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บทคัดย่อ 
 

เมมเบรนโปรตีนมีหน้าท่ีสําคัญในการคัดกรองและลําเลียงสารเข้า-ออกเซลล์ผ่านช้ันเมมเบรน
ฟอสโฟลิพิด  การศึกษาโครงสร้างสามมิติของโปรตีนด้วยวิธีผลึกศาสตร์รังสีเอ็กซ์หรือนิวเคลียร์แมก
เนติกส์เรโซแนนซ์เป็นวิธีที่ให้รายละเอียดทางโครงสร้างท่ีมีความถูกต้องสูง  แต่ด้วยข้อจํากัดทางเทคนิค
และความยากในการศึกษา การใช้เทคนิคสเปกโทรสโคปีอ่ืนๆ แม้ว่าจะให้ความละเอียดของข้อมูลเชิง
โครงสร้างท่ีน้อยกว่า แต่เม่ือใช้ร่วมกับเทคนิคการออกแบบเชิงโมเลกุลจึงเป็นอีกทางเลือกหนึง่ใน
การศึกษาทางโครงสร้าง รายงานวิจัยนี้เสนอผลงานวิจัยจาํนวนสองเรื่อง เรื่องที่หน่ึงนําเสนอผลงานวิจัย
ของการสร้างโมเดลเชิงโครงสร้างท่ีสภาวะพัก ของโดเมนรับรู้ทางศักย์ไฟฟ้าของโวเทจเกทโพแทสเซียม
แชนนัล (KvAP-VSD) กับเรื่องท่ีสองนําเสนอผลงานวิจัยของการสร้างโมเดลเชิงโครงสร้างทีส่ภาวะเปิด
ของแมกนีเซียมแชนนัล  การสร้างโมเดลเชิงโครงสร้างนี้ใช้ข้อมูลจากเทคนิคอีพีอาร์และการติดสปินที่
ตําแหน่งจําเพาะต่างๆบนโปรตีนร่วมกับเทคนิคการออกแบบเชิงโมเลกุลด้วยวิธี PaDSAR  ผลการศึกษา
ได้โครงสร้างทีส่ามารถอธิบายรูปแบบการเคล่ือนตัวของสว่นท่อนทรานสเมมเบรน S4 ของ KvAP-VSD 
และการเคลื่อนท่ีประจุบวกของอาร์จินีนตําแหน่ง R120, R123, R126 และ R133 ผ่านบริเวณลิพิด
ไบเลเยอร์ในช่วงเกิดเมมเบรนดีโพลาไรเซชัน รวมท้ังพบการเปลี่ยนขนาดรอยแยกของ KvAP-VSD ที่น้ํา
แทรกเข้าไปอยู่ และการแลกเปลี่ยนคู่พันธะไฮโดรเจนของอาร์จินีนกับกรดอะมิโนประจุลบบนท่อนท
รานสเมมเบรน S1, S2 และ S3   สําหรับผลการศึกษาโครงสร้างทีส่ภาวะเปิดของ CorA Mg2+ 
channel พบว่าปลายด้านสทอล์คเฮลิกส์ห้าเคล่ือนเข้าหาแกนสมมาตรและทําให้เกิดการขยายของโพรง
และปากทางเข้าโพรงเปิดกว้างขึ้น การคํานวณแรงระหว่างประจุด้วยทฤษฎีปัวซอง-โบลทซ์มานแสดงให้
เห็นถึงกําแพงพลังงานที่ใช้ในการเคลื่อนทีข่อง Mg2+ บริเวณทางผ่านของไอออนในสภาวะคอนฟอร์เม
ชันปิดลดลงอย่างชัดเจนในสภาวะเปิด  
คําสําคัญ โดเมนรับรู้ทางศักย์ไฟฟ้า, โพแทสเซียมแชนนัล, แมกนีเซียมแชนนัล, อีพีอาร์, การติดสปินที่
ตําแหน่งจําเพาะ  
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Project Title  Structure model for exploring the ion permeation 

mechanism in membrane protein channel based on EPR 
spin labeling data and molecular simulations  

Name of the Investigators… Pornthep  Sompornpisut  
Year    September 2015 
 
        Abstract 

Membrane proteins play an important role for screening and transporting 
molecules or ions across phospholipid membrane. Structure determination by x-ray 
crystallography or nuclear magnetic resonance is the method that provides detailed 
structure with high-resolution and accuracy. However, it has technical difficulty and 
limitation. Other lower resolution spectroscopic techniques combined with molecular 
modeling techniques are therefore powerful and alternative for the study. To gain 
further insight into the gating mechanisms, this report presents structure models of two 
proteins: voltage sensor domain of voltage-gated potassium channel (KvAP-VSD) at 
resting state and open conformation of magnesium channel. These structure models 
were built using a special molecular modeling tool called PaDSAR designed for using 
information from site-directed spin labeling and EPR techniques: The results illustrated 
the transmembrane motion of S4 of KvaP-VSD and the displacement of positively 
charged arginines including: R120, R123, R126 and R133  within lipid bilayer during 
membrane depolarization. This results in changes in water-filled crevice within voltage 
sensor core and changes in salt-bridge hydrogen bonding between S4 arginines and 
negatively charge residues on S1, S2 and S3. The structure model of an open 
conformation of CorA Mg2+ channel demonstrated the tips of the stalk helices come 
together towards the axis of symmetry and translate into an expansion of the cavity 
and the mouth of the pore. Poisson-Boltzmann electrostatic calculation shows that a 
large energy barriers impedes the movement of Mg2+ through the permeation pathway 
in the closed conformation are alleviated in the open conformation.  
Keywords: Voltage Sensing Domain, Potassium Channel, Magnesium Channel, EPR, Site-
Directed Spin Labeling,  
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ไอออนแชนนัล 

 
ไอออนโลหะ เช่น Na+, K+ และ Mg2+ เป็นอนภุาคท่ีมีประจุและมีความส าคัญต่อส่ิงมีชีวิต 

เนื่องจากความเข้มข้นและประจุของไอออนเหล่านี้ไม่เท่ากันระหว่างภายในและภายนอกเซลล์  
ไอออนจะเคล่ือนท่ีเข้าและออกเซลล์โดยผ่านช้ันเมมเบรนอาศัยกระบวนการการแพร่ท่ีส าคัญสองชนิด
คือ การแพร่แบบแพสซีพ (passive  diffusion) หรือตามเกรเดียนท์ของเคมีไฟฟ้า 
(electrochemical gradient) กับการแพร่แบบแอคทีพ (active diffusion) หรือสวนทางกับเกรเดีย
นท์ของเคมีไฟฟ้า การแพร่ในแบบหลังต้องใช้พลังงานจากปฏิกิริยาสลาย ATP (adenosine 
triphosphate)  เนื่องจากการเคล่ือนท่ีของไอออนเข้าและออกเซลล์ต้องผ่านช้ันเมมเบรนเย่ือหุ้มเซลล์
ซึ่งเป็นฟอสโฟลิพิดไบเลย์ (phospholipid bilayer)  ด้วยองค์ประกอบทางเคมีของฟอสโฟลิพิดซึ่งเป็น
สายโซ่ยาวของไฮโดรคาร์บอน ภายในเมมเบรนจึงมคีวามเป็นไฮโดรโฟบิกสูง (hydrophobicity) ท าให้
กระบวนการท่ีไอออนเคล่ือนท่ีผ่านช้ันเมมเบรนโดยตรงไม่สามารถเกิดข้ึนภายในเซลล์ได้เอง (non-
spontaneous process) เพราะเซลล์ต้องใช้พลังงานแรงขับดันสูงมาก อย่างไรก็ตาม ธรรมชาติของ
ส่ิงมีชีวิตจะต้องมีการแลกเปล่ียนสารระหว่างเซลล์กับส่ิงแวดล้อมภายนอกเพื่อการด ารงชีวิต ดังนั้น
ส่ิงมีชีวิตจึงมีระบบเพื่อให้กระบวนการดังกล่าวเกิดข้ึนได้ หนึ่งในระบบสนับสนุนการท างานของเซลล์
คือการอาศัยโปรตีนกลุ่มหนึ่งท่ีฝังตัวอยู่ในช้ันเมมเบรนท่ีสามารถสร้างช่องไฮโดรฟิลิกทางผ่านของ
ไอออน (hydrophilic pore) เพื่อลดพลังงานท่ีต้องใช้ในการขับดันการเคล่ือนท่ีของไออออน  โปรตีน
ท่ีส าคัญในกลุ่มนี้ ได้แก่ ไอออนแชนนัล1  

ไอออนแชนนัลเป็นอินทิกรัลเมมเบรนโปรตีน (Integral membrane protein) ท่ีสร้างช่อง
ทางผ่านในเมมเบรนเพื่อให้ไอออนหรือสารสามารถเคล่ือนท่ีเข้าสู่เซลล์หรือออกนอกเซลล์ ไอออน
แชนนัลมีบทบาทส าคัญและเป็นส่วนหนึ่งในกระบวนการท างานในระบบสรีรวิทยาของระบบประสาท 
การท างานท่ีส าคัญของไอออนแชนนัลได้แก่ การขนส่ง (Transport) การรักษาสมดุลของสาร 
(Homeostasis)  การตอบสนองส่ิงเร้า การแปลงและการถ่ายทอดสัญญาณเพื่อติดต่อส่ือสารกันใน
เซลล์ประสาท (Signal regulation and transduction) แคทไอออนบางชนิด เช่น Na+ และ K+ มี
บทบาทในการถ่ายทอดสัญญาณทางไฟฟ้าของเซลล์ประสาท ปริมาณของ Na+ และ K+ ระหว่าง
ภายนอกและภายในเซลล์ต้องสัมพันธ์กันเพื่อสร้างและปรับศักย์ไฟฟ้าเมมเบรน (membrane 
potential) ของเซลล์ประสาทให้สอดคล้องและท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ แคทไอออนเหล่านี้ถูก
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ล าเลียงเข้าและออกเซลล์โดยอาศัยไอออนแชนนัลในกลุ่มโซเดียมแชนนัลและโปแตสเซียมแชนนัลเป็น
ส าคัญ ไอออนแชนนัลในกลุ่มนี้สามารถจ าแนกตามชนิดส่ิงเร้าท่ีกระตุ้นให้โปรตีนเปิดหรือปิดช่อง ท่ี
ส าคัญเช่น ligand-gated ion channels และ voltage-gated ion channels  นอกจากนี้ ไอออน
แชนนัลบางชนิดท่ีไม่ได้เกี่ยวข้องกับเซลล์ประสาท แต่ท าหน้าท่ีเป็นเปิดช่องทางใหส้ารเคล่ือนท่ีผ่าน
เพื่อน าไปจะใช้เป็นวัตถุดิบหรือมีส่วนช่วยในปฏิกิริยาทางชีวเคมืต่างๆ กระบวนการเมตาบอลิซึม และ
การควบคุมการท างานของโปรตีน เป็นต้น  เนื่องจากไอออนแชนนัลเช่ือมโยงกับกระบวนการพื้นฐาน
ทางสรีรวิทยาของระบบประสาทท่ีหลากหลาย การท างานท่ีผิดปกติของไอออนแชนนัล เช่น การกลาย
พันธุ์ของ voltage-gated potassium channel (Kv) และ voltage-gated sodium channel (Nav)  
ก่อให้เกิดโรคและปัญหาสุขภาพได้ท้ังทางตรงและทางอ้อม2  เช่น โรคความผิดปกติของหัวใจ โรคความ
ผิดปกติทางประสาทวิทยา ไตวาย อาการท่ีเกี่ยวข้องกับความเจ็บปวดและความรู้สึก (ตารางท่ี 1.1) 
เป็นต้น จึงท าใหโ้ปรตีนในกลุ่มนี้จึงมีศักยภาพในการเป็นโมเลกุลเป้าหมายส าหรับการรักษารวมถึงการ
ค้นหาและพัฒนายา เป็นประโยชน์ในด้านการแพทย์และเภสัชกรรม 
 
ตำรำงที่ 1.1 ไอออนแชนนัลบำงชนิดที่บกพร่องในกำรท ำงำนซ่ึงเป็นสำเหตุของโรค2 
ion channel family channel disease 

Kir Kir1.1  Bartter’s syndrome 
 Kir2.1 Andersen’s Syndrome 

Kv Kv1.1  episodic ataxia type 1 
 KCNQ1  short or long  QT syndrome 
 KCNQ2 benign neonatal febrile convulsions 
 KCNQ4  nonsyndromic deafness 
 hERG  short or long  QT syndrome 

TRP TRPP2 polycystic kidney disease 
KCa BK  Epilepsy 
Nav Nav1.1  Epilepsy 

 Nav1.5  long QT syndrome 
 Nav1.6  cerebellar ataxia 
 Nav2.1  benign familial neonatal seizures 

Cav Cav1.2 timothy syndrome 
GABA GABAA  juvenile myoclonic epilepsy 
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AChR CHRNA4  autosomal dominant nocturnal frontal lobe 
epilepsy 

 
ปัจจุบัน ไอออนแชนนัลเป็นโปรตีนเป้าหมายของยาหลายชนิด (ตารางท่ี 1.2)  เช่น ยาท่ีมุ่งเป้า

ในกลุ่ม G-protein-coupled receptors, voltage-gated calcium channel (Cav), Nav  นอกจากนี้ 
ในด้านเกษตรกรรม เช่น Nav เป็นเป้าหมายของยาฆ่าแมลงประเภทดีดีทีและในกลุ่มไพริทรอยด์ 
(pyrethroids)3 จากการวิเคราะห์ข้อมูลโปรติโอม (proteome)  ของเช้ือโรคบางชนิด มีความเป็นไป
ได้ท่ีจะพัฒนายาชนิดใหม่แบบมุ่งเป้าไปท่ีไอออนแชนนัลชนิดอื่นอีกหลายชนิด4-6 ความรู้ความเข้าใจ
อย่างลึกซึ้งเกี่ยวกับโครงสร้างและกลไกการท างานในระดับโมเลกุลของไออออนแชนนัลจะเป็น
ประโยชน์ในต่อมนุษย์ในหลายๆด้าน  
 
ตำรำงที่ 1.2 ยำบำงชนิดกับโมเลกุลเป้ำหมำยที่เป็นไอออนแชนนัล  
Drug Target 

channel 
Diesease target year of first 

clinical 
usage 

Verapamil L-type Cav  hypertension  1982 
Diltiazem L-type Cav  hypertension  1982 
amlodipine  L-type Cav  hypertension  1990 
nifedipine  L-type Cav  hypertension  1977 
gabapentin Cav (α2δ)  pain  1994 

pregabalin  Cav (α2δ)  pain  2004 

 sotalol  hERG  arrhythmia  1992 
flecainide Nav1.5  arrhythmia  1982 
ziconotide Cav2.2  severe pain  2004 
lidocaine Nav local anesthetic  1949 
bupivacaine  Nav  local anesthetic  1987 
lamotrigine Nav  epilepsy, bipolar  1994 
riluzole  Nav  amyotrophic lateral sclerosis  1995  
phenytoin Nav epilepsy  1953 
lacosamide Nav  seizures and pain  2008 
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carbamazepine Nav epilepsy  1963 
varenicline nAChR smoking cessation  2006 
flupirtine  KCNQ2/3 epilepsy  1984 
retigabine  KCNQ2/3  epilepsy  2011 
diazepam  GABAA  depression  1963 

 
งานวิจัยนี้เกี่ยวข้องกับการสร้างแบบจ าลองโมเลกุลและศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้าง

สามมิติและกลไกการท างานของโปรตีนโดยใช้เทคนิค molecular modeling และ molecular 
dynamics simulations โดยมุ่งเป้าไปท่ี Kv channel และ Mg2+ channel  รายงานวิจัยน าเสนอสอง
ส่วน คือ 1) การสร้างโมเดลและศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและการท างานของส่วนรบัรู้
ศักย์ไฟฟ้า (voltage-sensor domain) ของ Kv channel ท่ีสภาวะพัก (resting state) และสภาวะ
กระตุ้น (activated state)และ 2) การสร้างโมเดลและศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและการ
ท างานของ Mg2+ channel  ท่ีสภาวะปิดและสภาวะเปิด  ท้ังนี้การศึกษาเอกลักษณ์เชิงโครงสร้างของ
เมมเบรนโปรตีนแชนนัลก็เพื่อตอบปัญหาท่ีส าคัญของกลไกการขนส่งไอออนข้ามเซลล์เมมเบรน เช่น 
กรดอะมิโนใดในโปรตีนตอบสนองหรือรับรู้ (Sensing) ส่ิงเร้าอย่างไร ความจ าเพาะต่อไอออน (Ion 
specificity) การเปล่ียนคอนฟอร์เมชันกับกลไกของการเกท (Gating mechanism) งานวิจัยใช้
กระบวนการการสร้างแบบจ าลองเชิงโครงสร้างจากข้อมูลทางสเปกโทรสโคปีเทคนิค Site-directed 
spin labeling และ Electron paramagnetic resonance (SDSL-EPR) การจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุล
และการค านวณพลังงานเสรี (Molecular dynamic simulation and free energy calculations) 

 
1.2 ทฤษฎีและงำนวิจัยที่ผ่ำนมำ  
 

1.2.1 เทคนิค SDSL/EPR 
 

โครงสร้างโมเลกุลของไอออนแชนนัลให้ข้อมูลท่ีช่วยน าไปสู่ความเข้าใจเกี่ยวกับกลไกการ
ขนส่งไอออนข้ามช้ันเมมเบรน  เทคนิคผลึกศาสตร์รังสีเอ็กซ์ (X-ray crystallography) และนิวเคลียร์
แมกเนติกส์แรโซแนนซ ์(NMR) เป็นเทคนิคส าคัญในการศึกษาโครงสร้างสามมิติของโปรตีน    อย่างไร
ก็ตาม ไอออนแชนนัลเป็นเมมเบรนโปรตีนฝังอยู่ในช้ันฟอสโฟลิพิด การศึกษาโครงสร้างโมเลกุลภายใต้
สภาพแวดล้อมดังกล่าวด้วยเทคนิคท้ังสองมีข้อจ ากัดหลายประการ โดยเฉพาะปัญหาการใช้ 
Detergent เป็นตัวท าละลายกับความเสถียรทางโครงสร้างของโปรตีน  เทคนิค SDSL-EPR ถูกน ามาใช้
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เป็นเทคนิคทางเลือกเพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหวา่งเอกลักษณ์เชิงโครงสร้างและการท างานของเมม
เบรนโปรตีน    

โดยท่ัวไป เทคนิค SDSL เป็นกระบวนการการติดอนุมูลอิสระ (Free radical) เรียกว่า 
Nitroxide spin ท่ีต าแหน่งจ าเพาะบนโปรตีนท่ีผ่านกระบวนการ Site-directed cysteine 
mutagenesis โดยอาศัยปฏิกิริยาระหว่างหมู่ –SH ของกรดอะมิโน cysteine กับรีเอเจนต์ 
Methanethiosulfonate spin label (MTSSL) (รูปท่ี 1.1) แล้วได้โปรตีนที่มีสปินติดอยู่บริเวณ
ต าแหน่งซีสเทอีนนั้น เมื่อน าไปบันทึกด้วยเทคนิค EPR จะได้พีคสัญญาณอีพีอาร์ของสปินนั้น โดยสปิน
จะท าหน้าท่ีเป็นโพรบ (probe) หรือตัวรายงานสภาพแวดล้อม (environmental reporter)  SDSL-
EPR ถูกน ามาใช้ศึกษาโครงสร้างของเมมเบรนโปรตีนหลายชนิด เพราะมี sensitivity สูงและ ศึกษาใน
ตัวท าละลายท่ีเป็น biological membrane ได้ดีกว่า7-8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
เทคนิค SDSL/EPR  สามารถให้ข้อมูลทางโครงสร้าง 3 ประเภท คือ 1) ข้อมูลแสดงระดับพล

วัติของ side chain ท่ีมีสปินติดอยู่ โดยค านวณส่วนกลับของความกว้างของพีคกลางท่ีได้จากการ

อนุพันธ์ของสเปกตรัมดูดกลืนของเทคนิค EPR โดยเรียกว่าค่า mobility (Ho
-1) 2) ค่าความสามารถ

ของสปินที่จะเกิดอันตรกริยากับ paramagnetic reagent เรียกว่าค่า accessibility  กระบวนการนี้มี
การเติม paramagnetic reagent 2 ชนิด คือโมเลกุลออกซิเจน (O2) และสารละลายเชิงซ้อนของ 
nickel(II) ethylenediamine-N,N'-diacetate (NiEDDA) แล้ววัดค่า relaxation time ของสปินที่

เปล่ียนแปลงไป  ค่า accessibility ท่ีได้จากการเติม O2เรียกว่า oxygen accessibility (O2)  และ

ค่า accessibility ท่ีได้จากการเติม NiEDDA เรียกว่า NiEDDA accessibility   O2  ใช้เป็นตัวบ่งช้ี
ต าแหน่งสปินที่อยู่ภายในเมมเบรน (lipid-exposed indicator) เนื่องจาก O2 ซึมแพร่กระจายในเมม

เบรนได้  ในขณะท่ี NiEDDA ใช้เป็นตัวบ่งช้ีต าแหน่งสปินที่อยู่ภายนอกเมมเบรน เนื่องจาก NiEDDA 

ซึมผ่านเมมเบรนไม่ได้  ดังนั้นค่า O2 และ NiEDDA เป็นข้อมูลท่ีบอกสภาพแวดล้อมของกรดอะมิ

 
รูปที่ 1.1 ปฏิกิริยำกำรติดสปินระหว่ำง Methanethiosulfonate spin label (MTSSL) กับหมู่ 

-SH (cysteine) ของโปรตีน  
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โนต าแหน่งต่างๆ (ท่ีติดสปินไว้) ว่าอยู่ในช้ันเมมเบรนหรือไม่ นอกจากนี้ ยงัใช้บอกโครงสร้าง -helix 

หรือ β-sheet  และ 3) ค่าระยะทางระหว่างสปินที่ติดบนกรดอะมิโนไว้อย่างน้อยสองต าแหน่ง  และ
เกิด spin-spin coupling   

อย่างไรก็ตาม มีข้อจ ากัดหลายประการท่ีท าให้ไม่สามารถน าข้อมูลท้ังสามชนิดมาใช้หา
โครงสร้างโดยตรงเหมือนกับเทคนิคผลิกศาสตร์รังสีเอ็กซ์ (x-ray crystallography)  หรือนิวเคลียร์
แมกเนติกส์เรโซแนนซ์ (NMR)   ปัญหาท่ีส าคัญ คือ ความไม่แน่นอนของต าแหน่งสปิน  ให้ความ
ละเอียดระดับปานกลางจนถึงต่ า   และจ านวนข้อมูลท่ีจะน ามาใช้เป็น structure restraints มีน้อย
กว่าจ านวนข้อมูลท่ีจะได้จากเทคนิค NMR อยู่หลายเท่า  การท่ีมีจ านวน restraint ไม่เพียงพอจะท าให้
การค านวณโครงสร้างของโปรตีนมีความคลาดเคล่ือนมาก      

นอกจาก W. Hubbell แล้ว  ยังมีนักวิจัยอีกหลายคนท่ีน าเทคนิค SDSL/EPR  ไปใช้ศึกษา
โครงสร้างของเมมเบรนโปรตีน นักวิจัยท่ีส าคัญในการได้แก่ H. Mchaourab, Altenbach C, D. 
Cafiso และ E. Perozo    โดยเฉพาะ  E. Perozo ให้ความสนใจเมมเบรนโปรตีนในกลุ่มโพแทสเซียม
แชนนัล ในปี ค.ศ. 1998 E. Perozo ใช้เทคนิค SDSL/EPR เสนอ structure architecture ของ K 
channel จาก Streptomyces lividans (KcsA) ซึ่งสอดคล้องกับโครงสร้าง x-ray ของ KcsA ท่ี
รายงานไว้ในปีเดียวกัน9-10  ต่อมา Perozo มีความพยายามในการพัฒนากระบวนวิธีในการค านวณ
โครงสร้างของไอออนแชนนัลจากข้อมูล SDSL/EPR    ในปี ค.ศ. 2001 Perozo และคณะใช้วิธี 
ReDCAT11 โดยน าค านวณโครงสร้างของ inner transmembrane segments ใน open state12 ของ 
KcsA โดยอาศัยโครงสร้าง x-ray ใน close state ของ KcsA เป็นโครงสร้างเริ่มต้นและ distance 
restraints จาก spin-spin dipolar coupling  ต่อมาในปี ค.ศ.2002  Perozo และคณะใช้วิธี 
ReDCAT ท่ีปรับปรุงโดยเพิ่มการค านวณค่า solvent accessible surface area เป็น structure 
restraint อีกชนิดเพื่อหาการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของ mechanosensitive ion channels of 
large conductance (MscL) จากสภาวะปิด ไปสู่ สภาวะอินเทอร์มีเดียตและสภาวะปิดอย่างสมบูรณ์
13   

อย่างไรก็ตาม  ปัญหาส าคัญของการค านวณด้วยวิธี ReDCAT  คือ 1) ข้อมูลโครงสร้างถูกสร้าง
ตามระบบกริดหรือ grid search system  หากระบบมี degree of freedom มาก จะท าให้ไม่สามารถ
ตรวจหาได้ทุกโครงสร้าง ซึ่งปัญหานี้เรียกว่า combinatorial explosion problem  และ 2) การ
เคล่ือนโมเลกุลจะเป็นแบบแข็งเกร็ง (rigid-body transformation) ดังนั้นไม่สามารถใช้ได้กับโมเลกุล
ไอออนแชนนัลท่ีเปล่ียนแปลงแบบยืดหยุ่นจาก close state ไปสู่ open state  

ดังนั้นในปี ค.ศ. 2008 Perozo และคณะได้เสนอวิธีใหม่เรียกว่า PaDSAR (Pseudoatom 
Driven Solvent Accessibility Refinement)14 วิธีนี้สร้างอะตอมเสมือน (pseudoatom) 2 ชนิด คือ 
pseudospin และ pseudoatom environment  และใช้อันตรกิริยาระหว่างอะตอมเสมือนท้ังสอง
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ชนิดเป็นตัวแปรหรือ restraint ชนิดหนึ่งในการค านวณหาโครงสร้างของโปรตีนด้วยวิธีพลวัติเชิง
โมเลกุล  

Pseudospin จะติดอยู่บนโครงสร้างของโปรตีน ในขณะท่ี pseudoatom environment  จะ
ใช้แทนสภาพแวดล้อมของโปรตีน  pseudospin มี 3 ชนิด คือ ชนิด water-exposed (EP2), lipid-
exposed (EP3) และ buried pseudospin (EP1) ดังรูปท่ี 1.2 การระบุชนิดของ pseudospin 

พิจารณาจากค่า O2 และ NiEDDA ซึ่งเป็นตัวบ่งช้ีต าแหน่งของกรดอะมิโนว่าควรจะอยู่ในเมม
เบรน หรือนอกเมมเบรน  หรือฝังอยู่ในโปรตีน  ส่วน pseudoatom environment มี 3 ชนิดเช่นกัน 
คือ 1) OXY ใช้แทนโมเลกุล O2 ในบริเวณลิพิดไบเลย์ (lipid bilayer) 2) NIC ใช้แทน NiEDDA ไว้นอก 
bilayer  และ 3) PROT ในแทนส่วน backbone ของโปรตีน   

การค านวณหาโครงสร้างใช้วิธี molecular dynamics (MD) simulation  ในระหว่าง 
simulation พลังงานอันตรกิริยาระหว่าง pseudospin และ pseudoatom environment เป็น
เสมือน restraint ท่ีใช้ในการค านวณโครงสร้าง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
วิธี PaDSAR น าไปทดสอบโดยการค านวณโครงสร้างในสภาพ unfolded structure ของ 

KcsA  และถูกน าไปใช้เพื่อแก้ไขโครงสร้างรังสีเอ็กซ์บริเวณ N-terminal domain ของ 
mechanosensitive channels of small conductance15  

 
รูปที่ 1.2 กระบวนกำรค ำนวณโครงสร้ำงของโปรตีนด้วยวิธี PaDSAR 
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1.2.2 Magnesium channel 
 

แมกนีเซียม (Mg) เป็นธาตุโลหะจ าเป็นท่ีส่ิงมีชีวิตต้องการในปริมาณมากเป็นอันดับต้นๆ 
นอกเหนือจาก Na+, K+, Ca2+  เนื่องจาก บทบาทท่ีหลากหลายของ Mg ในแง่ของความเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการทางชีวเคมีและทางสรีรวิทยาของส่ิงมีชีวิต เช่น การสังเคราะห์ดีเอ็นเอและโปรตีน  การ
สังเคราะห์แสง  เมตาบอลิซึม หรือ การท างานของระบบประสาทและกล้ามเนื้อ เป็นต้น  โรคและ
ปัญหาทางสุขภาพหลายชนิด เช่น โรคเบาหวาน  โรคหลอดเลือดและหัวใจ  โรคกระดูกพรุน  มีความ
เกี่ยวข้องกับภาวะการขาดปริมาณ Mg ในเซลล์    ไอออนแมกนีเซียม (Mg2+) ถูกล าเลียงเข้าสู่เซลล์
ผ่านช้ันฟอสฟอลิพิดไบเลย์โดยอาศัยเมมเบรนโปรตีนกลุ่มหนึ่ง เรียกว่า แมกนีเซียมแชนนัล (Mg2+ 
channel) 

Mg2+ channel ท่ีพบในเซลล์โพรแคริโอต แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ CorA,  MgtE และ 
MgtA/MgtB16-17     CorA และ  MgtE ถูกพบส่วนใหญ่ใน Eubacteria และ Archaea     ส่วน 
MgtA/MgtB พบใน Eubacteria      ในเซลล์ยูแคริโอต  โปรตีนที่ท าหน้าท่ีคล้าย CorA  ได้แก่  Alr1  
ในยีสต์ และ  Mrs2  ในไมโตคอนเดรีย     Mrs2 เป็น Mg2+ channel หลักท่ีพบในมนุษย์ และมี
รายงานความเช่ือมโยงระหว่าง multidrug resistance ในเซลล์มะเร็งกับปริมาณ Mrs2 ท่ีมากเกินไป 
(Overexpression)   ส่วน Mg2+ channel ของเซลล์ยูแคริโอตท าหน้าท่ีคล้ายกับ MgtE ในแบคทีเรีย
คือกลุ่มโปรตีน SLC41     และ Mg2+ channel ของเซลล์ยูแคริโอตท่ีมีความใกล้เคียงกับ MgtA/MgtB  
จัดอยู่ในกลุ่ม P-type ATPase superfamily ซึ่งเป็นโปรตีนที่ขนส่ง Mg2+ โดยใช้พลังงานจาก ATP  

 
1.2.2.1 โครงสร้ำงสำมมิติ ของ Magnesium channel  

 
 แมกนีเซียมแชนนัลชนิด CorA (Cobalt-resistant phenotype) เป็นโปรตีนตัวแทนของ 
Mg2+ channel ท่ีมีการศึกษากันมากท่ีสุด ในปี ค.ศ. 2006 มีรายงานโครงสร้างเอ็กซเรย์ของ CorA  
จาก Thermotoga maritima18-20 (รูปท่ี 1.3)  โครงสร้างของ CorA  เป็น Homopentamer   สาย
โปรตีนของแต่ละโมโนเมอร์ประกอบด้วย  351 กรดอะมิโน ภายในสายโปรตีนแบ่งเป็นโดเมนต่างๆ 
ได้แก่  Cytoplasmic domain (1-245), Stalk และ Transmembrane helix 1 หรือ TM1 (246-
310) , Periplasmic loop (311-325) และ Transmembrane helix 2 หรือ TM2 (326-351)   ท่ี
บริเวณระหว่างมอนอเมอร์ใน Cytoplasmic domain  จะมี Metal binding site (MBS) เรียกว่า M1 
และ M2 ส าหรับยึดจับ Mg2+ หรือ Divalent cation จ านวน 2 ไอออน  ดังนั้น  CorA channel 
สามารถจับ Mg2+ ท้ังหมด 10 ไอออน  ท่ีบริเวณ M1 และ M218, 21  นอกจากนี้ ยังพบโลหะไอออนท่ี
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บริเวณปากทางเข้าของ Pore ด้าน Periplasmic  และในCytoplasmic pore ซึ่งยังไม่ทราบหน้าท่ีท่ี
แน่ชัด   โครงสร้างบริเวณ Periplasmic loop  -ขาดหายไปประมาณ 10-20 เรสซิดิวซ์  โครงสร้าง
เอ็กซเรย์ของ CorA นี้มีโพรงค่อนข้างแคบและเป็นไฮโดรโฟบิกซึง่สันนิษฐานว่าโครงสร้างดังกล่าวอยูใ่น
สภาวะปิด    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับกลไกระดับโมเลกุลของ Mg2+ channel ในกระบวนการ Mg2+ 
homeostasis ในเซลล์มีอยู่น้อยมากเมื่อเทียบกับไอออนแชนนัลในกลุ่ม Na หรือ K channels  เช่น 
ความจ าเพาะในการคัดกรอง Mg2+  การรับรู้ส่ิงเร้าท่ีมากระตุ้นในโปรตีนท างาน  การเปิดและปิดของ
เกท เป็นต้น   

มีรายงานวิจัยทาง Electrophysiology ศึกษาการท างานของ CorA Mg channel     Prof. 
Perozo และคณะ ใช้กระบวนวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุล  และเทคนิค Patch-clamp บันทึก
กระแสไฟฟ้าอันเนื่องมาจากการไหลของไอออนผ่านเซลล์ Xenopus oocyte    เซลล์ดังกล่าวผ่าน
กระบวนการฉีด mRNA ท่ีมีรหัสยีนของ CorA channel และสามารถแสดงพฤติกรรมการเปิดและปิด

 
รูปที่ 1.3  โครงสร้ำงเอ็กซเรย์ของ CorA  (2uib) แสดง Homopentamer และบริเวณ 

metal binding site (MBS) 
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ของโพรงใน CorA channel ท่ีขึ้นกับปริมาณความเข้มข้นของ Mg2+ พบว่าระดับความเข้มข้นของ 
Mg2+ ในเซลล์เองท่ีเป็นส่ิงเร้า (Stimuli) ท่ีกระตุ้นการท างานของโปรตีนชนิดนี้ (unpublished data) 
โดยในภาวะท่ีเซลล์มีปริมาณ Mg2+ อย่างเพียงพอ เซลล์จะไม่มีดึง Mg2+  ท่ีอยู่นอกเซลล์เข้ามาในเซลล์ 
นั่นคือโพรงทางผ่านของไอออนอยู่ในสภาวะปิด (Closed state)     และเมื่อเซลล์ขาด Mg2+ หรอืมี
ความเข้มขน้ต่ ามาก เซลล์จะมีกลไกเหนี่ยวน าให้โปรตีนอยู่ในสภาวะเปิดโพรง  เพื่อให้ Mg2+ ไหลผ่าน
เข้าไปในเซลล์   และสมมติฐานว่ากลไกเหนี่ยวน าต่อการเกทนี้น่าจะเกี่ยวข้องกับการยึดจับระหว่าง
โปรตีนกับ Mg2+  ข้อสมมติฐานนี้ส่วนหนึ่งมาจากข้อมูลโครงสร้างเอ็กซเรย์ของ CorA ท่ียึดจับกับ Mg2+ 
และอยู่ในสภาวะปิด 

 
1.2.2.2 Divalent cation sensor ท่ี M1 และ M2 กับกำรเปิด-ปิดโพรง   
 

เนื่องจากผลึกของโครงสร้างเอ็กซเรย์นี้เตรียมภายใต้สภาวะท่ีมีปริมาณความเข้มข้นของ 
Mg2+ มากพอ และยึดจับกับโปรตีนและ Inactivate ให้ CorA ไม่น า Mg2+ เข้าเซลล์ (อยู่ในสภาวะปิด)    
จากโครงสร้างเชิงซ้อนของ Mg2+ ท่ี M1 และ M2 ในบริเวณ MBS จะมีกรดอะมิโน Asp89 และ 
Asp253 เกิดพันธะโคออร์ดิเนชันกับ Mg2+ (รูปท่ี 1.4)    ท่ีบริเวณยึดจับนี้สันนิษฐานว่าเกี่ยวข้องกับ
การ Regulate กระบวนการขนส่งไอออนของ CorA โดยสันนิษฐานว่าท่ีสภาวะปิด  Asp89 และ 
Asp253 จะยึดจับกับ Mg2+ เพื่อช่วยกันสร้างความเสถียรให้กับโครงสร้างของ CorA ท่ีสภาวะปิด   แต่
ท่ีสภาวะเปิด เนื่องจากเป็นภาวะขาด Mg2+ กรดอะมิโนท้ังสองอาจจะไม่จับกับ Mg2+   ดังนั้นจึงเช่ือว่า 
Asp89 และ Asp253  มีบทบาทส าคัญในกระบวนการเกทของ CorA โดยท าหน้าท่ีเป็น Divalent 
cation sensor (DCS)   หากทราบโครงสร้างในสภาวะเปิดของโปรตีนจะเป็นหลักฐานส าคัญในการ
พิสูจน์สมมติฐานนี้ และจะน าไปสู่หลักการพื้นฐานและการประยุกต์เรื่องการขนส่งไอออนผ่านเมม
เบรน เช่น การรับรู้และความจ าเพาะต่อ Divalent cation  การส่งสัญญาณในการเกท อันตรกิริยา
ระหว่างลิพิดกับโปรตีน   เป็นต้น 
 

 
 

 
 
 
 
 

                      
รูปที่ 1.4  Mg2+ สองไอออนในบริเวณ MBS กับ Asp89 และ Asp253 ที่เชื่อว่ำท ำหน้ำที่

เป็น Divalent cation sensor       
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การศึกษาเคมีโคออร์ดิเนชันของ Mg2+ ในบริเวณ DCS จะช่วยเพิ่มความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับ
บทบาทของ Mg2+ ท่ีมีต่อความเสถียรของโปรตีนในสภาวะปิด   พบว่าโครงสร้างโคออร์ดิเนชันของ 
Mg2+ จากข้อมูลเอ็กซเรย์ (Resolution = 2.9, 3.9, 3.7 Å ส าหรับ 2UIB, 2BBJ และ 2HN2 ตามล าดับ) 
ยังไม่สมบูรณ์ ขาดจ านวนลิแกนด์ไปบางส่วน (Mg2+ มีเลขโคออร์ดิเนชันเท่ากับ 6 เมื่อเกิดเป็นสาร
เชิงซ้อน)   การศึกษาด้วยวิธีการสร้างแบบจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุลจะช่วยในการท าความรู้ความเข้าใจ
ในประเด็นโครงสร้างโคออร์ดิเนชันของ Mg2+ ต่อความเสถียรของ CorA ท่ีสภาวะปิด 

 
1.2.3 KvAP-voltage-gated potassium channel 
 

 โวลเทจเกทโพแทสเซียมแชนนัล (Kv channel) เป็นอินทิกรัลเมมเบรนโปรตีนชนิดหนึ่งซึง่เป็น
หนึ่งใน Voltage dependent cation channels โดยมีสมาชิกท่ีประกอบไปด้วยโพแทสเซียม  
โซเดียม และแคลเซียมแชนนัล  Kv channel เปิดหรือปิดโพรงแชนนัลตามการเปล่ียนแปลงความต่าง
ศักย์ของเมมเบรน1  Kv channel มีบทบาทส าคัญด้านสรีรวิทยาของส่ิงมีชีวิตต้ังแต่ระดับเซลล์เด่ียวไป
จนถึงส่ิงมีชีวิตข้ันสูงโดยเฉพาะกระบวนการส่งสัญญาณในเซลล์ประสาท   โครงสร้างผลึกของ Kv 
channel แสดงให้เห็นว่าเป็นแบบ Homotetramer22-24 โครงสร้างดังกล่าวประกอบไปด้วย 4 ซบัยู
นิต  แต่ละซับยูนิตประกอบด้วย 6 ท่อนแทรนส์เมมเบรน (รูปท่ี 1.5) แทนด้วย S1-S6   เมื่อพิจารณา
ส่วนท่ีมีบทบาทต่อการท างานในโครงสร้างเตตระเมอร์ของ Kv channel นี้สามารถแบ่งเป็นโดเมนท่ี
ส าคัญ 2 โดเมน คือ โดเมนรับรู้ความต่างศักย์ (Voltage-sensing domain, VSD) และโดเมนโพรง 
(Pore domain, PD)   โดเมนรับรู้ความต่างศักย์ประกอบด้วยท่อนแทรนส์เมมเบรน 4 ท่อน (S1, S2, 
S3 และ S4) โดยเฉพาะท่อน S4 จะมีกรดอะมิโนชนิดประจุบวกโดยเฉพาะอาร์จินีนเป็นจ านวน 3-6 
เรสซิดิวซ์ซึ่งวางห่างกนัทุกๆ 2-3 เรสซิดิวซ์ (RXXRXXR)  ส่วนโดเมนโพรงประกอบด้วยท่อนแทรนส์
เมมเบรน 2 ท่อน (S5 และ S6)  ซึ่งมีความส าคัญต่อกลไกการคัดกรองและเลือกผ่านของโพแทสเซียม
ไอออน  

จากรายงานท่ีผ่านมาพบว่าการเปล่ียนคอนฟอร์เมชันของ VSD  จะเหนี่ยวน าให้มีการเปล่ียน
คอนฟอร์เมชันท่ีโดเมนโพรง โดยเรียกสภาวะของ VSD ท่ีท าให้โพรงเปิดว่า สภาวะกระตุ้น (Activated 
state) และสภาวะของ VSD ท่ีท าให้โพรงปิดว่า สภาวะพัก (Resting state)   โดยท่ัวไป เมื่อศักย์ไฟฟ้า
เมมเบรนของเซลล์ (Membrane potential) มีค่าประมาณ -50 - -70 มิลลิโวลท์  Kv channel ส่วน
ใหญ่จะอยู่ในสภาวะพัก (โพรงของแชนนัลปิดกั้นเพื่อไม่ให้ K+ เคล่ือนท่ีออกนอกเซลล์) และในช่วง 
Membrane depolarization ค่าศักย์ไฟฟ้าเมมเบรนของเซลล์สูงขึ้นเกินระดับ Threshold จะเกิด
กระบวนกระตุ้น Kv channel ให้ปรับคอนฟอร์เมชันเพื่อเปิดโพรง  เช่ือว่ากลไกรับรู้การเปล่ียนแปลง
ความต่างศักย์ของเมมเบรนท่ีท าให้โพรงของ Kv channel เปิดหรือปิด (ในช่วง Membrane 
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depolarization / hyperpolarization)  เกี่ยวข้องกับการเปล่ียนสนามประจุบน VSD        ซึ่งเป็น
ผลจากการเคล่ือนท่ีของประจุบวกของอาร์จินีนบน S4 และเหนี่ยวน าให้ Gate ของโพรงเปิดออก  การ
เปล่ียนสนามประจุอันเนื่องมาจากการเคล่ือนท่ีของอาร์จินีนบน S4 นี้เรียกว่า Gating charge  เหตุใด
อาร์จินีนท่ีมีประจุบวกจึงมีความเสถียรในเมมเบรนได้  อาร์จินีนเหล่านี้จับคู่กับกรดอะมิโนประจุลบ 
(Aspartic และ Glutamic acid) โดยเกิด Salt-bridge interaction อย่างไร  และเปล่ียนไปอย่างไร
เมื่อเกิดการเคล่ือนท่ีของ VSD เนื่องจากการเปล่ียนสภาวะ  การทดลองเพื่อตอบค าถามของประเด็น
เหล่านี้ท าได้ยากและมีเงื่อนไขท่ีซับซ้อน   แต่หากน าข้อมูลการทดลองมาผนวกร่วมกับระเบียบวิธกีาร
ออกแบบและการค านวณทางพลวัติเชิงโมเลกุลจะเป็นวิธีทางเลือกอีกวิธีหนึ่งท่ีช่วยในการอธิบายกลไก
การท างานของ Kv channel ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

ปัจจุบันยังไม่มีข้อมูลการทดลองท่ีให้รายละเอียดการเปล่ียนแปลงคอนฟอร์เมชันของ VSD 
ระหว่างสภาวะท้ังสอง เนื่องจากโครงสร้างเอ็กซเรย์ของ VSD ใน Kv channel มีอยู่เพียงสภาวะกระตุ้น
เพียงสภาวะเดียวเท่านั้น  มีการน าเสนอรูปแบบการเคล่ือนท่ีของ S4  หลายรูปแบบ เช่น แบบ Paddle 
model, Channel model และ Helical screw model  ซึ่งแต่ละแบบมีความคล้ายคลึงกันในเรื่อง
ของทิศทางท่ี S4 เคล่ือนท่ี แต่มีขนาดหรือระยะทางของการเคล่ือนท่ีต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (ต้ังแต่ 5-
20 Å) และยังไม่มีการทดลองใดท่ีสามารถยืนยันได้อย่างชัดเจน  ในงานวิจัยนี้ มุ่งให้ความสนใจใน
ประเด็นเรื่อง การเปล่ียนคอนฟอร์เมชันของ Kv channel เกี่ยวข้องกับกลไกการรับรู้และตอบสนอง
การเปล่ียนแปลงความต่างศักย์ของเมมเบรนอย่างไร เช่น ขนาดและรูปแบบการเคล่ือนท่ีของ VSD   
การเกิดและแลกเปล่ียน Salt-bridge interaction ของอาร์จินีน      โดยจะใช้เทคนิคการออกแบบเชิง
โมเลกุลเพื่อจ าลองโครงสร้างของโดเมนรับรู้ความต่างศักย์ของ KvAP (เป็น Kv channel จาก 
Aeropyrum pernix) ท่ีสภาวะพักจากข้อมูล SDSL-EPR   และการจ าลองพลวัตเชิงโมกุลของ KvAP 
ท่ีสภาวะกระตุ้นและสภาวะพักในลิพิดไบเลย์      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 1.5 Structural architecture ของ Kv channels (A) Transmembrane topology ของ
หนึ่งซับยูนิต และ (B) โครงสร้ำงเตตระเมอร์ของ Kv1.2 (PDB code: 2A79) มองจำก Top view  



13 
 

1.2.4 กำรเปลี่ยนคอนฟอร์เมชันที่เชื่อมโยงกับสภำวะเปิดและปิดของไอออนแชนนัล 
 

ในการท างานของไอออนแชนนัล อาจพิจารณาได้ว่าประกอบด้วยสภาวะอย่างน้อย 2 สภาวะ 
คือ สภาวะปิด (Closed state) และสภาวะเปิด (Open state) ของโปรตีน (รูปท่ี 1.6)  ในท่ีนี้ ท่ีสภาวะ
ปิด โปรตีนจะอยู่ในคอนฟอร์เมชันท่ีกั้นไอออนไม่ให้เคล่ือนท่ีผ่านบริเวณท่ีเรียกว่า Pore (โพรงทางผ่าน
ของไออออน) ส่วนสภาวะเปิดใช้นิยามสภาวะท่ีโพรงของโปรตีนเปิดให้ไอออนเคล่ือนท่ีผ่าน  จาก
รายงานวิจัยด้วยกระบวนวิธีต่างๆ เช่น Electrophysiology, Biochemistry และ Biophysics   การ
เปล่ียนกลับไปมาระหว่างสภาวะท้ังสองของไอออนแชนนัลเกี่ยวข้องกับการเปล่ียนแปลงคอนฟอร์เม
ชันอย่างมีนัยส าคัญ  การเปล่ียนคอนฟอร์เมชันนี้มีกลไกระดับโมเลกุลท่ีซับซ้อนซึ่งเป็นประเด็นของ
โจทย์วิจัย เช่น โปรตีนรับรู้ส่ิงเร้าอย่างไร โปรตีนสามารถคัดกรองไอออนได้อย่างไร โปรตีนตอบสนอง
ส่ิงเร้าโดยการเปิด-ปิดโพรงนั้นท าได้อย่างไร มงีานวิจัยท่ีพยายามศึกษาปัญหาเหล่านี้ แต่ด้วยผลการ
ทดลองจากวิธีต่างๆยังมีข้อโต้แย้งและถกเถียงกันอยู่ การอธิบายกลไกเหล่านี้ยังไม่ชัดเจน   เพื่อช่วยให้
เกิดความรู้ความเข้าใจได้ดียิ่งขึ้น การวิจัยวิทยาศาสตร์พื้นฐานในเชิงลึกยังมีความจ าเป็น  เช่น 
โครงสร้างของโปรตีนที่สภาวะต่างๆ   อันตรกริยาท่ีส าคัญระหว่างโปรตีนกับไอออน โปรตีนกับลิพิด 
หรือกับกรดอะมิโนภายในโปรตีนเอง แรงหรือพลังงานท่ีใช้ขับดันการเคล่ือนท่ีของไอออนข้ามช้ันเมม
เบรน เป็นต้น  ความรู้ความเข้าใจอย่างลึกซึ้งจะน าไปสู่หลักการพื้นฐานและการประยุกต์เรื่องการ
ขนส่งไอออนผ่านเมมเบรนในระดับจุลภาค (Microscopic level) เพิ่มขึ้นอีกหลายประการ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
สภาวะเปิดหรือปิดของไอออนแชนนัลเกิดจากการตอบสนองส่ิงเร้าอันเนื่องจากการ

เปล่ียนแปลงของสภาวะแวดล้อมท่ีเป็นปัจจัยไปกระตุ้น  ไอออนแชนนัลแต่ละประเภทตอบสนองส่ิง

 
รูปที่ 1.6 โมเดลจ ำลองแสดงไอออนแชนนัลในสภำวะปิดและสภำวะเปิด  ที่มำ 

http://www.neusentis.com/IonChannels.php 

http://www.neusentis.com/IonChannels.php
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เร้าภายใต้เงื่อนไขท่ีต่างกัน เช่น กระตุ้นโดยการเปล่ียนของศักย์ไฟฟ้าของเมมเบรน (Membrane 
potential) ในกลุ่ม Voltage-gated ion channels   โดยการยึดจับของลิแกนด์ในกลุ่ม Ligand-
gated ion channels   โดยการเปล่ียนของแรงดันเทอร์เกอร์ (Turgor pressure) ของเซลล์โดยการ
ออสโมซิสในกลุ่ม Mechanosensitive channels เป็นต้น   แต่ปัญหาส าคัญในการศึกษาเชิง
โครงสร้างท่ีสภาวะต่างๆ ด้วย เทคนิค X-ray หรือ NMR คือ มักท าได้ท่ีสภาวะใดสภาวะหนึ่งเพยีง
สภาวะเดียว (สภาวะปิดหรือเปิด) แต่จะไม่ประสบความส าเร็จในอีกสภาวะหนึ่ง    เช่น ในกรณีของ
งานวิจัยนี้ โครงสร้าง X-ray ของ Cobalt-resistant (CorA) magnesium channel มาจากผลึกใน
สภาวะปิด เพราะสภาวะเปิดโปรตีนไม่เสถียร หรือโครงสร้าง X-ray ของ Voltage-gated potassium 
channel มาจากผลึกท่ีสภาวะเปิดเท่านั้น เพราะมีปัญหาการควบคุมศักย์ไฟฟ้าส าหรับตกผลึกท่ี
สภาวะปิด เป็นต้น  แม้จะมีความพยายาม เช่น การท าวิศวกรรมโปรตีน หรือปรับตัวแปรในการทดลอง 
เช่น เปล่ียนชนิดของ Detergent    แต่การบิดเบือนให้ต่างจากความเป็นจริงในธรรมชาติมากจนเกินไป 
จะกระทบต่อโครงสร้างให้ต่างไปจาก Native form  มากขึ้น   
 

แม้โปรตีนท่ีก าลังศึกษาอยู่นี้จะมีรายงานโครงสร้างสามมิติท่ีได้จากเทคนิค x-ray 
crystallogrphy  แต่ปรากฎว่าโครงสร้างของโปรตีนสอดคล้องกับสภาวะใดสภาวะหนึ่งเท่านั้น  ท าให้
การอธิบายเรื่องความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและกลไกการท างานยังมีหลายประเด็นท่ีไม่สามารถ
อธิบายได้ เพราะแบบจ าลองโครงสร้างท่ีมีอยู่ให้ข้อมูลท่ีไม่สมบูรณ์พอ ดังนั้นจึงเป็นท่ีมาและมูลเหตุจูง
ใจท่ีส าคัญของในโครงการวิจัยนี้ในการท่ีจะพยายามสร้างแบบจ าลองโครงสร้างในสภาวะอื่นท่ีมี
ความหมายต่อการท างานของไอออนแชนนัล  ในปัจจุบัน  แม้จะเคยมีรายงานโมเดลเชิงโครงสร้างของ 
CorA Mg channel และ Kv voltage sensor  ในสภาวะท่ีงานวิจัยนี้ให้ความสนใจอยู่ ซึ่งบางรายงาน
เป็น theoretical model  บางรายงานเป็นโมเดลท่ีสร้างจากข้อมูลการทดลองอื่น เช่น mutagenesis  
แต่ยังไม่เคยน าข้อมูลจาก SDSL-EPR มาใช้สร้างโมเดล  และท่ีส าคัญยังไม่เคยมีรายงานแบบจ าลอง
โครงสร้าง x-ray ของโปรตีนทั้งสองท่ีสภาวะดังกล่าว   

 

1.2.5 ข้อมูล H0
-1,  O2 และ NiEDDA ของ CorA และ KvAP  

 
การสร้างโมเดลเชิงโครงสร้างอาศัยข้อมูลทางสเปกโทรสโคปีจากเทคนิค SDSL-EPR ซึ่งได้จาก

ความร่วมมือวิจัยกับ   Prof. Eduardo Perozo และคณะท่ีมหาวิทยาลัยชิคาโก  การด าเนินการ
ทดลอง Site-directed cysteine mutagenesis และการติดสปินบนโปรตีนเพื่อท าการวัดสเปกตรัม

ด้วยเทคนิค EPR   ตัวอย่างกราฟข้อมูล  H0
-1,  O2 และ NiEDDA ของ KvAP และ Mg2+ 

channel ท่ีบันทึกในสภาวะท่ีแตกต่างกัน (รูปท่ี 1.7-1.8) แสดงความแตกต่างของโพรไฟล์ของกราฟใน



15 
 

โปรตีนแต่ละชนิดนี้ช้ีให้เห็นถึงความแตกต่างของโครงสร้างของโปรตีนเมื่อมีการเปล่ียนสภาวะ  การ
เปล่ียนแปลงของโครงสร้างของโปรตีนระหว่างสภาวะมีรูปแบบอย่างไรและสัมพันธ์กับการท างานของ
โปรตีนอย่างไร เป็นโจทย์หลักของโครงการวิจัยนี้ 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 1.7  กรำฟ H0
-1,  O2 และ NiEDDA ที่สภำวะพัก (DoTAP) และสภำวะ

กระตุ้น (PCPG) ของ KvAP ของเรสซิดิวซ์ 17-148 (เคร่ืองหมำยลูกศรและกรอบสี่เหลี่ยม
แสดงบริเวณที่มีกำรเปลี่ยนแปลงข้อมูลอย่ำงมีนยัส ำคัญ) 
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โมเดลเชิงโครงสร้างสามมิติของโปรตีนทั้งสามท่ีจะสร้างขึ้นมานั้นเป็นการน าเสนอแบบจ าลอง
ใหม่โดยจะน าโครงสร้าง x-ray ของโปรตีนชนิดเดียวกันท่ีอยู่ในสภาวะอื่นมาใช้เป็นโครงสร้างเริ่มต้น  
แล้วใช้กระบวนการวิธี PaDSAR และ EPR restraints (ข้อมูลการทดลอง) เพื่อปรับคอนฟอร์เมชันให้
สอดคล้องกับสภาวะเป้าหมาย โมเดลเชิงโครงสร้างและสภาวะของโปรตีนที่จะสร้างใหม่มีดังต่อไปนี้  

i) โครงสร้างท่ีสภาวะเปิดของ CorA Mg channel โดยเริ่มจากโครงสร้าง x-ray ท่ีสภาวะปิด  

ii) โครงสร้างท่ีสภาวะพักของ Voltage sensor domain โดยเริ่มจากโครงสร้าง x-ray ท่ี
สภาวะกระตุ้น  

 

 

 

รูปที่ 1.8  กรำฟ H0
-1,  O2 และ NiEDDA ที่สภำวะปิดและสภำวะเปิดของ CorA 

ของเรสซิดิวซ์ 246-313 (TM1 อยู่ในบริเวณแรเงำสีเทำ) 
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ตำรำงที่ 1.3 เป็นสรุปเพื่อควำมชัดเจนของแบบจ ำลองที่จะสร้ำงขึ้นใหม่ ข้อมูลที่จะน ำมำใช้ 
รวมถึงประเด็นที่สนใจในงำนวิจัย   

โปรตีน ข้อมูลทำงโครงสร้ำงและ
สภำวะที่มีรำยงำนมำ
ก่อนส ำหรับใช้เป็น

จุดเริ่มต้น 

ข้อมูล SDSL-EPR และคอน
ฟอร์เมชันของสภำวะที่จะ

สร้ำงใหม่ในงำนวิจัยน้ี 

ประเด็นที่สนใจ ( 

CorA Mg channel x-ray / closed state EPR (รูปที่ 1.7) / open 
state 

รูปแบบการเปลี่ยนคอนฟอร์
เมชันระหว่าง closed และ 
open states, ion 
selectivity & permeation, 
gating mechanism 

KvAP Voltage 
sensor 

x-ray/ activated state EPR (รูปที่ 1.8)/ resting 
(down) state 

รูปแบบการเปลี่ยนคอนฟอร์
เมชันระหว่าง activated และ 
resting state 

 
1.2.6 วัตถุประสงค์ของโครงกำร 
 

-  เพื่อส ารวจกลไกการผ่านของไอออนในเมมเบรนโปรตีนแชนนัลจากแบบจ าลองเชิง
โครงสร้างท่ีสร้างจากข้อมูลอีพีอาร์สปินเลเบลิงและระเบียบวิธีการจ าลองในระดับโมเลกุล 

-  สร้างแบบจ าลองเชิงโครงสร้างของเมมเบรนโปรตีนในกลุ่มไอออนแชนนัลโดยใช้ข้อมูลการ
ทดลองจากเทคนิค SDSL/EPR   

-  ส ารวจกลไกท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนล าเลียงไอออนของโปรตีนในสภาวะแวดล้อมท่ีมีฟอลโฟ
ลิพิดไบเลเยอร์จากแบบจ าลองเชิงโครงสร้างด้วยวิธี MD simulations 

 
โครงการวิจัยนี้ให้ความสนใจส ารวจเอกลักษณ์เชิงโครงสร้างและความสัมพันธ์ระหว่าง

โครงสร้างกับกลไกการท างานของไอออนแชนนัลสองชนิด คือ CorA magnesium channel และ 
KvAP-voltage gated potassium channel  
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บทที่ 2 
วิธีกำรวิจัย 

 
2.1 KvAP voltage sensor 
 

2.1.1 ที่มำของข้อมูลที่ได้จำกงำนด้ำนกำรทดลอง 
 

ได้ท าการเตรียมซิสเตอีนมิวแตนท์เด่ียว (single-cysteine mutants) ของ KvAP-VSD 
จ านวนท้ังหมด 132 มิวแตนท์ (ครอบคลุมกรดอะมิโนล าดับท่ี 16-147)   โดยท าการแสดงออก 
(protein expression) ท าให้บริสุทธิ์ (purification) และการติดสปิน (spin labeling) ให้กับโปรตีน
ด าเนินตามวิธีท่ีเคยมีรายงานไว้แล้ว22, 25-26 ในกระบวนการการติดสปิน  โปรตีนมิวแตนท์ 1 ตัวอย่าง
จะถูกติดสปินโพรบชนิด 1-oxyl-2,2,5,5,-tetramethylpyrrolidin-3-yl) methyl 
methanethiosulfonate  แล้วโปรตีนท่ีติดสปินจะผ่านกระบวนการ refolding ในลิโปโซม 
(liposomes) ซึ่งเป็นลิพิดผสมระหว่าง POPC:POPG 3:1 (ส าหรับ Up state) และในลิโปโซมชนิด 
DOTAP (ส าหรับ Down state) 

นอกเหนือจากนี้ quadruple-cysteine mutants จ านวน 10 มิวแตนท์ (ประกอบด้วย
ต าแหน่งต่างๆ ดังนี้ 39/43 118/121; 39/43 121/125; 40/44 118/121; 40/44 121/125; 57/61 
118/121; 57/61 121/125; 72/75 118/121; 72/75 121/125; 74/77 118/121; and 74/77 
121/125)  จะถูกติดสปินโพรบชนิด bifunctional spin label (3,4-bis-
(methanethiosulfonylmethyl)-2,2,5,5-tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yloxy radical 
รูปท่ี 2.1) การวิเคราะห์และตรวจสอบโปรตีนใช้วิธีทางสเปกโตรสโคปี light scattering และ 
fluorescence measurement, Mass spectrometry 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.1 (A) Bifunctional spin label (B) quadruple-cysteine mutant (39/43 

118/121) ที่ติด bifunctional spin label ส ำหรับวัดระยะห่ำงระหว่ำงสปิน  
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การบันทึกสเปกตรัมอีพีอาร์ของโปรตีนตัวอย่างใช้เทคนิค continuous wave EPR method 

โดยใช้  Bruker EMX spectrometer ท่ีติดอุปกรณ์  loop-gap resonator  ก าหนดความถ่ี X-band 
continuous wave ช่วงไมโครเวฟโดยใช้ 2 mW incident power  ในการหาค่า accessibility มีการ
เติม paramagnetic relaxing agents โดยเติมสารละลายเชิงซ้อนของ nickel(II) ethylenediamine 
diacetate (NiEDDA)  หรือก๊าซออกซิเจนลงในหลอดบรรจุโปรตีนตัวอย่าง  และใช้เทคนิค power 

saturation   สเปกตรัมท่ีได้ถูกน ามาค านวณหาค่า mobility (H0
-1) , NiEDDA accessibility 

(NiEDDA) และ O2 accessibility (O2)  งานด้านการทดลองข้างต้นด าเนินโดย Prof. Eduardo  
Perozo และคณะนักวิจัยท่ีมหาวิทยาลัยชิคาโกรายละเอียดของการทดลองในส่วนนี้สามารถศึกษาได้
จากรายงานบทความ27   
 

2.1.2 สร้ำงโมเดลเชิงโครงสร้ำง KvAP-VSD channel 
 

2.1.2.1 ดาวน์โหลดโครงสร้างของโดเมนรับรู้ความต่างศักย์ของ KvAP channel (PDB code 
1ORS) เพื่อใช้เป็นโครงสร้างเริ่มต้น (รูปท่ี 2.2A) 

2.1.2.2 กระบวนการสร้างโมเดลด้วยวิธ ีPaDSAR  เริ่มจากสร้างและวิเคราะห์กราฟของข้อมูลค่า 
mobility, O2 และ NiEDDA accessibility บริเวณ VSD ของ KvAP ท่ีติดสปินที่ต าแหน่ง
เรสซิดิวซ์ 16-147  และท าใน liposomes ชนิด POPC:POPG (ส าหรับ Up state) และ
ใน liposome ชนิด DOTAP (ส าหรับ Down state) เพื่อก าหนดประเภทของ pseudo-
atoms  ได้แก่ buried (EP1), water (EP2) และ lipid-exposed (EP3) และ 
interfacial (EP4) residues  (รูปท่ี 2.2B) รวมทั้งสร้าง pseudo-atom ชนิดใหม่ส าหรับ
ใช้เป็น distance constraint โดยพิจารณาจากระยะทางระหว่างสปินท าวัดโดยใช้ 
quadruple-cysteine mutants ท่ีติด bifunctional spin label    

2.1.2.3 สร้างชุดค าส่ังท่ีใช้ส าหรับโปรแกรม CHARMM เพื่อติดประเภทของ pseudo-atoms  
บนโครงสร้างของ KvAP-VSD  (รูปท่ี 2.2C และ 2.2D) 

2.1.2.4 สร้างชุดค าส่ังท่ีใช้ส าหรับโปรแกรม CHARMM เพื่อเติม pseudo-atoms ของ OXY 
(oxygen) และ NIC (NiEDDA) ให้ล้อมรอบ KvAP-VSD  และวาง OXY ให้อยู่ในบริเวณ
เมมเบรนและ NIC อยู่ด้านนอกของเมมเบรน (รูปท่ี 2.2C) 

2.1.2.5 สร้างชุดค าส่ังท่ีใช้ส าหรับโปรแกรม CHARMM  เพื่อก าหนดให้ OXY pseudo-atoms 
เคล่ือนท่ีอยู่ในบริเวณเมมเบรนและ NIC pseudo-atoms เคล่ือนท่ีอยู่ด้านนอกเมม
เบรน  
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2.1.2.6 สร้างชุดค าส่ังท่ีใช้ส าหรับโปรแกรม CHARMM  เพื่อก าหนดพารามิเตอร์ท่ีใช้ในการ
ค านวณด้วยวิธีพลวัตเชิงโมเลกุล  

2.1.2.7 รันโปรแกรม CHARMM เพื่อประมวลชุดค าส่ังท่ีเตรียมไว ้   
2.1.2.8 ตรวจสอบและวิเคราะห์ผลของการค านวณ หากโครงสร้างมีความแตกต่างหรือไม่

สอดคล้องกับข้อมูล solvent accessibility ให้กลับไปข้อท่ี 2.1.2.2 ใหม่ จนกว่าจะได้
โครงสร้างท่ีสอดคล้องกับข้อมูลมากท่ีสุด ซึ่งจะใช้เป็นโมเดลของ KvAP-VSD  ท่ี down-

 
รูปท่ี 2.2 (A) โครงสร้างของ KvAP-VSD (1ORS), (B) แผนภาพอย่างง่ายแสดงสภาพแวดล้อม
ของเรสซิดิวซ์ในโปรตีนเพื่อก าหนดชนิดของ pseudoatom, (C) KvAP-VSD ท่ีติด pseudo-
atoms (EP1, EP2, EP3 และ EP4) แสดงในรูป stick model ทรงกลมสีแดงและสีน้ าเงนใช้
แทน pseudoatom ของ oxygen และ NiEDDA และ (D) KvAP-VSD ท่ีติด pseduoatom 
ชนิดใหม่ท่ีใช้ส าหรับก าหนด distance constraints เพื่อใช้ในการค านวณโครงสร้าง 
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state ล าดับข้ันตอนการท างานในกระบวนการสร้างโมเดลด้วยวิธี PaDSAR สรุปไว้ใน
แผนผังรูปท่ี 2.3 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.1.2.9 สร้างระบบส าหรับการจ าลองพลวัตเชิงโมเลกุลของ KvAP-VSD  ท่ี down-state และท่ี 
up-state ในลิพิดไบเลย์และน้ า โดยใช้โปรแกรม VMD 

2.1.2.10 ด าเนินการจ าลองพลวัตเชิงโมเลกุลด้วยโปรแกรม NAMD โครงสร้าง KvAP-VSD  ท่ี 
up-state จะใช้ลิพิดชนิด POPC   และ จ าลองโครงสร้าง KvAP-VSD  ท่ี down-state 
จะใช้ลิพิดไบเลเยอร์สองชนิด คือ DOTAP และ POPC  กรณีท่ีเป็น MD simulation ของ 
Down-state โดยใช้ POPC เป็นลิพิด จะใส่แรงทางไฟฟ้าท่ีมีค่า membrane potential 
เท่ากั้บ -70 mV ตามสมการ   

 

   𝐸𝑧 (
𝑘𝑐𝑎𝑙

𝑚𝑜𝑙 Å 𝑒
) = −23.06 ×

𝑉(𝑣𝑜𝑙𝑡)

𝐿𝑧(Å)
,   (1) 

 

 
รูปท่ี 2.3 ขั้นตอนในกระบวนการสร้างโมเดล KvAP-VSD ท่ีสภาวะพักด้วยวิธี PaDSAR 
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โดย Lz = the length of the system in the z-axis (80 Å). รายละเอียดเพิ่มเติม
ของระบบสรุปในตารางท่ี 2.1 

 

ตำรำงที่ 2.1 สรุปข้อมูลที่ใช้ส ำหรับ MD simulations ใน Up- และ Down-State 
Conformation  

Models 
Electrical 
field (mV) 

Total water 
molecules  

Total 
phospholipids  

Total atoms 

Up-state No 7,025 130 40,722 
Down-POPC -70 7,044 129 40,645 
Down-DOTAP No 6,808 129 39,189 

 
 

2.1.2.11 ตรวจสอบและวิเคราะห์ผลของการค านวณ ได้แก่ RMSD, Secondary structure 
profile เป็นต้น 

2.1.2.12 วิเคราะห์และเปรียบเทียบโครงสร้างท่ีได้ท้ังสองสภาวะ  
2.1.2.13 วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผลและเขียนบทความ 
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2.2 CorA magnesium channel 
 

2.2.1 ที่มำของข้อมูลที่ได้จำกงำนด้ำนกำรทดลอง 
 

ได้ท าการเตรียมซิสเตอีนมิวแตนท์เด่ียว (single-cysteine mutants) ของ CorA 
magnesium channel จ านวนมากกว่า 100 มิวแตนท์ ซึ่งครอบคลุมโครงสร้างบริเวณ Stalk, TM1, 
periplasmic loop และ TM2 (กรดอะมิโนล าดับท่ี 246-349)   โดยท าการแสดงออก (protein 
expression) ท าให้บริสุทธิ์ (purification) ติดสปิน (spin labeling) และบันทึกสเปกตรัมอีพีอาร์ของ

ซิสเตอีนมิวแตนท์ สเปกตรัมท่ีได้ถูกน ามาค านวณหาค่า H0
-1 , NiEDDA และ O2 และเนื่องจาก

เป็น pentamer protein  ดังนั้นสามารถใช้เทคนิค DEER (double electron electron resonance) 
หาระยะทางระหว่าง nitroxide spin งานด้านการทดลองข้างต้นด าเนินโดย Prof. Eduardo  Perozo 
และคณะนักวิจัยท่ีมหาวิทยาลัยชิคาโก รายละเอียดของการทดลองในส่วนนี้สามารถศึกษาได้จาก
รายงานบทความ28  

   
2.2.2 สร้ำงโมเดลเชิงโครงสร้ำง CorA magnesium channel 

แผนภาพ(รูปท่ี 2.3)และขั้นตอนการด าเนินการวิจัยมีรายละเอียดเป็นดังนี้  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

รูปที่ 2.3 ขั้นตอนแสดงแผนกำรด ำเนินกำรวิจัย    
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2.2.2.1 เลือกโมเดลเริ่มต้นซึ่งเป็นโครงสร้างเอกซ์เรย์ของ CorA   ปัจจุบันมี 4 โครงสร้างได้แก่ PDB 

code 2UIB, 2HN2, 2BBJ และ 4EED    ท้ังส่ีโมเดลมีข้อมูลทางโครงสร้างขาดหายไปคือ
บริเวณ Periplasmic loop  ดังนั้นจ าเป็นต้องวิเคราะห์ทดสอบเปรียบเทียบเพื่อเลือก
โครงสร้างท่ีเหมาะสมท่ีสุด รวมทั้งการต่อเติมโครงสร้างบริเวณ Loop ท่ีหายไปด้วย
โปรแกรมท านายโครงสร้าง แล้วท าการปรับปรุงโครงสร้างด้วยวิธี PaDSAR  

2.2.2.2 วิเคราะห์และเปรียบเทียบข้อมูลค่า mobility, O2 และ NiEDDA accessibility ของส่วน 
Stalk+TM1+TM2 helices ของ CorA ท่ีภาวะเปิดและภาวะปิด   ข้อมูลดังกล่าวซึ่งได้รับ
จากผู้ร่วมงานท่ีมหาวิทยาลัยชิคาโกเป็นผลของการทดลองจากชุดสเปกตรัมอีพีอาร์ของ 
nitroxide spin label ท่ีติดไว้ตามต าแหน่งต่างๆ บน backbone ของโปรตีน การ
วิเคราะห์นี้จะสามารถ ระบุแนวทางการเปล่ียนแปลงทางโครงสร้างของส่วนดังกล่าวได้
อย่างกว้างๆ ระบุชนิดของ pseudoatom EP1, EP2, EP3 และ EP4 ตามการจัดแบ่ง
ประเภทสมบัติของกรดอะมิโนซึ่งได้แก่ buried, water และ lipid-exposed residue 
เพื่อใช้ในการค านวณโครงสร้างด้วยวิธี PaDSAR 

2.2.2.3 สร้างโครงสร้างเริ่มต้น โดยอาศัยผลจากการวิเคราะห์ในข้อ 2.2.2.1 และ 2.2.2.2 
2.2.2.4 ด าเนินการท า Structure refinement ด้วยวิธี PaDSAR  ซึ่งเป็นการจ าลองระบบเพื่อท า

การปรับโครงสร้างท่ีได้ในข้อ 2.2.2.3  การค านวณใช้เทคนิคการจ าลองทางพลวัติเชิง
โมเลกุล ระเบียบวิธีของการค านวณในขั้นนี้มีรายละเอียดดังนี้:  สร้างระบบเพื่อท าการ
จ าลองด้วยวิธีพลวัติเชิงโมเลกุล   ระบบประกอบด้วยอะตอมของโครงสร้างของ CorA (ท่ี
ได้ในข้อ 2.2.2.1)  และชุด pseudoatom ท่ีแทนโมเลกุล O2, NiEDDA และ nitroxide 
spin label ท่ีติดไว้ที่กรดอะมิโนต่างๆ ของ stalk, TM1, periplasmic loop และ TM2    
และประเภทของ pseudoatom ท่ีแทน nitroxide spin label เป็นไปตามสมบัติ buried, 
water และ lipid-exposed residue ซึ่งก าหนดไว้ตามข้อ 2.2.2.2    การปรับโครงสร้าง
อาศัยฟังก์ชันพลังงานศักย์ท่ีพัฒนาขึ้นเป็นปัจจัยควบคุมอันตรกิริยาระหว่าง 
pseudoatom ต่างๆ ในระบบ ด้วยระเบียบวิธี PaDSAR โครงสร้างท่ีได้จากการถูกปรับ
ตามข้อมูล mobility, O2 และ NiEDDA accessibility  

2.2.2.5 ตรวจวิเคราะห์โครงสร้างท่ีค านวณได้และท าการปรับปรุงแก้ไข เลือกโครงสร้างท่ี
สอดคล้องกับค่า O2 และ NiEDDA accessibility มากท่ีสุดโดยใช้เทคนิคการเทียบสี
สเปกตรัมกับ molecular surface  ในขั้นนี้ หากโครงสร้างท่ีได้ยังไม่เป็นท่ีน่าพอใจ 
สามารถกลับไปท าข้อ 2.2.2.4 โดยปรับเปล่ียนพารามิเตอร์หรือเงื่อนไขในการค านวณตาม
ความเหมาะสม 
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2.2.2.6 น าโครงสร้าง CorA ท่ีภาวะเปิด (ท่ีได้จากข้อ 2.2.2.5) และภาวะปิด (ท่ีได้จากข้อ 2.2.2.1) ไป
สร้างระบบจ าลองด้วยวิธี MD simulations  เพื่อค านวณสมบัติต่างๆ ท่ีเช่ือมโยงกับโครงสร้าง
และพลวัติของโมเลกุล    การจ าลองระบบใช้รูปแบบ Explicit solvent simulation กล่าวคือ 
ระบบจะจ าลองต าแหน่งและการเคล่ือนท่ีของอะตอมทุกอะตอมของตัวท าละลายและตัวถูก
ละลาย ประกอบด้วย โปรตีน POPC (1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine)  น้ า (TIP3P)  โซเดียมไอออน และคลอไรด์ไอออน โดยอาศัยสมการการ
เคล่ือนท่ีของนิวตัน โดยระบบถูกจ าลองภายใต้สภาวะเงื่อนไข คือ อุณหภูมิ 298K และความ
ดัน 1 atm  เก็บข้อมูลต่างๆ เช่น ต าแหน่งและความเร็วของการเคล่ือนท่ี (trajectory)  ความ
ดัน  ปริมาตร อุณหภูมิ พลังงานจลน์ พลังงานศักย์ พลังงานรวม RMSD) เพื่อวิเคราะห์ใช้ใน
การวิเคราะห์ต่อไป 

2.2.2.7 ค านวณสมบัติต่างๆ ทางโครงสร้างและพลวัติจากข้อมูล simulation,  โคออร์ดิเนชันจาก
กราฟ RDF, วัดขนาดของ Pore, RMSF ของโดเมนต่างๆ  

2.2.2.8 สรุปและเขียนรายงาน 
 
 

งานด้านการค านวณและสร้างโมเดลเชิงโครงสร้างบริเวณ KvAP-VSD และ CorA Mg2+ 
channel ด าเนินโดยผู้วิจัยหลักของโครงการฯ ท่ีภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ผู้วิจัยใช้โปรแกรม CHARMm ในการค านวณด้วยวิธี MD simulation และวิธี PaDSAR  
โดยประมวลผลบนเครื่องคอมพิวเตอร์สมรรถนะสูงของหน่วยปฏิบัติการวิจัยเคมีคอมพิวเตอร์ 
(Computational Chemistry Unit Cell)  ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย   
และใช้โปรแกรม VMD, Pymol, NAMD, Procheck, Wordom, DSSP ในการวิเคราะห์ผล  ข้อมูล 
MD และแสดงภาพโมเลกุลโดยปฏิบัติบนเครื่องคอมพิวเตอร์ส่วนบุคคล 

 



26 
 

บทที่ 3 
โมเดลเชิงโครงสร้ำงของส่วนรับรู้ศักย์ไฟฟ้ำของ

โพแทสเซียมแชนนัลใน KvAP-VSD 
 

3.1 Sequence alignment และกำรวิเครำะหข์้อมูล EPR ที่ได้จำกกำรทดลอง   
 

ล าดับกรดอะมิโนของ KvAP บริเวณ VSD (KvAP-VSD) ถูกน ามาเปรียบเทียบกับโพแทสเซียม
แชนนัลได้แก่ Kv1.2 (Potassium voltage-gated channel subfamily A member 2), MlotiK1 
(cyclic nucleotide-modulated potassium channel from Mesorhizobium loti) KvAP   ผล
ของ sequence alignment  ท่ีบริเวณ VSD  และส่วนท่อนทรานสเมมเบรน S1-S4 ของ KvAP-VSD 
ท่ีใช้ในการศึกษานี้ แสดงดังรูปท่ี 3.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 เมื่อวิเคราะห์ค่า H0
-1 , NiEDDA และ O2 ของเรสซิดิวซ์ต าแหน่งต่างๆ ท่ีอยู่บนท่อ

นทรานสเมมเบรน S1-S4 จ านวนท้ังหมด 132 ต าแหน่ง (ครอบคลุมบริเวณโครงสร้างของ KvAP-

 

 
รูปที่ 3.1 Multiplesequence alignment บริเวณ VSD ของโปแตสเซียมแชนแนล (KvAP, Kv1.2 
และ MlotiK) 
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VSD)  (รูปท่ี 2.2) พบว่าท่ีบริเวณ S1-S4 ซึ่งเป็นท่อนทรานสเมมเบรนสามารถใช้ข้อมูล O2  สูง

และค่า NiEDDA ต่ า ยืนยันส่วนท่ีอยู่ในเมมเบรนได้เป็นอย่างดี  นอกจากนี้กราฟของ H0
-1 และ 

O2 ของ S1, S2 และ S4 (ยกเว้น S3  ) แสดงความเป็น periodicity ซึ่งสอดคล้องกับความเป็น
โครงสร้างเกลียวอัลฟา ในทางตรงกันข้าม ความเป็น periodicity ของข้อมูล EPR  บริเวณ S3 มี
ความไม่ต่อเนื่อง เนื่องจากโครงสร้างเอ็กซเรย์ของ S3 helix มีลักษณะหัก โค้งงอและไม่ต่อเนื่อง  เมื่อ
เปรียบเทียบข้อมูล EPR ท่ีใช้ DoTAP (Down-state) กับ PCPG (Up-state) สามารถสรุปได้ดังนี้ 

- ใน DoTAP ท่อนทรานสเมมเบรนท้ังส่ีให้ค่า NiEDDA โดยเฉล่ียสูงขึ้น ในขณะท่ีให้ค่า 

O2 โดยเฉล่ียลดลง ท้ังนี้อาจเป็นเพราะ cavity ของ VSD เปิดกว้างและสัมผัสกับ 
aquesous phase มากขึ้น  

- ใน DoTAP  ค่าเฉล่ีย NiEDDA ของ S4 และค่า mobility เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ 
โดยเฉพาะด้านบนของ S4  เป็นไปได้ว่าบริเวณนี้ของ S4 มีการเคล่ือนท่ีมาก อาจ
เคล่ือนท่ีในลักษณะหมุนเอียงเข้าไปในลิพิด การเคล่ือนแบบนี้จะไปเปิด cavity ท่ีอยู่
ด้านล่างของ S4 

- ใน DoTAP  บางส่วนของ S3a สัมผัสกับส่วนท่ีเป็น intracellular มากขึ้น  
- ใน DoTAP  บริเวณ loop ท่ีอยู่ระหว่าง S3b-S4 เคล่ือนเข้าไปในลิพิดมากขึ้น และ

ส่วนบน 
- cavity ของ VSD เปิดกว้างมากขึ้น 
- S2 และส่วนบนของ S1 ไม่มีการเปล่ียนแปลงอย่างมีนัยส าคัญ แต่ส่วนล่างของ S1 อาจมี

เคล่ือนท่ีโดยการหมุน 
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รูปที่ 3.2 กรำฟ H0

-1,  O2 และ NiEDDA ท่ี Down-state (DoTAP) และที่ Up-state 
(PCPG) ของ KvAP-VSD ของเรสซิดิวซ์ 17-147 (A) S1, (B) S2, (C) S3 และ (D) S4  
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3.2 EPR constraints ส ำหรับโมเดลโครงสร้ำงของ KvAP-VSD ใน Down-state  
 

3.2.1 PaDSAR pseudospin 
 

จากการวิเคราะห์ผลการเปรียบเทียบท่อนทรานสเมมเบรนกับค่า H0
-1 , NiEDDA และ 

O2 ท าให้สามารถระบุชนิดของ pseudospin ได้แก่ EP1, EP2 , EP3 และ EP4 ไปติดบนต าแหน่ง
ของกรดอะมิโนบนโครงสร้างของ KvAP-VSD ได้ดังแสดงในตารางท่ี 3.1 

 
ตำรำงที่ 3.1 ต ำแหน่งกรดอะมิโนของโดเมน KvAP-VSD ที่ก ำหนดชนิดของ pseudospin  
ชนิด ต ำแหน่งกรดอะมิโน 
EP1 
(n=48) 

25 31 32 35 36 39 41 42 44 45 46 55 58 59 61 62 66 69 72 73 75 77 87 
88 90 93 94 95 96 97 98 99 100 101 103 105 113 122 126 133 136 137 
140 141 142 143 144 145 

EP2 
(n=19) 

28 76 79 80 81 82 85 86 89 104 107 108 111 112 114 116 119 146 147 

EP3 
(n=41) 

22 23 27 30 33 37 40 43 47 48 49 50 52 54 57 60 63 64 67 68 70 71 74 
91 92 102 109 110 115 117 118 121 124 125 127 128 129 130 131 132 
134 

 

รูปที่ 3.3   Molecular surface เปรียบเทียบกับเฉดสีแสดงระดับค่ำ Ni  ที่ได้จำกกำรทดลอง 

KvAP sensor in DoTAP (โดยที่ Ni = Ni(DoTAP) – Ni(PCPG)) และใช้เฉดสี “Blue 
to White to Red”  แสดงค่ำ “negative to 0 to positive” 

 

 

 



30 
 

 
3.2.2 Distances ระหว่ำง Bifunctional spin label  
 

ข้อมูล  Intra-domain distances จากเทคนิค DEER distance measurements ซึ่งวัดจา
โปรตีนตัวอย่างท่ีเป็น Bifunctional spin label และ Pulsed EPR spectroscopy แสดงในตารางท่ี 
3.2   จากตารางจ านวน distance constraints ท่ีใช้ในการค านวณมีท้ังหมด 10 ค่า 
 
ตำรำงที่ 3.2 ระยะห่ำงระหว่ำงสปินที่วัดได้จำก KvAP-VSD ในสภำวะ PC:PG, DOTAP และใน
โครงสร้ำงเอ็กซเรย์ ผลต่ำงของระยะห่ำงนี้น ำมำใช้ในกำรค ำนวณโครงสร้ำงของสภำวะพัก 

Double-cysteine 
residue number 

Distance (Å) Distance difference 

Position Crystal 
structure 

PCPG DOTAP PCPG – 
crystal 

DOTAP – 
PCPG Max Dev Max Dev 

39/43 
118/121 33.1 27.9 5.6 30.8 4.8 –5.2 2.9 

S1 top 
121/125 28.8 20.9 2.2 23.6 3.1 –7.9 2.7 

40/44 
118/121 38.1 33.7 3.0 34.2 2.9 –4.4 0.5 

121/125 33.6 29.6 2.3 29.1 2.0 –4.0 –0.5 

57/61 
118/121 38.3 33.5 3.3 36.8 2.5 –4.8 3.3 

S2 top 
121/125 33.9 33.8 2.7 33.4 2.5 –0.1 –0.4 

72/75 
118/121 38.1 38.1 2.3 36.1 4.5 0 –2.0 

S2 
bottom 

121/125 32.4 33.1 3.0 32.1 2.6 0.7 –1.1 

74/77 
118/121 22.2 26.4 5.4 25.9 3.8 4.2 –0.5 

121/125 16.9 24.5 5.2 23.6 5.6 7.6 –0.9 

 
3.3 โมเดลเชิงโครงสร้ำงที่ได้จำก PaDSAR 
 

โมเดลเชิงโครงสร้างของ KvAP-VSD ท่ีได้จากวิธี PaDSAR  ประกอบด้วยเรสซิดิวซ์ต้ังแต่ 
Asp20 ถึง Arg151 รูปท่ี 3.4 แสดงโมเดลเชิงโครงสร้างท่ีดีท่ีสุดสิบอันดับแรกของ  KvAP-VSD ท่ี
สภาวะพัก โดยพิจารณาจากการเปรียบเทียบกับของข้อมูลการทดลอง  จากการวิเคราะห์เชิง
เปรียบเทียบของโครงสร้างท้ังสิบโครงสร้างพบว่ามีส่วนท่ีคล้ายกันและแตกต่างกัน  ส่วนของโครงสร้าง
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ท่ีคล้ายกันได้แก่ โครงสร้างบริเวณ  S2 และ S3a ซึ่งแทบไม่มีการเปล่ียนแปลงอย่างมีนัยส าคัญ ส่วนท่ี
แตกต่างกันคือโครงสร้างท่ีบริเวณ S1, S3b และ S4  โดยเฉพาะ S4 มีการเคล่ือยย้ายต าแหน่งท่ีชัดเจน
ท่ีสุด แสดงให้เห็นว่าการวางต าแหน่งของ S4 ได้รับผลกระทบมากท่ีสุด อย่างไรก็ตาม จากการ
เปรียบเทียบโครงสร้างท้ังสิบโมเดล พบว่า S4 เคล่ือนต าแหน่งไปในทิศทางเดียวกัน (แต่ขนาดของ
ระยะทางท่ีเคล่ือนท่ีนั้นมีความแตกต่างกันพอสมควร) รวมทั้งมีการหมุนรอบตัวเองของ S4 การ
เคล่ือนย้ายของ S4 อยู่ในลักษณะท่ีเรียกว่า “tilt & slide”  
  

 

 
 
รูปที่ 3.4 โมเดลที่ดีที่สุดสิบอันดับแรกของ  KvAP-VSD ที่สภำวะพัก (สีแดง) เปรียบเทียบกับคอน
ฟอร์เมชันที่สภำวะกระตุ้น (สีฟ้ำ)   
 

โมเดลเชิงโครงสร้างท่ีได้จากวิธี PaDSAR  ถูกประเมินเพื่อพิจารณาความสอดคล้องกับค่าการ
ทดลอง และการวิเคราะห์เชิงคุณภาพของโครงสร้างดังกล่าวใช้ molecular surface ของโมเดลเทียบ

กับค่า H0
-1 , O2  และ NiEDDA  ของเทคนิค SDLS/EPR  ผลการเปรียบเทียบพบว่าโมเดลเชิง

โครงสร้างสอดคล้องกับผลการทดลองเป็นอย่างดี 
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รูปที่ 3.5 เปรียบเทียบระหว่ำงโมเดลที่ใช้เป็นตัวแทนของคอนฟอร์เมชันของ KvAP-VSD สภำวะ
กระตุ้นและที่สภำวะพักแสดงกำรย้ำยที่ของ S4  
 
3.4 โครงสร้ำง KvAP-VSD ใน Down-state ที่ได้จำก PaDSAR 
 

เมื่อเปรียบเทียบโครงสร้างระหว่าง KvAP-VSD สภาวะกระตุ้น/Up-state และท่ีสภาวะ
พัก/Down-state พบความแตกต่างของคอนฟอร์เมชันระหว่างท้ังสองสภาวะ แสดงให้เห็นว่ามีการ
เปล่ียนคอนฟอร์เมชันจาก Up-state ไปท่ี Down-state ในลักษณะท่ีเกลียวเฮลิกซ์ S4 เคล่ือนย้าย
ต าแหน่งในลักษณะเอียงสไลด์ลงและหมุนรอบตัวเอง  ท าให้ R117 ท่ีอยู่ด้านนอกสุดของเมมเบรน 
(ส่วนบนของเกลียว S4) แทรกเข้ามาบริเวณรอยต่อของเมมเบรน (membrane interface) และน่าจะ
ท าอันตรกิริยากับหมู่ฟอสเฟตของลิพิด การเคล่ือนของเกลียว S4 นี้ยังท าให้ sidechain ของ 
arginines อีกหลายต าแหน่งท่ีอยู่บน S4 เช่น R120, R123 เคล่ือนย้ายต าแหน่งไปด้วย ท้ังนี้เพื่อ
หลีกเล่ียงแรงผลักระหว่าง sidechain ของ arginines กับส่วนไฮโดรโฟบิกของลิพิด  จะเห็นได้จาก
ต าแหน่ง sidechain ของ R120 ซึ่งมีบางส่วนอยูบ่ริเวณ membrane interface เมื่ออยู่ใน Up-state 
เคล่ือยย้ายจากเข้ามาอยู่ภายในแกนกลางของ VSD ใน Down-state  และพบว่าจากการเคล่ือนย้าย
ของ arginines ระหว่าง Up-state และ Down-state ท าให้มีการเปล่ียนคู่ salt-bridge เช่น คู่ salt-
bridge ของ Arg123 กับ Glu107  เปล่ียนเป็น Arg123 กับ Glu45 และเกิดคู่ salt-bridge ของ 
Arg120 กับ Glu107 (รูปท่ี 3.5) 
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3.5 โครงสร้ำงและพลวัติของ KvAP-VSD  
 

สมบัติทางโครงสร้างและพลวัติของโครงสร้าง KvAP-VSD ใน Up-state , Down-state ใน 
POPC และ Down-state ใน DOTAP ได้มาจากการวิเคราะห์ผลจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุล เป็นเวลา 
100 นาโนวินาที จากกราฟ (รูปท่ี 3.6) ค่า root-mean-square-deviation (RMSD) ของ backbone 
atoms ของท้ังสามระบบแกว่งอยู่ในช่วง 1.5–3.0 Å ตลอดช่วงเวลาของซิมุเลชัน  ค่าเฉล่ีย backbone 

RMSD ของ MD trajectories ในช่วง 30ns สุดท้ายของซิมุเลชัน  เท่ากับ 2.230.08Å ส าหรับ Up 

conformation, 2.500.14Å ส าหรับ Down-POPC and 2.420.16Å ส าหรับ Down-DOTAP  ซึ่ง
อยู่ในเกณฑ์ท่ีปกติ และเมื่อสุ่มตรวจโครงสร้างเทอร์เชียรี่ของ VSD และโครงสร้างเซคคันดารีของ
เกลียวเฮลิกซ์ ก็ไม่พบการเสียสภาพเชิงโครงสร้างแต่อย่างใด แสดงว่า MD simulations ของ
โครงสร้างท่ีศึกษานี้ให้ระบบท่ีมีความเสถียรเชิงโครงสร้าง 
 

 
รูปที่ 3.6 Backbone RMSD เทียบกับโครงสร้ำงเร่ิมต้นตลอดช่วงเวลำ 100 ns MD simulation 
ของ Up-state, Down-state ใน POPC และ Down-state ใน DOTAP 
 
3.6 Down conformation กับกำรปรับขนำดของช่อง water crevice ใน VSD  
 

มีรายงาน พบว่าภายในโครงสร้างของ VSD  ใน voltage-gated ion channels จะมีช่องท่ี
ให้โมเลกุลน้ าแทรกเข้าไปอยู่เรียกว่า water filled crevice   รูปร่างของ water filled crevice   จะ
มีลักษณะคล้ายนาฬิกาทรายท่ีมี 2 ช่องและมีขนาดช่องไม่เท่ากัน ช่องท่ีอยู่ติดด้านนอกเซลล์เรียกว่า 
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extracellular water crevice กับช่องท่ีอยู่ด้าน cytoplasm เรียกว่า intracellular water crevice    
การท่ีส่วนของ VSD มีช่อง water filled crevice  นี้ช่วยท าให้ค่า dielectric permittivity ของเมม
เบรนไบเลเยอร์ในบริเวณท่ีมีน้ าแทรกตัวเข้าไปอยู่เพิ่มสูงขึ้น สภาพความเป็นขั้วท่ีสูงขึ้นภายในเมม
เบรนท าให้เหมาะต่อการเคล่ือนย้าย arginines  ลดก าแพงพลังงานท่ีต้องใช้ในการเคล่ือยย้ายประจุ
ของ arginines ภายในลิพิดไบเลเยอร์ และเพิ่มความเสถียรให้ arginines เมื่ออยู่ภายในเมมเบรน    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 3.7 โมเลกุลของน้ ำที่แทรกอยู่ใน extracellular และ intracellular water crevices ของ 
KvAP-VSD  ซ่ึงเปรียบเทียบกันระหว่ำงโครงสร้ำงที่ Up-state และ Down-state (A) MD 
snapshots เปรียบเทียบลักษณะของช่อง water crevice ของทั้งสำมระบบ (B) จ ำนวนโมเลกุล
ของน้ ำที่พบใน  extracellular (black line) และ intracellular (red line) water crevices 
ที่พบในช่วงเวลำซิมุเลชัน 
 

การวิเคราะห์ความแตกต่างในบริเวณ water filled crevices ของโครงสร้างใน Up-state 
และ Down-state ท าได้โดยการนับจ านวนโมเลกุลของน้ าท่ีอยู่ภายในบริเวณ VSD โดยวัดภายใน

ขอบเขต +15 และ -15 Å จากจุดศูนย์กลางของ VSD ตามแนวแกน z   รูปท่ี 3.7  แสดงให้เห็นความ

แตกต่างของปริมาณน้ าท่ีแทรกเข้าไปอยู่ใน extracellular และ intracellular water crevices  
โดยเฉพาะน้ าใน intracellular water crevice ท่ีพบใน Down-POPC และ Down-DOTAP มีปริมาณ
กว่าท่ีพบใน Up-state conformation  ผลของซิมุเลชันนี้สอดคล้องกันข้อมูลการทดลองท่ีได้จาก

เทคนิค EPR  ซึ่งพบว่าค่า NiEDDA บริเวณปลาย S4 ด้าน intracellular ท่ีทดลองกับ KvAP-VSD 

 



35 
 

ใน DOTAP มีค่ามากกว่าในลิพิดผสม PCPG   ดังนั้นจากผลของ MD simulations สรุปได้ว่าค่าคงท่ี
ไดอิเลคตริก (dielectric constant) บริเวณ intracellular water crevice เพิ่มขึ้น  
 
ตำรำงที่ 3.3  จ ำนวนเฉลี่ยของโมเลกุลน้ ำที่วัดได้จำก extracellular และ intracellular water 
crevices ของ KvAP-VSD จำกซิมุเลชันทั้งสำมระบบ  

 Up-state Down-POPC Down-DOTAP 
No. water in extracellular 8.9.  0.9 13.1  1.7  13.0 1.6 
No. water in intracellular 28.9  3.2 35.8  2.9 38.8 3.3 

 
 
3.7 กำรเปลี่ยนคู่อันตรกิริยำ salt-bridge 
 คู่อันตรกิริยา salt bridges ซึ่งเป็นการสะเทินของประจุระหว่าง arginines ต่างๆท่ีอยู่บนท่อ
นทรานสเมมเบรน S4 (R117, R120, R123, R126 และ R133)  กับกรดอะมิโนประจุลบท่ีอยู่บนท่อ
นทรานสเมมเบรน S1, S2, S3a และ S3b มีความส าคัญต่อความเสถียรของโครงสร้าง VSD  การ
วิเคราะห์คู่อันตรกิริยา salt bridges ท าได้โดยการวัดระยะห่างในการเกิดพนัธะไฮโดรเจนของ H-
donor และ H-acceptor  เนื่องจากการเคล่ือนย้ายต าแหน่งอย่างมีนัยของ S4 ความแตกต่างท่ีส าคัญ
ท่ีคาดว่าจะพบระหว่างโครงสร้างใน Up-state และ Down-state จากซิมุเลชัน คือการเปล่ียนคู่อันตร
กิริยา salt-bridge ของ arginines  ผลการวิเคราะห์คู่อันตรกิริยา salt-bridge ของ arginines  จากซิ
มุเลชันโดยการวัดระยะห่างของคู่อะตอม H-donor และ H-acceptor  ท่ีเกิดพันธะไฮโดรเจนของคู่ 
R133-D62, R133-E93, R126-E45, R126-E107 R123-E45, R123-E107 และ R120-E107แสดงใน
รูปท่ี 3.8      

จากการวิเคราะห์ระยะห่างของคู่อะตอมเหล่านี้ในระบบซิมุเลชันของ  Up-state 
conformation พบคู่อันตรกิริยา salt-bridge จ านวนสามคู่ท่ีส าคัญได้แก่ คู่ของ R133-D62, R126-
E107 และ R123-E107  โดยท่ีคู่ R123-E107  มีความเสถียรค่อนข้างน้อยท่ีสุด   และพบว่า R117 กับ 
R120 ไม่เกี่ยวข้องกับการเกิด salt bridge ใดๆ กับกรดอะมิโนประจุลบ โดยหมู่ guanidinium ของ
พบว่า R117 และ R120 วางตัวอยู่ในบริเวณรอยต่อระหว่างเมมเบรนกับน้ า พบว่าสร้างอันตรกิริยากับ
น้ าและหมู่ฟอสเฟตของลิพิดท่ีอยู่รอบๆ  
 ส าหรับการวิเคราะห์ salt-bridge ในระบบซิมุเลชันของ KvAP-VSD ใน Down-POPC และ
ใน Down-DOTAP พบการเปล่ียนแปลงของคู่อันตรกิริยาเมื่อเปรียบเทียบระบบซิมุเลชันของ  Up-
state conformation  ดังนี้  คู่ของ R133-D62 และ R126-E107  ไม่เกิด salt-bridge อีกต่อไป แต่
เปล่ียนเป็นคู่  R133-E93 และคู่ R120-E107 แทนซึ่งพบท้ังใน Down-POPC และ Down-DOTAP  
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อย่างไรก็ตาม พบความแตกต่างของคู่ salt-bridge ระหว่าง Down-POPC และ Down-DOTAP  นั่น
คือคู่ R124-E45 ซึ่งพบใน  Down-POPC แต่ไม่ปรากฎอย่างชัดเจนใน Down-DOTAP  เช่นเดียวกัน
กับคู่ R123-E107 ซึ่งไม่พบใน  Down-POPC แต่ปรากฎอย่างชัดเจนใน Down-DOTAP  การ
แลกเปล่ียนคู่ salt bridge ท่ีพบในซิมุเลชันนี้สามารถช่วยอธิบายถึงปัจจัยเกื้อหนุนกระบวนการ 
depolarization และ gating ของไอออนแชนนลั โดยการเคล่ือนย้ายของ S4 จาก extracellular 
side ของเมมเบรน (ท่ี Up-state) ไปสู่บริเวณเมมเบรนท่ีมีความเป็นไฮโดรโฟบิกสูงขึ้น  (ท่ี Down-
state)  ท้ังนี้ arginines ต่างๆ ยังคงความเสถียรของโครงสร้าง KvAP-VSD แม้จะอยู่ในลิพิดไบเลเยอร์
มากขึ้นก็ตาม 
 

 
รูปที่ 3.8 แสดงผลกำรวิเครำะห์คู่อันตรกิริยำ salt-bridge ของ arginines  จำกซิมุเลชันโดยกำร
วัดระยะห่ำงของคู่อะตอม H-donor และ H-acceptor  ที่เกิดพันธะไฮโดรเจนของคู่ R133-D62, 
R133-E93, R126-E45, R126-E107, R123-E45, R123-E107 และ R120-E107   
 
 
3.8 บทสรุป 

บริเวณท่ีเป็นส่วนโวลเทจเซ็นเซอร์โดเมน (voltage sensor domain, VSD) ของเมมเบรน
โปรตีนกลุ่ม  voltage-dependent K+, Na+, Ca2+ channels มีโครงสร้างและกรดอะมิโนท่ีคล้ายคลึง
กัน โดยโดเมนส่วนนี้มีหน้าท่ีเป็นเซ็นเซอร์รับรู้การเปล่ียนแปลงของศักย์ไฟฟ้าเมมเบรนในเซลล์
ประสาท  มีงานวิจัยจ านวนมากท่ีพยายามศึกษาโครงสร้างของโปรตีนเพื่อตอบค าถามเรื่องกลไกการ
ตอบสนองศักย์ไฟฟ้าในระดับโมเลกุลของ voltage-dependent ion channels  แต่ปัญหาคือ
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การศึกษาโครงสร้างด้วยเทคนิค x-ray crystallography ไม่สามารถเตรียมผลึกเด่ียวของโปรตีน
ภายใต้ negative potential ดังนั้นโครงสร้าง x-ray ของไอออนแชนนัลท่ีสามารถวัดภายใต้ไร้สนาม
ความต่างศักย์หรือศักย์ไฟฟ้าเมมเบรนเป็นศูนย์สอดคล้องกับโปรตีนท่ีสภาวะ activation state (หรือ
เรียกว่า Up-state conformation ของ VSD) เท่านั้น 

งานวิจัยนี้ใช้กระบวนการ Site-directed spin labeling และ EPR spectroscopy  น าเสนอ
โมเดลเชิงโครงสร้างท่ีสภาวะ Resting หรือ Down conformation  ในบริเวณ VSD ของ KvAP (Kv 
จาก Aeropyrum Pernix)   ท้ังนี้การบันทึก EPR สเปกตรัม ภายใต้สภาวะ Resting (ค่าศักย์ไฟฟ้าเมม
เบรนน้อยกว่าศูนย์) นั้นไม่สามารถกระท าได้    ดังนั้นผู้วิจัยจึงใช้ DOTAP ซึ่งเป็นลิพิดชนิดพิเศษท่ีไม่มี
หมู่ Phosphodiester  ในการชักน าให้ VSD ทรานสิชันไปอยู่ในสภาวะ Resting state โดยท่ีไม่ต้อง
ใช้ศักย์ไฟฟ้า    งานวิจัยน าเสนอแบบจ าลองเชิงโครงสร้างของ KvAP-VSD ใน Down-state และ
รูปแบบการเปล่ียนคอนฟอร์เมชันโดยใช้ข้อมูล  Solvent accessibility  จาก Standard 
continuous-wave EPR spectroscopy และข้อมูล  Intra-domain distances จากเทคนิค DEER 
distance measurements ซึ่งวัดจากโปรตีนตัวอย่างท่ีเป็น Bifunctional spin label และ Pulsed 
EPR spectroscopy  

จากโมเดลของ KvAP-VSD ใน Down-state ท่ีสร้างขึ้น ได้ด าเนินการศึกษาสมบัติทาง
โครงสร้างและพลวัติด้วยเทคนิค molecular dynamics simulation ของโครงสร้างใน Up-state 
และ Down-state โดยใช้ฟอสโฟลิพิดไบเลเยอร์สองชนิดคือ POPC และ DOTAP  จากการศึกษา
สามารถอธิบายในประเด็นเรื่องการเปล่ียนคอนฟอร์เมชันของ VSD ในช่วงเกิด membrane 
depolarization โดยเฉพาะการเคล่ือนตัวของส่วนท่อนทรานสเมมเบรน S4 (voltage sensor 
segment) ของ VSD แบบ Tilt & Slide ซึ่งเคล่ือนผ่านบริเวณลิพิดไบเลเยอร์  และการเคล่ือนท่ีประจุ
บวกของเรสซิดิวซ์อาร์จินีนต าแหน่ง R120, R123, R126 และ R133 สามารถเกิดข้ึนได้ในเมมเบรน 
เนื่องจากช่อง water crevice ใน VSD มีขนาดกว้างขึ้นท าให้โมเลกุลน้ าเข้าไปในช่องได้มากขึ้น ส่งผล
ให้ค่า dielectric ของเมมเบรนสูงขึ้น จึงช่วยเพิ่มความเสถียรให้กับประจุของอาร์จินีนในเมมเบรน 
นอกจากปรากฎการณ์ดังกล่าว ยังมีปัจจัยท่ีช่วยด้วยคือ การแลกเปล่ียนพันธะไฮโดรเจนของคู่ salt-
bridge  ของ R123, R126 และ R133 กับ E45, D62 และ E93 ผลการศึกษานี้ให้ข้อมูลท่ีเป็นประโยชน์
ในการศึกษากลไกการท างานของส่วนรับรู้ศักย์ไฟฟ้าของไอออนแชนนัล 
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บทที่ 4 
โมเดลเชิงโครงสร้ำงที่สภำวะเปิดของ CorA Mg2+ 

Channel  
 

4.1 กำรวิเครำะห์ข้อมูล EPR ที่ได้จำกกำรทดลอง  
จากชุดสเปกตรัมอีพีอาร์ของ nitroxide spin label ท่ีติดไว้ตามต าแหน่งต่างๆ บนบริเวณ 

stalk, inner และ outer transmembrane segments ของ CorA Mg2+ channel ท่ีบันทึกใน
สภาวะเปิดและสภาวะปิด ดังตัวอย่างแสดงไว้ในรปูท่ี 4.1A น ามาวิเคราะห์โดยเขียนกราฟระหว่าง
ข้อมูลค่า mobility, O2 และ NiEDDA accessibility กับต าแหน่งกรดอะมิโน ดังตัวอย่างแสดงไว้
ในรูปท่ี 4.1B  ข้อมูลดังกล่าวได้รับจากผู้ร่วมงานท่ีมหาวิทยาลัยชิคาโก  การวิเคราะห์นี้ท าให้ระบุได้
ว่า inner helix ครอบคลุมกรดอะมิโน 294-314  และ outer helix ครอบคลุมกรดอะมิโน 326-
349 และท่ีสภาวะเปิด  บริเวณ TM1 มีค่า O2 และ NiEDDA accessibility เพิ่มขึ้นแสดงว่ามีการ
เปล่ียนแปลงคอนฟอร์เมชันบริเวณดังกล่าว  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 4.1 EPR spectra, H0
-1, O2 และ NiEDDA โครงสร้างของ CorA Mg2+ 

channel  สีบนพื้นผิวโครงสร้างแสดงการเปรียบทียบค่า H0
-1, O2 และ NiEDDA ท่ี

สภาวะปิดและสภาวะเปิด (รูปและข้อมูลได้จากผู้ร่วมงาน O. Dalmas ท่ี U. of Chicago)  
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4.2 EPR constraints ส ำหรับโมเดลโครงสร้ำงของ CorA Mg2+ channel ในสภำวะเปิด  
 

4.2.1 PaDSAR pseudospin 
จากข้อมูลค่า mobility, O2 และ NiEDDA accessibility ท าการจัดแบ่งประเภทสมบัติของ

กรดอะมิโนซึง่ได้แก่ buried, water และ lipid-exposed residue (ตารางท่ี 4.1) เพื่อใช้ในการโมเดล
โครงสร้างของ CorA Mg2+ channelในสภาวะเปิดด้วยวิธี PaDSAR 

 
ตำรำงที่ 4.1 ต ำแหน่งกรดอะมิโนของโดเมน TmCorA ที่ก ำหนดชนิดของ pseudospin 

ชนิดของ 
pseudospin* 

ต ำแหน่งของกรดอะมิโน 

EP1 
247 250 254 256 258 261 262 263 265 266 267 268 269 270 272 
273 276 277 281 282 285 286 287 288 290 291 293 295 296 297 
299 300 302 305 306 308 309 315 318 337 340 344 (n=42) 

EP2 
246 248 249 252 253 255 257 260 264 271 274 275 278 279 280 
283 284 303 310 316 319 320 348  (n=23) 

EP3 
298 301 303 307 323 324 327 329 332 334 335 336 338 346  
(n=14) 

EP4 289 292 312 314 (n=4) 

หมายเหตุ* EP1 = Buried, EP2 = Water-exposed, EP3 = Lipid-exposed, EP4= water-lipid 

interface  

 

4.2.2 Distance constraints ระหว่ำงซับยูนิท  
Distance constraints ท่ีใช้ในการค านวณเป็นผลต่างของระยะห่างระหว่างหมู่ nitroxide ท่ี

ติดสปินเลเบลโปรตีนที่วัดในสภาวะเปิดเทียบกับสภาวะปิด โดยอนุมานว่าระยะห่างท่ีวัดนี้แทนด้วย
ระยะห่างของอะตอมบีต้าคาร์บอน (CB) ของกรดอะมิโนติดสปิน (ได้แก่ ต าแหน่ง 247, 249, 250 
และ 252) ในต าแหน่งเดียวกันแต่อยู่คนละซับยูนิท  ผลต่างของระยะห่างนี้สัมพันธ์กับการเปล่ียนแปล
ทางโครงสร้างของโปรตีน ดังสมการ 
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∆𝑟𝐶𝛽,𝑖 = 𝑟𝐶𝛽,𝑖,𝑜𝑝𝑒𝑛 − 𝑟𝐶𝛽,𝑖,𝑐𝑙𝑜𝑠𝑒𝑑,    (4.1) 

 
∆𝑟𝐶𝛽,𝑖  คือผลต่างของระยะห่างระหว่าง CB-CB ของกรดอะมิโนต าแหน่ง i  ท่ีวัดภายใต้โครงสร้างใน
สภาวะเปิดและสภาวะปิด  เนื่องจาก CorA Mg2+ channel มีโครงสร้างเป็นเพนตะเมอร์ ดังนัน้จะมี
คู่ระยะห่างระหว่าง CB-CB อยู่สองชนิด คือ ระยะห่างท่ีมาจากซับยูนิทท่ีอยู่ใกล้หรือติดกัน ซึ่งในท่ีนี้
เรียกว่า short distance  กับระยะห่างท่ีมาจากซับยูนิทท่ีอยู่ห่างไปหนึ่งล าดับเรียกว่า long 
distance  ตารางท่ี 4.2 แสดงจ านวน distance constraints ท่ีใช้ในการค านวณ 

 

ตำรำงที่ 4.2 CB-CB distance constraints ระหว่ำงซับยูนิทส ำหรับใช้ในกำรค ำนวณ  

ต ำแหน่งของกรดอะ
มิโน 

∆𝒓𝑪𝜷,𝒊  * (Å) 
Short distance 

ระหว่ำงซับยูนิทที่ล ำดับติดกัน 
( A-B, B-C, A-E etc) short  

Long distance 
ระหว่ำงซับยูนิทที่อยู่ห่ำงไปหนึ่ง
ล ำดับ 

( A-C, B-D, A-D etc) long  
252 -5  -7 
250 -5  -7  
249 -5  -7  
247 -5  -7  

หมายเหตุ *ค่าติดลบหมายถึงระยะห่างระหว่างกรดอะมิโนของคู่ซับยูนิทท่ีสนใจมีต าแหน่งอยู่ใกล้กัน

มากขึ้นท่ีสภาวะเปิด โดยเทียบกับโครงสร้างท่ีสภาวะปิด และก าหนดให้   = 1 หรือ 2 ส าหรับ 
upper และ lower restraints.  
 

4.2.3 Proximity () หรือ interaction parameters 

  เป็นข้อมูลการทดลองจากเทคนิคอีพีอาร์ท่ีมาจากอิทธิพล dipole-dipole interactions 
ระหว่างสปิน ข้อมูลชนิดนี้ให้ค่าเชิงคุณภาพท่ีบอกถึงความใกล้ระหว่างคู่สปินที่เกิดอันตรกิริยากัน  ผล

การวัดค่า  ของกรดอะมิโนท่ีได้รับการติดสปิน ณ ต าแหน่งต่างๆ (245 - 315) ของโปรตีนที่สภาวะ

เปิด และสภาวะปิด แล้วค านวณผลต่างของค่า  ระหว่างสภาวะท้ังสอง แสดงในรูปท่ี 4.2   
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รูปที่ 4.2  ผลต่ำงของค่ำ interaction parameters () ในต ำแหน่ง 245 - 315 ของ CorA 

Mg2+ channel ในสภำวะเปิดและสภำวะปิด ถ้ำ  ของกรดอะมิโนใดมีเคร่ืองหมำยบวกแสดง

ว่ำคู่กรดอะมิโนนั้นของ CorA ในสภำะเปิดอยูห่่ำงออกไป แต่หำก  ของกรดอะมิโนใดมี
เคร่ืองหมำยลบ แสดงว่ำคู่กรดอะมิโนนั้นของ CorA ในสภำะเปิดอยู่ใกลเ้ข้ำมำ 

 
 
4.3 โมเดลเชิงโครงสร้ำงที่ได้จำก PaDSAR   

4.3.1. กำรคัดกรองเพื่อหำโครงสร้ำง CorA ที่สภำวะเปิดที่เหมำะสม  
 การค านวณโครงสร้าง CorA ท่ีสภาวะเปิดมีการทดลองท าซ้ าหลายรอบโดยใช้เงื่อนไขท่ี

แตกต่างกัน  จากการค านวณโครงสร้างด้วยวิธี PaDSAR ได้โครงสร้างท้ังหมดเป็นจ านวน 220 
โครงสร้าง การคัดกรองเพื่อหาโครงสร้างท่ีสอดคล้องกับข้อมูลการทดลองแบ่งเป็น 2 ขั้น  ขั้นที่หนึ่ง  
พิจารณาคัดกรองโครงสร้างโดยใช้ความสัมพันธ์ระหว่างพลังงานอนัตรกิริยาของ pseudoatom กับ 
restraint penalty และ ระหว่างพลังงานอันตรกริิยาของ pseudoatom กับ %consistency ของ 

sign of Ω กับ. ∆rCβ  ดังแสดงในรูปท่ี 4.3a และ 4.3b  เกณฑ์ท่ีใช้เลือกส าหรับการคัดกรองขั้นที่หนึ่ง 
เป็นดังต่อไปนี้  

i) พลังงานอันตรกริิยาของ pseudoatom ท่ีมีค่า < 0 
ii) restraint penalty มีค่า < 1000 
iii) %consistency > 50%  
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การคัดกรองในขั้นที่หนึ่งท าให้ได้โมเดล 52 โครงสร้างจากจ านวนท้ังหมด 220 โครงสร้าง 
และท าการเลือก 25 โครงสร้างตามการจัดอันดับตามค่า restraint penalty  ท่ีดีท่ีสุด มาท า 

PaDSAR refinement เป็นครั้งท่ีสอง ค่า RMSD ของท้ัง 25 โมเดลมีค่า 3.9  1.9 Å เมื่อน ามา
วิเคราะห์ โดยแสดงค่าพลังงานอันตรกิริยาของ pseudoatom  ของแต่ละโมเดลตาม MD time (รูป
ท่ี 4.3c) พบว่ามีจ านวน 10 โมเดลท่ีให้โครงสร้างผลลู่ไปในทิศทางเดียวกันโดยแสดงจากกราฟคอน
ทัวร์ของ pairwise RMSD (รูปท่ี 4.3d)  ค่า RMSD ของท้ัง 10 โมเดล CorA ท่ีสภาวะเปิดมีค่าเท่ากับ 

2.1  0.5 Å.  
ผลการประเมินคุณภาพทางโครงสร้าง CorA ท่ีสภาวะเปิดท้ัง 10 โมเดลด้วยโปรแกรม 

PROCHECK แสดงให้เห็นว่า มี 93.2% (91.0-94.9 ส าหรับค่าต่ าสุดและค่าสูงสุดตามล าดับ) ท่ีให้ค่า

มุมแบคโบนไดฮีดรัล  และ   ของกรดอะมิโนอยู่ในบริเวณท่ีเหมาะสมบนกราฟรามาชานดราน 
(Ramachandran plot) ค่า overall G-factor ของ PROCHECK ของท้ัง 10 โมเดลมีค่าระหว่าง –
0.78 และ -0.49 ซึ่งดีกว่าค่าขั้นต่ าท่ีก าหนดไว้ (-1.0)  

 

 

รูปที่ 4.3  กำรประเมินโมเดล CorA ที่สภำวะเปดิ จำกกำรค ำนวณด้วยวิธี PaDSAR พลังงำนอันตร
กิริยำของ pseudoatom กับ restraint penalty (a)   พลังงำนอันตรกิริยำของ pseudoatom 

กับ %consistency ของ sign of Ω กับ. ∆rCβ  (b)   พลังงำนอันตรกิริยำของ pseudoatom 
กับ MD time ของ 25 โมเดล (c) กรำฟคอนทัวร์แสดง Pairwise RMSD ระหว่ำงโมเดล  (d)   
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C-RMSD จำก MD simulation (d) และ C-RMSD บริเวณ stalk-TM1 ของแต่ละซับยูนิท 
จ ำนวน 5 ซับยูนิท (f)  

 
รูปท่ี 4.4e แสดงค่า RMSD ของบริเวณ cytoplasmic domain, stalk-TM1, TM2 และของ

ท้ังโปรตีน ตามเวลาของการซิมุเลชันเป็นเวลา 25 นาโนวินาที  พบว่าโครงสร้างของ CorA ท่ีสภาวะ

เปิดนี้มีความสเถียรโดยเฉพาะบริเวณ stalk-TM1 ให้ค่า C-RMSD ระหว่าง 2.5-3.5 Å (รูปท่ี 4.4f) 
ยกเว้นมี 1 ซับยูนิทท่ีให้ค่า RMSD สูงกว่าช่วงดังกล่าว  ส่วนบริเวณอื่น ได้แก่  cytoplasmic 
domain มีค่า RMSD ประมาณ 6Å ท้ังนี้เนื่องจากบริเวณนี้ ไม่มีข้อมูลการทดลอง ดังนั้นจึงเป็น
บริเวณท่ีไม่ได้ก าหนด restraint ระหว่างการค านวณ  

 
4.3.2 ผลกำรประเมินโครงสร้ำง CorA ที่สภำวะเปิดที่ได้   
 เมื่อท าการซ้อนทับ (superimposition) โมเดลเชิงโครงสร้าง CorA ท่ีสภาวะเปิดท้ัง 10 

โมเดลท่ีเลือกมามีค่า RMSD เท่ากับ 2.1  0.5 Å  แสดงว่าโครงสร้างท้ัง 10 มีความใกล้เคียงกัน  

โดยเฉพาะบริเวณ stalk-TM1 มีความใกล้เคียงกันมากท่ีสุด โดยมีค่า ค่า RMSD เท่ากับ 1.7  0.4 Å 
(รูปท่ี 4.4a และ 4.4b) อย่างไรก็ตาม โครงสร้างบริเวณ cytoplasmic domain และ periplasmic 

loop มีความแตกต่างกันค่อนข้างมาก โดยมีค่า RMSD เท่ากับ 6.0  2.6 และ 6.9  2.0 Å 
ตามล าดับ     

 เมื่อวิเคราะหระยะห่างระหว่างซับยูนิทโดยอาศัยกราฟระยะห่าง C-C  ระหว่างซับยูนิทบ
ริเวณ stalk และ TM1 (รูปท่ี 4.4c) พบว่า เมื่อเปรียบเทียบกับโครงสร้างท่ีสภาวะปิด บริเวณ TM1 
ของท้ัง 10 โมเดล CorA ท่ีสภาวะเปิด อยู่ห่างกันมากขึ้น (ค่าเฉล่ียประมาณ 6.7 Å โดยนับจากกรดอะ
มิโนต าแหน่ง 280-310) ในขณะท่ีบริเวณ stalk  พบว่ามีการขยับเข้าใกล้เข้าหากัน (ค่าเฉล่ียประมาณ 
3.3 Å โดยนับจากกรดอะมิโนต าแหน่ง 245-260) เพื่อเปรียบเทียบโมเดลเชิงโครงสร้าง CorA ท่ี

สภาวะเปิดกับค่า  ของบริเวณนี้ พบมีความสอดคล้องกัน (รูปท่ี 4.4d) 
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รูปที่ 4.4  โมเดลเชิงโครงสร้ำง CorA ที่สภำวะเปิดทั้ง 10 โมเดลที่วำงซ้อนทับกัน มุมมองจำกด้ำน

นอกเซลล์ (a) และมุมมองจำกด้ำนข้ำงของเซลล์ (b) ระยะห่ำง C-C  ระหว่ำงซับยูนิทบริเวณ 
stalk และ TM1  จำกโครงสร้ำงที่สภำวะปิด และสภำวะเปิด (c) และเปรียบเทยีบระหว่ำง 

ระยะห่ำง C-C  กับ   แสดงแนวโน้มกันเปลี่ยนแปลงคอนฟอร์เมชันบริเวณ stalk และ 
TM1  
 

4.3.3 ขนำดบริเวณโพรงที่กว้ำงขึ้น  
 โมเดลเชิงโครงสร้าง CorA ท่ีสภาวะเปิดท้ัง 10 โมเดลแสดงให้เห็นขนาดของโพรงทางผ่านของ
ไอออนท่ีกว้างขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับโครงสร้าง CorA ท่ีสภาวะปิด (รูปท่ี 4.5a) ขนาดของโพรงท่ีกวา้ง
ขึ้นนี้น่าจะกว้างมากพอท่ีจะให้ Mg2+ ในรูป hydrated สามารถเคล่ือนทีผ่านได้สะดวก  
 จากการค านวณค่าพลังงานท่ีใช้ในการเคล่ือนย้าย Mg2+ เข้าสู่เซลล์ โดยค านวณพลังงานโซเว
ชัน (solvation energy) ของ Mg2+ ท่ีถูกวางในอยู่ในโพรง ณ ต าแหน่งต่างๆ ตามแกน z (แนวการ
เคล่ือนท่ีของไอออนจากนอกเซลล์ ผ่านเมมเบรน และเข้าสู่ไซโตพลาซึม)  พบว่าพลังงานท่ีใช้ในการ
เคล่ือนย้าย Mg2+ ท่ีค านวณจากโครงสร้าง  CorA ท่ีสภาวะเปิดมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (รูปท่ี 4.5b 
และ 4.5c)  แสดงให้เห็นว่าโครงสร้าง CorA ท่ีสภาวะเปิดท่ีได้นี่ สนับสนุนการท างานของโปรตีน
ดังกล่าว  
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รูปที่ 4.5 ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของโพรงตำมแนวแกนของแชนแนล (a) โดยค ำนวณจำก
โครงสร้ำงที่สภำวะปิด (เส้นสีแดง) และเปิด (เส้นสีด ำ และเขียวส ำหรับค่ำเฉลี่ย)  กรำฟแสดง
ขนำดของโพรง และพลังงำนโซเวชันของ Mg2+ ในต ำแหน่งต่ำงๆ ตำมแนวแกนของแชนแนลที่
สภำวะปิด (b) และที่สภำะวเปิด (c)   
 

4.3.4 กำรเปลี่ยนคอนฟอร์เมชัลส ำหรับกำรเกท  
 โมเดลเชิงโครงสร้าง CorA ท่ีสภาวะเปิดท่ีได้จากการค านวณนี้ สอดคล้องกับข้อมูลผลการ
ทดลองอีพีอาร์ และสนับสนุนผลการค านวณพลังงานในเชิงทฤษฎี  ดังนั้น โมเดลเชิงโครงสร้าง CorA ท่ี
สภาวะเปิดนี้มีความน่าเช่ือถือในการวิเคราะห์การเปล่ียนคอนฟอร์เมชันโดยเปรียบเทียบกับโครงสร้าง
ท่ีสภาวะปิด ซึ่งเป็นโครงสร้างท่ีได้จากเทคนิคเอ็กซเรย์   
 เมื่อท าการซ้อนทับระหว่างโครงสร้าง CorA ท่ีสภาวะเปิดและสภาวะปิด จะเห็นความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (รูปท่ี 4.6a)  โดยเฉพาะบริเวณ stalk และ TM1 ซึ่งแสดงให้ CorA เปล่ียน
คอนฟอร์เมชันจากสภาวะปิดไปสู่สภาวะเปิดโดยการเคล่ือนบริเวณ stalk เข้าหา และขยับส่วน TM1 
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ให้ออกจากกันในลักษณะคล้ายกรรไกร จากมุมมองด้านข้าง หรือคล้ายรูกล้อง (iris-like camera) จาก
มุมมองด้านนอกเซลล์ (รูปท่ี 4.6b)  กลไกการการเคล่ือนของ stalk และ TM1 นี้ น่าจะท าให้โพรง
ทางผ่านของไอออนขยายกว้างขึ้น เพื่อเปิดให้ Mg2+ ผ่านได้ 

 

 

รูปที่ 4.6 โครงสร้ำง CorA ที่สภำวะปิดและสภำวะเปิด (a)  โครงสร้ำงซ้อนทับที่บริเวณ stalk และ 
TM1 แสดงกลไกกำรเปิด-ปิดแบบกรรไกร หรือรูกล้อง (b) และขนำดของโพรงที่กว้ำงขึ้น  (c)   
 
 

 4.3.5 บริเวณภำยในของโครงสร้ำงที่เปลี่ยนแปลงไป  
 จากการเปรียบเทียบระหว่างโมเดลเชิงโครงสร้าง CorA ท่ีสภาวะเปิดและสภาวะปิด ท าให้
เห็นการเปล่ียนของโครงสร้างภายนอกได้อย่างชัดเจน   หากพิจารณาบริเวณภายในของโครงสร้างจะ
เห็นการเปล่ียนแปลงของโดเมนต่างๆในรูปแบบท่ีมีการสัมผัสกัน (domain contact)  รูปท่ี 4.7 จะ



47 
 

เห็นการเปล่ียนแปลงของโดเมนระหว่างซับยูนิท (inter-subunit) ได้ชัดเจนกว่า ภายในซับยูนิท
เดียวกัน (intra-subunit) โดยเฉพาะคู่ TM1-TM1, stalk-stalk และ TM2-TM2 แสดงให้เห็นว่า 
โครงสร้าง CorA ท่ีสภาวะเปิดมีการเกาะรวมกันแบบหลวมๆ มากกว่าในสภาวะปิด ซึ่งอาจจะเป็นอีก
เหตุผลหนึ่งท่ีโครงสร้างเอ็กซเรย์ซึ่งมีความสเถียรท่ีสุดจึงเป็นโครงสร้างท่ีสภาวะปิด และยังไม่มีรายงาน
โครงสร้างของ CorA ท่ีสภาวะเปิด เนื่องจากโครงสร้างมีความไม่เสถียร 
 

 

รูปที่ 4.7 กรำฟคอนทัวร์ของระยะห่ำงระหว่ำงโดเมนต่ำงๆ  ระหว่ำงซับยูนิท (a) และภำยในซับยู
นิท (b)   
 

 
4.4 บทสรุป 
ในการศึกษานี้   ได้จ าลองคอนฟอร์เมชันท่ีสถานะเปิดโดยใช้ข้อมูลอิเลคตรอนพาราแมกเนติกส์เร

โซแนนท์และกระบวนวิธี PaDSAR  ตามด้วยการจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุล (MD) ของโครงสร้างใน
สถานะปิดและเปิดในลิพิดไบเลเยอร์เพื่อให้เข้าใจความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและการท างานของ
โปรตีน แบบจ าลองเชิงโครงสร้างของคอนฟอร์เมชันท่ีสถานะเปิดแสดงส่วน  stalk เคล่ือนเข้าใกล้แกน
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สมมาตรของแชนแนลมากขึ้น ในขณะท่ีส่วน TM1 เคล่ือนออกจากแกนของแชนแนล ลักษณะการเกท
คล้ายกับการเคล่ือนท่ีของกรรไกรจากมุมมองด้านข้าง หรือคล้ายรูกล้องหากพิจารณาจากด้านนอก
เซลล์   การจัดเรียงเชิงโครงสร้างดังกล่าวน าไปสู่การขยายโพรงในบริเวณเมมเบรน   จากผลของ MD  
ส่วนไซโตพลาสมิกโดเมนและเพอริพลาสมิกลูปมีความยืดหยุ่นสูงเมื่อเปรียบเทียบกับส่วน stalk, TM1 
และTM2  กราฟโพรไฟล์ของพลังงานโซเวชันท่ีใช้แทนการเคล่ือนท่ีของ Mg2+ ผ่านตามโพรงของ
แชนแนลท่ีสภาวะเปิดลดลงอย่างมีนัยส าคัญ ข้อมูลจากการศึกษานี้ช่วยให้เข้าใจกลไกการขนส่ง
ไอออนในโปรตีนขนส่ง Mg2+  ได้ดียิ่งขึ้น 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรศึกษำ 

 
 รายงานวิจัยนี้เสนอผลงานวิจัยจ านวนสองเรื่อง เรื่องท่ีหนึ่งน าเสนอผลงานวิจัยของการสร้าง
โมเดลเชิงโครงสร้างท่ีสภาวะพัก (Resting or Down state) ของโดเมนรับรู้ทางศักย์ไฟฟ้าของ 
voltage-gated potassium channel (KvAP-VSD) เรื่องท่ีสองน าเสนอผลงานวิจัยของการสร้าง
โมเดลเชิงโครงสร้างท่ีสภาวะเปิดของ Mg2+ channel  การสร้างโมเดลเชิงโครงสร้างนี้ใช้หลักการของ
เทคนิค molecular modeling และกระบวนวิธ ีPaDSAR  วิธีดังกล่าวได้เคยพัฒนาขึ้นมาโดยเฉพาะ
ส าหรับใช้ประโยชน์จากข้อมูลจากการทดลองด้วยเทคนิคอีพีอาร์และการติดสปินที่ต าแหน่งจ าเพาะ
ต่างๆบนโปรตีนมาสร้างเป็นข้อมูลเชิงโครงสร้างเพื่อสร้างโมเดลให้สอดคล้องกับข้อมูลการทดลอง    
โครงสร้างท่ีได้น ามาเปรียบเทียบกับโครงสร้างอีกสภาวะหนึ่ง เช่น  up-state conformation กับ 
Down-state conformation ของ KvAP-VSD หรือ closed-state conformation กับ open-state 
conformation ของ CorA Mg2+ channel  และศึกษาสมบัติทางโครงสร้างและพลวัติเพิ่มเติมด้วย
เทคนิค molecular dynamics simulation ผลการศึกษาของแต่ละระบบสามารถสรุปได้ดังนี้   
 
5.1 Down-state model ของ KvAP-VSD 
 

ประเด็นส าคัญของงานวิจัยนี้คือโครงสร้างของโดเมนรับรู้ศักย์ไฟฟ้าของโวเทจเกทไอออนแชนนัลท่ี
สภาวะพักเป็นอย่างไร เนื่องจากคอนฟอร์เมชันของ VSD ใน Down-state conformation  และรูปแบบการ
เปล่ียนคอนฟอร์เมชันนั้นยังเป็นประเด็นโต้แย้งกนัอยู่ในปัจจุบัน  ปัญหาคือเทคนิค x-ray crystallography 
ไม่สามารถวัดโครงสร้างสามมิติท่ีสภาวะนี้ได้ งานวิจัยนี้ใช้กระบวนการ Site-directed spin labeling และ 
EPR spectroscopy  สร้างโมเดลเชิงโครงสร้างท่ี Down-state conformation  ในบริเวณ VSD ของ KvAP 
(Kv จาก Aeropyrum Pernix)   อย่างไรก็ตาม การบันทึก EPR สเปกตรัม ภายใต้สภาวะ Resting (ค่า
ศักย์ไฟฟ้าเมมเบรนน้อยกว่าศูนย์) นั้นไม่สามารถกระท าได้    แต่มีรายงานว่าการใช้ DOTAP ซึ่งเป็นลิพิดชนิด
พิเศษท่ีไม่มีหมู่ Phosphodiester  สามารถชักน าให้ VSD ทรานสิชันไปอยู่ในสภาวะ Resting state โดยท่ี
ไม่ต้องใช้ศักย์ไฟฟ้า    การสร้างโมเดลเชิงโครงสร้างท่ี Down state ใช้ข้อมูลการทดลองวัดจากโปรตีนชนิด
ดังกล่าวในลิพิดสองชนิดคือ ลิพิดผสม PCPG (KvAP-VSD มีความเสถียรท่ี up-state) และลิพิดท่ีไม่มีหมู่ 
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Phosphodiester (KvAP-VSD มีความเสถียรท่ี down-state)   ข้อมูลการทดลองจากเทคนิคอีพีอาร์ ได้แก่ 
Solvent accessibility  จาก Standard continuous-wave EPR spectroscopy และข้อมูล  Intra-
domain distances จากเทคนิค DEER distance measurements ซึ่งวัดจากโปรตีนตัวอย่างท่ีเป็น 
Bifunctional spin label และ Pulsed EPR spectroscopy  โมเดลท่ีได้แสดงสามารถเช่ือมโยงรูปแบบการ
เปล่ียนคอนฟอร์เมชันระหว่าง Up-state และ Down-state ของ VSD    

เมื่อน าโมเดลไปศึกษาสมบัติทางโครงสร้างและพลวัติด้วยเทคนิค molecular dynamics 
simulation ท้ังสองสภาวะ ผลการศึกษาสามารถอธิบายในประเด็นเรื่องการเคล่ือนตัวของส่วนท่อนทรานส
เมมเบรน S4 (voltage sensor segment) ของ VSD ผ่านบริเวณลิพิดไบเลเยอร์ในช่วงเกิด membrane 
depolarization  และการเคล่ือนท่ีประจุบวกของเรสซิดิวซ์อาร์จินีนต าแหน่ง R120, R123, R126 และ 
R133 สามารถเกิดขึ้นได้ในเมมเบรน เนื่องจากช่อง water crevice ใน VSD มีขนาดกว้างขึ้นท าให้โมเลกุลน้ า
เข้าไปในช่องได้มากขึ้น ส่งผลให้ค่า dielectric ของเมมเบรนสูงขึ้น จึงช่วยเพิ่มความเสถียรให้กับประจุของ
อาร์จินีนในเมมเบรน นอกจากปรากฎการณ์ดังกล่าว ยังมีปัจจัยท่ีช่วยด้วยคือ การแลกเปล่ียนพันธะ
ไฮโดรเจนของคู่ salt-bridge  ของ R123, R126 และ R133 กับ E45, D62 และ E93   
 
5.2 Open state model ของ Mg2+ channel 
 

เนื่องจากโครงสร้างโฮโมเพนทาเมอร์ท่ีได้จากเทคนิคเอกซเรย์ของแมกนีเซียมแชนนัลชนิด CorA 
จาก Thermotoga maritima  สอดคล้องกับสภาวะปิดหรือสภาวะท่ีไม่มีการขนส่ง Mg2+ ท าให้ขาด
ค าอธิบายท่ีชัดเจนเกี่ยวกับกลไกการท างานดังกล่าว  จากรายงานวิจัย พบวิธีท่ีสามารถเพิ่มความสเถียรท่ี
สภาวะเปิดให้กับ CorA Mg2+ channel โดยการให้ความเข้มข้นของ Mg2+ ท่ีอยู่ภายในเซลล์มีระดับเป็นศูนย์
หรือต่ ากว่า Mg2+ ท่ีอยู่ภายนอกเซลล์มากๆ   ซึ่ง CorA Mg2+ channel จะถูกกระตุ้นให้เปิดช่องทางผ่านของ 
Mg2+   CorA    งานวิจัยนี้ใช้ข้อมูลจากเทคนิค SDSL/EPR ของ CorA ในสภาวะเปิด  แบบจ าลองเชิง
โครงสร้างของคอนฟอร์เมชันท่ีสถานะเปิดแสดงส่วนสทอล์คเฮลิกส์ (stalk helix) เคล่ือนเข้าใกล้แกน
สมมาตรมากขึ้น ในขณะท่ีส่วน TM1 เคล่ือนออกจากแกนหลักนี้ การเปล่ียนคอนฟอร์เมชันนี้เป็นผลจากการ
หมุนและการเคล่ือนท่ีของท่อนเกลียวอัลฟาท้ัง 5 ของส่วน Stalk และ TM1 (transmembrane segment) 
ในลักษณะท่ีท าให้ปลายของโพรง (Pore) ด้านท่ีอยู่ใน cytoplasmic แคบลงและปลายด้าน extracellular 
กว้างขึ้น การจัดเรียงเชิงโครงสร้างดังกล่าวน าไปสู่การขยายโพรงในบริเวณเมมเบรน   จากผลของ MD  
โดเมนเชิงโครงสร้างท้ังหมดของคอนฟอร์เมชันท่ีสถานะเปิดมีพลวัตสูงกว่าสถานะปิด   ส่วนไซโตพลาสมิก
โดเมนและเพอริพลาสมิกลูปมีความยืดหยุ่นสูงเมื่อเปรียบเทียบกับส่วนสทอล์คและแทรนสเมมเบรนเฮลิกส์  
กราฟ Poisson-Boltzmann solvation energy profile ของการเคล่ือนท่ีของ Mg2+ ข้ามเมมเบรนโดยผ่าน
ทางโพรงของ CorA Mg2+ channel ท่ีสภาวะเปิดมีค่าต่ ากว่าท่ีสภาวะปิดอย่างมีนัยส าคัญ  
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5.3 ข้อเสนอแนะ: งำนวิจัยที่จะด ำเนินต่อไป 
 
 ส่ิงท่ีน่าสนใจและสามารถด าเนินงานวิจัยต่อไปได้ คือ ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้าง
และกลไกการท างานของไอออนแชนนัล โดยมุ่งให้ความสนใจหัวข้อรูปแบบการเปล่ียนคอนฟอร์เมชัน
ท่ีตอบสนองการเปล่ียนศักย์ไฟฟ้าเมมเบรนของ voltage-sensor domain (VSD) ของ voltage-
dependence potassium channel  และกลไกการขนส่ง Mg2+ ของ magnesium channel  โดย
ใช้กระบวนวิธีสร้างแบบจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุลภายใต้สภาวะแวดล้อมของฟอสฟอลิพิดไบเลย์และ
เทคนิคการค านวณพลังงานเสรี  เพื่ออธิบายกระบวนการเกท (gating) การคัดกรอง (selectivity) และ
การไหลผ่านของไอออนข้ามผ่านช้ันเมมเบรน (ion permeation)    
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