 12 (Waji et al., 2012) 
การท่ี TRIM21 จะเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั FADD ได้นัน้ต้องอาศยั coiled-coil domain (รูปท่ี 3.19 แถว
ท่ี 13) 

จากผลการทดลองในรูปท่ี 3.19 แถวท่ี 16 ซึ่งผู้ วิจยัได้ท าการสงัเคราะห์รีคอม
บิแนนท์โปรตีน HAyCChTRIM21Δ1(yCC+h275-475) ซึ่งไม่พบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีนนี ้
ท่ีมีต่อ hFADDHisFlag ข้อมูลท่ีได้จากผลการทดลองนีย้ังไม่สามารถตอบข้อสงสัยท่ีว่า         
โปร ตีนมี  conformation ท่ีถูก ต้องห รือไม่   การทดลองนี จ้ึ งควร มีการทดสอบว่ า 
HAyCChTRIM21Δ1(yCC+h275-475) สามารถสร้าง dimer กบั TRIM21 CC domain ส่งเสริม
ให้เกิด dimer ใน TRIM21 และอาจจะไม่เก่ียวข้องกบัการเกิดปฏิสมัพนัธ์โดยตรง(Yang et al., 
2009) แตอ่าจมีสว่นในการคงรูปโครงสร้างของโปรตีน สง่เสริมให้เกิดการรวมตวัเป็นโมเลกลุท่ีใหญ่
ขึน้ เช่น การสะสมในไซโตพลาสเป็น cytoplasmic body การสร้าง homodimer (Javanbakht et 
al., 2006) แตถ้่าตดั CC domain ออกจะไม่มี self-association เพราะพบ monomer ใน gel 
filtration การตดัโดเมนอ่ืนท าให้ปฏิสมัพนัธ์ท่ีเกิดจะลดลงบ้าง การเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีน
อาจเป็นหน้าท่ีของ B30.2 domain มีการตัง้สมมติฐานว่า CC จ าเป็นตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์ในการ 
recruit โปรตีนอ่ืนมาจบักบั B30.2 domain (Li et al., 1994; Reymond et al., 2001.)  

จากการทดลองของ Rhodes และคณะในปี 2002 พบว่า รูปร่าง CC ท่ีได้เป็น 
short rod-like structures วางตวัอยู่ใต้พลาสมาเมมเบรน ส่วน B-box น่าจะช่วยในการคงความ
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เสถียร (Rhodes & Trowsdale, 2007) CC domain มีโครงสร้างทตุิยภูมิแบบ left hand helix โดย
มี Leucine zipper ท่ีต าแหน่ง 211-232 มีกรดอะมิโนลซีูน 4 ตวั มีความเป็น Hydrophobic ท่ีท า
ให้ helix คงรูปได้ ข้างในเกลียวเป็น hydrophobic ท่ีมีรอบนอกเป็น polar ท่ีสมัผสักบัสิ่งแวดล้อม
หรือน า้ด้วย electrostatic interaction โครงสร้าง CC เป็นไปตามรูปข้างล่างนี ้มีความเป็นไปได้ว่า
อาจมีการขดพบั (รูปท่ี 4.1)  

 
  รูปท่ี 4.1 ภาพแสดงโครงสร้างทตุยิภมูิของ CC domain ท่ีมีลกัษณะความเป็น 
α-helix 2 ชว่งท่ีคัน่ด้วยต าแหนง่167-180 ท่ีมีคณุสมบตัิความเป็นเกลียวน้อย (Ottosson et al., 
2006)  

จากผลการทดลอง แสดงให้เห็นว่าปฏิสมัพนัธ์นีจ้ าเป็นต้องมี B30.2 ซึ่ง B30.2 
หรือ PRY-SPY domain เป็นโดเมนทางปลายคาร์บอกซิลิกท่ีมีอยู่คร่ึงหนึ่งในกลุ่มของ TRIM 
family protein ซึ่งท าหน้าท่ีในการเกิดปฏิสมัพันธ์ และไม่เก่ียวข้องกับการเกิด dimer แต ่B30.2 
นา่จะเป็นสว่นส าคญัท่ีใช้ในการสร้างปฏิสมัพนัธ์กบัโปรตีนอ่ืน เช่น ในการจบั IgG เช่น B30.2 ของ 
FMF/TRIM20 จบักบั caspase 1 เพ่ือควบคมุการสร้าง IL-B1, (Chae et al., 2006) B30.2 ของ 
TRIM25 จบั RIG1 (Gack et al., 2007) และ B30.2 ของ TRIM21 จ าเป็นและเพียงพอตอ่การจบั
กบั IRF3 และ hIgG (Keeble et al., 2008; Rhodes &Trowsdale, 2007) TRIM5 B30.2 จบั HIV 
capsid สุดท้าย PRY-SPY หรือ B20.2 จบัโดยตรงกับแคปซิดของเรโทรไวรัส นอกจากนีก้าร
ทดลองของ Ottosson (Ottosson et al., 2006) กล่าวว่า ต าแหน่งของ B30.2 เพียงอย่างเดียวนัน้
สลายได้โดยง่ายทัง้ในระหวา่งการสงัเคราะห์โปรตีนในเซลล์เจ้าบ้านหรือการคืนกลบัการพบัม้วน มี
รายงานการวิจัยหลายชิน้ท่ีแสดงว่า การเกิดปฏิสัมพันธ์นัน้ต้องอาศัย B30.2 domain ตาม
สมมติฐานหลายข้อ เช่น มีการศกึษาว่าใน TRIM21 นัน้ถ้าตดัตวัใดตวัหนึ่งใน RBCC ออก แต่มี 
B30.2 domain จะยงัคงรักษาความสามารถในการเติมฟอสเฟต ซึ่งน่าจะเป็นสาเหตใุห้การเกิด
ปฏิสมัพนัธ์คงอยู่ แต่หากตดั B30.2 domain ไม่พบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ เน่ืองจากไม่มีการเติม
ฟอสเฟต ซึ่งมีกรดอะมิโนไทโรซีน 3 ต าแหน่งท่ีส าคญั โดย Y393 เม่ือเปล่ียนกรดอะมิโนท าให้ไม่
สามารถเกิดการเติมฟอสเฟต ส่งผลให้ไม่มีปฏิสมัพนัธ์กับ IRF3 หากเปล่ียนท่ีต าแหน่ง 343,388 
ยงัคงรักษาคณุสมบตัิการเกิดปฏิสมัพนัธ์ได้ (Stacey et al., 2012) ส่วน Yang และคณะกล่าวว่า
ส่วนของกรดอะมิโน 250-380 ซึ่งต าแหน่งเหล่านีค้รอบคลุมอยู่ภายใต้ hTRIM21Δ3(131-475) 
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และ hTRIM21Δ1 นา่จะเป็นจดุท่ีใช้ในการเกิดปฏิสมัพนัธ์ มีรายงานว่าโครงสร้างของ B30.2 เป็น 
β-sandwich ท่ีเกิดจาก β-sheet ท่ีวางตวัในลกัษณะตรงข้ามกนั (anti-parallel) และมีกรดอะมิโน
ต่างๆ กันซึ่งน่าจะเป็นต าแหน่งท่ีใช้ในการจับกันอย่างจ าเพาะกับโปรตีนหนึ่งๆ ความสัมพันธ์
ระหว่าง A กบั B นัน้ เกิดจาก interaction แบบ Hydrophobic โดย helix ท าหน้าท่ีเป็นโครงสร้าง
เพ่ือสร้างความเสถียรของรูปร่างมมุโค้งของ β-sandwich โดย helix α2 interact กบัส่วนปลาย
ของ β-sandwich ช่วงระหว่าง 2 β-sheet จะเป็น consensus sequence ของ hydrophobic of 
GUSTAVAS ซึ่งคล้ายกบั tertiary structure ของ B30.2 ซึ่ง GUSTAVAS (CG2944-PF) เป็นหนึ่ง
ในกลุ่มของโปรตีน ท่ีพบใน Drosophila melanogaster ท่ีมี B30.2 domain เป็นส่วนประกอบ  
โดยมี B30.2 domain อยูต่รงกลางท่ีมีปลาย N เป็นกรดอะมิโนประมาณ 40 residue และปลาย C 
เป็น SOCS box ท่ีเป็นกรดอะมิโนประมาณ 50 residue (Stacey et al., 2012; Woo et al., 
2006)  

 
  รูปท่ี 4.2 ภาพแสดงโครงสร้างของ B30.2 จาก GUSTAVAS ซึง่มีล าดบัโปรตีน
บางสว่นท่ีเหมือนกบั B30.2 รวมกบั SOCS box ทางปลายคาร์บอกซิลิก (Park et al., 2010; Woo 
et al., 2006)  

ในการทดลองของ Javanbakht และคณะ พบว่า CC domain จาก TRIM5α 
อย่างเดียวไม่เกิดการสร้างเป็น oligomer เหมือน TRIM อ่ืนๆ และพบว่าตวัเช่ือมระหว่าง CC กบั 
B30.2 มีความจ าเป็นส าหรับ trimer ใน TRIM5α ซึ่งโครงสร้างของ CC เหมือนกนัหมด โดยมีการ
เรียงตวัแบบ abcdefg ท่ีต าแหน่ง a และ d เปล่ียนแล้วมีผลท าให้การเกิด trimer ลดลง มี 3 จดุ 
คือกรด อะมิโนต าแหน่งท่ี 137, 202, และ 223 พบว่าเม่ือเปล่ียน 202 มีผลกระทบตอ่ปฏิสมัพนัธ์
อย่างมาก (Javanbakht et al., 2006) ทัง้ hTRIM21 และ hTRIM5α น่าจะใกล้ชิดกนัมาก เพราะ
การแทนท่ีระหว่างกนัก็ให้ผลการเกิดปฏิสมัพนัธ์สงู (Li et al., 2006) และยีนอยู่บนโครโมโซมคูท่ี่ 
11 ทัง้คู ่มีตัง้สมมตฐิานถึงลกัษณะการเกิด conformation ของ rHTRIM5α ในการเกิดปฏิสมัพนัธ์
กบั HIV capsid โดยการเกาะเก่ียวกันเป็นร่างแห ซึ่งการเรียงตวันีแ้บบนี ้อาจเป็นเหตผุลท่ีต้องมี 
CC domain ในโมเลกลุโปรตีนเพ่ือให้การพบัม้วนของโปรตีนถกูต้อง คือ CC เป็น helix backbone 
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เพ่ือให้ B30.2 อยู่ในต าแหน่งท่ีจบักบัซบัสเตรทได้ รูปท่ี 4.3 (Biris et al., 2012) และอาจใช้เป็น
เหตผุลของความจ าเป็นในการมีของ CC domain ตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์ของ hTRIM21 ได้เชน่กนั 

 

 

  รูปท่ี 4.3 ภาพแสดงโครงสร้างการเรียงตวัของ rhTRIM5α ระหวา่งการเกิด
ปฏิสมัพนัธ์กบั HIV capsid (Biris et al., 2012) 

ดงันัน้ผลงานวิจัยชิน้นีเ้ป็นการศึกษา และหาต าแหน่งของการเกิดปฏิสัมพันธ์
ระหว่าง hFADDHisFlag และ HishTRIM21 โดยสรุปแล้วระบบการทดลองใน mammalian cell 
เหมาะสมกับการใช้ศึกษาปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สอง อาจเน่ืองจากมีโปรตีนตวัหนึ่งหรือทัง้
สองตวัต้องการ post-translation modification ในการท าให้ปฏิสัมพันธ์นีเ้กิดได้ ซึ่งจากการ
ทดลองพบวา่แค ่B30.2 อยา่งเดียวไม่เพียงพอ แตต้่องการ coiled-coil domain ด้วยเพ่ือให้ B30.2 
เกิด dimerization ได้ อันจะน าไปสู่การสร้างคอมเพล็กเพ่ือให้กระบวนการเกิดปฏิสัมพันธ์นี ้
สมบรูณ์ 
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บทที่ 5 

สรุปผลกำรทดลอง 

จากการทดลองสรุปได้วา่ 
1. ในการวิเคราะห์ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีนทัง้สอง พบว่า การทดสอบใน

เซลล์แบคทีเรียไม่สามารถแสดงการเกิดปฏิสมัพนัธ์ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน FADD และ TRIM21 
ได้ ในขณะท่ีการทดสอบปฏิสัมพันธ์โดยใช้ tissue culture system ด้วยเทคนิค co-
immunoprecipitation สามารถแสดงการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างรีคอมบิแนนท์โปรตีน FADD และ 
TRIM21 ได้ 

2. พบปฏิสมัพนัธ์ระหว่าง FADD กบั full length TRIM21 และ FADD กบั 
TRIM21∆3 (275-475) ในขณะท่ี hTRIM21∆1 ไม่สามารถสร้างปฏิสมัพนัธ์กบั hFADD ได้ดงันัน้ 
B30.2 domain จ าเป็นแตไ่มเ่พียงพอตอ่การเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัโปรตีน hFADD   
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ภาคผนวก 

 
1. การสร้างแอนตบิอดี 

  สร้างแอนติบอดี 2 ชนิด คือ anti-DED ของ hFADD และ anti-hTRIM21 โดยใช้
กระตา่ยสองตวัอาย ุ2-3 เดือน น า้หนกัประมาณ 2-3 kg ก่อนท าการฉีดประมาณ 3 วนัเก็บเลือด 
pre-immune เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิง โดยเก็บเลือดจากเส้นเลือดด าบริเวณกลางใบหูกระต่าย
ปริมาตร 5 ml ด้วยเข็มขนาด 21 จากนัน้ปล่อยให้เลือดแข็งตวัท่ี 4๐C เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง ใช้
พาสเจอร์ปิเปตเข่ียเลือดท่ีแข็งตวั ข้างหลอดออกแล้วป่ันท่ีความเร็ว 2500 รอบตอ่นาที 15 นาที 
เพ่ือเก็บซีร่ัมซึง่เป็นสว่นใสด้านบนไว้ในหลอดใหมท่ี่ -20๐C เพ่ือการทดลองครัง้ตอ่ไป 
  ท าบริสุทธ์ิโปรตีน hFADDt1HisSTRx2 (1-95 มีมิวเตชนัท่ี F25Y) ด้วย Talon 
metal affinity (clontech) และ Strep-Tactin Sepharose (IBA) เก็บในบฟัเฟอร์ TG150 (20mM 
Tris-Cl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1mM benzamidine และ 10 % glycerol) น า
สารละลายโปรตีน 500 µl ท่ีมีโปรตีนประมาณ 180 µg ผสมกบั complete Freund’s adjuvant 
ฉีดเข้าใต้ผิวหนงั (subcutaneous) เป็นสองจุดท่ีบริเวณหวัไหล่ หลังจากนัน้ 21 วนัท าการฉีด
กระตุ้นครัง้ท่ี 1 ด้วยโปรตีนปริมาณ 50-100 µg ท่ีผสมกบั incomplete Freund adjuvant ในอตัรา 
1:1 จากนัน้อีก 21 วนัจึงฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกนัซ า้เป็นครัง้ท่ี 2 ด้วยสารละลายเหมือนการกระตุ้นซ า้
ครัง้แรก หลงัการกระตุ้นซ า้ครัง้ท่ี 2 อีก 14 วนั ดดูเก็บเลือดจากเส้นเลือดด าบริเวณกลางใบหู
กระต่ายประมาณ 20-30 ml ท าการทดสอบว่าในซีร่ัมมี anti–FADD หรือไม่ หากมีแอนติบอดีท่ี
ต้องการ จงึเก็บเลือดเพิ่มอีก 30-40 ml  

ส าหรับการสร้าง anti-HishTRIM21 ใช้กระต่ายอีกหนึ่งตวั ท าเช่นเดียวกันต่างท่ี
ขัน้การเตรียมโปรตีนเน่ืองจากโปรตีนเส้นเต็มของ HishTRIM21 อยู่ในรูปท่ีไม่ละลาย จึงท าให้
บริสทุธ์ิบางส่วนด้วย Talon metal affinity ตามข้อ 2.3.5 ให้ได้ eluate ปริมาตร 1 ml มาท า SDS-
PAGE ด้วย 8 หรือ 10% acrylamide โดยให้ stacking gel มีความสงู 0.5 cm และไม่ใส่หวี น า
สารละลายโปรตีนท่ีผา่นการท าบริสทุธ์ิแล้วผสมกบั 2xPGLB โดยหยอดโปรตีนให้เท่ากนัทัว่ทัง้แผ่น
ครัง้ละ 200 µl เหนือ stacking gel จากนัน้ท า gel electrophoresis ภายใต้ความตา่งศกัย์ 180 
โวลต์ ตอ่ 2 เจล ประมาณ 1 ชัว่โมง ตดัส่วนหนึ่งจากข้างเจลไปย้อมสีเพ่ือหาต าแหน่งของโปรตีน 
HishTRIM21 ระหว่างการย้อมเก็บเจลอีกส่วนไว้ในน า้กลัน่ เม่ือเห็นแถบโปรตีนในเจลท่ีผ่านการ
ย้อมจึงน ามาเทียบกับคูเ่จลท่ีเก็บไว้แล้วใช้มีดตดัแถบเจลโปรตีนตามแนวแถบท่ีผ่านการย้อม น า 
strip ท่ีได้ เก็บสะสมไว้ใน running buffer เม่ือท าครบทัง้แปดเจลน า strip ท่ีได้มาท า 
electroelution ตามภาคผนวก 2. แล้วผสม complete Freund adjuvant ในอตัรา 1:1 ฉีดเข้าชัน้



ใต้ผิวหนงัของกระตา่ย จากนัน้จึงฉีดกระตุ้นครัง้ท่ี 1 และ 2 และเก็บเลือดตวัอย่างเช่นเดียวกบัอีก
การทดลองหนึง่  

 
2. การท า electroelution 
น า strip ทัง้แปดใส่ใน dialysis tube ท่ีมี running buffer จากนัน้ท า horizontal 

gel electrophoresis ใน protein running buffer ด้วยเคร่ือง DNA gel electrophoresis 
apparatus ท่ี 4๐C หรือ cold room เพ่ือกนัโปรตีนเส่ือมสภาพหรือถกูท าลาย โดยวาง strip ให้อยู่
ทางขัว้บวกเพ่ือท่ีโปรตีนจะถกู elude ไปทางขัว้ลบและอยู่ใน running buffer ภายในถงุ น าหลอด
ทดลองขนาด 15 ml ท่ีมีน า้วางทบัไว้เพ่ือป้องกนั dialysis เคล่ือนท่ี ปล่อยให้กระแสวิ่งท่ี 25 mA 18 
ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดน า running buffer ในถงุออกมาเพ่ือท าให้โปรตีนท่ีได้เข้มข้นขึน้ด้วย CM 
cellulose (AquaSorb) ให้ได้ปริมาตรเหลือประมาณ 1.2 ml จาก 10.5 ml น าโปรตีนท่ีผ่านการท า
ให้เข้มข้นไปท า SDS-PAGE เพ่ือตรวจสอบและวดัปริมาณท่ีได้ เก็บโปรตีนท่ีได้ท่ี-20๐C เพ่ือใช้ใน
การกระตุ้นการสร้างแอนตบิอดีตามภาคผนวก 1. ตอ่ไป 

 
3. การสกัด polyclonal antibody 

 เจาะเลือดจากใบหกูระตา่ยครัง้ละประมาณ 30 ml แบง่ใส่หลอดทดลองพลาสติก
ขนาด 15 ml สองหลอด เก็บท่ี 4๐C ประมาณ 4-15 ชัว่โมง เลือดจะแข็งตวัและหดตวัเป็นก้อนทรง
กระเปาะ ใช้หลอดหยดปลายแหลมแยกส่วนของเลือดท่ีแข็งตวัออกจากขอบหลอดทดลอง เพ่ือ
ปล่อยซีร่ัมได้มากขึน้ป่ันท่ี 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ดดูซีร่ัมแยกออกมาใส่
หลอดทดลองใหม ่เก็บท่ี 4 หรือ –20๐C  

 ในการสกดัอิมมโูนโกลบลูินหรือส่วนของ IgG ใส่ 1 M Tris-Cl pH 8.0 ปริมาตร 1 
ในสว่น10 ของซีรัมท่ีได้เพ่ือรักษาระดบั pH ของซีร่ัม คอ่ยๆ เติมสารละลายแอมโมเนียมซลัเฟตอ่ิม
ตวัตามภาคผนวก 4. ช้าๆ ตามปริมาตรท่ีผ่านการค านวณเพ่ือให้ความอ่ิมตวัของโปรตีนอยู่ท่ี 45% 
(v/v) พร้อมกบัคนสารละลายในภาชนะตลอดเวลาเพ่ือป้องกนัการเกิดความเข้มข้นเป็นบางจดุ ใช้
เวลาประมาณ 1 ชัว่โมง ตกตะกอนโปรตีนด้วยการหมนุเหว่ียงท่ี 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 20 
นาที ท่ีอณุหภูมิ 4๐C ดดูสารละลายส่วนใสออก ล้างตะกอนด้วย Solution A (45% saturated 
ammonium sulfate in MilliQ H2O) ด้วยวิธีการละลายและหมนุเหว่ียงเพ่ือตกตะกอน 2 ครัง้ 
จากนัน้ละลายตะกอนด้วย Tris buffer (20 mM Tris-Cl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.01 M EDTA) 
จากนัน้น าไป dialysis ใน Tris buffer อย่างน้อย 4 ครัง้ เพ่ือเอาเกลือออกจากสารละลาย ปริมาตร
ของสารจะเพิ่มเป็นเท่าตวัหลงัการ dialysis ท าให้ปริมาณของอิมมโูนโกลบลูินท่ีได้เข้มข้นขึน้ด้วย



การใช้สาร CM cellulose ดึงน า้จากสารละลายในถุงไดอะไลซิส เก็บสารละลาย IgG หรือ
แอนตบิอดีท่ีได้ท่ี 4๐C หรือ –20๐C ซึง่สามารถตรวจสอบความบริสทุธ์ิของอิมมโูนโกลบลูินท่ีได้ด้วย
การท า SDS-PAGE และตรวจสอบประสิทธิภาพด้วย Western blot ตามข้อ 2.5.8 ตอ่ไป 
 

4. การตกตะกอนโปรตีนด้วยสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 
 ก่อนการตกตะกอนหนึ่งวนัต้องท าการเตรียมสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิม

ตวั โดยการละลายแอมโมเนียมซลัเฟต 100 กรัมตอ่น า้ MilliQ 100 มิลลิลิตร ซึ่งต้องใช้ความร้อน
ในการชว่ยให้ละลาย กรองแล้วทิง้ให้สารละลายเย็นตวัลงช้าๆท่ีอณุหภมูิห้องข้ามคืน  
 
 


