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กระบวนการการสง่สญัญาณเชงิกระแสไฟฟ้าของระบบประสาทหรอืการตอบสนองสิง่
เรา้อาศยัการเปิดและปิดโพรงของโซเดยีมและโพแทสเซยีมแชนแนลซึง่เป็นเมมเบรนโปรตนีเพือ่
ลาํเลยีงไอออนขา้มเยือ่หุม้เซลล ์ การลาํเลยีงไอออนดว้ยโซเดยีมแชนแนลชนิดทาํงานตามความ
ต่างศกัยข์องเยือ่หุม้เซลลเ์ป็นผลมาจากการทาํงานรว่มกนัระหวา่งทอ่นทรานสเมมเบรนใน
โดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้ากบัในโดเมนโพรง รายงานวจิยัทีผ่า่นมาพบวา่โดเมนรบัรูท้าง
ศกัยไ์ฟฟ้าทีแ่ยกอสิระสามารถทาํงานไดโ้ดยไมม่สีว่นของโดเมนโพรง และยงัพบในโปรตนีอื่นๆ 
อกีทีไ่มใ่ชไ่อออนแชนแนล  การศกึษาพืน้ฐานทางโครงสรา้งของโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้า
กลายเป็นหวัขอ้วจิยัทีไ่ดร้บัความสนใจกนัอยา่งกวา้งขวาง  และทีส่าํคญัยงัไมม่รีายงาน
โครงสรา้งสามมติขิองโซเดยีมแชนแนลใดๆ เลย ในงานวจิยัน้ีอาศยักระบวนการออกแบบเชงิ
โมเลกุลและวธิ ีPaDSAR (Pseudoatom Driven Solvent Accessibility Refinement) เพือ่สรา้ง
โมเดลเชงิโครงสรา้งของโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้าของชอ่งโซเดยีมใน Bacillus halodurans โดย
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        Abstracts 

The transmission of electric signal in neurons or signal transduction in response 
to external stimuli require the open and closed of the conducting pore of sodium (Na+) 
and potassium (K+) channels, which are membrane proteins responsible for permeating 
ion across cell membrane. Ion permeation through voltage-gated Na+ channels relies on 
the functional coupling between transmembrane segments in the voltage-sensor domain 
(VSD) and the pore domain (PD). It has been found that the isolated-VSD is structural 
independence and maintains function without PD. Moreover, VSDs are also discovered 
in non-ion channel proteins. The study of VSDs structural principles has become an 
intense research interest. Importantly, the three-dimension structure of Na+ channels is 
not yet solved. In this study, molecular modeling and the PaDSAR approaches are 
employed to develop a structural model of a Na+ channel from Bacillus halodurans 
(NaChBac) based on 118 structural data obtained from site-directed spin labeling and 
electron paramagnetic resonance techniques. Structure comparison of the obtained 
model revealed the tertiary fold of the NaChBac-VSD is similar to the x-ray structure of 
VSD in KvAP and Kv1.2-2.1 chimera. The model demonstrates that K+ and Na+ 
channels conserved the basic functional properties of VSD. The molecular dynamics 
results showed that the sensor domain forms a water crevice and hydrogen bonding 
between D60-R119. This is in good agreement with experimental data indicating the 
channel is in activated state. 
 
Keywords: Voltage Sensing Domain, sodium channel, EPR, Site-Directed Spin 
Labeling,  
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ไอออนแชนแนล 

ไอออนแชนแนลเป็นโปรตนีชนิดหน่ึงทีฝั่งอยูใ่นพลาสมา่เมมเบรนหรอืเยือ่หุม้เซลลข์อง
เซลลป์ระสาท  และยงัพบในสว่นต่างๆ ของรา่งกายและสิง่มชีวีติอื่นๆ มหีน้าทีท่ีส่าํคญัในการ
ควบคุมปรมิาณไอออนระหวา่งนอกและในเซลลเ์พือ่รกัษาสมดุลใหเ้หมาะสมต่อกระบวนการการ
ทาํงานของสิง่มชีวีติ โดยเฉพาะในระบบประสาท (nervous system) ในการตอบสนองสิง่เรา้ 
เป็นตน้ ไอออนแชนแนล เชน่ โพแทสเซยีมและโซเดยีมแชนแนลทาํหน้าทีส่รา้งความต่างศกัย์
ระหวา่งเยือ่หุม้เซลล ์ (membrane potential) เพือ่การกระจายสญัญาณทางไฟฟ้า (propagation 
of electric transmission) ของเซลลป์ระสาททีถู่กเรา้ (excitable cell) การศกึษาวจิยัเกีย่วกบั
ไอออนแชนแนลสามารถนํามาใชป้ระโยชน์ในดา้นการแพทย ์ การทาํงานทีผ่ดิปกตขิองไอออน
แชนแนลเป็นสาเหตุหน่ึงทีท่าํใหเ้กดิโรคทีเ่กีย่วขอ้งกบัระบบประสาท เชน่  Alzheimer, 
Parkinson, long QT syndrome ดงันัน้ ไอออนแชนแนลบางชนิดจงึเป็นโมเลกุลเป้าหมายของ
ยาทีใ่ชใ้นปัจจุบนั ในดา้นสาธารณสขุและดา้นเกษตรกรรมไอออนแชนแนล เชน่ โซเดยีม
แชนแนลเป็นเป้าหมายของยากาํจดัแมลง นอกจากน้ี จากการวเิคราะหข์อ้มลูโปรตโิอม 
(proteome)  ของเชือ้โรคบางชนิด มคีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะพฒันายาชนิดใหมแ่บบมุง่เป้าไปที่
ไอออนแชนแนล ความรูค้วามเขา้ใจเกีย่วกบักลไกการทาํงานในระดบัโมเลกุลของไอออน
แชนแนลจะนําไปสูข่อ้มลูทางประสาทวทิยาศาสตรพ์ืน้ฐานทีส่าํคญัต่อการนําไปใชป้ระโยชน์
ดงักล่าว 

ไอออนแชนแนลเป็นเมมเบรนโปรตนีทีท่าํงานโดยการเปิด-ปิดทางผา่นของไอออนที่
บรเิวณเซลลเ์มมเบรน โปรตนีตระกลูไอออนแชนแนลทีท่าํงานโดยการรบัรูศ้กัยไ์ฟฟ้า (voltage-
gated ion channels) เชน่ Kv และ Nav channels เป็นโปรตนีเตตระเมอร ์  โดยมทีอ่นทรานส-
เมมเบรน transmembrane (TM) segments  ทีก่่อโครงสรา้งเป็นเกลยีวอลัฟา (-helix) ฝังอยู่
ในชัน้เมมเบรน โพรงทางผา่นของไอออนเรยีกวา่ pore เกดิจากทอ่นทรานสเมมเบรนของทัง้สี่
มอนอเมอรป์ระกอบรว่มอยูด่ว้ยกนั (รปูที ่1) 

ชอ่งโซเดยีมหรอืโซเดยีมแชนแนลเป็นเมมเบรนโปรตนีชนิดหน่ึงทีท่าํหน้าทีล่าํเลยีง
ไอออนขา้มเยือ่หุม้เซลล1์-2  โซเดยีมแชนแนลเป็นโปรตนีทีพ่บทัง้เซลลโ์พรแครโิอตและยแูคริ
โอต โครงสรา้งของโซเดยีมแชนแนลชนิดทาํงานโดยศกัยไ์ฟฟ้า หรอื voltage-gated sodium 
(NaV) channels   ประกอบดว้ยทอ่นทรานสเมมเบรนจาํนวน 6 ทอ่นต่อหน่ึงมอนอเมอร ์ โดย
กาํหนดชื่อแต่ละทอ่นทรานสเมมเบรนวา่ S1, S2, S3, S4, S5 และ S6   การลาํเลยีงไอออน
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ดว้ยโซเดยีมแชนแนลชนิดทาํงานตามความต่างศกัยข์องเยือ่หุม้เซลลเ์ป็นผลมาจากการทาํงาน
รว่มกนัระหวา่งทอ่นทรานสเมมเบรนในโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้า (voltage sensor domain, 
VSD)   กบัในโดเมนโพรง (pore domain, PD)  จากงานวจิยัทีผ่า่นมาเป็นทีท่ราบกนัดวีา่ทอ่นท
รานสเมมเบรนสีท่อ่นแรกคอื S1-S4 เป็นโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้า โดยเฉพาะทอ่นทีส่ี ่ (S4) มี
เอกลกัษณ์พเิศษ กล่าวคอื มอีงคป์ระกอบของกรดอะมโินประจุบวกคอื อารจ์นีิน (arginine) อยู่
หนาแน่นและวางตวัในตําแหน่งทุกๆ 3-4 เรสซดิวิซ ์ เพือ่ใหส้อดคลอ้งกบัลกัษณะ periodicity 
ของโครงสรา้งเกลยีวอลัฟา S4 จงึเป็นทอ่นทรานสเมมเบรนหลกัในการรบัรูค้วามต่างศกัย์
ระหวา่งเยือ่หุม้เซลล ์ (voltage sensor) สาํหรบัทอ่นทรานสเมมเบรนที ่ 5 และ 6 (S5-S6) เป็น
โดเมนโพรง  โดยเฉพาะทอ่นที ่ 6 ทัง้สีท่อ่น (ของแต่ละมอนอเมอร)์ ประกอบดว้ยกนัเป็นโพรง
ทางผา่นของไอออน  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
งานวจิยัเกีย่วกบัการศกึษาโครงสรา้งโมเลกุลของไอออนแชนแนลเป็นงานทีม่นีกัวจิยัให้

ความสนใจกบัอยา่งกวา้งขวาง ทัง้น้ีโครงสรา้งจะนําไปสูค่าํอธบิายทีเ่กีย่วขอ้งกบักลไกการ
ทาํงานระดบัโมเลกุล อาทเิชน่ เหตุใดทีท่าํใหไ้อออนแชนแนลมคีวามจาํเพาะต่อชนิดของไอออน  
สว่นโพรงและ gate มลีกัษณะอยา่งไรจงึสามารถเป็นทางผา่นของไอออนได ้  ไอออนแชนแนล
สภาวะปิดและเปิดมกีารเปลีย่นแปลงโครงสรา้งอยา่งไร  การทาํงานของสว่นรบัรูศ้กัยไ์ฟฟ้า
เกีย่วขอ้งกบัการทาํงานของสว่นโพรงอยา่งไร เป็นตน้ คาํตอบทีไ่ดจ้ะนําไปสูค่วามรูพ้ืน้ฐานที่
สาํคญัทางประสาทวทิยาศาสตรซ์ึง่จะเป็นประโยชน์อยา่งยิง่ในวงการแพทย ์

     

 
รปูท่ี 1 โดเมนทัง้ส่ี ส่วนรบัรู้ศกัยไ์ฟฟ้าและส่วนโพรงของโมเลกลุของ voltage-gated Nav 

channels
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ปัจจุบนัยงัไมม่รีายงานโครงสรา้งสามมติขิองโซเดยีมแชนแนลทัง้บรเิวณทีเ่ป็น VSD 
และ PD  ในรายงานวจิยัน้ี ไดส้รา้งโมเดลเชงิโครงสรา้งของบรเิวณโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้า
ของโมเลกุลของโซเดยีมแชลแนลจาก Bacillus halodurans (NaChBac) โดยใชโ้ครงสรา้งของ
โพแทสเซยีมแชนแนล ไดแ้ก่ KvAP และ Kv1.2-2.1 เป็นตน้แบบ  โมเดลทีไ่ดถู้กปรบัให้
สอดคลอ้งกบัขอ้มลูทีไ่ดจ้ากเทคนิคอพีอีารแ์ละการตดิสปินทีต่ําแหน่งจาํเพาะต่างๆบนโปรตนี 
(Site-directed spin labeling/Electron paramagnetic resonance, SDSL/EPR) โดยอาศยัการ
คาํนวณดว้ยวธิทีีผู่ว้จิยัพฒันาขึน้เรยีกวา่ PaDSAR และการจาํลองพลวตัเิชงิโมเลกุล 
(molecular dynamics simulations)   

 
1.2 ทฤษฎีและงานวิจยัท่ีผา่นมา  

เทคนิค SDSL/EPR ใชห้ลกัการการตดิอนุมลูอสิระ (free radical) หรอืเรยีกสัน้ๆ วา่ 
สปิน ใหก้บัโมเลกุลเป้าหมาย เชน่ โปรตนี โดยอาศยัปฏกิริยิาระหวา่งสปินรเีอเจนตห์รอืสารทีม่ี
อนุมลูอสิระทีเ่สถยีร (รปูที ่2) เชน่ methanethiosulfonate spin label (MTSSL) กบัโปรตนีทีม่ี
หมูซ่ลัไฮดรลิ (sulhydryl, -SH) นัน่คอื side chain ของกรดอะมโินซสีเทอนี (cysteine)  แลว้ได้
โปรตนีทีม่สีปินตดิอยูบ่รเิวณตําแหน่งซสีเทอนีนัน้ เมือ่นําไปบนัทกึดว้ยเทคนิค EPR จะไดพ้คี
ของสปินนัน้  โดยสปินจะทาํหน้าทีเ่ป็นโพรบ (probe) หรอืตวัรายงานสภาพแวดลอ้ม 
(environmental reporter)  นกัวจิยัคนสาํคญัในลาํดบัแรกๆ ของการนําเทคนิค SDSL/EPR 
สาํหรบัใชศ้กึษาโครงสรา้งของโปรตนี คอื W. Hubbell3-4     

 
 
 
 
 
 
 
 

 
เทคนิค SDSL/EPR  สามารถใหข้อ้มลูทางโครงสรา้ง 3 ประเภท คอื 1) ขอ้มลูแสดง

ระดบัพลวตัขิอง side chain ทีม่สีปินตดิอยู ่โดยคาํนวณสว่นกลบัของความกวา้งของพคีกลางที่
ไดจ้ากการอนุพนัธข์องสเปกตรมัดดูกลนืของเทคนิค EPR โดยเรยีกวา่คา่ mobility (Ho

-1) 2) 
คา่ความสามารถของสปินทีจ่ะเกดิอนัตรกรยิากบั paramagnetic reagent เรยีกวา่คา่ 
accessibility  กระบวนการน้ีมกีารเตมิ paramagnetic reagent 2 ชนิด คอืโมเลกุลออกซเิจน 

 
รปูท่ี 2 ปฏิกิริยาการติดสปินระหว่างสาร Methanethiosulfonate spin label 

(MTSSL) กบัโปรตีนท่ีมีกรดอะมิโนหมู่ -SH (cysteine) 
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(O2) และสารละลายเชงิซอ้นของ nickel(II) ethylenediamine-N,N'-diacetate (NiEDDA) แลว้
วดัคา่ relaxation time ของสปินทีเ่ปลีย่นแปลงไป  คา่ accessibility ทีไ่ดจ้ากการเตมิ O2

เรยีกวา่ oxygen accessibility (O2)  และคา่ accessibility ทีไ่ดจ้ากการเตมิ NiEDDA เรยีกวา่ 
NiEDDA accessibility   O2  ใชเ้ป็นตวับ่งชีต้ําแหน่งสปินทีอ่ยูภ่ายในเมมเบรน (lipid-
exposed indicator) เน่ืองจาก O2 ซมึแพรก่ระจายในเมมเบรนได ้ ในขณะที ่NiEDDA ใชเ้ป็น
ตวับ่งชีต้ําแหน่งสปินทีอ่ยูภ่ายนอกเมมเบรน เน่ืองจาก NiEDDA ซมึผา่นเมมเบรนไมไ่ด ้  ดงันัน้
คา่ O2 และ NiEDDA เป็นขอ้มลูทีบ่อกสภาพแวดลอ้มของกรดอะมโินตําแหน่งต่างๆ (ทีต่ดิ
สปินไว)้ วา่อยูใ่นชัน้เมมเบรนหรอืไม ่ นอกจากน้ี ยงัใชบ้อกโครงสรา้ง -helix หรอื β-sheet  
และ 3) คา่ระยะทางระหวา่งสปินทีต่ดิบนกรดอะมโินไวอ้ยา่งน้อยสองตําแหน่ง  และเกดิ spin-
spin coupling   

อยา่งไรกต็าม มขีอ้จาํกดัหลายประการทีท่าํใหไ้มส่ามารถนําขอ้มลูทัง้สามชนิดมาใชห้า
โครงสรา้งโดยตรงเหมอืนกบัเทคนิคผลกิศาสตรร์งัสเีอก็ซ ์ (x-ray crystallography)  หรอื
นิวเคลยีรแ์มกเนตกิสเ์รโซแนนซ ์ (NMR)   ปัญหาทีส่าํคญั คอื ความไมแ่น่นอนของตําแหน่ง
สปิน  ใหค้วามละเอยีดระดบัปานกลางจนถงึตํ่า   และจาํนวนขอ้มลูทีจ่ะนํามาใชเ้ป็น structure 
restraints มน้ีอยกวา่จาํนวนขอ้มลูทีจ่ะไดจ้ากเทคนิค NMR อยูห่ลายเทา่  การทีม่จีาํนวน 
restraint ไมเ่พยีงพอจะทาํใหก้ารคาํนวณโครงสรา้งของโปรตนีมคีวามคลาดเคลื่อนมาก      

นอกจาก W. Hubbell แลว้  ยงัมนีกัวจิยัอกีหลายคนทีนํ่าเทคนิค SDSL/EPR  ไปใช้
ศกึษาโครงสรา้งของเมมเบรนโปรตนี นกัวจิยัทีส่าํคญัในการไดแ้ก่ H. Mchaourab, Altenbach 
C, D. Cafiso และ E. Perozo    โดยเฉพาะ  E. Perozo ใหค้วามสนใจเมมเบรนโปรตนีในกลุ่ม
โพแทสเซยีมแชนแนล ในปี ค.ศ. 1998 E. Perozo ใชเ้ทคนิค SDSL/EPR เสนอ structure 
architecture ของ K channel จาก Streptomyces lividans (KcsA) ซึง่สอดคลอ้งกบัโครงสรา้ง 
x-ray ของ KcsA ทีร่ายงานไวใ้นปีเดยีวกนั5-6  ต่อมา Perozo มคีวามพยายามในการพฒันา
กระบวนวธิใีนการคาํนวณโครงสรา้งของไอออนแชนแนลจากขอ้มลู SDSL/EPR    ในปี ค.ศ. 
2001 Perozo และคณะใชว้ธิ ีReDCAT7 โดยนําคาํนวณโครงสรา้งของ inner transmembrane 
segments ใน open state8 ของ KcsA โดยอาศยัโครงสรา้ง x-ray ใน close state ของ KcsA6 
เป็นโครงสรา้งเริม่ตน้และ distance restraints จาก spin-spin dipolar coupling  ต่อมาในปี 
ค.ศ.2002  Perozo และคณะใชว้ธิ ี ReDCAT ทีป่รบัปรงุโดยเพิม่การคาํนวณคา่ solvent 
accessible surface area เป็น structure restraint อกีชนิดเพือ่หาการเปลีย่นแปลงโครงสรา้ง
ของ mechanosensitive ion channels of large conductance (MscL) จากสภาวะปิด ไปสู ่
สภาวะอนิเทอรม์เีดยีตและสภาวะปิดอยา่งสมบรูณ์9   

อยา่งไรกต็าม  ปัญหาสาํคญัของการคาํนวณดว้ยวธิ ีReDCAT  คอื 1) ขอ้มลูโครงสรา้ง
ถูกสรา้งตามระบบกรดิหรอื grid search system  หากระบบม ีdegree of freedom มาก จะทาํ
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ใหไ้มส่ามารถตรวจหาไดท้กุโครงสรา้ง ซึง่ปัญหาน้ีเรยีกวา่ combinatorial explosion problem  
และ 2) การเคลื่อนโมเลกุลจะเป็นแบบแขง็เกรง็ (rigid-body transformation) ดงันัน้ไมส่ามารถ
ใชไ้ดก้บัโมเลกุลไอออนแชนแนลทีเ่ปลีย่นแปลงแบบยดืหยุน่จาก close state ไปสู ่open state  

ดงันัน้ในปี ค.ศ. 2008 Perozo และคณะไดเ้สนอวธิใีหมเ่รยีกวา่ PaDSAR 
(Pseudoatom Driven Solvent Accessibility Refinement)10 วธิน้ีีสรา้งอะตอมเสมอืน 
(pseudoatom) 2 ชนิด คอื pseudospin และ pseudoatom environment  และใชอ้นัตรกริยิา
ระหวา่งอะตอมเสมอืนทัง้สองชนิดเป็นตวัแปรหรอื restraint ชนิดหน่ึงในการคาํนวณหา
โครงสรา้งของโปรตนีดว้ยวธิพีลวตัเิชงิโมเลกุล  

Pseudospin จะตดิอยูบ่นโครงสรา้งของโปรตนี ในขณะที ่ pseudoatom environment  
จะใชแ้ทนสภาพแวดลอ้มของโปรตนี  pseudospin ม ี3 ชนิด คอื ชนิด water-exposed (EP2), 
lipid-exposed (EP3) และ buried pseudospin (EP1) ดงัรปูที ่3 การระบุชนิดของ pseudospin 
พจิารณาจากคา่ O2 และ NiEDDA ซึง่เป็นตวับ่งชีต้ําแหน่งของกรดอะมโินวา่ควรจะอยูใ่น
เมมเบรน หรอืนอกเมมเบรน  หรอืฝังอยูใ่นโปรตนี  สว่น pseudoatom environment ม ี3 ชนิด
เชน่กนั คอื 1) OXY ใชแ้ทนโมเลกุล O2 ในบรเิวณลพิดิไบเลย ์ (lipid bilayer) 2) NIC ใชแ้ทน 
NiEDDA ไวน้อก bilayer  และ 3) PROT ในแทนสว่น backbone ของโปรตนี   

การคาํนวณหาโครงสรา้งใชว้ธิ ี molecular dynamics (MD) simulation  ในระหวา่ง 
simulation พลงังานอนัตรกริยิาระหวา่ง pseudospin และ pseudoatom environment เป็น
เสมอืน restraint ทีใ่ชใ้นการคาํนวณโครงสรา้ง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
รปูท่ี 3 กระบวนการคาํนวณโครงสร้างของโปรตีนด้วยวิธี PaDSAR 
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วธิ ี PaDSAR นําไปทดสอบโดยการคาํนวณโครงสรา้งในสภาพ unfolded structure 
ของ KcsA  และถูกนําไปใชเ้พือ่แกไ้ขโครงสรา้งรงัสเีอก็ซบ์รเิวณ N-terminal domain ของ 
mechanosensitive channels of small conductance11  

ปัจจุบนัยงัไมม่รีายงานโครงสรา้งสามมติขิองโซเดยีมแชนแนลใดๆ เลย ดงันัน้จงึไมม่ี
ขอ้มลูเกีย่วกบัโครงสรา้งบรเิวณโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้าของโซเดยีมแชนแนล แต่มงีานวจิยั
นําเสนอโมเดลเชงิโครงสรา้งของโซเดยีมแชนแนลดว้ยวธิ ี molecular modeling  โดยอาศยั
ขอ้มลูโครงสรา้งรงัสเีอก็ซข์อง Kv channel ทีม่อียูใ่นปัจจุบนั เชน่ KvAP15, Kv1.2-2.1 
chimera16  จากรายงานการศกึษาโครงสรา้งและการทาํงานของโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้าของ
โพแทสเซยีมแชนแนลโดย Perozo และคณะ พบวา่บรเิวณ VSD สามารถทาํงานไดโ้ดย
ปราศจากสว่นของ pore domain12 และพบในโปรตนีอื่นๆ ดว้ย จงึเสนอวา่สว่น VSD น่าจะเป็น
ชิน้สว่นพืน้ฐานของการทาํงานของโปรตนี  ในปี 2009 Guy และคณะวจิยัที ่National Institutes 
of Health เสนอ homology model ทีบ่รเิวณโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้าของโซเดยีมแชนแนลจาก 
Bacillus halodurans  (NaChBac) ในสภาวะปิดและเปิดโดยอาศยัเทคนิค sequence alignment 
กบั KvAP และ Kv1.2/2.1 chimera  แมว้า่โมเดลดงักล่าวจะสอดคลอ้งกบัผลการทดลองจาก
เทคนิค LRET (Luminescence resonance energy transfer)13 แต่พบวา่ยงัมจุีดบกพรอ่งอยู ่
และบางสว่นขดัแยง้กบัผลของ SDSL/EPR
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บทท่ี 2 
วิธีการวิจยั 

 
2.1 ลาํดบักรดอะมิโนและท่อนทรานสเมมเบรนของ NaChBac-VSD  

การศกึษาน้ีเลอืกโซเดยีมแชนแนลชนิดรบัรูศ้กัยไ์ฟฟ้าจาก Bacillus halodurans 
(NaChBac) เป็นตวัอยา่ง เพราะพจิารณาจากความซบัซอ้นและความเป็นไปไดใ้นการศกึษา
ทดลองในหอ้งปฏบิตักิาร  และเป็นโปรตนีตวัเลอืกหลกัของกลุ่มโซเดยีมแชนแนลทีน่กัวจิยัมกัใช้
ศกึษาความสมัพนัธร์ะหวา่งโครงสรา้งและการทาํงาน    NaChbac เป็นโปรตนีฮอมอเตตระเมอร ์
(homotetramer) โดยแต่ละมอนอเมอรป์ระกอบดว้ยทอ่นทรานสเมมเบรนจาํนวน 6 ทอ่น คอื 
S1, S2, S3, S4, S5 และ S6  โดยไดเ้ลอืกศกึษาบรเิวณ S1-S4 ซึง่เป็นโดเมนรบัรูศ้กัยไฟฟ้า
ของ NaChbac    

ลาํดบักรดอะมโินของ NaChbac สามารถโหลดไดจ้ากฐานขอ้มลู NCBI (National 
Center for Biotechnology Information)   การระบุโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้า (S1-S4) และสว่น
ทอ่น ทรานสเมมเบรนของ NaChbac อาศยัการเปรยีบเทยีบลาํดบักรดอะมโินกบัโพแทสเซยีม
แชนแนล KvAP และ Kv1.2-2.1 ดว้ยวธิ ีsequence alignment  การวเิคราะห ์hydropathy  และ
จากรายงานเกีย่วกบั NaChBac ทีผ่า่นมา   

 
2.2 ท่ีมาของข้อมลูท่ีได้จากงานด้านการทดลอง 

กระบวนการเตรยีมโปรตนี ทาํใหบ้รสิทุธิแ์ละการตดิสปินใหก้บัโปรตนีดาํเนินตามวธิทีี่
เคยมรีายงานไวแ้ลว้14  การเตรยีมโปรตนี NaChBac บรเิวณ VSD (ครอบคลุมกรดอะมโินลาํดบั
ที ่Q17-S145)   โดยการแสดงออกใน E.Coli SG-13 cells  โปรตนีถูกแยกจากเซลลแ์ละทาํให้
บรสิทุธิด์ว้ยวธิคีอลมัน์โครมาทรอกราฟีโดยใช ้decylmaltoside เป็น stationary phase   การตดิ
สปินโดยเตมิ methanethiosulfonate  แลว้โปรตนีทีต่ดิสปินจะผา่นกระบวนการ refolding ใน
ลพิดิผสมระหวา่ง POPC:POPG  

ในกระบวนการการตดิสปิน  โปรตนีตวัอยา่ง 1 ชนิดจะถูกตดิสปินไดเ้พยีงตําแหน่ง
เดยีวเทา่นัน้ กล่าวคอื โปรตนีตวัอยา่ง NaChBac จะถูกแต่งพนัธุกรรมใหเ้ป็นโปรตนีมวิแตนท์
โดยแทนทีด่ว้ยซสิเทอนี   ในการทดลองน้ี คณะผูว้จิยัเตรยีมกลุ่มโปรตนีมวิแตนท ์ เชน่ Q17C, 
K18C, I19C จนถงึ S145C และสามารถตดิสปินใหก้บัโปรตนีไดเ้ป็นผลสาํเรจ็เป็นจาํนวน
ทัง้หมด 118 ตําแหน่ง หรอืใชม้วิแตนทจ์าํนวนทัง้หมด 118 มวิแตนท ์     การวเิคราะหแ์ละ
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ตรวจสอบโปรตนีใชว้ธิทีางสเปกโตรสโคปี light scattering และ fluorescence resonance 
energy transfer   

การบนัทกึสเปกตรมัอพีอีารข์องโปรตนีตวัอยา่งใช ้ Bruker EMX spectrometer ทีต่ดิ
อุปกรณ์  loop-gap resonator  กาํหนดความถี ่X-band continuous wave ชว่งไมโครเวฟโดย
ใช ้ 2 mW incident power  ในการหาคา่ accessibility มกีารเตมิ paramagnetic relaxing 
agents โดยเตมิสารละลายเชงิซอ้นของ nickel(II) ethylenediamine diacetate (NiEDDA)  หรอื
ก๊าซออกซเิจนลงในหลอดบรรจุโปรตนีตวัอยา่ง  และใชเ้ทคนิค power saturation   สเปกตรมัที่
ไดถู้กนํามาคาํนวณหาคา่ mobility (H0

-1) , NiEDDA accessibility (NiEDDA) และ O2 
accessibility (O2)  งานดา้นการทดลองขา้งตน้ดาํเนินโดย Prof. Eduardo  Perozo และคณะ
นกัวจิยัทีม่หาวทิยาลยัชคิาโก   
 
2.3 งานด้านการคาํนวณและจาํลองโมเดลเชิงโครงสร้าง 

การคาํนวณอาศยัวธิ ี PaDSAR ในกระบวนการสรา้งโมเดลดว้ยวธิ ี PaDSAR  
ประกอบดว้ยขัน้ตอนดงัน้ี 

2.3.1 สรา้งและวเิคราะหก์ราฟของขอ้มลูคา่ mobility, O2 และ NiEDDA accessibility 
บรเิวณ VSD ของ NaChBac  แลว้ทาํการ 
ก. ระบุวา่กรดอะมโินใดในลาํดบัเป็นสว่นหน่ึงของ S1, S2, S3 และ S4 โดยใชผ้ล

การทดลองในขอ้ 2.1 
ข. ระบุชนิดของ pseudospin ไดแ้ก่ buried (EP1), water (EP2) และ lipid-

exposed (EP3) และ interfacial (EP4) residues  โดยอาศยัผลการวเิคราะห ์
H0

-1, NiEDDA, O2  ของ NaChBac-VSD จาํนวน 118 มวิแตนท ์
2.3.2 สรา้งโครงสรา้งเริม่ตน้โดย ใชโ้ครงสรา้งรงัสเีอก็ซข์อง Voltage-sensor domain 

ของ KvAP (PDB: 1ORS) และ Kv1.2/2.1 (PDB: 2R9R) เป็นแมแ่บบเพือ่สรา้ง 
NaChBac-VSD ดว้ยวธิ ี homology modeling และ sequence alignment และ
ทดลองปรบัโครงสรา้งเกลยีวอลัฟาของ S1-S4 ใหใ้กลเ้คยีงหรอืสอดคลอ้งกบัผล
การวเิคราะหใ์นขอ้ 2.3.1 และผลของ sequence alignment และโครงสรา้งรงัสี
เอก็ซข์อง KvAP และ Kv1.2/2.1  ใหม้ากทีส่ดุ 

2.3.3 Structure refinement ดว้ยวธิ ี PaDSAR (รปูที ่ 3) ซึง่เป็นการจาํลองระบบเพือ่ทาํ
การปรบัโครงสรา้งทีไ่ดใ้นขอ้ 2.3.2  การคาํนวณใชเ้ทคนิคการจาํลองทางพลวตัเิชงิ
โมเลกุล ระเบยีบวธิขีองการคาํนวณในขัน้น้ีมรีายละเอยีดดงัน้ี:  สรา้งระบบเพือ่ทาํ
การจาํลองดว้ยวธิพีลวตัเิชงิโมเลกุล   ระบบประกอบดว้ยอะตอมของโดเมนรบัรูท้าง
ศกัยไ์ฟฟ้าของ NaChBac (โครงสรา้งทีไ่ดใ้นขอ้ 2.3.2)  และชุด pseudoatom ที่



9 
 

แทนโมเลกุล O2, NiEDDA และ nitroxide spin label ทีต่ดิไวท้ีก่รดอะมโินต่างๆ 
ของโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้า    และประเภทของ pseudoatom ทีแ่ทน nitroxide 
spin label เป็นไปตามสมบตั ิ buried, water และ lipid-exposed residue ซึง่
กาํหนดไวต้ามขอ้ 2.3.1ข    การปรบัโครงสรา้งอาศยัฟังกช์นัพลงังานศกัยท์ี่
พฒันาขึน้ เป็นปัจจยัควบคุมอนัตรกริยิาระหวา่ง pseudoatom ต่างๆ ในระบบ 
ขอ้มลูผลการคาํนวณทีส่นใจในขัน้น้ี คอื โครงสรา้งของโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้าที่
ถูกปรบัตามขอ้มลู mobility, O2 และ NiEDDA accessibility  

2.3.4 ตรวจวเิคราะหโ์ครงสรา้งทีค่าํนวณไดแ้ละทาํการปรบัปรงุแกไ้ข เลอืกโครงสรา้งที่
สอดคลอ้งกบัคา่ O2 และ NiEDDA accessibility มากทีส่ดุโดยใชเ้ทคนิคการเทยีบสี
สเปกตรมักบั molecular surface  หากโครงสรา้งทีไ่ดย้งัไมเ่ป็นทีพ่อใจ  จะ
ยอ้นกลบัไปทาํขัน้ตอน 2.3.2 ใหม ่ 

2.3.5 นําโครงสรา้ง Voltage-sensor domain ทีไ่ดใ้นขอ้ 2.3.4 ไปทดสอบความน่าเชื่อถอื
ของโมเดล เกณฑส์าํคญัในการพจิารณาความน่าเชื่อถอื คอืโมเดลสามารถแสดง
พนัธะไฮโดรเจนทีส่าํคญัระหวา่ง R119 และ D60 และโมเลกุลน้ําสามารถสอดแทรก
เขา้ไปในโดเมนน้ีไดห้รอืไม ่   วธิกีารทดสอบมดีงัน้ี : สรา้งระบบจาํลองเพือ่คาํนวณ
พลวตัขิองโมเลกุลหรอื Molecular Dynamics Simulations (MD)  ระบบจาํลองน้ีจะ
ประกอบดว้ย โปรตนี ฟอสโฟไลปิด  น้ําโซเดยีมไอออน และคลอไรดไ์อออน  
ดาํเนินการจาํลองทางพลวตัทิีอุ่ณหภมู ิ 300K เกบ็ขอ้มลูทราเจคทอร ี (trajectory) 
เมือ่ระบบเขา้สูส่มดุล (สมบตัขิองระบบคงทีห่รอืเปลีย่นแปลงเลก็น้อย เชน่ ความดนั  
ปรมิาตร อุณหภมู ิพลงังานจลน์ พลงังานศกัย ์พลงังานรวม RMSD) เพือ่วเิคราะห ์  
ดาํเนินการจาํลองทางพลวตัเิป็นเวลา 20 ns 

 
งานดา้นการคาํนวณและสรา้งโมเดลเชงิโครงสรา้งบรเิวณ NaChBac-VSD ดาํเนินโดย

ผูว้จิยัหลกัของโครงการฯ ทีภ่าควชิาเคม ี คณะวทิยาศาสตร ์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ผูว้จิยัใช้
โปรแกรม CHARMm version 32a2 ในการคาํนวณดว้ยวธิ ีMD simulation และวธิ ี PaDSAR  
โดยประมวลผลบนเครือ่งคอมพวิเตอรส์มรรถนะสงู (ปักษา) ของหน่วยปฏบิตักิารวจิยัเคมี
คอมพวิเตอร ์ (Computational Chemistry Unit Cell)  ภาควชิาเคม ี  คณะวทิยาศาสตร ์
จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั   และใชโ้ปรแกรม VMD, Pymol, Rasmol, Discovery studio ในการ
วเิคราะหผ์ล  ขอ้มลู MD และแสดงภาพโมเลกุลโดยปฏบิตับินเครือ่งคอมพวิเตอรส์ว่นบุคคล 
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บทท่ี 3 
ผลการวิจยั 

 
3,1 Sequence alignment และการวิเคราะหท่์อนทรานสเมมเบรนของ NaChBac-VSD   

ลาํดบักรดอะมโินของ NaChBac บรเิวณ VSD (รปูที ่ 4) ถูกนํามาเปรยีบเทยีบกบั
โพแทสเซยีมแชนแนลทีม่รีายงานโครงสรา้งรงัสเีอก็ซไ์ดแ้ก่ Kv1.2-2.1, Kv1.2, KvAP   ผลของ 
sequence alignment  ทีบ่รเิวณ VSD  และสว่นทอ่นทรานสเมมเบรน S1-S4 ของ NaChBac ที่
ใชใ้นการศกึษาน้ี แสดงดงัรปูที ่5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
1   MKMEARQKQNSFTSKMQKIVNHRAFTFTVIALILFNALIVGIETYPRIYADHKWLFYRIDLVLLWIFTIE 
 
 
71  IAMRFLASNPKSAFFRSSWNWFDFLIVAAGHIFAGAQFVTVLRILRVLRVLRAISVVPSLRRLVDALVMT 
 
 
141 IGSRS 
 

รปูท่ี 4 ลาํดบักรดอะมิโนของโซเดียมแชนแนลบริเวณโดเมนรบัรูศ้กัยไ์ฟฟ้า 

 
รปูท่ี 5 Multiplesequence alignment บริเวณ VSD ของโปแตสเซียมแชนแนล (MlotiK, 
KvAP, Kv1.2) กบัโซเดียมแชนแนล (NaChBac) 
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จากผลของ sequence alignment และการวเิคราะห ์hydropathy (รปูที ่6) นําไปสูก่าร
ระบุทอ่นทรานสเมมเบรน S1-S4 ใน NaChBac ดงัน้ี  

S1 ประกอบดว้ยชว่งลาํดบักรดอะมโินจาก R23 ถงึ I42 
S2 ประกอบดว้ยชว่งลาํดบักรดอะมโินจาก F56 ถงึ F757 
S3 ประกอบดว้ยชว่งลาํดบักรดอะมโินจาก A83 ถงึ T110 
S4 ประกอบดว้ยชว่งลาํดบักรดอะมโินจาก R113 ถงึ R132 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

3,2 Assignment of pseudospin จากข้อมลู EPR ท่ีได้จากการทดลอง  
เมือ่นําผลการวเิคราะหท์อ่นทรานสเมมเบรนทัง้สีท่อ่น ทีไ่ดข้า้งตน้มาเปรยีบเทยีบกบัคา่ 

H0
-1 , NiEDDA และ O2 ของแต่ละเรสซดิวิซบ์รเิวณ VSD ของ NaChBac จาํนวน

ทัง้หมด 118 ตําแหน่ง (รปูที ่7) พบวา่ทีบ่รเิวณ S1-S4 ซึง่เป็นทอ่นทรานสเมมเบรนสามารถใช้
ขอ้มลู O2  สงูและคา่ NiEDDA ตํ่า ยนืยนัสว่นทีอ่ยูใ่นเมมเบรนไดเ้ป็นอยา่งด ี  นอกจากน้ี
กราฟของ H0

-1 และ O2 แสดงความเป็น periodicity โดยเฉพาะ S1 และ S2  ซึง่สอดคลอ้ง
กบัความเป็นโครงสรา้งเกลยีวอลัฟา ในทางตรงกนัขา้ม ความเป็น periodicity ของขอ้มลู EPR  
บรเิวณ S3 และ S4  มคีวามไมต่่อเน่ือง  ดงันัน้ โครงสรา้งของ S3 helix อาจมลีกัษณะหกัหรอื
โคง้งอ  และ S4 helix ถูกสรา้งใหม้ลีกัษณะผสมระหวา่ง regular helix กบั helix 3-10  
โดยเฉพาะโครงสรา้ง helix 3-10  ทีบ่รเิวณ S4 น้ีเคยมรีายงานไวใ้นโครงสรา้งของ KvAP และ 

 
 

รปูท่ี 6  hydropathy plot และท่อนทรานสเมมเบรนของ VSD ใน NaChbac 



12 
 

Kv1.2/2.1 channels  สว่นเรสดิวิซท์ีอ่ยูใ่นตําแหน่งชว่งระหวา่งทอ่นทรานสเมมเบรน เช่น 
กรดอะมโินทีบ่รเิวณลปูระหวา่ง S1 และ S2 และลปูระหวา่ง S2 และ S3 รวมทัง้ C- และ N-
termini มคีา่ NiEDDA สงูกวา่บรเิวณ S1, S2, S3 และ S4 อยา่งชดัเจน ซึง่ชีใ้หเ้หน็วา่เร
สดิวิซเ์หล่าน้ีควรอยูด่า้นนอกของชัน้เมมเบรน  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

รปูท่ี 7 ค่า mobility (H0
-1) , O2 accessibility (O2) และ NiEDDA accessibility 

(NiEDDA) ของกรดอะมิโนท่ีบริเวณ  VSD ของ NaChbac 
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จากการวเิคราะหผ์ลการเปรยีบเทยีบทอ่นทรานสเมมเบรนกบัคา่ H0

-1 , NiEDDA 
และ O2 ทาํใหส้ามารถระบุชนิดของ pseudospin ไดแ้ก่ EP1, EP2 , EP3 และ EP4 ไปตดิ
บนตําแหน่งของกรดอะมโินบนโครงสรา้งของ NaChBac-VSD ไดด้งัแสดงในตารางที ่1 

 
ตารางที ่ 1 Assignment of pseudospin types for the spin labeled residues in NaChBac-
VSD domain 
Type Residue assignment

 
 

EP1 26 27 29 33 34 40 60 63 64 67 68 70 71 74 89 90 93 96 97 100 101 104 
105 109 112 116 119 120 123 125 

EP2 21 23 47 50 51 53 54 57 78 79 83 86 87 126 129 132 134 135 137 
EP3 22 24 25 28 31 35 37 38 39 41 42 43 45 58 59 61 62 65 66 69 72 73 75 

76 91 92 94 95 98 99 102 103 111 113 114 115 117 118 121 122 124 127 
133 

EP4 19 20 44 48 49 52 55 56 77 81 82 84 85 88 106 107 108 110 
 

3.3 โมเดลเชิงโครงสร้างท่ีได้จาก PaDSAR 
 โมเดลเชงิโครงสรา้งทีไ่ดจ้ากวธิ ีPaDSAR  ถูกประเมนิเพือ่พจิารณาความสอดคลอ้งกบั
คา่การทดลอง และการวเิคราะหเ์ชงิคุณภาพของโครงสรา้งดงักล่าวใช ้ molecular surface ของ
โมเดลเทยีบกบัคา่ H0

-1 , O2  และ NiEDDA  ของเทคนิค SDLS/EPR โดยใหเ้ฉดสแีทน
ระดบัของคา่ทีไ่ดจ้ากการทดลอง  (รปูที ่ 8)  ผลการเปรยีบเทยีบพบวา่โมเดลเชงิโครงสรา้ง
สอดคลอ้งกบัผลการทดลองเป็นอยา่งด ี

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รปูท่ี 8   Molecular surface เปรียบเทียบกบัเฉดสีแสดงระดบัค่า H0

-1 , O2  และ 

NiEDDA  ท่ีได้จากการทดลอง 
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เมือ่เปรยีบเทยีบโครงสรา้งบรเิวณ VSD ของ NaChBac กบั Kv1.2-2.1 และ KvAP 

พบวา่โครงสรา้งเทอรเ์ชีย่รแีละการวางตําแหน่งของ S1-S4 มลีกัษณะคลา้ยคลงึกนั แต่ S1-S4 
ของ NaChBac อยูใ่กลก้นัมากกวา่ของ Kv1.2-2.1 และ KvAP (รปูที ่9)   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3.4 การประเมินโครงสร้างด้วยวิธีการจาํลองพลวติัเชิงโมเลกลุ 

โมเดลเชงิโครงสรา้งบรเิวณ VSD  ของ NaChbac ทีไ่ดจ้ากวธิ ี PaDSAR ถกูนําไป
ประเมนิและตรวจสอบดว้ยวธิกีารแบบจาํลองพลวตัเิสมอืนจรงิของระบบทีป่ระกอบดว้ยโมเลกุล
โซเดยีมแชนแนล NaChBac-VSD ใน POPC ลพิดิไบเลยแ์ละน้ํา   พลวตัขิองระบบ (MD 
simulation) ถูกสรา้งและจาํลองเป็นเวลา 20 นาโนวนิาท ี (ns)  รปูที ่10 แสดงคา่ RMSD (root 
mean square deviation) ของทุกอะตอมของโปรตนีและสว่น backbone ของโปรตนีแสดงให้
เหน็วา่ระบบเริม่เขา้สูส่ภาวะสมดุลทางโครงสรา้งหลงัจากคาํนวณพลวตัขิองระบบไปประมาณ
ชว่งนาโนวนิาททีี ่ 17 โดยมคีา่การแกวง่ของคา่ RMSD ในสว่นโครงสรา้ง backbone ของ S1, 
S2, S3 และ S4 ทีป่ระมาณ 3-4 Å  

จากการวเิคราะหโ์ครงสรา้งและตดิตามพฤตกิรรมของ NaChBac-VSD ในระบบการ
จาํลองพลวตัโิดยอาศยั trajectory ทีเ่กบ็หลงัชว่งนาโนวนิาททีี ่ 17   พบโมเลกุลน้ําจาํนวนหน่ึง
อยูภ่ายใน VSD  (รปูที ่10ข)  แสดงใหเ้หน็วา่ VSD มรีอยแยกทีล่กึซึง่น้ํา (water filled crevice) 
สามารถเขา้ไปเกอืบถงึแกนกลางของสว่น VSD ได ้   ผลของ MD simulation น้ีสอดคลอ้งกบั
การทดลองทีร่ะบุ NaChBac  อยูใ่นสภาวะแอคตเิวชนัหรอืสภาวะทีส่ว่นโพรงเปิดใหไ้อออน่ผา่น 
และสามารถบนัทกึกระแสไฟฟ้าของ VSD น้ีได ้ 
 

                     
รปูท่ี 9  เปรียบเทียบโครงสร้างบริเวณ VSD ของ NaChBac กบั Kv1.2-2.1 และ KvAP  
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  (ก)      (ข) 
รปูท่ี 10 (ก) ค่า RMSD บริเวณ VSD ของ NaChbac  เทียบกบัโครงสร้างเร่ิมต้น  
trajectory ของระบบได้จาก 10ns MD simulation ของระบบท่ีมีโปรตีน POPC และ 
TIP3P waters  (ข) โครงสร้างของระบบท่ีได้จาก MD snapshot 
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บทท่ี 4 
การอภิปรายผล 

 
โมเดลเชงิโครงสรา้งบรเิวณ VSD  ของ NaChbac ทีค่าํนวณดว้ยระเบยีบวธิ ีPaDSAR 

โดยอาศยัขอ้มลูจากเทคนิคอพีอีารแ์ละการตดิสปินทีต่ําแหน่งจาํเพาะต่างๆบนโปรตนีซึง่ไดแ้ก่  
H0

-1 , O2 และ NiEDDA ทีว่ดัจากโปรตนีตวัอยา่งจาํนวน 118 มวิแตนทค์รอบคลุมสว่น 
VSD โครงสรา้งทีไ่ดป้ระกอบดว้ยทอ่นทรานสเมมเบรน S1 และ S2 มโีครงสรา้งเกลยีวอลัฟา 
สว่นโครงสรา้งของ S3 helix มลีกัษณะโคง้งอ  และ S4 helix มลีกัษณะผสมระหวา่ง regular 
helix กบั helix 3-10  ซึง่มลีกัษณะคลา้ยกบัโครงสรา้ง S4 ของ KvAP และ Kv1.2/2.1 channel 

โครงสรา้งโดยรวมบรเิวณ VSD ของ NaChbac น้ีมคีวามคลา้ยคลงึกบัโครงสรา้งบรเิวณ 
VSD  ของ voltage-gated K channels  อยา่งไรกต็าม ลกัษณะทางโครงสรา้งของ VSD ทีเ่กดิ
จากการอยูร่วมกนั (assembly) ของ S1-S4 ใน NaChbac คอ่นขา้งบบีแน่น มากกวา่ K 
channel  ขอ้สงัเกตดงักล่าวสามารถยนืยนัดว้ยขอ้มลู mobility (H0

-1) ทีม่คีา่คอ่นขา้งตํ่าแสดง
ใหว้า่โครงสรา้ง VSD มไีดนามกิสน้์อย   

S4 helix  เป็นใจกลางของกลไกการรบัรูศ้กัยไ์ฟฟ้าของโซเดยีมแชนแนล  ทีบ่รเิวณน้ี
ประกอบดว้ยอารจ์นีินซึง่เป็นกรดอะมโินชนิดประจุบวก (positively charged residue) อยู ่ 4-6 
ตําแหน่ง กระจายตลอดชว่งทอ่นทรานสเมมเบรน  ไอออนแชนแนลในตระกลู Kv และ Nav 
channels จะมอีารจ์นีินบน S4 ทีส่าํคญั 4 ตําแหน่ง  และกาํหนดการเรยีกชื่ออารจ์นีีนในแต่ละ
ตําแหน่งน้ีเป็น R1, R2, R3 และ R4 (เพือ่ใชเ้ป็นระบบทัว่ไปและไมใ่หส้บัสนในการเรยีกลาํดบั
ของอารจ์นีินในโปรตนีต่างชนิด)   สาํหรบั อารจ์นีินบน S4 ใน NaChBac  ไดแ้ก่ R113, R116, 
R119, R122 มรีายงานความเป็นไปไดข้องอารจ์นีินเหล่าน้ีทีส่ามารถสรา้งพนัธะไฮโดรเจนกบั 
D60, E70 และ D93 ทีอ่ยูบ่น S2 และ S3  จากการประเมนิโครงสรา้งรวมทัง้วเิคราะหส์ภาวะที่
ใชใ้นการทดลองบ่งบอกวา่ NaChBac ควรจะอยูใ่นสภาวะแอคตเิวชนั ทีส่ภาวะน้ี พนัธะ
ไฮโดรเจนหรอื salt bridge ทีส่าํคญัอยูบ่น S4 และ S2  และน่าจะเป็นพนัธะไฮโดรเจนระหวา่ง 
R119-D60 หรอื R122-D60  การวเิคราะหน้ี์อยูบ่นพืน้ฐานการวเิคราะหพ์นัธะไฮโดรเจนของคู่
กรดอะมโินทีค่ลา้ยกนัคอื R133-D62 ในสภาวะแอคตเิวชนัของ KvAP และ R303-E226 ใน
สภาวะแอคตเิวชนัของ Kv1.2 shaker potassium channel  

การวเิคราะหโ์ครงสรา้งและพลวตับิรเิวณ VSD ของ NaChbac ทีไ่ดจ้ากขอ้มลูทราเจค
ทอรขีองการจาํลองพลวตัเิชงิโมเลกุลเป็นเวลา 20 นาโนวนิาท ีสามารถตรวจพบระยะหา่งของคู ่
Hydrogen bond donor-acceptor ระหวา่ง R119-D60 ทีเ่ขา้ขา่ยการเกดิพนัธะไฮโดรเจน (รปูที ่



17 
 

11) และยงัพบโมเลกุลน้ําจาํนวนหน่ึงอยูภ่ายใน VSD  (รปูที ่10ข)  แสดงใหเ้หน็วา่ VSD มรีอย
แยกทีล่กึซึง่น้ําสามารถเขา้ไปเกอืบถงึแกนกลางของสว่น VSD ได ้  ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบั
รายงานทีผ่า่นมาและแสดงใหเ้หน็วา่โครงสรา้งของ NaChBac-VSD อยูใ่นสภาวะแอคตเิวชนั   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

มรีายงานการศกึษาโครงสรา้งและนําเสนอโมเดลการเปลีย่นแปลงคอนฟอรเ์มชนัของ 
VSD ระหวา่งสภาวะแอคตเิวชนักบัสภาวะพกั เน่ืองจากกระบวนการเปิดหรอืปิดของโพรง
ไอออนแชนแนลอาศยัการเปลีย่นแปลงคอนฟอรเ์มชนัและอนัตรกริยิาระหวา่ง VSD และ PD   
ในสภาวะแอคตเิวชนั  PD อยูใ่นสภาวะปิด  คอนฟอรเ์มชนัของ VSD โดยเฉพาะที ่S4 ตําแหน่ง 
arginine ทีส่าํคญัจาํนวน 4 ตําแหน่ง (R1, R2, R3 และ R4) สว่นใหญ่คอ่นไปทางเมมเบรนทีอ่ยู่
ดา้นในของเซลล ์ (intracellular side) ดงันัน้ที ่ molecular configuration น้ีจงึเรยีกวา่ “Down” 
state หรอื Down conformation     เมือ่มกีารเปลีย่นคา่ศกัยไ์ฟฟ้าทีบ่รเิวณเมมเบรน  ทาํให ้
PD เปลีย่นไปอยูใ่นสภาพแอคตเิวชนัเปิดโพรงใหไ้อออนผา่น  การเปลีย่นสภาวะของ PD น้ีเกดิ
จากการเคลื่อนทีข่องสว่น VSD โดยเฉพาะที ่ S4 เกดิการเลื่อนตําแหน่งประจุของ arginine ใน
ทศิทีอ่อกนอกเซลล ์ กล่าวคอื ตําแหน่ง arginine สว่นใหญ่คอ่นไปทางเมมเบรนทีอ่ยูด่า้นนอก
เซลล ์ (extracellular side) ทีส่ภาวะน้ีจงึเรยีกวา่ “Up” state หรอื conformation   ดงันัน้ 
โครงสรา้ง NaChBac-VSD ทีไ่ดจ้ากการศกึษาน้ีสอดคลอ้งกบั “Up” conformation   

โครงสรา้ง NaChBac-VSD ทีไ่ดจ้ากการศกึษาน้ีสามารถนําไปต่อยอดเพือ่สรา้ง
โครงสรา้งในสภาวะ Down conformation  ต่อไป  รปูแบบการนําเสนอการเปลีย่นแปลงคอน
ฟอรเ์มชนัในสภาวะแอคตเิวชนัและสภาวะพกัของสว่นรบัรูศ้กัยไ์ฟฟ้าในโซเดยีมแชนแนลแสดง
ดงัรปูที ่12  

  
 
รปูท่ี 11 กราฟระยะห่างแสดงพนัธะไฮโดรเจนระหว่าง R119-D60 ท่ีได้จาก MD simulation  
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มรีายงานการศกึษา VSD ในสภาวะ down conformation ซึง่ประมาณการเลื่อนของอาร์

จนีินทีเ่กดิจากการสไลดข์อง S4 เขา้ไปในฝัง่ดา้นในของเมมเบรนถงึ 10-26Å17 รวมทัง้ระบุวา่ 
อารจ์นีินยงัคงเกดิ salt bridge กบั acidic residues, น้ํา และสว่น phosphate ของลพิดิ  จาก
ขอ้มลู biological assay ของ NaChBac-VSD mutants พบวา่ R1 (R113) และ R2 (R116) มี
ความสาํคญัในการอยูร่อดของเซลลท์ีส่ภาวะพกั มากกวา่ R3 (R119)  ดงันัน้ จงึเป็นทีน่่าสนใจ
วา่ VSD ของ NaChBac ทีส่ภาวะพกั  คูก่รดอะมโินทีส่รา้งพนัธะไฮโดรเจนระหวา่ง S4 กบั S2 
จะเปลีย่นแปลงไปอยา่งไร การศกึษาดงักล่าวจะทาํใหเ้ขา้ใจการทาํงานของ VSD ไดด้ยีิง่ขึน้ 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

รปูท่ี 12  แบบเสนอการเปล่ียนแปลงคอนฟอรเ์มชนัในสภาวะแอคติเวชนัและ
สภาวะพกัของส่วนรบัรูศ้กัยไ์ฟฟ้าในโซเดียมแชนแนล 



19 
 

 

บทท่ี 5 
ข้อสรปุ 

 
 งานวจิยัน้ีไดท้าํการคาํนวณหาโมเดลเชงิโครงสรา้งของโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้าของ
ชอ่งโซเดยีมในแบคทเีรยีโดยอาศยัขอ้มลูจากการทดลองเทคนิคอพีอีารแ์ละการตดิสปินที่
ตําแหน่งจาํเพาะต่างๆบนโปรตนี การคาํนวณใชข้อ้มลู O2 และ NiEDDA มาประเมนิและ
แปลงใหเ้ป็นขอ้มลูทีส่ามารถใชไ้ดด้ว้ยเทคนิค restrained molecular dynamic simulations เพือ่
โมเดลโครงสรา้งของ NaChBac-VSD  โครงสรา้งทีไ่ดนํ้ามาเปรยีบเทยีบกบัโครงสรา้งรงัสเีอก็ซ์
ของโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้าของ KvAP และ Kv1.2-2.1 chimera และแสดงใหเ้หน็ความ
คลา้ยคลงึทางโครงสรา้งเทอรเ์ชยีรขีองโดเมนรบัรูท้างศกัยไ์ฟฟ้า  และอธบิายถงึสมบตัขิ ัน้
พืน้ฐานของการทาํงานทีอ่นุรกัษ์ไวใ้นโปรตนีตระกลูโซเดยีมและโพแทสเซยีมแชนแนล   
 
ข้อเสนอแนะ: งานวิจยัท่ีจะดาํเนินต่อไป 
 ปัจจุบนัยงัไมม่รีายงานโครงสรา้งของโซเดยีมแชลแนล  มแีต่โครงสรา้ง x-ray ของ Kv 
channel เชน่ KvAP, Kv1.2-2.1 chimera, Kv1.2 และเป็นโครงสรา้งที ่PD อยูใ่นสภาวะแอคตเิว
ชนั     แต่ไมม่รีายงานโครงสรา้งของ VSD ของ Kv channel ในสภาวะ down state   อยา่งไรก็
ตาม มผีูร้ายงานการศกึษาโครงสรา้งของ VSD ใน KvAP ทีส่ภาวะพกั18   โดยอาศยัขอ้มลู 
biotin-avidin accessibility กบัวธิ ีmolecular dynamics (MD) simulation   นอกจากน้ีรปูแบบ
กลไกการเปลีย่นแปลงคอนฟอรเ์มชนัของ VSD จากสภาวะพกัไปสูส่ภาวะแอคตเิวชนั  มผีูเ้สนอ
ไวไ้ดแ้ก่ transporter model,  helical screw model และ paddle model เพือ่ใหเ้ขา้ใจการ
ทาํงานของ VSD ไดอ้ยา่งลกึซึง้ จงึมคีวามจาํเป็นทีจ่ะตอ้งศกึษารายละเอยีดเชงิโครงสรา้งระดบั
โมเลกุลในสภาวะอื่นๆ ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการทาํงาน  ในทีน้ี่ โครงสรา้งของโซเดยีมแชนแนลใน
สภาวะ down/resting conformation จงึเป็นโจทยท์ีน่่าสนใจสาํหรบังานวจิยัในลาํดบัถดัไป 
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ภาคผนวก 
 

การเผยแพรผ่ลงานการวิจยั 
ผลงานวจิยัทีไ่ดร้บัการสนบัสนุนโดยทุนวจิยั กองทุนรชัดาภเิษกสมโภชทัง้เตม็จาํนวน

และบางสว่น ไดเ้ผยแพรต่พีมิพเ์ป็นบทความวจิยัในวารสารระดบันานาชาต ิ บทคดัยอ่ และ
โปสเตอรใ์นงานประชุมทางวชิาการดงัต่อไปน้ี 

1. S. Chakrapani, P. Sompornpisut, P. Intharathep, B. Roux, E. Perozo. “The 
activated state of a sodium channel voltage sensor in a membrane environment.” 
Proc Natl Acad Sci U S A. 2010; 107:5435-40 (ISSN: 0027-8424, Impact Factor 
=9.432). (เอกสารแนบ: บทความวจิยั) 

2. การนําเสนอแบบโปสเตอร ์ เรือ่ง “Structure Models of Voltage Sensor Domain of 
Bacterial Na Channel using Accessibility Data derived from EPR and Site-Directed 
Spin Labeling Techniques”  ในการประชุมวชิาการวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีหง่
ประเทศไทย ครัง้ที ่35  15-17 ตุลาคม 2552  ชลบุร ี (เอกสารแนบ: ปก+บทคดัยอ่) 

3. การนําเสนอแบบบรรยาย เรือ่ง “Computational approach for membrane protein 
structure refinement using limited EPR data” ในโครงการอบรมเชงิปฏบิตักิารเคมี
คาํนวณครัง้ที ่6  19-22 ตุลาคม  2552 มหาวทิยาลยัมหาสารคาม  (เอกสารแนบ: ปก+
บทคดัยอ่) 

4. การนําเสนอแบบบรรยาย เรือ่ง “Structure model of cockroach sodium channel for 
insecticide development”  ในการประชุมวชิาการครัง้ที ่ 18   11-12 มนีาคม 2553 
คณะวทิยาศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั (เอกสารแนบ: ปก+บทคดัยอ่) 

  
 
 

 
 


	ปกภาษาไทย
	กิตติกรรมประกาศ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	1.1 ไอออนแชนแนล
	1.2 ทฤษฎีและงานวิจัยที่ผ่านมา

	บทที่ 2 วิธีการวิจัย
	2.1 ลำดับกรดอะมิโนและท่อนทรานสเมมเบรนของ NaChBac-VSD
	2.2 ที่มาของข้อมูลที่ได้จากงานด้านการทดลอง
	2.3 งานด้านการคำนวณและจำลองโมเดลเชิงโครงสร้าง

	บทที่ 3 ผลการวิจัย
	3,1 Sequence alignment และการวิเคราะห์ท่อนทรานสเมมเบรนของ NaChBac-VSD
	3,2 Assignment of pseudospin จากข้อมูล EPR ที่ได้จากการทดลอง
	3.3 โมเดลเชิงโครงสร้างที่ได้จาก PaDSAR
	3.4 การประเมินโครงสร้างด้วยวิธีการจำลองพลวัติเชิงโมเลกุล

	บทที่ 4 การอภิปรายผล
	บทที่ 5 ข้อสรุป
	เอกสารอ้างอิง
	ภาคผนวก

