การทดลองที่ 1
การทำงานของเอนไซม์ LDH

วัตถุประสงค์
1. นักศึกษาสามารถตรวจสอบการทำงานของเอนไซม์ได้
2. สามารถคำนวณหาค่า Km และ Vmax ของเอนไซม์ LDH จากการทดลองได้
หลักการ
ในสิ่งมีชีวิต โปรตีนหลายชนิดเป็นเอนไซม์ทำหน้าที่เร่งปฏิกิริยาต่างๆในร่างกาย เอนไซม์แตกต่างจาก chemical catalyst ทั่วไปหลายอย่าง เช่น ปฏิกิริยาที่ถูกเร่งโดยเอนไซม์นั้นมักเกิดได้เร็วกว่าปฏิกิริยาที่ไม่ถูกเร่ง หรือถูกเร่งด้วย chemical catalyst ทั่วไป นอกจากนี้ เอนไซม์ยังมีความจำเพาะเจาะจงต่อสารตั้งต้น (substrates) และสารผลิตภัณฑ์ (products) เอนไซม์หลายชนิดยังสามารถถูกควบคุมการทำงานได้ด้วยปริมาณ substrates ปริมาณ products หรือสารอื่นๆ นอกจากนี้ การทำงานของเอนไซม์ยังขึ้นอยู่กับอุณหภูมิ pH และปัจจัยอื่นๆอีกมากมาย
เอนไซม์ที่ใช้ในการทดลองนี้คือ L (+) lactate dehydrogenase (LDH) ที่ทำหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยน L-lactate และ NAD+ ไปเป็น pyruvate และ NADH ดังสมการที่ (1) ด้านล่าง โดยการดำเนินไปของปฏิกิริยานี้สามารถตรวจวัดได้จากอัตราการเพิ่มขึ้นของ NADH โดยการวัดการดูดกลืนแสง (optical density หรือ OD) ที่ความยาวคลื่น 340 nm ซึ่ง NAD+ จะไม่มีการดูดกลืนแสงช่วงดังกล่าว
L-Lactate + NAD+ ( Pyruvate + NADH + H+

---------------- (1)

ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ทุกโมเลกุลของเอนไซม์ LDH ประกอบด้วย 4 subunits ที่มาจาก polypeptides 2 เส้นคือ H และ M โดยจากองค์ประกอบนั้นพบว่า LDH นั้นมี 5 isoform คือ H4, H3M, H2M2, HM3 และ M4 ซึ่งแต่ละ isoform จะมี kinetic property แตกต่างกัน (เอนไซม์ต่างชนิดที่เร่งปฏิกิริยาเดียวกันเรียกว่า isozyme) แต่ละ isozyme ของ LDH สามารถแยกออกจากกันได้โดยวิธี electrophoresis นอกจากนี้ ปริมาณของแต่ละ isozyme ของ LDH ยังพบได้ไม่เท่ากันในแต่ละ tissue เช่น กล้ามเนื้อหัวใจจะมี H4 มากกว่าชนิดอื่นๆ ในขณะที่กล้ามเนื้อลายจะมี M4 เป็นหลัก โดย isozyme M4 นั้นจะทำหน้าที่เปลี่ยน pyruvate ไปเป็น lactate ในสภาวะ anaerobic โดย lactate ที่สะสมในกล้ามเนื้อลายจะถูกส่งไปยังกล้ามเนื้อหัวใจเพื่อเปลี่ยนกลับไปเป็น pyruvate แล้วส่งกลับไปยังกล้ามเนื้อลายต่อไป
ในการทดลองนี้นักศึกษาจะใช้เอนไซม์ LDH (H4) ที่สกัดจากกล้ามเนื้อหัวใจของวัว เป็นตัวอย่างในการศึกษาการทำงานของเอนไซม์ และการคำนวณค่า Km และ Vmax โดยจะแบ่งเป็น 3 การทดลองย่อยดังต่อไปนี้
การทดลองที่ 1.1: Calibration of NADH Standard Curve

นักศึกษาจะได้เรียนรู้การสร้างเส้นมาตรฐาน (standard curve) ของ NADH ที่ความเข้มข้นต่างๆกัน เส้นมาตรฐานดังกล่าวจะช่วยให้นักศึกษาสามารถเชื่อมโยงค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของ NADH ได้ กล่าคือ ถ้ารู้ค่า OD ก็สามารถคำนวณหาความเข้มข้นได้
สารเคมีที่ใช้
1. 30 mM Tris buffer pH 8.8

2. 0.5 mM NADH standard solution (= 0.5 μmol/ml)

อุปกรณ์ที่ใช้
1. Spectrophotometer
การทดลอง

1. ปรับตั้ง spectrophotometer ไว้ที่ความยาวคลื่น 340 nm
2. เตรียมหลอดทดลอง 6 หลอดสำหรับ NADH standard และ buffer ตามตารางที่ 1.1 
3. ใช้หลอดหมายเลข 1 เป็น blank ในการ set zero ที่ความยาวคลื่น 340 nm
ตารางที่ 1.1 ผลการทดลอง
	หมายเลขหลอด
/

สาร
	#1
	#2
	#3
	#4
	#5
	#6

	
	ปริมาตร (ml)

	0.5 mM NADH standard
	0
	0.1
	0.2
	0.4
	0.6
	0.8

	30 mM Tris buffer pH 8.8
	3.0
	2.9
	2.8
	2.6
	2.4
	2.2

	ผสมให้เข้ากันแล้ววัด OD ที่ 340 nm

	OD340nm
	0.00
	………
	………
	………
	………
	………

	ปริมาณ NADH (μmol)
	0
	0.05
	0.1
	0.2
	0.3
	0.4


4. วาดกราฟระหว่าง OD340nm (Y-axis) และ μmol ของ NADH (X-axis) แล้วหา slope ของกราฟ
ΔOD340nm: 1 μM NADH
=
…………………………………

การทดลองที่ 1.2: Assay of LDH (H4) Enzyme Activity

นักศึกษาจะทำการศึกษาการทำงานของเอนไซม์ LDH ในสภาวะที่ปริมาณ substrates และ products มีมากกว่าปริมาณเอนไซม์มากๆ (saturated) โดยจะทำการ plot กราฟระหว่างค่า OD340nm กับเวลาที่ปฏิกิริยาดำเนินไป โดยอัตราเร็วเริ่มต้น (initial rate) ของปฏิกิริยาสามารถคำนวณได้จากค่าความชัน (slope) ในช่วงแรกของกราฟ จากนั้นจึงจะเปลี่ยนค่า OD/min ไปเป็น ความเข้มข้นของ NADH/min 
สารเคมีที่ใช้
1. 30 mM Tris buffer pH 8.8
2. 0.3 M (DL) sodium lactate

3. Enzyme LDH (H4) จาก bovine heart 4 μg/ml

4. 6 mM NAD+
(Note: สารละลายเอนไซม์ต้องเก็บไว้บนน้ำแข็ง ส่วนสารตัวอื่นต้องมีอุณหภูมิห้องก่อนจึงใช้ได้)

อุปกรณ์ที่ใช้
1. Spectrophotometer
การทดลอง
1. ดูด 30 mM Tris buffer pH 8.8 จำนวน 1 ml ลงในหลอดทดลอง
2. เติม 0.3 M (DL) sodium lactate solution จำนวน 1 ml

3. เติม 0.5 ml ของเอนไซม์ LDH แล้วผสมสารทั้งหมดให้เข้ากัน
4. ใช้หลอดที่ผสมเสร็จนี้เป็น blank สำหรับ set zero ของ spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 340 nm

5. เมื่อพร้อม ให้เติม 0.5 ml ของ 6 mM NAD+ ลงไปในหลอดแล้วผสมให้เข้ากันทันที พร้อมกับเริ่มจับเวลา
6. อ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 nm (OD340nm) ทุกๆ 15 วินาทีเป็นเวลา 3 นาที จากนั้นให้คำนวณหา ΔOD340nm ที่เปลี่ยนไปในแต่ละช่วงเวลา แล้วบันทึกลงในตาราง 1.2
7. วาดกราฟระหว่าง ΔOD340nm (Y-axis) และ เวลา (X-axis)
8. จากกราฟ ให้คำนวณหาอัตราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ (initial rate)
ΔOD340nm/min = ………………

9. ใช้ standard curve จากการทดลองที่ 1.1 ในการคำนวณเปลี่ยนอัตราการเกิดปฏิกิริยาในข้อ 8 ให้เป็นหน่วย  μM NADH/min
= …………………………

10. คำนวณหาค่า specific activity ของเอนไซม์ในหน่วย μM NADH/min/mg protein = ……………… (อย่าลืมว่าปริมาตรสารของเราเป็น 3 ml)
ตารางที่ 1.2 ผลการทดลอง
	เวลา (วินาที)
	ΔOD340nm
	เวลา (วินาที)
	ΔOD340nm

	15
	
	105
	

	30
	
	120
	

	45
	
	135
	

	60
	
	150
	

	75
	
	165
	

	90
	
	180
	


การทดลองที่ 1.3: Determination of Km and Vmax

นักศึกษาจะได้เรียนรู้การทดลองที่จะสามารถนำไปคำนวณหาค่า Km และ Vmax ของเอนไซม์ LDH ได้ ในความเป็นจริงแล้ว LDH นั้นเร่งปฏิกิริยาที่มี substrate 2 ตัว ทำให้การทดลองจริงๆนั้นจะซับซ้อน แต่เพื่อความง่ายต่อความเข้าใจ ในการทดลองนี้ นักศึกษาจะใช้ปริมาณ NAD+ ที่ความเข้มข้น 6 mM ซึ่งมากเกินพอที่จะ saturate ปฏิกิริยา จากนั้นจึงทำการทดลองโดยใช้ lactate ที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นจึงคำนวณหา initial rate ของแต่ละปฏิกิริยา จากนั้นค่า Km และ Vmax จะสามารถคำนวณได้จากกราฟระหว่าง 1/V และ 1/[S]
สารเคมีที่ใช้
1. 30 mM Tris buffer pH 8.8
2. 0.3 M (DL) sodium lactate ความเข้มข้น 30 mM, 20 mM, 10 mM, และ 5 mM
3. Enzyme LDH (H4) จาก bovine heart 4 μg/ml

4. 6 mM NAD+
(Note: สารละลายเอนไซม์ต้องเก็บไว้บนน้ำแข็ง ส่วนสารตัวอื่นต้องมีอุณหภูมิห้องก่อนจึงใช้ได้)

อุปกรณ์ที่ใช้
1. Spectrophotometer
การทดลอง
1. ดูด 30 mM Tris buffer pH 8.8 จำนวน 1 ml ลงในหลอดทดลองใหม่ 4 หลอด พร้อมเขียนหมายเลขกำกับ (ดูตารางที่ 1.3)
2. เติม 1 ml ของ (DL) sodium lactate solution ดังต่อไปนี้
30 mM (DL) sodium lactate solution ลงในหลอดที่ 1
20 mM (DL) sodium lactate solution ลงในหลอดที่ 2
10 mM (DL) sodium lactate solution ลงในหลอดที่ 3
  5 mM (DL) sodium lactate solution ลงในหลอดที่ 4

3. เติม 0.5 ml ของเอนไซม์ LDH ลงในหลอดที่ 1 แล้วผสมสารทั้งหมดให้เข้ากัน ใช้หลอดที่ผสมเสร็จนี้เป็น blank สำหรับ set zero ของ spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 340 nm
4. เมื่อพร้อม ให้เติม 0.5 ml ของ 6 mM NAD+ ลงไปในหลอดที่ 1 แล้วผสมให้เข้ากันทันที พร้อมกับเริ่มจับเวลา
5. อ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 nm (OD340nm) ทุกๆ 10 วินาทีเป็นเวลา 3 นาที จากนั้นให้คำนวณหา ΔOD340nm ที่เปลี่ยนไปในแต่ละช่วงเวลา แล้วบันทึกลงในตาราง 1.3
6. เมื่อทำการทดลองสำหรับหลอดที่ 1 เสร็จแล้วให้ทำซ้ำข้อ 3-6 สำหรับหลอดที่ 2, 3 และ 4 ทีหลอด
7. วาดกราฟระหว่าง ΔOD340nm (Y-axis) และ เวลา (X-axis) พร้อมคำนวณหา initial rate (V) ในหน่วย ΔOD340nm/วินาที แล้วเปลี่ยนเป็น μM NADH/วินาที คล้ายการทดลองที่ 1.2
8. วาดกราฟระหว่าง V (Y-axis) vs. [S] (X-axis) และกราฟระหว่าง 1/V (Y-axis) vs. 1/[S] (X-axis) พร้อมคำนวณหาค่า Km และ Vmax จากกราฟ
Km (mM)

Vmax (μM/sec)
a. Michealis-Menten plot

……………

……………………

b. Lineweaver-Burk plot

……………

……………………

ตารางที่ 1.3 ผลการทดลอง
	[DL-lactate]

/

เวลา (วินาที)
	OD340nm

	
	หลอดที่ 1
	หลอดที่ 2
	หลอดที่ 3
	หลอดที่ 4

	
	30 mM
	20 mM
	10 mM
	5 mM

	0
	0
	0
	0
	0

	10
	
	
	
	

	20
	
	
	
	

	30
	
	
	
	

	40
	
	
	
	

	50
	
	
	
	

	60
	
	
	
	

	70
	
	
	
	

	80
	
	
	
	

	90
	
	
	
	

	100
	
	
	
	

	110
	
	
	
	

	120
	
	
	
	

	130
	
	
	
	

	140
	
	
	
	

	150
	
	
	
	

	160
	
	
	
	

	170
	
	
	
	

	180
	
	
	
	

	[S] DL-lactate (mM)
	10
	6.7
	3.3
	1.67

	[S] L-lactate (mM)
	5
	3.3
	1.67
	0.83

	1/[S]
	
	
	
	

	V (μM NADH/sec)
	
	
	
	

	1/V
	
	
	
	


คำถามท้ายการทดลอง
1. เอนไซม์ LDH ที่ใช้ในการทดลองนี้คือ H4 LDH อะไรคือ H4? Isozyme คืออะไร? และค่า Km กับ Vmax ของแต่ละ isozymes ของ LDH แตกต่างกันหรือไม่?

2. ทำไมนักศึกษาต้องวัดอัตราการเกิดปฏิกิริยาในช่วงแรก (initial rate)
3. ถ้าการทดลองที่ 1.3 เปลี่ยนเป็นใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์ต่างๆกัน ค่า parameter ใดบ้างจะต่างจากเดิม
4. ถ้า 1 unit ของเอนไซม์เท่ากับ 1 μmol ของ product ที่เพิ่มขึ้น หรือของ substrate ที่ลดลงต่อนาที ในการทดลองที่ 1.2 เอนไซม์ที่นักศึกษาทดสอบจะมีกี่ unit
5. ทำไมการทดสอบเอนไซม์จึงมีประโยชน์ในทางการแพทย์

การทดลองที่ 2
การตรวจสอบการทำงานของเอนไซม์ในตับ

วัตถุประสงค์ 
1. ให้รู้จักการทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้บ่งบอกการทำงานของเอนไซม์ในตับที่สำคัญ โดยวัดระดับการทำงานของเอนไซม์ Aspatate aminotransferase และ Alanine aminotransferase
2. ให้รู้จักการแปลผลจากระดับเอนไซม์เหล่านั้น
หลักการ
ในการตรวจพยาธิสภาพของตับ โดยทั่วไปที่นิยมทำกันตามโรงพยาบาลคือการตรวจหาเอนไซม์ที่สร้างจากเซลล์ตับและปลดปล่อยออกมาใน serum เอนไซม์ที่นิยมตรวจหากันได้แก่
1. Aspatate aminotransferase (AST) หรือเดิมเรียกว่า serum glutamic oxaloacetic acid transaminase (SGOT)

2. Alanine aminotransferase (ALT) หรือเดิมเรียกว่า serum glutamic pyruvic acid transaminase (SGPT)

เนื่องจากตับเป็นอวัยวะสำคัญในการกำจัดสารที่เป็นพิษออกไปจากร่างกาย โดยอาจเป็นสารที่สร้างขึ้นเองในร่างกาย เช่น แอมโมเนีย หรือสารประกอบภายนอกที่เข้าสู่ร่างกาย พบว่าถ้าร่างกายได้รับสารที่เป็นพิษต่างๆ ได้แก่ยาบางชนิด สารเคมี สารแปลกปลอมบางอย่างเข้าไป ตับจะทำหน้าที่ขจัดออก เมือเซลล์ตับถูกทำลายด้วยสาเหตุต่างๆ เช่นจากการติดเชื้อไวรัส hepatitis ในสภาวะขาดออกซิเจน หรือภาวะเลือดคั่ง ซึ่งพบใน congestive heart failure และในภาวะช็อค กรณีต่างๆเหล่านี้จะทำให้ระดับของเอนไซม์ที่กล่าวมามีระดับสูงขึ้นในเลือดผิดปกติ อย่างไรก็ตาม การเปลี่ยนแปลงระดับการทำงานของเอนไซม์เหล่านี้อาจมาจากสาเหตุความผิดปกติของระบบอื่นๆที่ไม่ใช่ตับก็ได้ 
	เอนไซม์จากตับ
	AST
	ALT

	ค่าปกติ
	2-20 iu/l
	2-15 iu/l


สารเคมีที่ใช้
1. ALT substrate ประกอบไปด้วย 200 mM L-alanine และ 2 mM α-ketoglutarate ละลายใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.4 (เก็บในที่เย็น)
2. Standard pyruvate 2 μmol/ml (เก็บในที่เย็น)

3. 1 mM 2,4-dinitrophenylhydrazine (เก็บในที่เย็น)

4. 0.5 N NaOH

5. AST substrate ประกอบไปด้วย 200 mM L-aspatate และ 2 mM α-ketoglutarate ละลายใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.4 (เก็บในที่เย็น)

6. p-nitrophenol 0.1 μmol/ml (เก็บในที่เย็น)

7. 0.02 N NaOH
8. น้ำกลั่น
9. 5.5 mM p-nitrophenyl phosphate ละลายใน 0.1 M glycine buffer pH 10.4, containing 1 mM MgCl2
อุปกรณ์ที่ใช้
1. Waterbath ปรับอุณภูมิที่ 37 °C

2. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)

3. เครื่องปั่น (centrifuge)

4. พาราฟิล์ม
วิธีทำการทดลอง
1. การเตรียม serum
เจาะเลือดจากอาสาสมัครแต่ละกลุ่มประมาณ 5 ml โดยเจาะจากเส้นเลือดดำบริเวณข้อพับแขน (cubital vein) นำเลือดที่เจาะได้ไปอุ่นที่ 37 °C ประมาณ 1 ชั่วโมงเพื่อเร่งปฏิกิริยาการแข็งตัวของเลือด จากนั้นนำไปปั่นโดยเครื่อง centrifuge ด้วยความเร็วประมาณ 1,500 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที ใช้ pasteur pipette ดูแยก serum ใส่หลอดที่สะอาดเพื่อใช้สำหรับการหาปริมาณเอนไซม์ต่อไป
2. การวัดระดับของเอนไซม์ aminotransferase ใน serum
Aminotransferase เป็นกลุ่มของเอนไซม์ที่ทำหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการย้ายหมู่อะมิโน (-NH2) ระหว่าง (α) กรดอะมิโน และ (α) กรดคีโต โดยมีชื่อเรียกตามปฏิกิริยาการย้ายกลุ่มดังสมการต่อไปนี้




AST
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α-ketoglutarate + L-aspatate

glutamate + oxaloacetate




ALT
α-ketoglutarate + L-alanine

glutamate + pyruvate

การวัดระดับเอนไซม์ทั้งสองนี้ สามารถทำได้โดยให้ oxaloacetate หรือ pyruvate ที่เกิดขึ้น ทำปฏิกิริยากับ 2,4-dinitrophenylhydrazine จะเกิดผลิตภัณฑ์คือ hydrazone ซึ่งจะมีการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 505 nm

2.1
การเตรียมเส้นมาตรฐาน (standard curve) สำหรับหาระดับเอนไซม์ AST และ ALT
	สาร
	หลอดทดลองที่/ปริมาตรสาร (ml)

	
	1
	2
	3
	4
	5

	ALT substrate
	0.50
	0.45
	0.40
	0.35
	0.30

	สารละลาย standard pyruvate
	-
	0.05
	0.10
	0.15
	0.20

	น้ำกลั่น
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20

	2,4-dinitrophenylhydrazine
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50

	ผสมให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเติม

	0.5 N NaOH
	5
	5
	5
	5
	5

	ปิดพาราฟิล์มแล้วผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
แล้วจึงนำไปวัด OD ที่ความยาวคลื่น 505 nm

	OD505nm
	0.00
	
	
	
	


เขียนกราฟระหว่าง μmol ของ pyruvate และค่า OD ที่วัดได้
หมายเหตุ – ในการทำเส้นมาตรฐานสำหรับหาระดับเอนไซม์ AST และ ALT อาจใช้ substrate ของเอนไซม์ตัวไหนก็ได้
2.2
การตรวจสอบความสามารถในการทำงานของเอนไซม์ ALT และ AST ใน serum
	สาร
	หลอดทดลองที่/ปริมาตรสาร (ml)

	
	1
	2
	3
	A
	B
	C

	ALT substrate
	0.5
	0.5
	0.5
	-
	-
	-

	AST substrate
	-
	-
	-
	0.5
	0.5
	0.5

	อุ่นหลอดที่ 37 °C ประมาณ 5 นาที จากนั้นเติม

	serum
	-
	0.2
	0.2
	-
	0.2
	0.2

	น้ำกลั่น
	0.2
	-
	-
	0.2
	-
	-

	ผสมให้เข้ากัน อุ่นหลอดที่ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม

	2,4-dinitrophenylhydrazine
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5

	ผสมให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเติม

	0.5 N NaOH
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	ปิดพาราฟิล์มแล้วผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
แล้วจึงนำไปวัด OD ที่ความยาวคลื่น 505 nm

	OD505nm
	0.0
	
	
	0.0
	
	


หมายเหตุ – 
หลอด 1 = blank สำหรับ ALT



หลอด A = blank สำหรับ AST
3. วิธีแสดงผลการทดลอง
คำนวณระดับของเอนไซม์ ALT, AST ในหน่วยสากร (iu/l) โดยใช้เส้นมาตรฐาน กำหนดให้ 1 iu หรือ international unit คือ ระดับของเอนไซม์ที่จะเปลี่ยนสารตั้งต้น 1 μmol ให้เป็นสารผลิตภัณฑ์ในเวลา 1 นาทีภายใต้สภาวะที่กำหนด
คำถาม 
· ทำไม serum ที่แยกได้จากเลือดที่มีการแตกของเม็ดเลือดแดง จึงไม่เหมาะสมสำหรับการตรวจหาระดับของเอนไซม์ AST
การทดลองที่ 3
DNA Isolation, PCR และ Agarose Gel Electrophoresis

วัตถุประสงค์
1. เพื่อแยกกรดนิวคลีอิคชนิด DNA ออกจากเซลล์สาหร่าย
2. เพื่อสาธิตการเพิ่มปริมาณ DNA โดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 
3. เพื่อเรียนรู้ถึงหลักการใช้เทคนิค electrophoresis ในการแยกสาร
4. เพื่อใช้เทคนิคนี้ในการหาน้ำหนักโมเลกุลของ DNA
บทนำ

กรดนิวคลีอิคเป็นสารพันธุกรรมและเป็นตัวกลางในการถ่ายทอดข้อความพันธุกรรม อาจแบ่งออกได้เป็น 2 ชนิดตามโครงสร้าง คือกรด deoxyribonucleic acid (DNA) และกรด ribonucleic acid (RNA) โดย DNA ส่วนใหญ่แล้วจะพบอยู่ในนิวเคลียสของเซลล์ เป็นส่วนประกอบของโครโมโซม ที่โครโมโซม DNA จะอยู่รวมกับโปรตีนเรียกว่าโครมาติน (chromatin) โปรตีนที่รวมอยู่กับ DNA มีทั้งประเภท histone และ non-histone ในการแยก DNA ให้บริสุทธิ์จะต้องกำจัดโปรตีนเหล่านี้ให้หลุดไปเสียก่อน เพื่อให้ DNA เป็นอิสระอยู่ในสารละลาย และสามารถแยกออกจากส่วนอื่นๆของเซลล์ได้
ในการทดลองนี้ นักศึกษาจะทำการแยก DNA จากนิวเคลียสของเซลล์สาหร่ายสีเขียว เพราะหาได้ง่ายและมีปริมาณ DNA มาก การแยก DNA ที่รวมอยู่กับโปรตีนทำได้โดยใช้สารที่เป็น detergent ได้แก่ SDS (sodium dodecylsulfate) ซึ่งทำลายพันธะ ionic ระหว่างโปรตีนกับ DNA ต่อจากนี้จึงใช้เอนไซม์ protease ย่อยสลายโปรตีน เพื่อทำให้ DNA อยู่ในสภาพอิสระในสารละลาย แล้วจึงใช้เอธานอลเปลี่ยนสภาพ DNA อิสระให้รวมตัวกันเป็นเส้นใย (fibrous) แยกออกจากสารละลายได้
PCR ถูกนำมาใช้อย่างแพร่หลายทั้งในทางการแพทย์และการอุตสาหกรรม ในทางการแพทย์มักใช้ในการวินิจฉัยทั้งโรคติดเชื้อ และโรคที่เกิดจากความผิดปกติของยีน หรือการตรวจพิสูจน์บุคคล PCR เป็นวิธีการเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมาย (target DNA) โดยที่การเพิ่มปริมาณนี้ต้องอาศัย primer สองเส้นที่มีเบสคู่สมกับ DNA ที่สนใจจะเพิ่มจำนวน แล้วทำการเพิ่มจำนวนในหลอดทดลอง โดยอาศัยเอนไซม์ Taq DNA polymerase ซึ่งทนต่อความร้อน และ substrate dNTP โดยทำปฏิกิริยาจำนวน 25 รอบ ในแต่ละรอบประกอบไปด้วย 3 ขั้นตอนคือ heat denaturation step, primer annealing step, และ extension step โดยใช้เครื่องมือที่เรียกว่า thermocycler ในการทำปฏิกิริยาทั้ง 25 รอบ ในการทดลองนี้จะมีการสาธิตวิธีทำ PCR ดังกล่าว จากนั้นจึงทำการแยก DNA ที่เพิ่มจำนวนได้โดย agarose gel electrophoresis

Agarose gel electrophoresis นั้นเป็นเทคนิคที่ใช้แยก DNA ที่สะดวก เนื่องจากกระทำได้ง่ายและรวดเร็ว วิธีนี้สามารถแยก RNA ได้ด้วย สำหรับตำแหน่งของ DNA บน gel ภายหลังการแยกแล้วสามารถมองเห็นได้โดยการย้อมด้วย ethidium bromide ซึ่งจะสอดแทรกระหว่างคู่เบสของ DNA (intercalate DNA) และเรืองแสงเมื่อได้รับแสงช่วงความยาวคลื่น 295 nm โดยวิธีนี้ทำให้สามารถติดตามปริมาณ DNA เพียง 1 ng ได้
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รูปที่ 1. ภาพแสดงพลาสมิดซึ่งอยู่ในรูปร่างต่างๆกัน 3 แบบคือ รูปร่างขดเป็นวง (supercoiled) รูปร่างรีแลกซ์ (relaxed) และรูปร่างเป็นเส้นตรง (linear)

ในการวิเคราะห์นำหนักโมเลกุลของ DNA นั้นจะอาศัยคุณสมบัติของ DNA ที่เคลื่อนที่ได้ใน agarose โดยอาศัยความแตกต่างในการเคลื่อนที่ของโมเลกุล DNA ในสนามไฟฟ้า เช่นเดียวกับการเคลื่อนที่ของโปรตีนใน polyacrylamide gel ความสามารถในการเคลื่อนที่นั้นขึ้นกับขนาดและรูปร่างของ DNA โดย DNA ที่มีขนาดใหญ่จะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่า DNA ที่มีขนาดเล็ก และ DNA ที่มีรูปร่างขดเป็นวง (supercoil) จะเคลื่อนที่ได้ดีกว่า DNA ที่มีรูปร่างเป็นเส้น (linear) และรูปร่างรีแลกซ์ (relax) ตามลำดับ
นอกจากรูปร่างและขนาดแล้ว อัตราการเคลื่อนที่ของ DNA ใน agarose gel electrophoresis ยังขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของ agarose ด้วย กล่าวคือ เมื่อใช้ agarose ความเข้มขนสูงๆ ขนาดรูพรุนจะเล็กกว่าเมื่อใช้ agarose ที่ความเข้มข้นต่ำๆ การเคลื่อนที่ของ DNA ใน agrose (μ) และความเข้มข้นของ agarose (C) มีความสัมพันธ์กันดังสมการต่อไปนี้
log μ = log μ0 - krC

โดยที่ 
μ0
คือการเคลื่อนที่ของ DNA ในสารละลายอิสระ
kr
คือค่าสัมประสิทธิ์ต้านการเคลื่อนที่ ซึ่งใช้เป็นค่าคงที่ของความสัมพันธ์ระหว่างขนาดและรูปร่างของโมเลกุลที่เคลื่อนที่
ณ ค่าความเข้มข้นหนึ่งๆของ agarose gel ค่า log ของขนาดหรือน้ำหนักโมเลกุลของ DNA จะมีความสัมพันธ์ในลักษณะผกผันกลับกับการเคลื่อนที่ ดังแสดงในรูปที่ 2
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รูปที่ 2. กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างขนาดของ DNA (log bp) กับการเคลื่อนที่ของ DNA ใน agarose gel ที่ความเข้มข้นต่างๆ
จากกราฟจะเห็นได้ว่าทุกๆความเข้มข้นของ agarose นั้น จะมีอยู่เพียงช่วงเดียวเท่านั้นที่การเคลื่อนที่ของ DNA บน gel จะมีความสัมพันธ์แบบเส้นตรงกับค่า log ของขนาดโมเลกุล ดังนั้น ในการแยก DNA ขนาดต่างๆ จะต้องเลือกความเข้มข้นของ agarose gel ให้เหมาะสม ดังแสดงในตารางที่ 1
ตารางที่ 1. ตารางแสดงความสัมพันธ์เส้นตรงของการเคลื่อนที่ของ DNA ขนาดต่างๆกับความเข้มข้นของ agarose gel ต่างๆกัน
	% agarose
	ช่วงความสัมพันธ์เส้นตรงของ DNA (kb)

	0.3
	60 – 5

	0.6
	20 – 1

	0.7
	10 – 0.8

	0.9
	7 – 0.5

	1.2
	6 – 0.4

	1.5
	4 – 0.2

	2.0
	3 – 0.1


การทดลองมี 3 การทดลองย่อยคือ
· การแยก DNA จากเซลล์เม็ดเลือดแดงของไก่
· การสาธิตการทำ PCR

· การแยก DNA ด้วย agarose gel electrophoresis

สารเคมีและวัสดุที่ใช้สำหรับการแยก DNA จากเซลล์สาหร่ายและ PCR

1. สาหร่าย จำนวน 0.5 ml ต่อกลุ่ม
2. Distilled H2O
3. 10% SDS

4. Protease solution (100 mg/ml)

5. 6 M NaCl

6. TE buffer: 10 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM Na2EDTA

7. 95% ethanol

8. น้ำกลั่นบริสุทธิ์
9. Template DNA

10. PCR primer pair

11. 10X PCR buffer

12. 2 mM dNTP

13. Taq DNA polymerase

อุปกรณ์ที่ใช้
1. หลอดพลาสติก (Falcon Tube) ขนาด 15 ml
2. อ่างน้ำ (waterbath) ตั้งที่อุณหภูมิ 37 °C

3. เครื่องปั่น (centrifuge)

4. แท่งแก้ว
5. Pipette ชนิด 20 และ 200 μl

6. PCR tubes

7. Thermocycler
วิธีทำการทดลอง
การแยก DNA จากเซลล์สาหร่าย
1. นักศึกษาแต่ละกลุ่มจะได้รับสาหร่ายกลุ่มละ 0.5 ml ในหลอดแก้ว 
2. ละลายสาหร่ายที่ได้ใน distilled H2O จำนวน 2 ml แล้วนำมาเทใส่หลอดพลาสติกขนาด 15 ml 
3. เติม 10% SDS จำนวน 0.2 ml พร้อมเขย่าขวดเบาๆไปด้วยขณะเติม ทิ้งไว้ 5 นาที
4. เติม protease solution จำนวน 0.1 ml ผสมให้เข้ากันแล้วนำไปเขย่าในอ่างน้ำที่ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที
5. เติม 6 M NaCl จำนวน 1 ml เขย่าให้เข้ากัน แล้วจึงนำไปปั่นที่ 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที
6. ใช้ Pasteur pipette ค่อยๆดูดส่วนใสลงในหลอดพลาสติกขนาด 15 ml ใบใหม่ 
7. วัดปริมาตรส่วนใสที่ดูดมาได้ จากนั้นจึงเติม 95% ethanol จำนวน 2 เท่าของปริมาตรส่วนใสที่วัดได้
8. ใช้แท่งแก้วกวนในลักษณะวงกลมอย่างช้าๆ เพื่อเก็บเส้นใย DNA ที่พันติดบนแท่งแก้ว
การเพิ่มปริมาณ DNA โดยวิธี PCR

1. เตรียมสารละลายทั้งหมด 25 μl ในหลอดทดลองขนาด 0.2 ml ตามลำดับต่อไปนี้
H2O ( 10x PCR buffer ( dNTPs ( 5’ primer ( 3’ primer ( plasmid DNA ( Taq polymerase

ปริมาตรสารต่างๆใส่ดังต่อไปนี้
H2O


19.5 μl

10x PCR buffer

  2.5 μl

5’ primer

     1 μl

3’ primer

     1 μl

Plasmid DNA

     1 μl (~10 ng)

Taq polymerase

     1 μl

2. เตรียมสารตามข้อ 1 ทั้งหมด 2 ชุด โดยชุดหนึ่งเป็น control ที่ไม่ใส่ plasmid DNA  
3. นำหลอดที่ผสมสารละลายทั้งหมดใส่ลงในเครื่อง thermocycler โดยตั้งโปรแกรมดังนี้
Step 1:
95 °C เป็นเวลา 1 นาที (denaturation step)

Step 2:
52 °C เป็นเวลา 1 นาที (annealing step)

Step 3:
72 °C เป็นเวลา 1 นาที (extension step)


ทำซ้ำ step 1-3 จำนวน 25 รอบ
Step 4:
72 °C เป็นเวลา 7 นาที
Step 5:
  4 °C 
4. เก็บหลอดทดลองที่ 4 °C เพื่อทำการตรวจสอบผลผลิตต่อไป
สารเคมีและวัสดุที่ใช้สำหรับการแยก DNA โดย agarose gel electrophoresis
1. Tris-borate buffer (TBE): 89 mM boric acid, 89 mM Tris-HCl pH 8.0, 2 mM Na2EDTA
2. Agarose

3. 2x DNA loading dye (0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol, 8 mM Na2EDTA, 25% glycerol)

4. Ethidium bromide staining solution: 10 mg/ml in distilled water

5. DNA marker

6. DNA samples
อุปกรณ์ที่ใช้
1. Pipette ชนิด 20 μl

2. Pipette tips

3. 1.5 ml microtubes

4. 250 ml flask

5. ถุงมือ
6. Waste bottle or waste bag

7. Agarose gel electrophoresis chamber

8. Power supply

9. ถาดใส่สารย้อม DNA (ethidium bromide solution)
10. ถาดใส่น้ำสำหรับ destain DNA

11. ช้อนตักเจล
12. ถุงพลาสติกสำหรับเก็บเจล
13. เครื่องกำเนิดแสง UV

14. หน้ากากกัน UV

15. กล้อง Polaroid

16. microwave
วิธีทำการทดลอง

1. เท agarose ที่ได้รับลงใน TBE buffer (จะได้ความเข้มข้น 0.7% agarose) ต้มใน microwave จนกระทั่ง agarose ละลายจนหมด แล้วตั้งทิ้งไว้ให้เย็นลงจนอุณหภูมิเหลือ ~60 °C ก่อนนำไปเทลงบน gel chamber (อย่าลืมใส่ comb สำหรับทำช่องหยด DNA)
2. ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 15-30 นาที ให้เจลแข็งตัว แล้วดึงเอา comb ออก จากนั้นเท TBE buffer จนกระทั่งท่วมผิวเจล
3. นำเอา DNA marker และ DNA ที่จะทำการแยกวิเคราะห์มาผสมกับ DNA loading dye (1:1) แล้วหยอดลงในช่องที่เตรียมไว้บน agarose (หยอด DNA marker เพื่อเป็นตัวอ้างอิงขนาดของ DNA ลงในช่องซ้ายสุดแล้วหยอด DNA ตัวอย่างในช่องถัดไป)
4. ต่อขั้ว electrodes เข้ากับ power supply โดยให้กระแสวิ่งจากขั้วลบไปขั้วบวก และแรงเคลื่อนประมาณ  10 V/cm ของความยาวเจล ปล่อยให้ DNA loading dye เคลื่อนที่ไปถึงเกือบสุดปลายอีกข้างของเจล
5. ปิด power supply แล้วค่อยๆนำเจลออกจาก chamber ไปย้อมในถาดย้อมที่มี ethidium bromide (ใส่ถุงมือ เพื่อป้องกันไม่ให้ถูก ethidium bromide) ปล่อยเจลแช่ทิ้งไว้ประมาณ 5-10 นาที
6. ช้อนเจลขึ้น ถ่ายลงในถาด destain แล้วทิ้งไว้ 5-10 นาที
7. นำเจลที่ destain เสร็จแล้วไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องกำเนิดแสง UV (ใส่แว่นตาหรือกระจกเพื่อป้องกัน UV)

8. บันทึกผลการทดลองด้วยกล้อง Polaroid อย่าลืมวางไม้บรรทัดข้างแถบ DNA marker เพื่อวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของ DNA ขนาดต่างๆ
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บันทึกผลการทดลอง
1. ศึกษาการเคลื่อนที่ของ DNA โครงรูปต่างๆ
Supercoiled circular DNA เคลื่อนที่ได้



cm

Relaxed circular DNA เคลื่อนที่ได้




cm

Linear DNA เคลื่อนที่ได้





cm

2. เขียนกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างการเคลื่อนที่ และ log ของขนาด DNA marker ต่างๆ
12,000 bp
เคลื่อนที่ได้

cm
  5,000 bp
เคลื่อนที่ได้

cm

  2,000 bp
เคลื่อนที่ได้

cm

  1,650 bp
เคลื่อนที่ได้

cm

  1,000 bp
เคลื่อนที่ได้

cm

     850 bp
เคลื่อนที่ได้

cm

     650 bp
เคลื่อนที่ได้

cm

     500 bp
เคลื่อนที่ได้

cm

..
เคลื่อนที่ได้

cm


..
เคลื่อนที่ได้

cm


..
เคลื่อนที่ได้

cm

3. คำนวณหาน้ำหนักโมเลกุลของ DNA ที่สนใจจาก standard curve ในข้อ 2
หนังสืออ้างอิง
· Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition, New York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989 
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