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ง 
 

ค าน า 
 

 ผู้วิจัยได้ท าการออกแบบโคลิซินพันธ์ุกลายที่มีความเหมาะสมส าหรับน าไปศึกษาผลของอันตรกิริยาทาง
ไฟฟ้าต่อฤทธิ์ของมันในการทดลองระดับสูงขึ้นต่อไป โดยการน าเอาชีวสารสนเทศศาสตร์เชิงโครงสร้างและการ
วิศวกรรมโปรตีนมาประยุกต์ใช้ 
 งานวิจยัฉบับนี้เป็นตัวอย่างของการน าความก้าวหน้าทางวิทยาการชีวสารสนเทศศาสตร์มาปรับใช้ ช่วย
เพิ่มโอกาสของความส าเร็จ ลดต้นทุนทั้งด้านค่าใช้จ่าย และเวลา ในการทดลองวิจัยทางห้องปฏิบัติการ และยัง
เป็นตัวอย่างหนึ่งที่แสดงให้เห็นว่าเครื่องมือทางด้านชีวสารสนเทศศาสตรม์ิใช่สิ่งส าหรับผู้เชี่ยวชาญเท่านั้น 
หากแต่สามารถเข้าถึงได้ง่าย แม้ว่าจะเป็นผู้เริ่มต้นก็ตาม 
 ผู้วิจัยจึงขอเชิญชวน และสนับสนุนให้น าเอาวิทยาการทางคอมพิวเตอร์มาช่วยในการท าการทดลองใน
ห้องปฏิบัติการเช่นนี้อย่างแพร่หลายมากขึ้น อันจะยังประโยชน์แก่การพัฒนา และการศึกษาวิจัยทางด้านเภสัช
ศาสตรอ์ย่างยิ่ง คณะผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่าโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้เป็นประโยชนต์่อผู้ที่ต้องการ
ศึกษาวิจัยในลักษณะดังกล่าวสืบไป 
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        โคลิซินเอ็น (colN) เป็นแบคเทอริโอซินชนิดโคลิซิน โดยเป็นโปรตีนที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย ซึ่ง Escherichia 
coli ผลิตขึ้นในสภาวะแข่งขัน โดยกลไกความเป็นพิษของโคลิซินแตกต่างกันขึ้นกับชนิดของโคลิซินนั้น ๆ  กลไกดังกล่าว
ได้แก่ DNase tRNase และการก่อรู โดย colN นับเป็นหนึ่งในชนิดที่ก่อรูบนผนังเซลล์ มีการศึกษารายงานถึงคุณสมบัติ
ต่อต้านมะเร็งของโคลิซินชนิดก่อรูบางชนิด เช่น โคลิซินเอ และ โคลิซินอี 1 ขณะที่คุณสมบัติดังกล่าวใน colN ยังไม่ได้
รับการศีกษา จากที่กล่าวมาข้างต้น การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านมของ colN จึงเป็นที่น่าสนใจ 
จากความรู้ว่าที่ว่าประจุบนพื้นผิวของเซลล์มะเร็งนั้นมีความเป็นลบ ผู้วิจัยจึงสนใจในการวิศวกรรมพันธุ์กลายของ 
colN ที่มีมีประจุเป็นบวกมากขึ้น เพื่อศึกษาวิเคราะห์และปรับปรุงฤทธิ์ของ colN ต่อเซลล์มะเร็ง อย่างไรก็ดี การกลาย
พันธุ์บางรูปแบบอาจท าลายโครงสร้างและการท าหน้าที่ของโปรตีนได้ ในการศึกษาบนคอมพิวเตอร์นี้ จึงมีวัตถุประสงค์
เพื่อประเมินและเสนอแนะการกลายพันธุ์ที่ไม่ท าให้เกิดความไม่คงตัว มีความเหมาะสมต่อการศึกษาฤทธิ์ชีวภาพต่อไป 
ขั้นแรก จะหาต าแหน่งของต าแหน่งของกรดอะมิโนประจุลบที่มีความเข้าถึงได้สูงที่สุดและเป็นต าแหน่งของโครงสร้างที่
เกิดไม่เกิดพันธะไฮโดรเจนกับโครงสร้างหลักหรือโซ่ข้าง โดยใช้เครื่องมือ Rosetta Supercharge จึงพบแอสปาร์เตตที่
ต าแหน่ง 150 และ 154 บนโดเมนอาร์ต่อมาในขั้นตอนที่สองจะเป็นการวิเคราะห์โปรตีนพันธุ์กลายประจุบวกที่
ต าแหน่งทั้งสองถูกแทนที่ด้วยไลซีน และ/หรือargi โดยใช้เครื่องมือท านายความคงตัวของโปรตีนพันธุ์กลายหลายชนิด 
และท าการจ าลองแบบโครงสร้างด้วยวิธีจ าลองโครงสร้างจากโปรตีนต้นแบบ โดยโครงสร้างที่ถูกจ าลองขึ้นจะน ามา
วิเคราะห์ด้วยเครื่องมือประเมินโครงสร้างชนิดต่าง ๆ ต่อมาจึงท าการจ าลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุลเพื่อยืนยันความคง
ตัวของโครงสร้างโปรตีน โดยสรุปสุดท้ายผู้วิจัยเสนอแนะ colN พันธุ์กลายที่ต าแหน่ง D150RD154R ส าหรับใช้ในการ
ทดลองความเป็นพิษต่อเซลล์ต่อไป อย่างไรก็ตาม เนื่องจากการศึกษานี้เป็นการศึกษาทางคอมพิวเตอร์ จึงต้องท าการ
ทดลองในห้องปฏิบัติการร่วมด้วย ได้แก่ การใช้ circular dichroism spectroscopy เพื่อยืนยันโครงสร้างโปรตีนพันธุ์
กลาย และควรมีการศึกษาเพื่อท าการกลายพันธุ์อย่างเข้มข้นขึ้นเพื่อให้ได้โปรตีนพันธุ์กลายที่มีความเป็นบวกมากขึ้น 
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        Colicin N (colN) is a bacteriocin of colicin type, an antimicrobial protein produced by Escherichia 
coli in competitive condition. The cytotoxic mechanism of colicins depends on its type including 
DNase, tRNase and pore-forming activity. ColN is among the pore-forming types. There are studies 
reported anticancer activity of some pore-forming toxins e.g. colicin A and colicin E1. While such 
activities of colN were unexplored. As stated above, the study of mammalian cell cytotoxicity of 
colN was inspired. Knowing that surface charge of cancer cell in certain types is negative, we were 
motivated to engineer more positive colN mutant to investigate an improvement of its activity against 
cancerous cell type with negative charge. Unfortunately, some mutation can diminish protein 
structure and function. This in silico study therefore aim to evaluate and suggest non-destabilizing 
mutation appropriate for undergoing further bioactivity study. First, the negative residues with highest 
accessibility and involve neither backbone nor sidechain hydrogen bonding stabilization were 
located using Rosetta Supercharge. Aspartate residues D150 and D154 in domain R were determined 
accordingly. In the second step, positive mutants in which both residues substituted with either 
lysine or arginine were analyzed by using several mutant protein stability prediction tools and 
homology modelling. Modelled structures from latter were analyzed using various structure 
evaluation tools. Finally, molecular dynamics simulation was performed to confirm the structure 
stability. In conclusion, we suggested the D150R, D154R colN mutant for further cytotoxicity 
experiments. Due to nature of computational study, complementary laboratory experiments i.e. 
circular dichroism spectroscopy to confirm mutant protein structures and study to explore more 
intensive mutation yielding more positive variants should be conducted. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 มะเร็งเกิดจากความผิดปกติของสารพันธุกรรมในเซลล์ร่างกายจนเกิดการเจริญเติบโตของเซลล์
อย่างผิดปกติและเกิดการรุกราน กระจายไปยังบริเวณต่าง ๆ ของร่างกายก่อให้เกิดความเสียหายต่ออวัยวะ
อื่น ๆ  ข้อมูลในปี พ.ศ. 2558 จากองค์การอนามัยโลก ระบุว่า มะเร็งเป็นสาเหตุการเสียชีวิตอันดับสองของ
ประชากรโลก แต่ละปีมีผู้เสียชีวิตจากโรคมะเร็งถึง 8.8 ล้านราย คิดเป็นร้อยละ 17 ของสาเหตุการเสียชีวิต
จากทั่วโลก (1) การรักษาโรคมะเร็งในปัจจุบันสามารถท าการรักษาได้โดยการศัลยกรรม รังสีรักษา เคมี
บ าบัด และการรักษาโดยการใช้ฮอร์โมนในโรคมะเร็งบางชนิด แม้ว่าจะมีการพัฒนาขึ้ นของกระบวนการ
รักษามะเร็งอย่างก้าวกระโดด แต่การรักษาด้วยวิธีดังกล่าวยังคงสามารถท าให้เกิดผลข้างเคียงที่รุนแรงได้
หรือกดภูมิคุ้มกันให้ต่ าลงและท าให้เกิดผลเสียในระยะยาวต่อสุขภาพ (2) ในปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีการ
รักษาใหม่เพื่อให้มีความจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งมากขึ้นโดยอาศัยสารภูมิต้านทาน (antibody) ที่จ าเพาะกับ
เซลล์มะเร็งเชื่อมต่อเข้ากับสารออกฤทธิ์ไม่ว่าจะเป็นยาโมเลกุลเล็ก เรดิโอนิวคลีโอไทด ์(radionucleotide) 
หรือโปรตีนพิษ (protein toxin) (2) ถึงแม้จะมีความจ าเพาะมากขึ้นแต่ก็ยังเป็นยาที่มีการออกฤทธิ์เช่นเดิม
จึงยังคงมีผลข้างเคียงดังเดิม การค้นหาสารที่มีกลไกการออกฤทธิ์แบบใหม่ต่อเซลล์มะเร็งยังคงมีความจ า
เป็นอยู ่

 แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เป็นโปรตีนที่แบคทีเรียสร้างในสภาวะเครียด มีฤทธิ์ต้านเชื้ออื่น โดย
ที่น่าสนใจคือ มีรายงานว่าแบคทีริโอซินหลายชนิด มีฤทธิ์ต่อต้านและจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็ง สาเหตุที่เป็น
เช่นนี้ ส่วนหนึ่งเนื่องจากคุณสมบัติร่วมกันของผนังเซลล์แบคทีเรีย และเยื่อหุ้มเซลล์ของมะเร็งมีความเป็น
ลบทางไฟฟ้าเช่นเดียวกัน ท าให้แบคเทอริโอซินที่โดยส่วนใหญ่จะมีประจุบวกอยู่ จึงสามารถเกิดอันตรกิริยา
กับเซลล์ทั้งสอง และเกิดการสะสมและส่งเสริมฤทธิ์ได้ (3) 

 โคลิซินเอ็น เป็นแบคเทอริโอซิน ที่จัดอยู่ในกลุ่มโคลิซินก่อรู (pore-forming colicin) โดยบริเวณ
โดเมนอาร์ของโคลิซินเอ็น เป็นส่วนที่มีประจุบวกที่ส าคัญต่อการจับกับผิวเซลล์ โคลิซินก่อรูหลายชนิดมี
รายงานพบว่ามีฤทธิ์ต่อเซลล์มะเร็ง ขณะที่โคลิซินเอ็น (colicin N) ยังไม่ได้รับการศึกษา จึงเป็นที่น่าสนใจ
ว่า จะมีฤทธิ์บางประการต่อเซลล์มะเร็งเช่นเดียวกัน (2,3) 

 จึงน ามาสู่ปัญหาที่ผู้วิจัยสนใจ คือ การทดสอบฤทธิ์และศึกษากลไกของโคลิซินเอ็น (colicin N) ใน
การจับกับเซลล์มะเร็ง โดยท าการกลายพันธุ์เฉพาะที่ (site-directed mutagenesis) ในส่วน โดเมนอาร์ 
เพื่อให้ได้โปรตีนพันธุ์กลายที่มีความเป็นประจุบวกมากขึ้น เพื่อน าไปตรวจสอบผลของประจุทางไฟฟ้าต่อ
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ฤทธิ์ขอโคลิซินเอ็นต่อไป อย่างไรก็ดี ในการท าการกลายพันธุ์ จ าเป็นต้องทราบต าแหน่งที่เหมาะสม ที่เมื่อ
แทนที่กรดอะมิโนด้วยกรดอะมิโนที่ต้องการแล้ว ไม่ท าให้โครงสร้างเกิดความเสียหาย และต้องเป็นต าแหน่ง
ที่มี การเปิดสัมผัสของผิว (surface exposure) ที่ดีอีกด้วย 

 ในงานวิจัยฉบับนี้ผู้วิจัยท าการออกแบบโคลิซินเอ็นพันธุ์กลายที่มีพื้นผิวประจุบวกมากขึ้น โดยการ
จ าลองโครงสร้างและศึกษาโครงสร้างที่เปลี่ยนแปลงไปของโปรตีนพันธุ์กลายโดยอาศัยชีวสารสนเทศ
ศาสตร์ เพื่อเสนอโคลิซินเอ็นพันธุ์กลายที่มีความเหมาะสม ส าหรับน าไปศึกษาทดลองในห้องปฏิบัติการ
ต่อไป 
 

1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย 

 เพื่อท าออกแบบ คัดเลือกและเสนอโคลิซินพันธุ์กลายที่มีประจุบวกมากขึ้น ที่เหมาะสมส าหรับน าไป
ทดลองในระดับหลอดทดลองต่อไป โดยใช้กระบวนการทางชีวสารสนเทศศาสตร ์
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

 การศึกษาวิจัยโดยการประยุกต์ใช้ชีวสารสนเทศศาสตร์ในการศึกษาล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนโค
ลิซินเอ็น ค้นหาบริเวณที่เหมาะสมแล้วท าการกลายพันธุ์ จากนั้นจึงท าการจ าลองโครงสร้างสามมิติของ
โปรตีนพันธุ์กลายจากโปรตีนต้นแบบ และการทดสอบความเสถียรของโครงสร้างโปรตีนด้วยเครื่องมือ
วิเคราะห์จากคอมพิวเตอร์ โดยไม่ครอบคลุมการท าการทดลองทางห้องปฏิบัติการเพื่อยืนยัน 
 

1.4 วิธีด าเนินการวิจัยโดยย่อ 

 วิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีนโคลิซินเอ็นเพื่อหาบริเวณเหมาะสมต่อการท าการกลายพันธุ์ คัดเลือก
กรดอะมิโนที่เหมาะสม ด้วยเครื่องมือพยากรณ์ความคงตัวของโปรตีนพันธ์กลาย รวมถึงการจ าลอง
โครงสร้างสามมิติด้วยวิธีจ าลองโครงสร้างจากโปรตีนต้นแบบ (homology modeling) ยืนยันโครงสร้าง
ด้วยการจ าลองแบบทางพลวัตเชิงโมเลกุล (molecular dynamic simulation)  
 

1.5 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะไดร้ับ 

 ได้ทราบโคลิซินเอ็นพันธุ์กลายที่มีประจุบวกมากขึ้น ที่มีความเหมาะสมส าหรับน าไปศึกษาผลของ
ประจุบวกต่อคุณสมบัติต่าง ๆ และฤทธ์ิทางชีวภาพของโคลิซินเอ็นต่อไป
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 โคลิซิน 

 โคลิซิน เปน็ทอกซินต้านแบคทีเรีย (antibacterial toxin) ชนิดหนึ่ง ถูกพบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1925 
พบได้ในเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) โคลิซินเป็นแบคทีริโอซินชนิดที่เข้ารหัสอยู่ในพลาสมิด 
(plasmid-encoded bacteriocin) โดยเมื่อ E. coli อยู่ในสภาวะเครียดหรือสภาวะแข่งขันจะเกิดการ
กระตุ้นให้มีการแสดงออกของโปรตีนโคลิซินและหลั่งออกมาสู่สภาพแวดล้อม ยับยั้ง E. coli หรือแบคทีเรีย
ชนิดอื่น ๆ ที่ไวต่อโคลิซินชนิดนั้น ๆ (4,5) 

       ในการออกฤทธิ์ต่อต้านเชื้อแบคทีเรียนั้น ขั้นแรกโคลิซินจะต้องจับเข้าจับกับตัวรับบนเยื่อหุม้ชั้นนอก
ของแบคทีเรีย จากนั้นจึงเคลื่อนผ่านเยื่อหุ้มชั้นนอกเข้าไป แล้วจึงไปแสดงฤทธิ์ที่บริเวณเยื่อหุ้มชั้นใน หรือ
ภายในเซลล์ขึ้นกับชนิดของโคลิซินนั้น ๆ โดยโคลิซินมีขนาดตั้งแต่ 40 ไปจนถึง 60 กิโลดัลตัน (4) 

 โคลิซินแต่ละชนิดล้วนมีลักษณะพื้นฐานร่วมกัน คือจะประกอบด้วย 3 โดเมน แต่ละโดเมนจะมี
หน้าที่แตกต่างกันสอดคล้องกับกลไกเชิงโมเลกุลของโคลิซิน ได้แก่ (1) โดเมนอาร์ (R-domain) หรือโดเมน
จับตัวรับ (receptor-binding domain) เป็นโดเมนส่วนที่อยู่บริเวณกลางสาย ท าหน้าที่จับกับตัวรับที่เยื่อ
หุ้มชั้นนอกอย่างแนบแน่น (high affinity) ท าให้การเกิดสะสมของโคลิซินในเยื่อหุ้มชั้นนอก ตัวรับเหล่านี้

โดยมากจะมีรูปร่างเป็นทรงถังบีตา หรือ บีตาบาเรล (β-barrel) ซึ่งโดยปกติตัวรับเหล่านี้จะท าหน้าที่
เกี่ยวกับการขนส่งสารอาหาร วิตามิน ไอออนหรือแร่ธาตุต่าง ๆ ยกเว้นโคลิซินเอ็นที่มีตัวรับเป็นไลโปโพลี
แซคคาไรด์ (Lipopolysaccharides, LPS) ขั้นตอนต่อมาจะเกี่ยวข้องกับ (2) โดเมนที (T-domain) หรือ
โดเมนเคลื่อนย้าย (translocation domain) อยู่บริเวณด้านปลายไนโตรเจน (N-terminal) อาจแบ่งที
โดเมนออกเป็น 2 ส่วน คือ โดเมนเคลื่อนย้ายที่มีโครงสร้าง (structured translocation domain; STD) 
และอีกส่วนหนึ่งคือโดเมนไม่มีระเบียบตามธรรมชาติ ( intrinsically disorder domain; IDD) หรือมัก
เรียกว่าโดเมนเคลื่อนย้ายที่ไม่เกิดโครงสร้างตามธรรมชาติ ( intrinsically unstructured translocation 
domain; IUTD) อันเป็นส่วนส าคัญในการเคลื่อนย้ายของโดเมนที่เป็นพิษต่อเซลล์ของโคลิซินผ่านเข้าไปยัง 
periplasmic space โดยหลังจากที่จับกับตัวรับโดยอาศัยโดเมนอาร์ที่ได้กล่าวมาแล้วนั้น โดเมนทีจะจับ
กับโปรตีนบนเยื่อหุ้มชั้นนอกตัวที่สองที่อยู่บริเวณข้างเคียง ซึ่งอาจเป็นตัวรับชนิดเดิมก็ได้ขึ้นกับชนิดของโค
ลิซิน แล้วการเกิดเคลื่อนย้ายของโคลิซินข้ามเยื่อหุ้มชั้นนอก โดยอาศัยกลไกเคลื่อนย้ายที่แตกต่างกัน ใน
กรณีของโคลิซินกลุ่ม A (group A colicin) จะเกิดผ่านระบบเคลื่อนย้ายที่ขึ้นกับ TolA (TolA-dependent 
translocation systems)  ในขณะที่โคลิซินกลุ่ม B (group B colicin) จะเคลื่อนผ่านเยื่อหุ้มชั้นนอกไป
โดยอาศัยระบบเคลื่อนย้ายที่ขึ้นกับ TonB (TonB-dependent translocation systems) หลังจากนั้น 
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โดเมนสุดท้าย คือ โดเมนซี (C-domain) หรือ โดเมนเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxic domain) อยู่บริเวณ
ด้านปลาย C (C-terminal) โดเมนนี้เป็นส่วนที่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยหากเป็นชนิดที่ก่อรู โดเมน
ซีของโคลิซินหลาย ๆหน่วยจะไปรวมตัวกันเป็นรูบนเยื่อหุ้มชั้นใน หากเป็นชนิดนิวคลีเอส ก็จะเข้าไปย่อย
สลายอาร์อาร์เอ็นเอ (rRNA) หรือทีอาร์เอ็นเอ (tRNA) ภายในเซลล์ ในกรณีที่โดเมนซีเป็นชนิดที่ท าให้เกิดรู 
อาจเรียกได้อีกอย่างว่า โดเมนพี (P-domain) หรือ โดเมนก่อรู (pore-forming domain) ก็ได้ (6–9) 
โมเลกุลชีวภาพที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนย้ายของโคลิซินและกลไกความเป็นพิษของโคลิซินแต่ละชนิด 
แสดงในตารางที่ 1 

2.2 โคลิซินเอน็ 

 โคลิเอ็นจัดอยู่ในโคลิซินกลุ่มเอ เป็นโคลิซินก่อรูที่มีขนาดเล็กที่สุดที่พบในปัจจุบัน (10) มีความยาว 
387 กรดอะมิโน น้ าหนักโมเลกุล 41,743 ดาลตัน (11)  โคลิซินเอ็นมีคุณสมบัติที่เป็นเอกลักษณ์ต่างจากโค
ลิซินอื่น ๆ หลายประการ เช่น โดเมนจับตัวรับของโคลิซินเอ็น จับกับไลโปโพลีแซคคาไรด์ ซึ่งต่างจากชนิด
อื่น ๆ ที่จะจับกับโปรตีนบนเยื้อหุ้มเซลล์ชั้นนอก นอกจากนี้ ทีโดเมนของโคลิซินยังมีขนาดเล็กกว่าโคลิซิน
ชนิดอื่น ๆ โดยที่ทั้งทีโดเมนเป็นส่วนที่ไม่มีโครงสร้างโดยธรรมชาตทิั้งหมด ด้วยลักษณะที่กล่าวมาข้างต้นยัง
ท าให้กลไกการเคลื่อนเข้าสู่เซลล์ของโคลิซินเอ็นมีลักษณะเฉพาะต่างจากโคลิซินอื่น ๆ มาก ยังท าให้โคลิซิน
เอ็นมีคุณสมบัติทางชีวภาพบางประการที่แตกต่างไปจากโคลิซินชนิดอื่นอีกด้วย ดังจะกล่าวต่อไป 

2.3 โครงสร้างของโคลิซินเอ็น 

 โครงสร้างของโคลิซินเอ็น ได้จากเทคนิคเอกซเรย์ คริสตัลโลกราฟี (X-ray crystallography) และ
แผนผังแสดงต าแหน่งของแต่ละโดเมนแสดงในรูปที่ 1 โดเมนทีซึ่งไม่มีโครงสร้าง (unstructured T-
domain) ไม่ปรากฏในโครงสร้างผลึก มีความยาว 90 อะมิโน เริ่มจากปลายเอ็น (N-terminal) M1 ถึง 
A91 บริเวณโดเมนทีนี้จะมีต าแหน่งส าหรับจับ TolA (TABS) (12) ต่อมาในส่วนโดเมนอาร์ เริ่มตั้งแต่ R184 
ถึง R387 มีความยาว 93 อะมิโน จะมีกรดอะมิโนประจุบวกกระจุกตัวอยู่จ านวนมาก และเป็นส่วนที่เผย
ออก (expose) อย่างมาก โดยเป็นต าแหน่งที่จับกับ ไลโปโพลีแซคคาไรด ์ประกอบด้วยแผ่นบีต้าชีท 6 แผ่น
หุ้มรอบเกลียวแอลฟ่าความยาวประมาณ 20 อะมิโนที่ต่อมาจากโดเมน P โดเมนอาร์มีลักษณะเด่นประการ
หนึ่งคือ จะมีร่อง (cleft) ขนาดใหญ่ซึ่งเกิดจากแผ่นบีตาบิด (twisted beta sheet) อยู่ 2 ร่อง โดยร่อง
หนึ่งเป็นร่องที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic cleft) เกิดจากกลุ่มของกรดอะมิโนที่มีโซ่ข้างเป็นอะโรมาติก ร่อง
นี้ถูกเติมเต็มด้วยเกลียวแอลฟา (alpha-helix) ที่ถูกแผ่นบีตา (beta sheet) พันหุ้มอยู่ ขณะที่อีกร่องหนึ่ง
ว่างเปล่าและเปิดเผยให้สัมผัสกับตัวท าละลายอย่างเต็มที่ โดยบริเวณนี้จะประกอบด้วยกระจุกของกรดอะ
มิโนประจุบวก 2 กระจุกอยู่ด้านบนและล่างของร่อง ขณะที่บริเวณตรงกลางของร่องจะมีกรดอะมิโนประจุ
ลบอยู่ โดเมนอาร์อาศัยประจุบวกบริเวณนี้เองการในจับกับ ไลโปโพลีแซคคาไรด์ บนเยื่อหุ้มชั้นนอกของ E. 
coli (13) ต่อมาในส่วนโดเมนพี เริ่มตั้งแต่ R184 ไปสิ้นสุดที่ปลายซี (C-terminal) R387 โดเมนพีมีทอ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



5 
 

พอโลยีคล้ายโกลบิน (globin-like) ที่ประกอบด้วยมัดของเกลียวแอลฟา 10 แท่งเรียงตัวกันซ้อนเป็นสาม
ชั้น โดยมีแกนไม่ชอบน้ า (hydrophobic core) อยู่ด้านใน (7) อนึ่งการนิยามต าแหน่งของโดเมนต่าง ๆ ว่า
เริ่มต้นและสิ้นสุดที่ใด อาจมีความหลากหลายแตกต่างกันได้ เช่น อาจก าหนดให้โดเมนอาร์สิ้นสุดที่
ต าแหน่ง F183 (12) หรือต าแหน่ง F184 (13) การจ าแนกโครงสร้างของโคลิซินเอ็นโดเมนอาร์และพีตาม
ระบบ CATH แสดงในตารางที่ 2 
ตารางที่ 1 โมเลกุลชีวภาพที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนย้ายและกลไกความเป็นพิษของโคลิซินแต่ละชนิด (9) 

Colicin Outer membrane 
receptor 

Translocator Mechanism of 
translocation 

Cytoxicity 

Group A 

A BtuB OmpF Tol A,B,Q,R Pore-forming 

E2, E7, E8, 
E9 

BtuB Omp F Tol A,B,Q,R DNase 

E3, E4, E6 BtuB OmpF Tol A,B,Q,R rRNase 

E5 BtuB OmpF Tol A,B,Q,R tRNase 

E1 BtuB TolC Tol A,R Pore-forming 

N LPS OmpF Tol A,Q,R Pore-forming 

K Tsx OmpF Tol A,B,Q,R Pore-forming 

S4 OmpW Omp F Tol A,B,Q,R Pore-forming 

U Omp A Omp F, LPS Tol A,B,Q,R Pore-forming 

28b Omp A Omp F, LPS Tol A,B,Q,R Pore-forming 

Cloacin 
DF13 

IutA Unknown Tol A,Q,R RNase 

Group B 

5, 10 Tsx TolC TonB, Exb B,D Pore-forming 

Ia, Ib Cir Cir TonB, Exb B,D Pore-forming 

B FepA Unknown TonB, Exb B,D Pore-forming 

D Fep A Unknown TonB, Exb B,D tRNase 

M Fhu A Unknown TonB, Exb B,D Peptidoglycan synthesis 
inhibitor 
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รูปที่ 1 โครงสร้างของโคลิซินเอ็นจากเทคนิคเอกซเรย์ ครสิตัลโลกราฟแีละแผนผังโดเมน 

(บน) โครงสร้างของโคลิซินเอ็นจากเทคนิคเทคนิคเอกซเรย์ คริสตัลโลกราฟ ีบันทึกอยู่ใน PDB (1A87)  
(ล่าง) แผนผังโครงสร้างของโคลิซินเอ็นโดเมนต่าง ๆ ดัดแปลงจาก (13) 

 

ตารางที่ 2 การจ าแนกโครงสร้างตามระบบ CATH ของโคลิซินเอ็น โดเมนอาร์ และพ ี(14) 

 Receptor-binding domain Pore-forming domain 

Level CATH Code Description CATH Code Description 

C 3 Alpha Beta 1 Mainly Alpha 

A 3.30 2-Layer Sandwich 1.10 Orthogonal Bundle 

A 3.30.1120 Arylsulfatase, C-
terminal domain 

1.10.490 Globin-like 

H 3.30.1120.60 Colicin 1.10.490.30 Colicin 
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ล าดับกรดอะมิโนของโคลิซินเอ็น (11) 
  
โดเมนที MGSNGADNAHNNAFGGGKNPGIGNTSGAGSNGSASSNRGNSNGWSWSNKPHKNDGFHS

DGSYHITFHGDNNSKPKPGGNSGNRGNNGDGA 
โดเมนอาร์ SAKVGEITITPDNSKPGRYISSNPEYSLLAKLIDAESIKGTEVYTFHTRKGQYVKVTVPDSNIDK

MRVDYVNWKGPKYNNKLVKRFVSQFLLF 
โดเมนพ ี RKEEKEKNEKEALLKASELVSGMGDKLGEYLGVKYKNVAKEVANDIKNFHGRNIRSYNEAMA

SLNKVLANPKMKVNKSDKDAIVNAWKQVNAKDMANKIGNLGKAFKVADLAIKVEKIREKSIE
GYNTGNWGPLLLEVESWIIGGVVAGVAISLFGAVLSFLPISGLAVTALGVIGIMTISYLSSFIDA
NRVSNINNIISSVIR 

2.4 ความเป็นพิษต่อเซลล์ของโคลิซินก่อร ู

 แบคเทอริโอซินหลาย ๆ ชนิด มีรายงานว่ามีฤทธิ์ต่อเซลล์มะเร็ง (แสดงใน ตารางที่ 3) โดยในกลุ่มโค
ลิซินก่อรูได้แก่โคลิซินเอ (Colicin A) และโคลิซินอี 1 (Colicin E1) ต่างก็พบว่ามีฤทธิ์ต่อเซลล์มะเร็งหลาย
ชนิด โดยยังได้มีการศึกษาในเซลล์มะเร็งที่มีการกลายพันธุ์ของ p53 เทียบกับเซลล์ไลน์ไฟโบบลาสต์มนุษย์
มาตรฐาน (human standard fibroblast cell line) พบว่าโคลิซินอี 1 และโคลิซินเอ ต่างก็มีฤทธิ์ต่อ
เซลล์มะเร็งอย่างเฉพาะเจาะจงอีกด้วย (2) อย่างไรก็ดี ยังไม่มีปรากฏว่ามีการศึกษาที่ทดลองกับโคลิซินเอ็น  

ตารางที่ 3 แบคเทอริโอซินที่มีรายงานว่ามีฤทธิ์ต่อเซลล์ไลน์มะเร็ง (cancer cell line) ชนิดต่าง ๆ  (3) 

Bacteriocin Cancer cell lines 
Colicin E3 P388, HeLa, HS913T 
Colicin A HS913T, SKUT-1, BT474, ZR75, SKBR3, MRC5 
Colicin E1 MCF7, HS913T 
Microcin E492 Hela, Jurkat, RJ2.25 
Pediocin PA-1 A-549, DLD-1 
Pediocin K2a2-3 HT2a, HeLa 
Pediocin CP2 HeLa, MCF7, Sp2/0-Ag 14, HepG2 
Pyocin S2 HepG2, Im9 HeLa, AS-II, mKS-A TU-7 
Nisin MCF7, HepG2 
Bovicin HC5 MCF7, HepG2 
Smegmatocin HeLa AS-II, HGC-27 mKS-A TU-7 
Plantaricin A Jurkat, GH4, Reh, Jurkat, PC12, N2A, GH4 
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2.6 ความจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งของแบคเทอริโอซินกับความเป็นลบทางไฟฟ้าของเซลล์มะเร็ง 

 แม้ว่าในปัจจุบันยังไม่เป็นที่แน่ชัดถึงกลไกที่ท าให้แบคเทอริโอซินชนิดต่าง ๆ มีความจ าเพาะในการ
ออกฤทธิ์ต่อเซลล์มะเร็ง อย่างไรก็ดีความเฉพาะเจาะจงของแบคเทอริโอซินต่อเซลล์มะเร็งอาจอธิบายได้
ด้วยคุณสมบัติความเป็นลบทางไฟฟ้าที่ผิวเซลล์มะเร็งซึ่งสอดคล้องกับความเป็นลบของไลโปโพลีแซคคาไรด์
ที่เยื่อหุ้มชั้นนอกของแบคทีเรีย ที่เอื้อให้แบคเทอริโอซินซึ่งโดยมากเป็นมีความเป็นบวกทางไฟฟ้าอยู่สูง
สามารถแสดงฤทธิ์ได้ดี (3) 

 โดยทั่วไป เยื่อหุ้มฟอสโฟลิปิดสองชั้น (phospholipid bilayer) ของเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมที่
ปกติ จะมีความอสมมาตรซึ่งเกิดจากการกระจายของฟอสโฟลิปิดชนิดต่าง ๆกันที่บริเวณผิวด้านในเซลล์ 
และด้านนอกเซลล์ โดยบริเวณผิวด้านนอกเซลล์จะประกอบด้วยเป็นฟอสโฟลิปิดที่มีโคลีนเป็นองค์ประกอบ
ที่มีคุณสมบัติเป็นทั้งประจุบวกและลบ (zwitterionic) และมีความเป็นกลางทางไฟฟ้า เช่น สฟิงโกไมอีลิน 
(sphingomyeline) และฟอสฟาติดิลโคลีน (phosphatidylcholine) ในขณะที่ในเซลล์มะเร็งจะมีการ
สูญเสียความอสมมาตรไป โดยเป็นที่ทราบกันว่าผิวด้านนอกของเซลล์มะเร็งมีความเป็นลบเป็นส่วนใหญ่
เนื่องจากมีการกระจายของฟอสฟาติดิลเซอรีน (phosphatidylserine) โอ-ไกลโคซิเลทเท็ดมิวซิน (O-
glycosylated mucin) ไซอาเลทเท็ดแกงกลิโอไซด์ (sialylated ganglioside) และ เฮปารินซัลเฟต 
(heparin sulfate) อยู่ที่ผิวเซลล์ (3) นอกจากนี้ยังเชื่อว่า “ปรากฏการณ์วอร์เบิร์ก (Warburg effect)” ซึ่ง
เป็นปรากฏการที่เซลล์มะเร็งมีการดูดซึมน้ าตาลกลูโคส และเพิ่มเกิดการหลั่งแลคเตท (lactate) ในปริมาณ
สูงว่าเซลล์ปกติถึงกว่า 30 เท่า โดยแลคเตทไอออนจะไปสะเทินประจุบวกบริเวณผิวเซลล์ท าให้เกิดสภา
พลบที่เยื่อหุ้มเซลล์ก็มีส่วนส าคัญเช่นเดียวกัน (15,16) ขณะเดียวกันสภาพความเป็นกรดบริเวณภายนอก
เซลล์มะเร็ง ยังท าให้เกิดการแตกตัวเป็นไอออนของสารโมเลกุลเล็ก รวมถึงโมเลกุลขนาดใหญ่ที่มีคุณสมบัติ
เป็นกรดที่อยู่ในบริเวณโดยรอบ อยู่ในรูปประจุบวกอีกด้วย (17) ความแตกต่างระหว่างสภาพ pH ภายนอก
เซลล์ และองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์ปกติและเซลล์มะเร็งแสดงในรูปที่ 2 

 สภาพความเป็นลบของเซลล์ไลน์ชนิดต่าง ๆ ที่วิเคราะห์ด้วยอนุภาคนาโนแสดงในรูปที่ 3 โดยจะเห็น
ว่าเซลล์เพาะเลี้ยงปฐมภูมิ ซึ่งเป็นเซลล์ร่างกายปกติที่แยกจากผู้ป่วย จะแสดงความเป็นกลางทางไฟฟ้า 
ยกเว้นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดที่มีนิวเคลียสหลายรูปร่าง (polymorphonuclear leukocyte, PMN ) ที่
แสดงความเป็นบวก (16) 

 นอกจากผลของประจุไฟฟ้าแล้วยังมีปัจจัยทางสรีรวิทยาโมเลกุลของเซลล์มะเร็งอื่น ๆ ที่อาจมีส่วน
เกี่ยวข้องกับความจ าเพาะของแบคเทอริโอซินต่อเซลล์มะเร็งอีก อันได้แก่ ความเลื่อนไหลของเยื่อหุ้มเซลล์ 
(membrane fluidity) ของมะ เ ร็ ง ที่ ท า ใ ห้ เ กิ ด ค ว าม ไม่ ค งตั ว ขอ ง เ ยื่ อหุ้ ม เ ซลล์  ( membrane 
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destabilization) ได้ง่ายกว่าเซลล์ปกติ และปริมาณของไมโครวิลไล (microvilli) ที่เซลล์มะเร็งมักจะมีอยู่
มากกว่าเซลล์ปกติ เพ่ิมพื้นที่ผิวในกับดูดซับพวกเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อได้ดีกว่าเซลล์ทั่วไป (3) 

 

 

PC, phosphatidylcholine; 
PE 

phosphatidylethanolamine, 
PS, phosphatidylserine;  

SM, sphingomyelin; 
Chol, Cholesterol 

รูปที่ 2 แผนภาพฟอสโฟลิปิดองค์ประกอบและสภาพความเป็นกรดเบสของเซลล์มะเรง็เทียบกับเซลล์ปกติ 
(17) 

 
รูปที่ 3 สภาพความเป็นลบของเซลล์ไลน์ชนิดต่าง ๆ ที่วิเคราะห์ด้วย Nanoprobe (16) 
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2.7 การวิศวกรรมประจุพื้นผิวของโปรตีน และเครื่องมือ Supercharge 

 การเพ่ิมประจุของกระบวนการวิศวกรรมประจุพื้นผิวถูกเสนอขึ้นในพ.ศ. 2550 โดย Liu และคณะ 
(18) โดยเรียกกระบวนการดังกล่าวว่า Supercharging กลุ่มวิจัยของ Liu ประสบความส าเร็จในการเพิ่ม
ประจุพื้นผิวของโปรตีนเรืองแสงฟลูโอเรสเซนส์สีเขียว (Green Fluorescent Protein, GFP) จากเดิมมี
ประจุ -7 ไปเป็นประจุ +36 +48 และ -30 โดยไม่กระทบถึงการเรืองแสงของ GFP อย่างมีนัยส าคัญ  

 หลักการส าคญัของการวิศวกรรมประจุพื้นผวิ คือ บริเวณผิวของโปรตีนจะมีความคงทนต่อการ
แทนที่กรดอะมิโนมากกว่าบริเวณอื่น Liu และคณะไดพ้ัฒนาค่า AvNAPSA (average number of 
neighboring atoms within 10A˚ per side-chain atom) ขึ้นเพื่อวิเคราะห์หาต าแหน่งที่มีความเปิดเผย
สัมผัส (exposure) ที่เหมาะสม โดยมีหลักการในการแทนที่กรดอะมิโน คือ ในการปรบัให้มีประจุบวกมาก
ขึ้น จะแทนที่กรดอะมิโนมีขั้วที่ไม่ใช่ประจุบวก ได้แก่ แอสปาร์เตท (aspartate) กลูตาเมต (glutamate) 
แอสพาราจีน (asparagine) และกลูตามีน (glutamine) ด้วยไลซีน (lysine) และในการปรับให้มีประจุลบ 
จะท าการแทนที่กรดอะมิโนมีขั้วที่ไม่เป็นประจุลบ ได้แก่  อาร์จีนีน (arginine) ไลซีน (lysine) และ 
กลูตามีน (glutamine) ด้วยกลูตาเมต และแทนที ่แอสพาราจีนด้วยแอสปาร์เตท โดยจะเริ่มแทนที่ที่กรดอะ
มิโนที่มีค่า AvNAPSA ต่ าที่สดุก่อน (19) 

 ต่อมา Kuhlman และคณะ ในปี พ.ศ. 2557 ได้พัฒนาหลักการใหม่ขึ้น (20) โดยกรดอะมิโนที่จะ
ถูกแทนที่จะไม่จ ากัดแต่เพียงกรดอะมิโนขั้วสูงเท่านั้น แต่ยังคงพิจารณาการเปิดเผยสัมผัสของพื้นผิวเป็น
ปัจจัยส าคัญร่วมกับปัจจัยอ่ืน ๆ ด้วย เช่น การเกิดพันธะไฮโดรเจนของโซ่ข้าง (side chain) โดย Kuhlman 
ได้สร้างแอปพลิเคชัน ชื่อ Supercharge บรรจุอยู่ในชุดซอฟต์แวร์จ าลองและออกแบบโปรตีน Rosetta 
โดยแอปพลิเคชันดังกล่าวจะท างานร่วมกับ Rosetta (21) ในการคัดเลือกต าแหน่งกรดอะมิโน ท าการ
แทนที่ และค านวณพลังงานที่เปลี่ยนแปลงไปโดยอัตโนมัติ โดยมีสามารถเลือกรูปแบบการวิศวกรรมประจุ 
ได้ทั้งแบบดั้งเดมิของ Liu ใช้ชื่อว่า AvNAPSA mode และแบบที่พัฒนาขึ้นใหม่ ในชื่อ Rosetta mode  

 อย่างไรก็ดีในปริญญานิพนธ์ฉบับนี้ จะใช้ Supercharge เพื่อค านวณและวิเคราะห์คุณสมบัติของ
กรดอะมิโนต่าง ๆเท่านั้น โดยมีหลักการเลือก และกลายพันธุ์ที่ก าหนดขึ้นเอง ซึ่งจะบรรยายต่อไปในบทที่  
3 วิธีด าเนินการวิจัย 
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2.8 การใช้กระบวนการทางคอมพิวเตอรท์ านายความคงตัวของโปรตีนพันธุ์กลาย 

 เครื่องมือทางคอมพิวเตอร์นั้น จะท างานภายใต้อัลกอริทึม (algorithm) หรือ ชุดกฎเกณฑ์ โดย
เครื่องมือท านายความคงตัวของพันธุ์กลายที่ถูกพัฒนาขึ้นจะใช้อัลกอริทึมที่สนใจคุณลักษณะของโปรตีนที่
แตกต่างกันไป โดยคุณลักษณะที่อาจน ามาใช้ ได้แก ่

1. คุณลักษณะด้านโครงสร้าง การแพ็คตัว การพับม้วนของโปรตีน มุมองศาต่าง ๆ ของโครงสร้าง

แกน อันตรกิริยาเชิงไฟฟ้าสถิตย ์

2. คุณลักษณะด้านล าดับกรดอะมิโน วิธีการนี้จะอิงกับล าดับอนุรักษ์ (conserved sequence) 

และต าแหน่งของกรดอะมิโน 

3. คุณลักษณะด้านพลังงาน ตัวอย่างเช่น พลังงานที่ใช้ในการคลี่ม้วน (unfolding) ของโปรตีน 

โดยอาจคิดจากผลรวมของพลังงานต่าง ๆ อาทิ แรงแวนเดอร์วาล (Van der Waals 

interaction) พลังงานการละลาย (solvation energy) เป็นต้น 

4. คุณลักษณะด้านโมเลกุล เช่น พื้นที่ที่ตัวท าละลายเข้าถึงได้ (solvent accessible surface 

area) พื้นที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic area) พื้นที่ชอบน้ า (hydrophilic) เป็นต้น 

เครื่องมือบางอย่างอาจใช้หลาย ๆ คุณสมบัติร่วมกันเข้ามาท านายผลของการกลายพันธุ์ต่อความ
คงตัว โดยปัจจุบันยังได้มีการพัฒนาเครื่องมือที่อาศัยการเรียนรู้ของเครื่อง (machine learning) ขึ้น โดย
ให้คอมพิวเตอร์เรียนรู้คุณลักษณะต่าง ๆ ที่สนใจ เพื่อน ามาท านายผลการกลายพันธุ์ อย่างไรก็ดีเครื่องมือ
เหล่านี้มีข้อจ ากัดอันเนื่องด้วย เครื่องมือเหล่านี้จะท านายได้ดีภายใต้ชุดข้อมูลที่ใช้ในการพัฒนาโมเดลใน
การพยากรณ์ (predictive model) เท่านั้น จึงจ าเป็นต้องใช้หลาย ๆ เครื่องมือร่วมกัน เพื่อป้องกันความ
ผิดพลาดที่อาจเกิดขึ้นไดจ้ากอคติของต่อละเครื่องมือ (22) 

อย่างไรก็ตาม เพื่อให้ได้ผลที่น่าเชื่อถือมากขึ้น อาจน าการจ าลองโครงสร้างโปรตีน เช่นการจ าลอง
โครงสร้างโปรตีนจากโปรตีนต้นแบบ (23) หรือการจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุลมาใช้ ซึ่งนอกจากจะให้ข้อมูลที่
มีความน่าเชื่อมากกว่าแล้ว ยังให้ข้อมูลอื่น ๆ นอกเหนือจากข้อมูลความคงตัวอีกด้วย เช่น กระบวนการพับ
ม้วน อันตรกิริยาระหว่างกรดอะมิโนต าแหน่งต่าง ๆ และโดยเฉพาะอย่างยิ่ง ยังแสดงการเปลี่ยนแปลงที่
เกิดขึ้นเพียงเล็กน้อยจากการกลายพันธุไ์ด้อีกด้วย (22) 

โดยสรุปการวิเคราะห์การกลายพันธุ์โดยใช้เครื่องมือท านาย จะช่วยให้แนวทางในการออกแบบ
โปรตีนพันธุ์กลาย และการจ าลองโครงสร้างจะเป็นเครื่องมือที่ช่วยแสดงให้เห็นพฤติกรรมเชิงโมเลกุล และ
ยืนยันความคงตัวของพันธุกลายได้ 
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2.8.1 การจ าลองโครงสร้างโปรตีน 

 คุณสมบัติและการท างานของโปรตีนนั้นขึ้นกับล าดับกรดอะมิโนและโครงสร้างสามมิติของโปรตีน 
การวิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีนสามารถท าได้โดยอาศัยการทดลองในห้องปฏิบัติการ  อย่างไรก็ดี การ
ทดลองวิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีนนั้นกินระยะเวลานาน และมีต้นทุนที่สูง (24) อีกทั้งโครงสร้างที่ได้
จากการทดลองแต่ละประเภทจะมีข้อจ ากัดบางประการ เช่น โครงสร้างที่ได้จากเทคนิคเอกซเรย์ คริสตัล
โลกราฟ ีท าให้ได้โครงสร้างเฉพาะที่ปรากฏแบบหยุดนิ่งในสภาวะผลึกเท่านั้น ไม่อาจสะท้อนพฤติกรรมของ
โปรตีนที่เป็นพลวัตได้ การจ าลองโครงสร้างโปรตีนจึงมีบทบาท ในกรณีที่ยังไม่มีโครงสร้างสามมิติที่ได้จาก
การทดลองของล าดับอะมิโนนั้น ๆ ปรากฏ เพื่อน าโครงสร้างที่จ าลองขึ้นมาศึกษา ท าความเข้าใจเกี่ยวกับ
คุณสมบัติของมัน หรือในการกรณีของการจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุลที่จะช่วยแสดงให้เห็นพฤติกรรมของ
โมเลกุลในสภาวะจ าลองที่คล้ายคลึงกับสภาวะจริงได ้ 

 การจ าลองหรือท านายโครงสร้างสามมิติ อาจแบ่งเป็นได้ 2 แนวทางหลัก ได้แก่ การจ าลองแบบ
โครงสร้างโดยอาศัยโครงสร้างต้นแบบ และ การจ าลองแบบโครงสร้างจากเริ่มต้น (Ab initio) (25) 

 การจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุลเป็นอัลกอริทึมที่น าเอาหลักการทางฟิสิกส์มาค านวณการเคลื่อนที่
อะตอมต่าง ๆ ในโมเลกุล ซึ่งมีการน ามาประยุกต์ใช้กับการจ าลองโครงสร้าง ไม่ว่าจะเป็นการจ าลองแบบ
โครงสร้างจากเริ่มต้น การปรับปรุงโครงสร้าง (optimization) ฯลฯ การจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุลมี
ประโยชน์อย่างยิ่งในการแสดงพลวัติของโปรตีนในสารละลาย (26) 

 ในการศึกษานี้จะมุ่งเน้นการที่จ าลองแบบโครงสร้างจากโปรตีนต้นแบบ และการจ าลองพลวัติเชิง
โมเลกุลซึ่งจะกล่าวถึงเป็นล าดับต่อไป 

2.8.1.1 การจ าลองแบบโครงสร้างจากโปรตีนต้นแบบ 

 การจ าลองแบบโครงสร้างจากโปรตีนต้นแบบ (Homology Modelling) หรือการจ าลองแบบเชิง
เปรียบเทียบ (comparative modelling) จะอาศัยข้อมูลเชิงโครงสร้างของโปรตีนต้นแบบมีความ
คล้ายคลึงกัน มาใช้จ าลองโปรตีนเป้าหมาย โดยมีกระบวนการท างาน 4 ขั้นหลัก ๆ  (24,27) ได้แก ่

1. การก าหนดตัวต้นแบบให้กับโปรตีนเป้าหมาย (fold assignment) โดยควรเลือกโปรตีนต้นแบบ
ที่มีความคล้ายคลึงกันของล าดับเบสกับโปรตีนเป้าหมายไม่น้อยเกินไป  

2. การเทียบแนบระหว่างโปรตีนเป้าหมายและต้นแบบ (target-template alignment) ล าดับ
กรดอะมิโนของโปรตีนเป้าหมายไปที่โครงสร้างของโปรตีนต้นแบบในส่วนที่มีล าดับกรดอะมิโน
ตรงกัน 
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3. การสร้างแบบจ าลอง (model building) จ าลองโครงสร้างของโปรตีนเป้าหมายขึ้นจากตัว
ต้นแบบ โดยยึดจากโครงสร้างหลัก (backbone) และจ าลองโครงสร้างของส่วนที่ไม่มีโครงสร้าง 
และส่วนของโซ่ข้าง 

4. ประเมินแบบจ าลองที่สร้างขึ้น (model evaluation) 

2.8.1.2 การจ าลองพลวัตเิชิงโมเลกุล 

การจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุล (molecular dynamics) เป็นวิธีการศึกษาความคงตัวของสารชีว
โมเลกุลจากการท านายด้วยคอมพิวเตอร์ด้วยหลักการด้านกลศาสตร์ เชิงโมเลกุล ( molecular 
mechanics) โดยอะตอมหรือโมเลกุลจะเกิดอันตรกิริยาต่อกันในช่วงระยะเวลาหนึ่ง ด้วยคุณสมบัติทาง
กายภาพที่ก าหนดเพื่อให้ทราบถึงการเคลื่อนไหวแบบพลวัตของของระบบหรืออนุภาค การจ าลองพลวัติ
เชิงโมเลกุลน ามาใช้ท านายพฤติกรรมของโปรตีน การท านายโครงสร้างพลวัติเชิงโมเลกุลนี้ยังใช้ในการ
วิเคราะห์หาโครงสร้างของโปรตีนจากการทดลองนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR) 
หรือ เอกซเรย์ คริสตัลโลกราฟี จากที่กล่าวมาอาจบอกได้ว่าการท านายพลวัติเชิงโมเลกุลนี้เป็นรอยต่อ
ระหว่างการทดลองในห้องปฏิบัติการและทฤษฎี ที่ซึ่งสามารถน าไปใช้เพื่อช่วยเพิ่มโอกาสส าเร็จของการ
ทดลองในห้องปฏิบัติการได้ อีกทั้งยังเป็นการแสดงถึงความสัมพันธ์ของโครงสร้างเชิงโมเลกุล หน้าที่ของมัน
และการเคลื่อนที่ของโมเลกุลอีกด้วย ในปัจจุบันการท านายโครงสร้างพลวัตเชิงโมเลกุลถูกน าไปใช้ในวง
กว้างในเชิงวิทยาศาสตร์ชีวภาพ เพื่อศึกษาถึงกระบวนการเชิงพลวัตซับซ้อนที่เกิดขึ้นในระบบทางชีวภาพ 
ดังเช่นการพับม้วนของโปรตีน ความคงตัวของโปรตีน การจ าแนกโมเลกุล การเปลี่ยนแปลงของโครงสร้าง 
การออกแบบตัวยา การแสดงรายละเอียดของโครงสร้างสามมิติ ปฏิกิริยาของเอนไซม์ และการเคลื่อนของ
ไอออนผ่านตัวขนส่งในระบบชีวภาพ (28) 

2.9 เครื่องมือท านายความคงตัวของพันธุ์กลาย 

2.9.1 CUPSAT 

 CUPSAT หรือ Cologne University Protein Stability Analysis Tool เป็นเครื่องมือวิเคราะห์
และท านายเสถียรภาพของโปรตีนจากการท าการกลายพันธุ์เฉพาะที่ โดยน าศักย์ของโครงสร้างแวดล้อม
ของอะตอมจ าเพาะ (structural environment specific atom potentials) และศักย์ของมุมบิดเกลียว
ภายใน (torsion angle potentials) มาท านายผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ของการคลี่ม้วน (unfolding 
free energy) ระหว่างพันธุ์ป่า (wild type) และพันธุ์กลาย (mutant) ในการใช้เครื่องมือชนิดนี้ต้องการ
โครงสร้างของโปรตีนต้นแบบในรูปแบบ PDB และต าแหน่งที่ต้องการกลายพันธุ์ โดยข้อมูลที่ได้รับจาก
เครื่องมือนี้ประกอบด้วยต าแหน่งที่ท าการกลายพันธุ์ (mutation site) ข้อมูลที่ครอบคลุมเกี่ยวกับการ
เปลี่ยนแปลงความคงตัวของโปรตีนส าหรับการแทนที่กรดอะมิโนอย่างเจาะจงที่เป็นไปได้ทั้งหมด และ
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คุณสมบัติเชิงโครงสร้างของโปรตีนต้นแบบ ซึ่งประกอบด้วยสามคุณสมบัติคือความสามารถในการเข้าถึงได้
ของสารละลายของแบบจ าลอง โครงสร้างเชิงทุติยภูมิ และมุมบิดเกลียวภายใน นอกจากนี้ยังท าการ
วิเคราะห์ความสามารถของกรดอะมิโนพันธ์ุกลายเพ่ือท าการปรับค่ามุมบิดเกลียวภายในอีกด้วย (29) 

2.9.2 SDM2 

SDM2 หรือ Site directed mutator (30) เป็นเครื่องมือที่พัฒนาขึ้นจากเครื่องมือ SDM โดยใช้
พยากรณ์ผลของการกลายพันธ์ุต่อความคงตัวของโปรตีน  

เครื่ องมือ SDM นี้มีการหลักการท างานโดยอาศัยความรู้ เป็นฐาน  (knowledge-based 
approach) โดยใช้ตารางการแทนที่ของกรดอะมิโนในแต่ละสภาพแวดล้อม (environmental-specific 
amino acid substitution tables, ESST) ซึ่งได้มาจากการวิเคราะห์โครงสร้างโปรตีนที่อยู่ในฐานข้อมูล
ธนาคารข้อมูลโปรตีน (Protein Data Bank) มาค านวณคะแนนความคงตัวที่เปลี่ยนแปลงไประหว่าง 
โปรตีนพันธ์ุป่าและโปรตีนพันธุ์กลาย 

โดยในเครื่องมือ SDM2  มีการปรับปรุงแก้ไขตารางการแทนที่ของกรดอะมิโนในแต่ละ
สภาพแวดล้อม ให้มีความทันสมัย ตามฐานข้อมูลธนาคารโครงสร้างโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ขึ้น และยังมีการ
เพิ่มเติมตัวแปรเชิงโครงสร้าง ได้แก่ residue packing density ในตารางอีกด้วย 

เครื่องมือ SDM2 ที่พัฒนาขึ้นใหม่นี้ ยังให้ความสอดคล้องในการท านายการกลายพันธุ์ย้อนกลับได้
ค่อนข้างดีกว่าเครื่องมืออื่น ๆ โดยเฉพาะเครื่องมือที่ใช้หลักการเรียนรู้ของเครื่อง (machine learning 
approach) ซึ่งมักจะมีปัญหา overfitting ท าให้ท านายได้ไม่ดีนัก  

2.9.3 MAESTRO 

MAESTRO หรือ  multi-agent prediction system, based on statistical scoring functions 
เป็นเครื่องมือที่สามารถค านวณเสถียรภาพของโปรตีนพันธุ์กลายหลายต าแหน่งพร้อมกันได้โดยค านวณจาก
พลังงานเสรีของการคลี่การพับม้วนของโปรตีน โดยเครื่องมือ MAESTRO นี้มีการค านวณโดยใช้เทคนิคการ
เรียนรู้ของเครื่อง ร่วมด้วย ซึ่งเครื่องมือนี้จะให้ผลลัพธ์เป็นค่าการท านายความต่างของพลังงานอิสระของ
กิบส์ ร่วมกับค่าความเชื่อมั่นในการท านาย จากการค านวณนี้ท าให้ทราบว่าค่าพลังงานอิสระของกิบส์ ใน
เครื่องมือ MAESTRO ยิ่งมีค่าน้อย ยิ่งแสดงถึงความคงตัวของโครงสร้างได้ อีกทั้งมีระบบที่ใช้กับโครงสร้าง
จตุรภูมิได้ (quaternary structure) ท าให้โครงสร้างต้นแบบที่ใช้มีความใกล้เคียงโครงสร้างที่ออกฤทธิ์ได้
จริงมากขึ้นด้วย โดยเครื่องมือนี้สามารถใช้ในการคัดกรองโครงสร้างโปรตีนพันธุ์กลายได้อย่างดีเนื่องจาก
สามารถค านวณได้อย่างรวดเร็วและพร้อมกันได้ทีละมาก (31)  
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2.10 เครื่องมอืจ าลองโครงสร้างโปรตีน 

2.10.1 MODELLER 

เป็นเครื่องมือที่ใช้ส าหรับการจ าลองโครงสร้างโปรตีนจากโปรตีนต้นแบบ โดย MODELLER จะรับ
ค่าป้อนเข้าเป็นล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนเป้าหมาย และล าดับกรดอะมิโนพร้อมทั้งโครงสร้างของโปรตีน
ต้นแบบ จากนั้นจะท าการค านวณแบบจ าลองขึ้นโดยจะคิดรวมอะตอมทุกชนิดยกเว้นอะตอมไฮโดรเจน 
โดยโปรแกรมจะพยายามสร้างแบบจ าลองให้ได้เป็นไปตามฟังก์ชันบังคับตัวหนึ่งเรียกว่า  spatial 
restraints ซึ่งคิดจากทั้งระยะทาง มุม ระนาบมุมสองหน้าหรือคู่ระนาบ ที่ได้จากโปรตีนต้นแบบ ความยาว
พันธะและมุมพันธะซึ่งได้จากสนามแรงกลศาสตร์เชิงโมเลกุล (molecular mechanics force field) 
CHARMM-22 ความเหมาะสมของมุมสองหน้า (dihedral angle) และระยะห่างระหว่างอะตอมในทาง
สถิติ รวมถึงปัจจัยอ่ืน ๆที่ผู้ใช้สามารถเพิ่มเติมได้ เช่น ข้อมูลจากการทดลอง NMR (32)  

เมื่อเสร็จสิ้นการท างาน จะได้ไฟล์โครงสร้างของโปรตีนที่จ าลองขึ้น พร้อมทั้งรายงานค่าฟังก์ชัน
จุดประสงค์ (objection function) หากมีค่าน้อยจะบ่งบอกว่ามีความสอดคล้องกับ spatial restraint ดี 

2.10.2 NAMD 

NAMD หรือ Nanoscale Molecular Dynamics เป็นโปรแกรมแบบขนาน ส าหรับจ าลองพลวัติ
เชิงโมเลกุล โดยออกแบบขึ้นเพื่อใช้กับงานจ าลองประสิทธิภาพสูงในระบบชีวโมเลกุลขนาดใหญ่  โดย 
NAMD สามารถใช้กับตัวประมวลผลตั้งแต่ระดับไม่ถึง 10 core ไปจนถึงระดับ 100 หรือกว่า 500000 
นอกจากนี้ยังสามารถท างานบนคอมพิวเตอร์ส่วนบุคคลได้อีกด้วย โดย NAMD จะท างานร่วมกับ VMD 
(33) ซึ่งเป็นโปรแกรมประมวลผลกราฟิก ในการเตรียมไฟล์ที่จ าเป็น และการวิเคราะห์ผลการจ าลอง (34) 

2.11 เครื่องมอืประเมนิคุณภาพโครงสรา้งโปรตีน 

2.11.1 RAMPAGE 

 เครื่องมือในการสร้างแผนภาพรามจันทรัน (Ramachandran plot) (35) ซึ่งเป็นวิธีหนึ่งในการ
แสดงมุมบิดเกลียวภายใน (Torsion angle) ของสายโครงสร้างหลัก (Backbone) ที่กระท ามุมกันระหว่าง

ระนาบมุมสองหน้าคือมุมฟาย 𝜙 (Phi) และมุมพไซ 𝝍 (Psi) ของกรดอะมิโนในโครงสร้างโปรตีน โดย

เรียกมุมเหล่านี้ว่ามุมบิดเกลียวภายใน โดยค านิยามของมุม 𝜙 (Phi) และมุม 𝝍 (Psi) แสดงดัง รูปที่ 4 
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รูปที่ 4 โครงสร้างระนาบมุมสองหน้า แสดงด้วยมุม 𝜙 (Phi) และมุม 𝝍 (Psi) (36) 

 โดยมุม 𝜙 (Phi) แสดงถึงมุมการหมุนของพันธะสายโซ่โครงสร้างหลัก N-Cɑ ระหว่างระนาบพันธะ

สี่จุดคือ C-Cɑ กับ N-C และมุม 𝝍 (Psi) แสดงถึงมุมการหมุนของพันธะสายโซ่โครงสร้างหลัก C-Cɑ 

ระหว่างระนาบพันธะสี่จุดคือ N-Cɑ กับ C-N  

 จากการค านวณด้วยค่ามุมรามจันทรันท าให้สามารถแสดงถึงการกระจายของมุมบิดเกลียวภายใน
ของโครงสร้างโปรตีนได้ โดยแสดงออกเป็นแผนภาพรามจันทรันซึ่งแสดงถึงปริมาณของกรดอะมิโนที่มีมุม
พันธะในบริเวณที่เหมาะสม (Favoured และ Allowed region) และบริเวณที่ไม่เหมาะสม (Outlier 
region) ออกมาในหน่วยจ านวนและเปอร์เซ็นต์ของบริเวณต่าง ๆ พร้อมแจ้งรายละเอียดของบริเวณที่
ก าหนดด้วย (เฉพาะ Allowed และ Outlier region) โดยบริเวณที่ไม่เหมาะสมเกิดจากปัจจัยด้าน
ผลกระทบของความเกะกะ (Steric hindrance) หรือการปะทะกันระหว่างอะตอม (Collision between 
atom) ท าให้สามารถน าแผนภาพรามจันทรันมาใช้ในการตัดสินถึงคุณภาพและความเสถียรของโครงสร้าง
โปรตีนสามมิติได้ กล่าวคือยิ่งมีจ านวนกรดอะมิโนในบริเวณที่เหมาะสมมากยิ่งแสดงถึงคุณภาพและความ
เสถียรที่ดีของโครงสร้างโปรตีน 

 นอกจากนี้มุมบิดเกลียวภายในยังแสดงถึงปัจจัยที่มีความส าคัญอย่างหนึ่งด้วยคือ การม้วนพับของ
โครงสร้างโปรตีน แสดงถึงการใช้แผนภาพรามจันทรันในการท านายการม้วนพับของโครงสร้างโปรตีนได้ 

ซึ่งหากมุมบิดเกลียวภายในคือมุม 𝜙 และมุม 𝝍 มกีารเคลื่อนไหวได้เหมาะสม ย่อมท าให้สายโซ่โครงสร้าง
หลักสามารถม้วนพับได้อย่างเหมาะสมเช่นกัน นอกจากนี้อาจกล่าวได้ว่าการหมุนของสายโซ่โปรตีนอาจมา
จากการหมุนของระนาบระหว่างพันธะกันก็เป็นได้ 
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 จากแผนภาพรามจันดรันแสดงถึงข้อมูลได้ดังนี้ ในแกนแนวตั้งแสดงถึงค่ามุม 𝝍 และแกน

แนวนอนแสดงถึงมุม 𝜙 โดยจุดต่าง ๆ ที่ปรากฏในแผนภาพแสดงถึงมุมของกรดอะมิโน โดยค่าองศาของ
มุมเริ่มตั้งแต่ -180 จนถึง +180 องศาทั้งสองแกน ซึ่งภายในแผนภาพจะท าการแยกให้เห็นถึงบริเวณที่
เหมาะสมของมุมที่ควรจะปรากฏในโครงสร้างระดับทุติยภูมิในเกลียวอัลฟา (Alpha-helix) และแผ่นบีต้า 
(Beta-pleated sheet) ซึ่งบริเวณที่มีปริมาณจุดหนาแน่นที่สุดแสดงถึงบริเวณที่เหมาะสม แต่การค านวณ
นี้ก็มีข้อจ ากัดคือ แผนภาพที่แสดงบริเวณที่เหมาะสมสามารถใช้ได้แค่เฉพาะกรดอะมิโนทั่วไปเท่านั้น โดย
ไม่นับรวมถึงกรดอะมิโนสองชนิดคือไกลซีน (Glycine) และโปรลีน (Proline) เหตุเพราะแผนภาพแสดงถึง
การกระจายของมุมบิดเกลียวภายในของโครงสร้างโปรตีน แต่กรดอะมิโน ไกลซีน และโปรลีน มีการ
กระจายของมุมบิดเกลียวภายในที่แตกต่างจากกรดอะมิโนชนิดอื่น ท าให้ต้องจัดท าแผนภาพเฉพาะของ
กรดอะมิโนทั้งสองชนิดนี้เพิ่มเติมด้วย เนื่องจากไกลซีนไม่มีโครงสร้างแขนงข้างท าให้มีการเคลื่อนไหว
ได้มาก เป็นเหตุให้สามารถมีมุมบิดเกลียวภายในที่มากกว่ากรดอะมิโนชนิดอื่นได้ จึงเป็นเหตุผลส าหรับการ
พบไกลซีน ในบริเวณห่วงวน (Loop regions) มากนั่นเอง สุดท้ายคือกรดอะมิโนโปรลีน ที่มีโครงสร้าง
แขนงข้างที่มีวงไพโรลิดีน (Pyrrolidine ring) ท าให้มีความเกะกะสูงกว่า จึงมีมุมบิดเกลียวภายในที่น้อย
กว่ากรดอะมิโนชนิดอื่นนั่นเอง  

2.11.2 QMEAN 

 QMEAN เป็นเครื่องมือที่ใช้ในการประเมินคุณภาพของโครงสร้างโดยอ้างอิงจากปัจจัยด้านกายภาพ
และเคมีจากหลายด้านร่วมกัน (37) ในการท านายโครงสร้างของโปรตีน มักด าเนินการโดยการท านาย
แบบจ าลองในปริมาณมาก แล้วสุดท้ายจึงเลือกแบบจ าลองที่ดีที่สุดออกมาในตอนท้าย ดังนั้นฟังก์ชันการ
ให้คะแนนส าหรับการระบุแบบจ าลองที่ดีที่สุดจากแบบจ าลองทั้งหมดจึงถือว่าเป็นวิธีการท านายโครงสร้าง
โปรตีนที่ส าคัญและถือเป็นปัจจัยหลักเลยทีเดียว โดย QMEAN หรือ Qualitative Model Energy 
ANalysis เป็นเครื่องมือที่มีฟังก์ชันในการให้คะแนนแบบหลายส่วนประกอบกัน (Composite scoring 
function) ซึ่งช่วยอธิบายถึงรูปทรงทางเรขาคณิต (Geometrical aspects) ที่ส าคัญของโครงสร้างโปรตีน 
โดยให้ข้อมูลออกมา สองส่วนคือในระดับโดยรวม (Global structure) และบริเวณเฉพาะที่ (Local 
residue) ซึ่งเป็นการประเมินคุณภาพบนพื้นฐานของแบบจ าลองแบบเดียว  

 โดยเครื่องมือ QMEAN มีการแบ่งข้อมูลในระดับโดยรวมออกเป็นอีกสองแบบคือค่า QMEAN4 และ 
QMEAN6 โดยแบบแรกคือค่า QMEAN4 เป็นค่าการรวมกันเชิงเส้นของข้อมูลทางสถิติสี่แบบประกอบด้วย 
ข้อมูลแรกคือค่ารูปทรงเฉพาะที่ (Local geometry) ซึ่งค านวณจากค่าศักย์ของมุมบิดเกลียวภายใน 
(Torsion angle potential) ที่กรดอะมิโนมากกว่าสามหน่วยติดต่อกัน ข้อมูลอย่างที่สองคือค่าศักย์ในการ
ละลาย เพื่อใช้ในการท านายบริเวณที่เข้าถึงได้ยาก และข้อมูลอย่างสุดท้ายคือค่าศักย์ของอันตรกิริยาที่
ขึ้นกับระยะทาง ซึ่งใช้ในการประเมินอันตรกิริยาจากระยะไกล ประกอบด้วยสองค่าคือ ค่าระดับของ
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บริเวณที่ใช้ค านวณ โดยขึ้นอยู่กับอะตอมที่บีตาคาร์บอน (Cꞵ atom) เท่านั้น และค่าศักย์ของอะตอม
โดยรวม ซึ่งสามารถแสดงรายละเอียดเพิ่มเติมของแบบจ าลองได้  

 ข้อมูลในระดับโดยรวมแบบที่สองคือค่า QMEAN6 เป็นค่าการรวมกันเชิงเส้นของข้อมูลทางสถิติหก
แบบประกอบด้วย ข้อมูลเดิมจาก QMEAN4 เพิ่มเติมอีกสองข้อมูลคือ เงื่อนไขของการท านายจากล าดับ
และโครงสร้างทุติยภูมิที่ค านวณได้ร่วมกับความสามารถในการเข้าถึงได้ของสารละลายของแบบจ าลอง ซึ่ง
ข้อมูลทั้งสองนี้ช่วยในการท านายการม้วนพับที่ถูกต้องของแบบจ าลองได ้

 ในการศึกษาทั่วไปพบว่าค่า QMEAN4 และ QMEAN6 มักใช้ในการเปรียบเทียบและจัดอันดับ
แบบจ าลองทางเลือกที่มีเป้าหมายเดียวกัน โดยการเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลระหว่าง
แบบจ าลองสามารถช่วยให้เกิดความเข้าใจในความแตกต่างของคุณภาพของแบบจ าลองได้ ซึ่งท าให้ทราบ
ถึงค่าพลังงานเทียมของข้อมูลเชิงสถิติทั้งสี่แบบ นอกจากนี้ QMEAN6 ยังแสดงถึงเปอร์เซ็นต์ของข้อตกลง
ระหว่างคุณสมบัติที่ท านายกับที่วัดได้จากล าดับและแบบจ าลองตามล าดับ พบว่าค่าที่ได้จากการท านายนั้น
จะแสดงออกมาในรูปของค่าคะแนนมาตรฐาน (QMEAN Z-score) ทั้งในแต่ละหัวข้อของข้อมูลรวมถึงค่า 
QMEAN โดยรวมเองด้วย 

 โดยค่าคะแนนมาตรฐานแสดงถึงค่าประมาณของระดับความเหมือน (degree of nativeness) ของ
คุณสมบัติของโครงสร้างที่สังเกตได้จากแบบจ าลองในระดับโดยรวม ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสามารถน าค่า
คะแนนมาตรฐานของแบบจ าลองนี้ไปเปรียบเทียบกับโครงสร้างที่ท าการทดลองจริงในขนาดเท่ากันได้ ซึ่ง
ค่าคะแนนมาตรฐานนี้ยิ่งมีค่าใกล้ศูนย์มากจะแสดงถึงความเสถียรของโครงสร้างแบบจ าลองรวมถึง
โครงสร้างที่ท าการทดลองจริงในขนาดเท่ากันได้ หากค่าคะแนนมีค่าเป็นบวกจะแสดงถึงคุณสมบัติของ
แบบจ าลองสูงกว่าโครงสร้างที่ท าการทดลองจริง หากคะแนนมีค่าเป็นลบแสดงถึงคุณสมบัติของ
แบบจ าลองต่ ากว่าโครงสร้างที่ท าการทดลองจริง หากมีค่าคะแนนน้อยกว่าหรือเท่ากับ -4.0 แสดงถึง
แบบจ าลองที่คุณภาพต่ า (19) 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 ขั้นตอนการศึกษา แบ่งเป็น 3 ส่วน ได้แก่ การออกแบบโปรตีนพันธุ์กลาย การคัดเลือกโปรตีนพันธุ์
กลาย และการยืนยันโครงสร้างโปรตีนพันธุ์กลาย โดยจะท าการกลายพันธุ์บริเวณโดเมนอาร์ซึ่งเป็นบริเวณ
ที่มีประจุบวกอยู่มาก และมี การเปิดสัมผัสของผิว สูง ให้มีประจุบวกมากขึ้น 

ในการออกแบบโปรตีนพันธุ์กลายจะเลือกกรดอะมิโนประจุลบในโดเมนอาร์ที่มี การเปิดสัมผัสของ
ผิว สูงที่สุด และหลีกเลี่ยงกรดอะมิโนที่เกิดพันธะไฮโดรเจนกับอะตอมใกล้เคียง โดยจะน าเครื่องมือ 
Supercharge มาวิเคราะห์หาต าแหน่งกรดอะมิโนประจุลบ และค านวณค่า AvNAPSA ของกรดอะมิโนใน
บริเวณดังกล่าวเพื่อหากรดอะมิโนที่มี การเปิดสัมผัสของผิว สูงที่สุด และวิเคราะห์หาต าแหน่งกรดอะมิโนที่
มีพันธะไฮโดรเจนกับอะตอมข้างเคียง 

เมื่อได้ต าแหน่งกรดอะมิโนที่เหมาะสมแล้ว ต่อไปจะพิจารณาว่าจะแทนที่กรดอะมิโนต าแหน่งนั้น 
ด้วยกรดอะมิโนประจุบวก ไลซีน หรือ อาร์จีนีน โดยจะท านายความคงตัวของโปรตีนพันธุ์กลายที่ถูกแทนที่
ด้วยกรดอะมิโนทั้งสองในแบบต่าง ๆ โดยใช้ทั้งวิธีจ าลองโครงสร้างโปรตีนขึ้นเอง และการใช้เครื่องมือ
ส าเร็จรูปในการท านายความคงตัว  ในการจ าลองโครงสร้างจะใช้วิธีวิธีจ าลองโครงสร้างจากโปรตีนต้นแบบ 
โดยใช้เครื่องมือ MODELLER จ าลองโครงสร้างของพันธุ์กลายแต่ละแบบขึ้นหลาย ๆโครงสร้าง และน าไป
วิเคราะห์คุณภาพของโครงสร้างที่จ าลองขึ้นด้วย RAMPAGE และ QMEAN ส าหรับเครื่องมือท านายความ
คงตัวของพันธุ์กลายที่น ามาใช้ ได้แก่ SDM2 MAESTRO และ CUPSAT จากนั้นจะพิจารณาผลการ
วิเคราะห์จากทั้งการจ าลองโครงสร้าง และเครื่องมือท านายความคงตัว และเลือกพันธุ์กลายที่มีความ
เหมาะสมที่สุด 1 แบบ เพื่อน าไปเข้าสู่การจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุลในขั้นต่อไป 

เมื่อเลือกต าแหน่งและกรดอะมิโนที่จะท าการกลายพันธุ์แล้ว จะน าไปจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุล 
โดยใช้ NAMD จากนั้นน าไปวิเคราะห์ติดตามโครงสร้างทุติยภูมิที่เปลี่ยนแปลงไปโดยใช้ Timeline โดยใน
การเตรียมไฟล์ที่จ าเป็น และการก าหนดระเบียบวิธีทดลองของ NAMD จะใช้ QwikMD ในการเตรียม 
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3.1 ระบบปฏบิัติการ ซอฟต์แวรแ์ละฮารด์แวรท์ีใ่ช ้

Desktop usage  
Operating system Windows 10 64-bit 
System specification  Acer Aspire VX5-591G 

Processor: Intel® Core™ i7-7700HQ CPU @ 2.80GHz 2.80 GHz 
Installed memory (RAM): 16.0 GB (15.9 GB usable) 
System type: 64-bit Operating system, x64-based processor 
Graphics device 1: Intel® HD Graphics 630 
Graphics device 2: NVIDIA GeForce GTX 1050 Ti 

โปรแกรมสนับสนุน การใช้งานจาก desktop 
Anaconda 3-4.2.0 Python distribution used to install MODELLER 
Atom Text editors 
Chimera 1.11.2 Visualization and analysis molecular structures 
Bitvise SSH 7.39.0.0 To access SSH server 
โปรแกรมทีใ่ช้ในการทดลอง สถานที่ติดต้ังก่อนใช้งาน / URL web-base 
MODELLER 9.18 Desktop 
RAMPAGE http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php 
QMEAN https://swissmodel.expasy.org/qmean/ 
CUPSAT http://cupsat.tu-bs.de/ 
SDM2 http://marid.bioc.cam.ac.uk/sdm2 
MAESTRO https://biwww.che.sbg.ac.at/maestro/web/ 
ProteinPrepare http://www.playmolecule.org/proteinPrepare/ 
VMD 1.9.3 w/ plugin 
QwikMD 

Desktop 
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CU Server 
Operating system Linux 
Specification Processor: 31 

CPU cores: 8 
Model name: Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2620 v4 @ 2.10GHz 

โปรแกรมทีใ่ช้ในการทดลอง สถานที่ติดต้ังก่อนใช้งาน / URL web-base 
Rosetta w/ plugin 
supercharge 

Server 

NAMD 2.12 Server 
 

3.2 การออกแบบโปรตีนพนัธุ์กลาย 

3.2.1 การค้นหาต าแหน่งของกรดอะมิโนที่เหมาะสมโดยใช้เครื่องมือ Supercharge 

ต่อไปเป็นการใช้เครื่องมือ Supercharge เพื่อค านวณหาต าแหน่งของกรดอะมิโนประจุลบใน
โปรตีนที่มีการเปิดเผยออก โดยจะพิจารณาจากค่า AvNAPSA และค้นหาต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มี
พันธะไฮโดรเจน 

แบ่งออกเป็นสองขั้นตอนคือขั้นเตรียมข้อมูลและขั้นใช้งานเครื่องมือ Supercharge ในขั้นเตรียม
ข้อมูลให้เริ่มต้น ( input) โดยเตรียมไฟล์โครงสร้างโปรตีนต้นแบบเป็นไฟล์นามสกุล .pdb และชุด
พารามิเตอร์ของค าสั่ง Supercharge ใน Rosetta แสดงดังรูปที่ 4 แล้วท าการเก็บไฟล์ไว้ใน server  
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รูปที่ 4 ข้อมูลชุดค าสั่งโปรแกรม Rosetta 

ในการใช้งานเครื่องมือให้เริ่มต้นโดยเข้าไปในโปรแกรม Bitvise SSH Client จากนัน้ท าการ login 
เข้าสู่ server จากนั้นให้เข้า folder ที่ผู้ใช้เก็บข้อมูล แล้วจึงใช้ค าสั่งในการเริ่มการท างานของ Rosetta 
ด้วยค าสั่งดังนี ้ 

 “supercharge.default.linuxgccrelease@Test/ colnRosetta > colnRosetta.log” 
หลังจากค านวณเสร็จจะได้ผลข้อมูล (output) ออกมา สองที่ดังนี้คือ log file ที่แสดงการค านวณ 

ซึ่งข้อมูลจะอยู่ใน folder ที่ผู้ใช้อยู่ในขณะสั่งท างาน AvNAPSA และข้อมูลอีกส่วนคือ ไฟล์โครงสร้าง
โปรตีนพันธุ์กลายนามสกุล .pdb กับ resfile_output_Rsc ที่ถูกเก็บตามที่ผู้ใช้ระบุในชุดค าสั่งของ 
Rosetta โดยข้อมูลที่ผู้ใช้น ามาประเมินจะเป็นข้อมูลในไฟล์ resfile_output_Rsc ซึ่งแสดงต าแหน่งที่เกิด 
Hbond แสดงดังรูปที่ 5 
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รูปที่ 5 ข้อมูล resfile_output_Rsc ที่แสดงต าแหน่งที่เกิด Hbond และข้อมูลแสดงคา่ AvNAPSA value 

ที่น ามาใช้ในการแปลผลของโปรแกรม Rosetta 
ต าแหน่งที่เกิด Hbond (ซ้าย) และข้อมูลแสดงค่า AvNAPSA value (ขวา) 

3.3 การคัดเลือกโปรตีนพันธุ์กลาย 

3.3.1 การจ าลองโครงสร้างโปรตีนด้วยวิธ ีHomology modelling โดยใช้เครื่องมอื MODELLER 

 ต่อไปเป็นการใช้โปรแกรม MODELLER เพื่อท านายโครงสร้างพันธุ์กลายสามมิติโดยใช้โครงสร้าง
ต้นแบบและพื้นฐานความรู้ทางวิวัฒนาการร่วม และแสดงค่า ฟังก์ชันจุดประสงค์ ซึ่งสามารถใช้ในการจัด
อันดับความเสถียรของโครงสร้างได้ โดยหากมีค่า ฟังก์ชันจุดประสงค์ ต่ าที่สุดจะถือว่ามีความเสถียรที่สุด 
เพียงแต่ค่า ฟังก์ชันจุดประสงค์ สามารถเปรียบเทียบได้แค่ในกลุ่มโครงสร้างที่มาจากล าดับกรดอะมิโน
เดียวกันเท่านั้น ไม่สามารถน าคา่นี้ไปเปรียบเทียบระหว่างโครงสร้างของโปรตีนต่างชนิดได ้

 แบ่งออกเป็นสองขั้นตอนคือขั้นเตรียมข้อมูลและขั้นใช้งานเครื่องมือ MODELLER 

 ในขั้นเตรียมข้อมูลเบื้องต้นคือไฟล์นามสกุล .py และ .seg โดยมีข้อมูลในแต่ละไฟล์แสดงดังรูปที่ 6  
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รูปที่ 6 ข้อมูลเบื้องต้นเป็นไฟล์นามสกุล .py และ .seg ของโปรแกรม MODELLER 

 ในขั้นใช้งานเครื่องมือให้เริ่มโดย เปิดโปรแกรม command prompt ขึ้นมา ซึ่งสามารถค้นหา
โปรแกรมได้จากแถบวินโดวส์ โดยใช้ค าส าคัญ “command prompt” จากนั้นจะพบกับหน้าต่างเริ่มต้น
ของโปรแกรม พร้อมข้อความที่แสดงถึงต าแหน่งที่อยู่ในปัจจุบัน แสดงดังรูปที่ 7  

 ต่อไปให้ท าการเปิดใช้งานเครื่องมือ MODELLER โดยการพิมพ์ค าสั่ง “activate modeller” แล้ว
กดปุ่ม enter เพื่อยืนยันค าสั่ง หลังจากยืนยันค าสั่งแล้ว ที่หน้าต่างโปรแกรมจะปรากฏสัญลักษณ์  
“(modeller)” ขึ้นมาด้านหน้าข้อความที่อยู่ แสดงดังรูปที่ 8  
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รูปที่ 7 หน้าต่างเริ่มต้นของโปรแกรม command prompt  

 

รูปที่ 8 สัญลักษณ์ของการเปิดใช้งานโปรแกรม MODELLER 

 จากนั้นจึงท าการย้ายต าแหน่งที่อยู่ให้ไปที่ต าแหน่งโฟลเดอร์ปฏิบัติการ แล้วจึงสั่งใช้งานเครื่องมือ
โดยการพิมพ์ค าสั่ง “python ชื่อไฟล์ค าสั่งปฏิบัติการ.py” โดยต้องพิมพ์ให้เหมือนกับชื่อไฟล์ของจริงด้วย 
(ที่เป็นนามสกุลไฟล์ .py) ตัวอย่างเช่น “python 1A87-RP_D150RD154K-N.py” แล้วยืนยันค าสั่ง แสดง
ดังรูปที่ 9  
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รูปที่ 9 ไฟล์ทีจ่ าเป็นและการสั่งงานโปรแกรม MODELLER 
ค าสั่งใช้งานเครื่องมือ โดยที่ชื่อไฟล์ต้องตรงกับในโฟลเดอร์ปฏิบัติการด้วย 

 หลังจากนั้นเครื่องมือ MODELLER จะเริ่มท างานและค านวณโครงสร้างสามมิติออกมาแล้วท าการ
ลดระดับพลังงานหรือค่า ฟังก์ชันจุดประสงค ์ลง สุดท้ายเมื่อเครื่องมือประมวลผลเสร็จก็จะให้ข้อมูลออกมา
เป็นค่า ฟังก์ชันจุดประสงค ์แสดงดัง และปรากฏไฟล์โครงสร้างนามสกุล .pdb ที่โฟลเดอร์ปฏิบัติการ 

 ผู้ใช้ได้ใช้งานเครื่องมือ MODELLER ให้ท างานทั้งหมดสี่ครั้งดังนี้คือล าดับโปรตีนพันธุ์กลายที่
ต าแหน่ง D150RD154R D150RD154K D150KD154R และ D150KD154K โดยได้ข้อมูลไฟล์นามสกุล 
.pdb ทั้งหมดสี่สิบชุด 
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รูปที่ 10 ผลลพัธ์จากโปรแกรม MODELLER 

(บน) MODELLER ประมวลผลเสร็จแล้วใหข้้อมูลออกมาในเป็นค่า ฟังก์ชันจุดประสงค ์ 
(ล่าง) ปรากฏไฟล์โครงสร้างนามสกุล .pdb ที่โฟลเดอร์ปฏิบัติการ 
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3.3.2 การประเมินคุณภาพโครงสร้าง โดยใช้เครื่องมือ RAMPAGE 

 ต่อไปเป็นการใช้โปรแกรม RAMPAGE เพื่อประเมินคุณภาพของโครงสร้างโดยแสดงค่า %favoured 
region %allowed region และ %outlier region พร้อมกับแผนภาพรามจันทรัน 

 ในการใช้งานเครื่องมือให้ เริ่มต้นโดยเข้าไปในเว็บไซต์ http://mordred.bioc.cam.ac.uk/ 
~rapper/rampage.php จากนั้นจึงเลือกไฟล์โครงสร้างพันธุ์กลายนามสกุล .pdb ที่จะให้เครื่องมือ 
RAMPAGE ท าการประมวลผล โดยกดที่ค าสั่ง “Choose file” โดยเครื่องมือสามารถประมวลผลได้ทีละ
โครงสร้างเท่านั้น แสดงดังรูปที่ 11 จากนั้นกดค าสั่ง “SUBMIT TO RAMPAGE” เพื่อเริ่มการท างานของ
เครื่องมือ RAMPAGE หลังจากที่ประมวลผลเสร็จจะปรากฏข้อมูลต่าง ๆ ขึ้นมาเช่น ชื่อไฟล์โครงสร้างพันธุ์
กลายที่ท าการค านวณ แผนภาพรามจันทรันและผลการประเมินต าแหน่ง (Evaluation of residues) 
แสดงดังรูปที่ 12 

 ผู้ใช้ได้ใช้งานเครื่องมือ RAMPAGE ให้ท างานทั้งหมดสี่สิบครั้งจากไฟล์นามสกุล .pdb ที่ได้จากการ
ใ ช้ ง า น เ ค รื่ อ ง มื อ  MODELLER ทั้ ง สี่ แ บบคื อ  D150RD154R D150RD154K D150KD154R แ ละ 
D150KD154K โดยได้ข้อมูลแผนภาพรามจันทรัน ทั้งหมดสี่สิบชุด 

  

รูปที่ 11 หน้าต่างเริ่มต้นของโปรแกรม RAMPAGE 
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รูปที่ 12 ผลลพัธ์จากโปรแกรม RAMPAGE 

3.3.3 การประเมินคุณภาพโครงสร้าง โดยใช้เครื่องมือ QMEAN 

ต่อไปเป็นการใช้โปรแกรม QMEAN เพื่อประเมินคุณภาพของโครงสร้างโดยแสดงค่า QMEAN Z-
score ซึ่ งเป็นค่าคะแนนโดยรวมที่ประเมินจากสมบัติทางกายภาพและเคมี ( Physicochemical 
properties) 

 ในการใช้งานเครื่องมือให้เริ่มต้นโดยเข้าไปในเว็บไซต์ https://swissmodel.expasy.org/qmean/
จากนั้นจึงเลือกไฟล์โครงสร้างพันธุ์กลายนามสกุล .pdb ที่จะให้เครื่องมือ RAMPAGE ท าการประมวลผล 
โดยกดที่ค าสั่ง “Select PDB File” โดยเครื่องมือสามารถประมวลผลโครงสร้างได้หลายโครงสร้างพร้อม
กัน แล้วเลือก QMEAN method แสดงในรูปที่ 13 นอกจากนี้ยังสามารถก าหนดชื่อของชุดข้อมูลที่
ประมวลผลพร้อมระบุ email เพื่อให้ข้อมูลที่ประมวลเสร็จแล้วส่งเข้าไปที่ email ได้ จากนั้นกดค าสั่ง 
“SUBMIT” เพื่อเริ่มการท างานของเครื่องมือ QMEAN  
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รูปที่ 13 การเลือกไฟล์โครงสร้างพันธุ์กลายนามสกุล .pdb ที่ต้องการค านวณ  

และเลือก QMEAN method จากหน้าต่างเริ่มต้นของเครื่องมือ QMEAN 

 หลังจากที่ประมวลผลเสร็จจะปรากฏข้อมูลต่าง ๆ ขึ้นมาเช่น ชื่อไฟล์โครงสร้างพันธุ์กลายที่ท าการ
ค านวณ แผนภาพเปรียบเทียบระหว่างโครงสร้างกับค่าคะแนน QMEAN และผลคะแนนมาตรฐานโดยรวม
ของโครงสร้างพร้อมกับแสดงคุณภาพของล าดับกรดอะมิโน หากกดเลือกที่ต าแหน่งกรดอะมิโน จะสามารถ
แสดงถึงรูปร่างผ่านแบบจ าลองด้านขวามือได้ แสดงในรูปที่ 14 สุดท้ายสามารถบันทึกข้อมูลทั้งหมดได้โดย
กดค าสั่ง “Project Archive” ที่อยู่บริเวณชื่อของชุดข้อมูลด้านบนสุด 

 ผู้ใช้ได้ใช้งานเครื่องมือ RAMPAGE ให้ท างานทั้งหมดสี่สิบครั้งจากไฟล์นามสกุล .pdb ที่ได้จากการ
ใ ช้ ง า น เ ค รื่ อ ง มื อ  MODELLER ทั้ ง สี่ แ บบคื อ  D150RD154R, D150RD154K, D150KD154R แ ละ 
D150KD154K โดยได้ข้อมูล QMEAN Z-score ทั้งหมดสี่สิบชุด 
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รูปที่ 14 ผลลพัธ์จากโปรแกรม QMEAN 

3.3.5 การท านายความคงตัวของโปรตีนพันธุ์กลาย โดยใช้เครื่องมือ CUPSAT 

 ในการใช้งานเครื่องมือให้เริ่มต้นโดยเข้าไปในเว็บไซต์ http://cupsat.tu-bs.de/ โดยจะแบ่งระบบการ
ค านวณออกเป็นสองส่วน โดยขึ้นกับโปรตีนต้นแบบคือใช้ข้อมูลโปรตีนจากฐานข้อมูลออนไลน์ (protein 

data bank) หรือใช้ข้อมูลจากไฟล์นามสกุล .pdb ของผู้ใช้เอง (custom structures) แสดงดังรูปที่ 15  

 
รูปที่ 15 หน้าต่างเริ่มต้นของเครื่องมือ CUPSAT 

 ในการทดลองนี้ผู้ใช้เลือกการค านวณโดยใช้ข้อมูลจากฐานข้อมูลออนไลน์ จากนั้นจึงระบุช่ือโปรตีนที่
ต้องการลงในช่อง “PDB ID” โดยสามารถตรวจสอบข้อมูลได้โดยกดปุ่ม “View Structure from PDB” 
ต่อไปจึงท าการตั้งค่าการทดลองที่สนใจคือวิธีท าให้โครงสร้างเสียสภาพ (experimental method) และ
ต าแหน่งในการท านายความคงตัวหลังจากกลายพันธุ์ (stability prediction) จากนั้นเพื่อเริ่มการท างาน
ของเครื่องมือ CUPSAT โดยกดที่ค าสั่ง “Predict Stability” แสดงดังรูปที่ 16 
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รูปที่ 16 หน้าต่างเริ่มต้นของเครื่องมือ CUPSAT หลังจากระบุชื่อโปรตีนที่ต้องการค านวณ 

พร้อมต้ังค่าการทดลองที่สนใจ 

 หลังจากที่ประมวลผลเสร็จจะปรากฏข้อมูลต่าง ๆ ขึ้นมาเช่น ชื่อไฟล์โครงสร้างโปรตีนที่ท าการ
ค านวณ วิธีท าให้โครงสร้างเสียสภาพ และผลข้อมูลสองชนิดคือการท านายคุณสมบัติของโครงสร้าง และ
การท านายความเสถียรของโครงสร้าง แสดงดังรูปที่ 17 สุดท้ายสามารถบันทึกข้อมูลทั้งหมดได้โดยกด
ค าสั่ง “Download file” ที่อยู่บริเวณผลข้อมูลทั้งสองชนิดนั่นเอง 

 

รูปที่ 17 CUPSAT ประมวลผลเสร็จและปรากฏข้อมูลต่าง ๆ ขึ้นมา 
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3.3.4 การท านายความคงตัวของโปรตีนพันธุ์กลาย โดยใช้เครื่องมือ SDM2 

 ในการใช้งานเครื่องมือให้เริ่มต้นโดยเข้าไปในเว็บไซต์ http://marid.bioc.cam.ac.uk/sdm2/ 
prediction จะพบหน้าต่างเริ่มต้นของเครื่องมือ SDM2 ซึ่งแบ่งระบบการกลายพันธุ์ต าแหน่งเดียวเป็นสอง
แบบคือแบบ กลายพันธุ์ครั้งเดียว (single mutation) และแบบกลายพันธุ์หลายครั้งจากรายการที่ก าหนด 
(mutation list) แสดงดังรูปที่ 18  

  
รูปที่ 18 หน้าต่างเริ่มต้นของเครื่องมือ SDM2 

 ในการทดลองนี้ผู้ใช้เลือกระบบการกลายพันธุ์แบบหลายครั้งจากรายการที่ก าหนด จากนั้นจึงระบุ
ชื่อโปรตีนจากฐานข้อมูล ในช่อง “Provide a 4-letter PDB code:” หรือเลือกไฟล์โครงสร้างพันธุ์กลาย
นามสกุล .pdb ที่ต้องการค านวณ โดยกดปุ่ม “Choose file” จากหัวข้อ “Wild-type protein structure 
- PDB format” ต่อไปจึงเลือกไฟล์ที่ก าหนดข้อมูลโปรตีนพันธุ์กลายนามสกุล .txt โดยกดปุ่ม “Choose 
file” จากหัวข้อ “Mutation list file” ซึ่งทั้งคู่สามารถกดเลือกดูตัวอย่างไฟล์ที่ใช้ได้จากปุ่ม “(Ex.: 
2OCJ)” และ “(Ex.: 2OCJ_mut_list)” และสุดท้ายคือปุ่มค าสั่งให้ท าการท านายการกลายพันธุ์ย้อนกลับ 
(predict reverse mutation) จากนั้นกด “Run SDM” ในการศึกษานี้ผู้ใช้ได้ท าการท านายทั้งสองแบบ
คือ การท านายความเสถียรของโครงสร้างพันธุ์กลายและการท านายความเสถียรของโครงสร้างพันธุ์กลาย
ย้อนกลับ ผลลัพธ์จาก SDM2 แสดงตัวอย่างในรูปที่ 19  
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รูปที่ 19 ผลลพัธ์จาก SDM2 

การกลายพันธุ์ไปข้างหน้าและย้อนกลับ (บน และล่าง ตามล าดับ) 

3.3.6 การท านายความคงตัวของโปรตีนพันธุ์กลาย โดยใช้เครื่องมือ MAESTRO 

ต่อไปเป็นการใช้โปรแกรม MAESTRO เพื่อท านายความเสถียรของโครงสร้างโดยแสดงค่าผลต่าง
ของพลังงานอิสระกิบส์ รวมถึงการแสดงผลค่าความเชื่อมั่นในการท านาย (confident estimation) เพื่อ
ทราบถึงความถูกต้องและแม่นย าของเครื่องมืออีกด้วย 

 ในการใช้งานเครื่องมือให้เริ่มต้นโดยเข้าไปในเว็บไซต์ https://biwww.che.sbg.ac.at/maestro/ 
web/  จะพบหน้าต่างเริ่มต้นของเครื่องมือ MAESTRO โดยจะแบ่งระบบการค านวณออกเป็นสองส่วน 
โดยขึ้นกับโปรตีนต้นแบบคือใช้ข้อมูลไฟล์ธนาคารข้อมูลโปรตีนจากฐานข้อมูลออนไลน์หรือใช้ข้อมูลจาก
ไฟล์ธนาคารข้อมูลโปรตีนนามสกุล .pdb ของผู้ใช้เอง (custom structures) นอกจากนี้ในกรณีไฟล์ข้อมูล
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ผู้ใช้มีข้อมูลที่ส าคัญต่อการท านายเช่นโครงสร้างจตุรภูมิที่สามารถท านายการท างานของโปรตีนได้ 
(biological assembly) สามารถเลือกให้น าไปใช้ในการทดลองได้ด้วย แสดงดังรูปที่ 20 

 
รูปที่ 20 หน้าต่างเริ่มต้นของโปรแกรม MAESTRO 

 ในการทดลองนี้ผู้ใช้เลือกการค านวณโดยใช้ข้อมูลจากฐานข้อมูลออนไลน์ ในการทดลองนี้ผู้ใช้เลือก
การค านวณโดยใช้ข้อมูลจากฐานข้อมูลออนไลน์ จากนั้นจึงระบุชื่อโปรตีนที่ต้องการลงในช่อง “PDB ID” 
จากนั้นจึงกดปุ่ม “submit” ต่อไปจึงท าการเลือกสายโซ่ที่ต้องการท านาย ในกรณีที่โครงสร้างมีหลายส่วน 
ให้เลือกสายโซ่จากหัวข้อ “Asymmetric unit” หรือในกรณีต้องการท านายจากโครงสร้างจตุรภูมิจึงเลือก
หัวข้อ “biological assembly” แล้วกดปุ่ม “submit” แสดงดังรูปที่ 21  

 จากนั้นจึงเลือกรูปแบบการท างาน แบ่งออกดังนี้คือการประเมินการกลายพันธุ์จ าเพาะ (evaluate 
specific mutations) การค านวณเสถียรภาพของกรดอะมิโนพันธุ์กลายสิบเก้าแบบ (calculate a 
mutation sensitivity profile) การค้นหากรดอะมิ โนพันธุ์ กลายที่ ค งตั ว  /  ไม่คงตั ว  ( Scan for 
(de)stabilizing mutations) และการประเมินพันธะไดซัลไฟด์ (Evaluate potential disulfide bonds) 
แสดงดังรูปที่ 22 โดยผู้ใช้เลือกวิธี “Evaluate specific mutations” จากนั้นกดปุ่ม “submit”  
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รูปที่ 21 การต้ังค่าระบุโครงสร้างที่ต้องการในโปรแกรม MAESTRO 

 

 

รูปที่ 22 การเลือกรูปแบบการท างานที่ต้องการในโปรแกรม MAESTRO 

 ต่อไปจึงท าการเลือกต าแหน่งที่ต้องการท าการกลายพันธุ์ โดยท าการเลือกต าแหน่งและเลือกกรด 
อะมิโนที่ต้องการจากช่อง “Mutate” แล้วกดปุ่ม “add to list” เพื่อยืนยันการเลือกต าแหน่งนั้น ๆ 
นอกจากนี้ยังสามารถปรับค่า pH ในระบบได้จากช่อง “pH value” และเลือกการกลายพันธุ์ได้สองแบบ
คือการกลายพันธุ์เพียงต าแหน่งเดียว (independent mutation) หรือการกลายพันธุ์หลายต าแหน่งพร้อม
กัน (combined mutation) โดยผู้ใช้เลือกวิธี “combined mutation” ในต าแหน่งที่ D150 และ D154 
เพื่อกลายพันธ์ุเป็น R ทั้งสองต าแหน่ง แสดงดังรูปที่ 23 
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รูปที่ 23 การก าหนดการกลายพันธุ์ที่ต้องการท านายในโปรแกรม MAESTRO 

 จากนั้นกดปุ่ม “submit” เพื่อเริ่มการท างานของเครื่องมือ MAESTRO หลังจากที่ประมวลผลเสร็จ

จะปรากฏข้อมูลต่าง ๆ ขึ้นมาเช่น ชื่อไฟล์โครงสร้างโปรตีนที่ท าการค านวณ ผล ΔΔGpred และผล 
Cpred แสดงดังรูปที่ 24   

 ผู้ใช้ได้ใช้งานเครื่องมือ MAESTRO ให้ท างานทั้งหมดสี่ครั้งคือการท านายความคงตัวของโครงสร้าง
พันธุ์กลายดังนี้  D150RD154R D150RD154K D150KD154R และ D150KD154K โดยได้ข้อมูลไฟล์
นามสกุล .csv ทั้งหมดสี่ชุด 
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รูปที่ 24 ผลลพัธ์จากโปรแกรม MAESTRO 

3.4 การยืนยันโครงสรา้งโปรตีนพนัธุ์กลายด้วยการจ าลองพลวัตเิชิงโมเลกุล โดยใชเ้ครื่องมือ NAMD 

ต่อไปจะเป็นการใช้โปรแกรม NAMD เพื่อท าการจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุล เพื่อยืนยันความเสถียร
ของโครงสร้างและการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างทุติยภูมิ โดยการค านวณทางฟิสิกส์และจ าลองระบบ
สภาพแวดล้อมที่โปรตีนพันธ์ุกลายอยู่ในน้ า 

 แบ่งออกเป็นสามขั้นตอนคือขั้นเตรียมข้อมูลโดยใช้โปรแกรม ProteinPrepare และ VMD ต่อมา
เป็นขั้นสั่งใช้งานโปรแกรม NAMD และขั้นตอนสุดทา้ยการวิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม VMD อีกครั้ง 
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3.4.1 การเตรียมไฟล์ที่จ าเปน็ส าหรับการจ าลองพลวัติเชงิโมเลกุล 

 ไฟล์ที่จ าเป็นต่อการสั่งท างานโปรแกรม NAMD ได้แก่ ไฟล์โครงสร้างโปรตีน (protein structure 
file, psf) ซึ่งเป็นไฟล์โครงสร้างที่มีการระบุต าแหน่ง ชนิด และการเชื่อมต่อของแต่ละอะตอมอยู่ครบ 
รวมถึงอะตอมไฮโดรเจน ส่วนที่สองคือ ไฟล์ตัวแปรสนามพลัง (force field parameter file) และส่วนที่
สามคือไฟล์ก าหนดค่า (configuration file) ซึ่งเป็นตัวก าหนดการท างานของโปรแกรมตามค าสั่งที่ระบุไว้
ในไฟล์นี้   

 จะใช้ส่วนเสริม QwikMD ของโปรแกรม VMD (38) เพื่อเตรียมไฟล์ที่จ าเป็นทั้งหมด โดยจะต้องป้อน
โครงสร้างโปรตีนในรูปแบบของไฟล์ธนาคารข้อมูลโปรตีน (protein data bank file, pdb) เป็นตัวตั้งต้น 
โดยจะต้องท าการก าหนดสถาพการโปรโตเนชั่นของแต่ละ residue ใน pdb file เสียก่อน ในขั้นนี้จะใช้
โปรแกรม ProteinPrepare ซึ่งเป็นเว็บแอปพลิเคชัน ที่ท านายสภาพโปรโตเนชันโดยอาศัย PROPKA 3.1 
และPDB2PQR 2.1  (39) จากนั้นจึงน า pdb file ที่ระบุสภาพโปรโตเนชันเรียบร้อยแล้ว ป้อนเข้าไปใน 
QwikMD เพื่อท าการเตรียมไฟล์ที่จ าเป็นต่อไป 

การก าหนดสภาพโปรโตเนชันของโปรตนี โดยใช้เครื่องมือ ProteinPrepare 

 เข้าไปที่ http://www.playmolecule.org/proteinPrepare/  จะพบหน้าเริ่มต้นของโปรแกรม 
ProteinPrepare ซึ่งมีส่วนป้อนเข้า (input) ปรากฏอยู่ แสดงในรูปที่ 25  

 

รูปที่ 25 หน้าจอเริ่มต้นของโปรแกรม ProteinPrepare 
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 ในการก าหนดค่าค าสั่ง แสดงดัง โดยกรอก “1A87” ในช่อง pdb และปรับ pH เป็น 7 คลิก เลือก 
“Remove water” เพื่อลบโมเลกุลน้ าผลึกออกจากไฟล์นามสกุล .pdb  และเลือก “Chain A” จากนั้น
กด “SUBMIT” แสดงดังรูปที่ 26 

 

รูปที่ 26 การปรับเลือกค่าที่ใช้ด้วยโปรแกรม ProteinPrepare 

 เมื่อเสร็จสมบูรณ์จะปรากฏโครงสร้างแบบริบบอนขึ้น ให้กดปุ่ม “DOWNLOAD CURRENT PDB” 
เพื่อดาวน์โหลดไฟล์ pdb ที่มีการก าหนดสภาพโปรโตเนชันที่ pH 7 แล้ว 

การเตรียมไฟล์โครงสร้าง ตวัแปรสนามพลัง และไฟล์ก าหนดค่า โดยใช้เครื่องมือ QwikMD 

 จะใช้ QwikMD ซึ่งเป็นส่วนเสริมของ VMD ในการเตรียม โดยขั้นแรกให้เตรียมไฟล์ pdb จาก
ขั้นตอนก่อนหน้า โดยในการทดลองนี้ผู้ใช้ท าการเก็บไฟล์ไว้ใน folder ชื่อ 1A87Implicit-test โดยที่ผล
ข้อมูลที่สร้างจาก VMD ในภายหลังจะถูกเก็บใน folder นี้เช่นกัน แสดงดังรูปที่ 27 

 

รูปที่ 27 การเตรียมโฟลเดอร์บรรจุไฟล์ pdb ที่ใชใ้นโปรแกรม VMD 

 จากนั้นเปิดโปรแกรม VMD จะปรากฏหน้าต่าง “VMD main” เข้าสู่ QwikMD โดยเลือกจากแถบ
เมนูกดเข้าตามล าดับดังนี้ “Extensions > Simulation > QwikMD” แสดงดังรูปที่ 28 จากนั้นจะปรากฏ
หน้าต่างชื่อ “QwikMD - Easy and Fast Molecular Dynamics” แสดงดัง รูปที่ 29 
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รูปที่ 28 หน้าต่าง VMD Main และการเข้าสู่โปรแกรม QwikMD 

 

รูปที่ 29 หน้าต่างเริ่มต้นของโปรแกรม QwikMD 

 จากนั้นเลือกหัวข้อ “Easy Run” แล้วเลือกโครงสร้างนามสกุล .pdb โดยกดที่ปุ่ม “Browser” 
จากนั้นกดปุ่ม “Load” เพื่อเรียกข้อมูลลงมาในโปรแกรม จาก นั้นท าการเอาโมเลกุลน้ าออกจากโครงสร้าง
โดยกดที่ปุ่ม “Chain/Type Selection > แล้วเลือก A and Water ออก” จากนั้นท าการเลือกต าแหน่งที่
ต้องการจะท าการกลายพันธุ์โดยกดที่ปุ่ม “Structure Manipulation” จะปรากฏหน้าต่างชื่อ “Structure 
Manipulation/Check” แสดงดังรูปที่ 30 (ซ้าย) 
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รูปที่ 30 หน้าต่าง Structural Manipulation/Check ของโปรแกรม QwikMD 

 จากนั้นท าการแก้ไขโครงสร้างตามที่ต้องการโดยการกดปุ่ม “Mutate” แล้วจึงเลือกต าแหน่งที่
ต้องการเพื่อท าการเปลี่ยนกรดอะมิโน จาก นั้นจึงท าการกดปุ่ม “Check” โดยผู้ใช้ได้ท าการกลายพันธุ์ที่
ต าแหน่ง 150 และ 154 จาก ASP เป็น ARG เมื่อส าเร็จจะดังรูปที่ 30 (ขวา) จากนั้นให้ปิดหน้าต่างนี้ทิ้งไป 

 ส าหรับ protocol ที่ใช้ในที่นี้จะใช้ค่าเริ่มต้น คือ ท าการจ าลองระบบที่ 27 องศาเซลเซียสหรือ 300 
เคลวิน โดยมีกรอบเวลา 10 นาโนวินาที แสดงดังรูปที่ 31 

 

รูปที่ 31 โปรโตคอลตั้งต้นของ Easy Run ในโปรแกรม QwikMD 
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 จากนั้นท าการเลือกประเภทของสารละลายโดยรอบจากปุ่ม “Solvent” ซึ่งแบ่งเป็นสามแบบคือ 
implicit, explicit และ vacuum โดยผู้ใช้ได้เลือกแบบ “implicit” จากนั้นท าการตั้งค่าการจ าลอง 
(Simulation Setup) ที่จะน าไปใช้ในการจ าลองแบบ พลวัตเชิงโมเลกุล โดยกดที่ปุ่ม “Prepare” เพื่อ
เลือกสถานที่เก็บระบบจ าลองขึ้น เมื่อยืนยันแล้วจะพบไฟล์ข้อมูลระบบอีกสองอันใน folder คือไฟล์
นามสกุล .qwikmd และ folder ระบบที่พร้อมน าไปใช้ในเครื่องมือ NAMD ได้ต่อไป โดยข้อมูลระบบที่จะ
น าไปใช้ต่อคือ folder ชื่อ “run” โดยให้ย้าย folder นี้เข้าไปใน server ที่มีเครื่องมือ NAMD เพื่อการ
ท างานในขั้นถัดไป แสดงดังรูปที่ 32  

 

รูปที่ 32 โฟลเดอร์ไฟล์ที่ถูกเตรียมขึ้นจากโปรแกรม QwikMD 
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3.3.2 การจ าลองพลวัติเชิงโมเลกุล โดยใช้เครื่องมือ NAMD 

 ในขั้นนี้จะท าบนเซิร์ฟเวอร์ซึ่งปฏิบัติการด้วยระบบลินุกซ์ กรณีนี้จะเข้าถึงเซิร์ฟเวอร์โดยใช้โปรแกรม 
Bitvise SSH Client โดยให้ย้ายโฟลเดอร์ run ที่เตรียมขึ้นจาก QwikMD ไปยังเซิร์ฟเวอร์ 

 เริ่มการท างานของ NAMD ดว้ยค าสั่ง 
“namd2 +p 8 ชื่อไฟล์.conf > ชื่อไฟล์.log &” 

 โดย p แสดงถึงจ านวนการใช้ตัวประมวลผลร่วม ไฟล์ก าหนดค่าที่เตรียมขึ้น หรือกรณีที่อยู่ใน
ไดเรกทอรีที่สูงกว่า ให้พิมพ์ชื่อโฟลเดอร์แล้วตามด้วยเครื่องหมาย “ / ” สุดท้ายตามด้วยชื่อไฟล์ของ
ชุดค าสั่งของ NAMD นามสกุล .conf เป็นอันเสร็จสิ้นค าสั่ง โดยหลังจากนี้อาจใช้ค าสั่ง “ > ” ต่อท้ายค าสั่ง 
แล้วตามด้วยตั้งชื่อ log ไฟล์ที่จะจัดเก็บข้อมูล และตัว “ & ” โดยค าสั่งนี้มีเพื่อให้ค าสั่งท างานในโหมด
เบื้องหลัง 
 โดยจะต้องท าด าเนินการจ าลองทีละขั้นตอน กรณีนี้คือท าการ minimization และ equilibration 
ก่อน โดยสั่งผ่าน qwikmd_equilibration_0.conf ซึ่งรวมทั้งสองขั้นตอนข้างต้นไว้ด้วยกัน เมื่อเสร็จแล้ว
จึงท า production run โดยสั่งผ่าน qwikmd_production_0.conf  
 ในการทดลองนี้ผู้ ใช้ได้ใช้ค าสั่ งดังนี้  “namd2 +p 8 run/qwikmd_equilibration_0.conf > 
equilibration.log &” จากนั้นจะปรากฏ process id แสดงดังรูปที่ 33 

 
รูปที่ 33 การสัง่งานเริ่มต้นโปรแกรม NAMD 

 หลังจากโปรแกรมด าเนินการเสร็จสิ้นจะได้ผลข้อมูล (output) ออกมาสองที่ได้แก่ log file ที่แสดง
การค านวณ ซึ่งข้อมูลจะอยู่ใน folder ที่ผู้ใช้อยู่ในขณะสั่งท างาน NAMD และข้อมูลอีกส่วนคือ ไฟล์
โครงสร้างโปรตีนพันธุ์กลายนามสกุล .psf  กับ ไฟล์นามสกุลต่าง ๆ เช่น .dcd .coor และ .xst เป็นต้น
แสดงดังรูปที่ 34 โดยข้อมูลที่ผู้ใช้น ามาประเมินจะเป็นข้อมูลแสดงโครงสร้างทุติยภูมิซึ่งได้จากไฟล์นามสกุล 
.psf และ .dcd ของไฟล์ขั้นตอน production  

ผู้ใช้ได้ใช้งานเครื่องมือ NAMD ให้ท างานครั้งเดียวคือใช้โปรตีนต าแหน่ง D150RD154R ในการ
ค านวณ โดยได้ชุดข้อมูลออกมาเป็นไฟล์นามสกุลต่าง ๆ ตามขั้นตอนที่ใช้คือขั้น equilibration และขั้น 
production ใน folder run รวมหนึ่งชุด 
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รูปที่ 34 ผลลพัธ์จากการจ าลองพลวัตเชิงโมเลกุลด้วยโปรแกรม NAMD 

3.3.3 การวเิคราะห์ผลจากการจ าลองพลวตัิเชิงโมเลกุล โดยใช้เครือ่งมอื VMD 

 ในขั้นนี้จะกลับไปใช้โปรแกรม VMD โดยใช้ส่วนเสริม Timeline เพื่อวิเคราะห์ติดตามโครงสร้าง
ทุติยภูมิของโปรตีนตลอดช่วงกรอบเวลาที่ท าการจ าลองพลวัตเชิงโมเลกุลว่ามีการเปลี่ยนแปลงไป เมื่อ
เทียบกับ wild type หรือไม ่

 โดยขั้นแรกให้โหลดไฟล์นามสกุล .psf จากการจ าลองพลวัตเชิงโมเลกุลเข้าสู่โปรแกรม VMD โดย
เลือกเมนู  File > New Molecule จากนั้นกด Load จากนั้นให้ โหลดไฟล์นามสกุล .dcd ในขั้น 
production สู่ไฟล์นามสกุล .psf ที่ได้เปิดไว้ก่อนหน้า หน้าจอจะปรากฏดังรูปที่ 35 จากนั้นเข้าสู่ตัวเสริม 
Timeline โดยเลือกเมนู Extensions > Analysis > Timeline จะปรากฏหน้าจอเริ่มต้นแสดงดังรูปที่ 36 
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รูปที่ 35 หน้าจอ VMD main หลังจากโหลดไฟล์ผลลัพธ์จากการจ าลองพลวัต 
เชิงโมเลกุลในโปรแกรม VMD 

 

รูปที่ 36 หน้าจอเริ่มต้นของ Timeline ในโปรแกรม VMD 
 
 จากนั้นเลือกเมนู Calculate > Cal. Sec. Struct. เพื่อระบุโครงสร้างทุติยภูมิตลอดทั้งช่วงกรอบ
เวลา โดยใช้ DSSP ในการระบุโครงสร้างดังกล่าว จะปรากฏผลลัพธ์แสดงดังรูปที่ 37 จากนั้นท าอีกครั้งโดย
โหลดโมเลกุลไฟล์นามสกุล .pdb ของ wild type เข้าสู่โปรแกรม จากนั้นน าผลที่ได้ไปเปรียบเทียบกัน 
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รูปที่ 37 ผลลพัธ์จากการระบุโครงสร้างทุติยภูมิจาก Timeline ในโปรแกรม VMD 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 

4.1 การออกแบบโปรตนีพันธุ์กลาย 

4.1.1 ผลการวิเคราะห์ การเปิดสัมผัสของผิว ด้วย Supercharge 

 จากการค านวณค่า AvNAPSA value ด้วยเครื่องมือ Rosetta supercharge พบว่ากรดอะมิโน 
(D, E) ในช่วงโดเมนอาร์ และพ ีมีค่า AvNAPSA value อยู่ระหว่าง 59 ถึง 119 แสดงดังตารางที่ 4  

ตารางที่ 4 ค่า AvNAPSA value ของกรดอะมิโนประจุลบ 
ในช่วงโดเมนอาร์และพขีองโคลิซินเอ็นจากโปรแกรม Rosetta 

Amino acid Residue AvNAPSA value 

E 96 92 

D 102 110 

E 115 69 

E 126 114 

D 150 79 

D 154 59 

D 159 104 

E 186 99 

E 189 92 

E 194 114 

E 201 85 

D 208 101 

E 212 76 
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ตารางที่ 4 (ต่อ) 

Amino acid Residue AvNAPSA value 

E 224 99 

E 242 96 

D 264 91 

D 277 74 

D 293 75 

E 299 103 

E 303 99 

E 307 115 

 โดยค่า AvNAPSA value จะแสดงถึงความหนาแน่นของกรดอะมิโนรอบข้าง ยิ่งมีค่าต่ าหมายถึงมี
กรดอะมิโนโดยรอบน้อย ท าให้แสดงถึงการที่ต าแหน่งที่สนใจอยู่ที่โครงสร้างส่วนนอกและมีอันตรกิริยาต่อ
โมเลกุลภายนอกได้ง่าย นอกจากนี้ต าแหน่งที่สนใจกลายพันธุ์ต้องเป็นประจุลบ (D และ E) เนื่องจากการ
เพิ่มประจุบวกท่ีีรวดเร็วและให้ค่าสูงสุดจะเกิดจากการเปลี่ยนกรดอะมิโนประจุลบให้กลายเป็นกรดอะมิโน
ประจุบวก ดังนั้นผู้วิจัยจึงต้องการค้นหาต าแหน่งกรดอะมิโนประจุเป็นลบที่มีค่า AvNAPSA ต่ าเพื่อให้ได้มา
ซึ่งกรดอะมิโนที่มีการตอบสนองต่อภายนอกได้สูงและเพิ่มประจุบวกได้มากนั่นเอง จึงท าให้ต าแหน่งที่
เหมาะสมในล าดับกรดอะมิโนช่วง โดเมนอาร์ ที่มีค่าต่ าที่สุดคือ E115K, D150K และ D154K โดยมีค่า 
AvNAPSA เท่ากับ 69, 79 และ 59 แสดงดังรูปที่ 38 
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รูปที่ 38 ค่า AvNAPSA เรียงจากต่ าไปสูงของล าดับกรดอะมิโนประจุลบ  
ในช่วงโดเมนอาร์จากโปรแกรม Rosetta 

4.1.2 ผลการวิเคราะห์การเกิดพันธะไฮโดรเจน ด้วย Supercharge 
 จากการค านวณเพื่อหาต าแหน่งที่เกิดพันธะไฮโดรเจนด้วยเครื่องมือ Supercharge ในบริเวณ 
โดเมนอาร์ พบว่าต าแหน่งที่มีการเกิดพันธะมีดังนี้คือ 96, 111, 112, 113, 115, 117, 124, 138, 142, 
152, 162 และ 163  

4.1.3 สรุปผลการออกแบบโปรตีนพันธุ์กลาย 

เนื่องจากพันธะไฮโดรเจนมีความส าคัญในการเกิดความคงตัวของโครงสร้าง จึงต้องหลีกเลี่ยงการ
เปลี่ยนแปลงในบริเวณที่มีพันธะเกิดขึ้นเพื่อป้องกันการแตกหักของโครงสร้าง พบว่ากรดอะมิโนต าแหน่ง 
115 สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนได้ จึงมีความไม่เหมาะสมแก่การกลายพันธุ์ในต าแหน่งนี้ ท าให้เหลือเพียง
สองต าแหน่งที่ผู้วิจัยเลือกท าการกลายพันธ์ุคือต าแหน่ง 150 และ 154 
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4.2 ผลการคัดเลือกโปรตนีพันธุ์กลาย 

4.2.1 ผลการท านายความคงตัวของโปรตีนพันธุ์กลายโดยการจ าลองโครงสร้าง 

ผลการจ าลองโครงสร้างด้วย MODELLER 

จากการค านวณค่า ฟังก์ชันจุดประสงค์ ด้วยเครื่องมือ MODELLER ที่บริเวณ โดเมนอาร์ ของโคลิ
ซินเอ็น โดยกลายพันธุ์ในต าแหน่งกรดอะมิโนล าดับที่ 150 และ 154 โดยท าการกลายพันธุ์ให้เป็นกรดอะมิ
โนจ าพวกมีประจุเป็นบวก [ Arg (R), Lys (K) และ His (H) ] จากกรดอะมิโนดั้งเดิมคือ Asp (D) เปลี่ยนเป็น 
Arg (R) หรือ Lys (K) ตามล าดับดังนี้ ล าดับที่ 150 และ 154 เปลี่ยนเป็นอาร์จีนีนทั้งคู่  (แสดงด้วย 
D150RD154R), ล าดับที่ 150 และ 154 เปลี่ยนเป็น ไลซีน ทั้งคู่ (แสดงด้วย D150KD154K), ล าดับที่ 150 
เปลี่ยนเป็น อาร์จีนีน และ 154 เปลี่ยนเป็น ไลซีน (แสดงด้วย D150RD154K) และสุดท้ายล าดับที่ 150 
เปลี่ยนเป็น ไลซีน และ 154 เปลี่ยนเป็น อาร์จีนีน (แสดงด้วย D150KD154R) โดยค านวณทั้งหมดแบบละ
สิบตัวอย่าง รวมได้สี่สิบตัวอย่าง พบว่ามีค่า ฟังก์ชันจุดประสงค ์อยู่ในช่วงประมาณ 1,000 ถึง 1,400 แสดง
ดังรูปที่ 39 

 
รูปที่ 39 แผนภาพกล่องแสดง ฟังก์ชันจุดประสงค์ ของโปรตีนพันธุ์กลายแต่ละโมเดล 

พบว่าค่า ฟังก์ชันจุดประสงค์  ของโคลิซินเอ็นพันธุ์กลายทั้งสี่แบบ ได้แก่ D150RD154R, 
D150RD154K, D150KD154R และ D150KD154K นั้นมีค่ามัธยฐานใกล้เคียงกันมาก โดยมีค่าเท่ากับ 
1233.69 1197.73 1294.09 และ 1213.27 ตามล าดับ และจากการจ าลองโครงสร้างพันธุ์กลายที่มีล าดับ
กรดอะมิโนเดียวกันออกมาอย่างละสิบแบบท าให้เห็นว่าความแตกต่างกันภายในกลุ่มมีผลน้อยมาก จึง
กล่าวได้ว่าโปรตีนพันธ์ุกลายทั้งสี่สิบแบบในเบื้องต้นนั้นมีโครงสร้างที่คงตัวใกล้เคียงกันนั่นเอง 
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ผลการประเมนิโครงสร้างจ าลองด้วย RAMPAGE 

จากการค านวณแผนภาพรามจันทรัน ด้วยเครื่องมือ RAMPAGE โดยใช้โคลิซินเอ็นพันธ์ุกลาย ทั้งสี่
แบบในการค านวณคือ D150RD154R, D150KD154K, D150RD154K และ D150KD154R เป็นไฟล์
โปรตีนนามสกุล .pdb ที่ค านวณจากเครื่องมือ Modeller รวมทั้งหมดสี่สิบตัวอย่าง ซึ่งแผนภาพรามจันท
รันจะแสดงถึงค่า Favoured region, Allowed region และ Outlier region ออกมาเป็นจ านวนกรดอะมิ
โนและเปอร์เซ็นต์ โดยมี %favoured region ในช่วง 97.3 ถึง 98.6 มี %allowed region ในช่วง 1.4 ถึง 
2.4 และมี %outlier region ในช่วง 0 ถึง 0.3 แสดงดังรูปที่ 40 ถึง รูปที่ 43 

พบว่าโปรตีนพันธุ์กลายทั้งสี่แบบ มีค่า Favoured region มากกว่า 97.0% และในโปรตีนพันธุ์
กลายแบบ D150RD154R ไม่พบถึง Outlier region เลย, แบบ D150RD154K และ D150KD154R พบ 
Outlier region เพียง 1 residue และสุดท้ายแบบ D150KD154K พบ Outlier region เพียง 3 residues 
แสดงถึงความเหมาะสมของการจัดเรียงโครงสร้าง 

 
รูปที่ 40 แผนภูมิคอลัมน์ซ้อนแสดงร้อยละของกรดอะมิโนที่ตกอยู่ในบริเวณ Favoured region, Allowed 

region และ Outlier region ของโคลิซินเอ็นพันธุ์กลาย D150R,D154R ทั้งหมด 10 ตัวอย่าง 
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รูปที่ 41 แผนภูมิคอลัมน์ซ้อนแสดงร้อยละของกรดอะมิโนที่ตกอยู่ในบริเวณ Favoured region, Allowed 

region และ Outlier region ของโคลิซินเอ็นพันธุ์กลายD150R,D154K ทั้งหมด 10 ตัวอย่าง 

 

รูปที่ 42 แผนภูมิคอลัมน์ซ้อนแสดงร้อยละของกรดอะมิโนที่ตกอยู่ในบริเวณ Favoured region, Allowed 
region และ Outlier region ของโคลิซินเอ็นพันธุ์กลาย D150K,D154R ทั้งหมด 10 ตัวอย่าง 

 

รูปที่ 43 แผนภูมิคอลัมน์ซ้อนแสดงร้อยละของกรดอะมิโนที่ตกอยู่ในบริเวณ Favoured region, Allowed 
region และ Outlier region ของโคลิซินเอ็นพันธุ์กลาย D150K,D154K ทั้งหมด 10 ตัวอย่าง 
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ผลการประเมนิโครงสร้างจ าลองด้วย QMEAN 

จากการค านวณค่า QMEAN score ด้วยเครื่องมือ QMEAN SWISS-MODEL โดยใช้โคลิซินเอ็น
พันธ์ุกลาย ทั้งสี่แบบในการค านวณคือ D150RD154R, D150RD154K, D150KD154R และ D150KD154K 
ซึ่งใช้ไฟล์โปรตีนนามสกุล .pdb ที่ค านวณจากเครื่องมือ Modeller รวมทั้งหมดสี่สิบตัวอย่าง โดย QMEAN 
Z-score แบ่งได้เป็น Global score values สองแบบคือ QMEAN4 และ QMEAN6 โดยมีค่า QMEAN4 
ในช่วง -1.44 ถึง -0.71 และค่า QMEAN6 ในช่วง -1.717 ถึง -0.75 แสดงดังรูปที่ 44 ถึงรูปที่ 47 

 

รูปที่ 44 แผนภาพกระจายค่า QMEAN score values ของโคลิซินเอ็นพันธ์ุกลาย 
ต าแหน่ง D150R,D154R ทั้งหมดสิบตัวอย่าง จากโปรแกรม QMEAN 

 

รูปที่ 45 แผนภาพกระจายค่า QMEAN score values ของโคลิซินเอ็นพันธ์ุกลาย 
ต าแหน่ง D150R,D154K ทั้งหมดสิบตัวอย่าง จากโปรแกรม QMEAN 
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รูปที่ 46 แผนภาพกระจายค่า QMEAN score values ของโคลิซินเอ็นพันธ์ุกลาย 
ต าแหน่ง D150K,D154R ทั้งหมดสิบตัวอย่าง จากโปรแกรม QMEAN 

 

รูปที่ 47 แผนภาพกระจายค่า QMEAN score values ของโคลิซินเอ็นพันธ์ุกลาย 
ต าแหน่ง D150K,D154K ทั้งหมดสิบตัวอย่าง จากโปรแกรม QMEAN 

พบว่าโปรตีนพันธุ์กลายทั้งสี่แบบมีค่า Z-Score สัมบูรณ์ หรือ |Z-Score| อยู่ในช่วง 0 ถึง 2 ซึ่ง
เป็นค่าจุดตัดมาตรฐานที่แสดงถึงคุณภาพของโครงสร้างโปรตีนที่ดีและแสดงให้เห็นว่าแต่ละโครงสร้างพันธุ์
กลายไม่มีความแตกต่างกันแต่อย่างใด 
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4.2.1 ผลการท านายความคงตัวของโปรตีนพันธุ์กลายโดยการใช้เครือ่งมือท านาย 

ผลการท านายความคงตัวด้วย CUPSAT 

จากการค านวณค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ที่กรดอะมิโนต าแหน่ง 150 และ 154 ด้วย
เครื่องมือ CUPSAT โดยใช้โปรตีนโคลิซินเอ็น ท าการกลายพันธุ์ในระบบการทดลองแบบใช้ความร้อน 
(thermal) และใช้สารท าให้เสียสภาพ (denaturant) โดยจะแสดงเป็นค่าความเสถียรโดยรวม (overall 
stability) การบิด (torsion) และค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์  พบว่าในระบบการทดลองแบบใช้
ความร้อน ค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ของกรดอะมิโนต าแหน่ง 150 อยู่ในช่วง -1.82 ถึง 0.87 และ
ค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ของกรดอะมิโนต าแหน่ง 154 อยู่ในช่วง -0.93 ถึง 1.41 และในระบบ
การทดลองแบบ ใช้สารท าให้เสียสภาพ ค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ของกรดอะมิโนต าแหน่ง 150 อยู่
ในช่วง -0.38 ถึง 7.61 และค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ของกรดอะมิโนต าแหน่ง 154 อยู่ในช่วง -
0.82 ถึง 1.13 แสดงดังตารางที่ 5 และตารางที่ 6 

พบว่าโคลิซินเอ็นพันธุ์กลายที่ต าแหน่ง 150 (Asp) และ 154 (Asp) เปลี่ยนเป็นอาร์จีนีน และ ไล
ซีน มีค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ในระบบการทดลองแบบใช้ความร้อน และ ใช้สารท าให้เสียสภาพ 
ดังนี้คือในระบบการทดลองแบบ ใช้ความร้อน ที่ต าแหน่ง D150K และ D154K มีความเสถียรโดยรวมดี
และมีค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ เท่ากับ 0.45 kcal/mol และ 0.33 kcal/mol ตามล าดับ และใน
ระบบการทดลองแบบ ใช้สารท าให้เสียสภาพ ที่ต าแหน่ง D150R และ D150K มีความเสถียรโดยรวมที่ดี 
และมีค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ เท่ากับ 0.38 kcal/mol และ 0.22 kcal/mol ตามล าดับ 

โดยค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ที่ได้จากการค านวณจากเครื่องมือ CUPSAT จะแสดงถึง
ความคงตัวของโครงสร้าง ยิ่งมีค่าสูง ยิ่งแสดงถึงความคงตัวที่ดี โดยในระบบการทดลองแบบ ใช้ความร้อน 
ที่ต าแหน่ง D150K และ D154K มีความเสถียรโดยรวมที่เหมาะสมและมีค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ 
ที่สูงที่สุดในต าแหน่งเดียวกัน และในระบบการทดลองแบบ ใช้สารท าให้เสียสภาพ ที่ต าแหน่ง D150R และ 
D154R มีความเสถียรโดยรวมที่เหมาะสมและมีค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์  ที่สูงที่สุดในต าแหน่ง
เดียวกัน จึงอาจแสดงให้เหน็ว่าแต่ละโครงสร้างพันธุ์กลายไม่มีความแตกต่างกันมากนัก แสดงดังรูปที่ 48 
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ตารางที่ 5 ค่า Predicted ΔΔG ของโคลิซินเอ็นที่ล าดับกรดอะมิโน 150 และ 154 หลังจาก 
การกลายพันธุ์เป็นกรดอะมิโนชนิดอ่ืน ในการทดลองแบบใช้ความร้อน จากโปรแกรม CUPSAT 

Experiment: thermal 

Residue: 150 Residue: 154 

Mutant Overall 
stability 

Torsion Predicted 

ΔΔG (kcal / 
mol) 

Mutant Overall 
stability 

Torsion Predicted 

ΔΔG (kcal / 
mol) 

HIS Stabilising Favourable 0.7 ALA Stabilising Favourable 0.43 

LYS Stabilising Favourable 0.45 GLU Stabilising Favourable 0.41 

GLN Stabilising Favourable 0.32 LYS Stabilising Favourable 0.33 

ARG Stabilising Favourable 0.06 LEU Stabilising Favourable 0.3 

ASN Destabilising Favourable -0.08 MET Stabilising Favourable 0.28 

GLY Destabilising Favourable -1.05 ARG Stabilising Favourable 0.28 

CYS Stabilising Unfavourable 0.87 GLN Stabilising Favourable 0.16 

GLU Stabilising Unfavourable 0.43 TRP Stabilising Favourable 0.01 

LEU Stabilising Unfavourable 0.14 SER Destabilising Favourable -0.12 

ALA Destabilising Unfavourable -0.27 PRO Destabilising Favourable -0.68 

THR Destabilising Unfavourable -0.41 CYS Stabilising Unfavourable 1.41 

TYR Destabilising Unfavourable -0.49 HIS Stabilising Unfavourable 0.22 

PRO Destabilising Unfavourable -0.52 THR Stabilising Unfavourable 0.07 

SER Destabilising Unfavourable -0.55 ASN Destabilising Unfavourable -0.24 

TRP Destabilising Unfavourable -0.6 TYR Destabilising Unfavourable -0.27 

PHE Destabilising Unfavourable -0.74 GLY Destabilising Unfavourable -0.3 

MET Destabilising Unfavourable -1.12 ILE Destabilising Unfavourable -0.32 

VAL Destabilising Unfavourable -1.16 PHE Destabilising Unfavourable -0.53 

ILE Destabilising Unfavourable -1.82 VAL Destabilising Unfavourable -0.93 
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ตารางที่ 6 ค่า Predicted ΔΔG ของโคลิซินเอ็นที่ล าดับกรดอะมิโน 150 และ 154 หลังจาก 
การกลายพันธุ์เป็นกรดอะมิโนชนิดอ่ืน ในการทดลองแบบใช้สารท าให้เสยีสภาพ จากโปรแกรม CUPSAT  

Experiment: denaturants 

Residue: 150 Residue: 154 

Mutant Overall 
stability 

Torsion Predicted 

ΔΔG (kcal / 
mol) 

Mutant Overall 
stability 

Torsion Predicted 

ΔΔG (kcal / 
mol) 

GLY Stabilising Favourable 1.58 MET Stabilising Favourable 0.36 

GLN Stabilising Favourable 0.57 ALA Stabilising Favourable 0.09 

ARG Stabilising Favourable 0.38 GLN Stabilising Favourable 0.02 

HIS Stabilising Favourable 0.34 ILE Stabilising Unfavourable 1.13 

LYS Stabilising Favourable 0.22 VAL Stabilising Unfavourable 0.82 

PRO Stabilising Unfavourable 7.61 THR Stabilising Unfavourable 0.67 

CYS Stabilising Unfavourable 5.64 CYS Stabilising Unfavourable 0.52 

ILE Stabilising Unfavourable 4.02 HIS Stabilising Unfavourable 0.13 

VAL Stabilising Unfavourable 3.28 GLY Stabilising Unfavourable 0.03 

LEU Stabilising Unfavourable 3.07 ARG Destabilising Favourable -0.18 

MET Stabilising Unfavourable 2.79 LEU Destabilising Favourable -0.22 

THR Stabilising Unfavourable 2.68 SER Destabilising Favourable -0.3 

TRP Stabilising Unfavourable 2.05 PRO Destabilising Favourable -0.38 

PHE Stabilising Unfavourable 1.97 LYS Destabilising Favourable -0.46 

ALA Stabilising Unfavourable 1.59 GLU Destabilising Favourable -0.49 

SER Stabilising Unfavourable 1.57 TRP Destabilising Favourable -0.82 

TYR Stabilising Unfavourable 0.54 PHE Destabilising Unfavourable -0.1 

GLU Stabilising Unfavourable 0.41 TYR Destabilising Unfavourable -0.57 

ASN Destabilising Favourable -0.38 ASN Destabilising Unfavourable -0.61 
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รูปที่ 48 ค่า Predicted ΔΔG ของโคลิซินเอ็นที่กลายพันธุ์ที่กรดอะมิโนล าดับที่ 150 และ 154 จาก
แอสปาร์เตตเป็น อาร์จีนีน และ ไลซีน จากโปรแกรม CUPSAT 

Predicted ΔΔG ในระบบการทดลองแบบ ใช้ความร้อน (ซ้าย) และใช้สารท าให้เสียสภาพ (ขวา)  

ผลการท านายความคงตัวด้วย SDM2 

จากการค านวณค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ด้วยเครื่องมือ SDM2 โดยใช้โคลิซินเอ็น ท าการ
กลายพันธุ์กรดอะมิโนเฉพาะที่คือต าแหน่ง D150R, D150K, D154R และ D154K แล้วแสดงเป็นค่าผลต่าง
ของพลังงานอิสระกิบส์ หรือค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ของการกลายพันธุ์ย้อนกลับ ได้ พบว่ามีค่า
ผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ในช่วง 0.12 ถึง 1.05 kcal/mol และค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ของ
การกลายพันธุ์ย้อนกลับ ในช่วง -1.05 ถึง -0.11 kcal/mol แสดงดังรูปที่ 49  

 

รูปที่ 49 ค่า Predicted ΔΔG ของโคลิซินเอ็นที่กลายพันธ์ุที่กรดอะมิโนล าดับที่ 150 และ 154 จาก
แอสปาร์เตตเป็น อาร์จีนีน และ ไลซีน จากโปรแกรม SDM2 

Predicted ΔΔG ของการกลายพันธุ์ไปข้างหน้า (ซ้าย) และย้อนกลับ (ขวา) 
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โดยค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ที่ได้จากการค านวณจากเครื่องมือ SDM2 จะแสดงถึงความ
คงตัวของโครงสร้าง ยิ่งมีค่าสูง ยิ่งแสดงถึงความคงตัวที่ดี พบว่า โคลิซินเอ็นที่ต าแหน่งกลายพันธุ์ 
D150RD154R มีค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ที่สูงที่สุด และจากการท าการกลายพันธุ์ย้อนกลับ ท าให้
ทราบถึงค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ย้อนกลับด้วย ซึ่งที่ต าแหน่งกลายพันธุ์ D150RD154R มีค่าที่ต่ า
ที่สุด ซึ่งถือว่าสมเหตุสมผลเพราะมีการกลายพันธุ์แล้วท าให้มีความคงตัวดีขึ้นและเมื่อท าการกลายพันธุ์
กลับมาเป็นตัวต้นแบบย่อมท าให้มีความคงตัวลดลง จึงสามารถยืนยันได้ว่าต าแหน่งกลายพันธุ์  
D150RD154R มีความเหมาะสมที่สุดนั่นเอง  

ผลการท านายความคงตัวด้วย MAESTRO 

จากการค านวณค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ด้วยเครื่องมือ MAESTRO โดยใช้ ท าการกลาย
พันธุ์โคลิซินเอ็นคือต าแหน่ง D150RD154R, D150RD154K, D150KD154R และ D150KD154K พบว่ามี
ค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ดังนี้คือ -0.270, -0.269, -0.054 และ -0.0000375 kcal/mol ตามล าดับ
รวมถึงการแสดงผลค่าความเชื่อมั่นในการท านาย ดังนี้คือ 0.889, 0.867, 0.889 และ 0.899 แสดงดัง
ตารางที่ 7  

ตารางที่ 7 ค่า Predicted ΔΔG และ Confident estimation ของโปรตีนโคลิซินเอ็นที่กลายพันธ์ุ
ต าแหน่ง D150RD154R, D150RD154K, D150KD154R และ D150KD154K จากโปรแกรม MAESTRO 

Mutation site Predicted ΔΔG (kcal / mol) Confident estimation 

D150R,D154K -0.270162729 0.889433785 

D150R,D154R -0.269214658 0.867311473 

D150K,D154R -0.054033879 0.889586816 

D150K,D154K -3.75E-05 0.899268612 

โดยค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ที่ได้จากการค านวณจากเครื่องมือ MAESTRO จะแสดงถึง
ความคงตัวของโครงสร้าง ยิ่งมีค่าต่ า ยิ่งแสดงถึงความคงตัวที่ดี พบว่าโปรตีนพันธุ์กลายที่ต าแหน่ง 
D150RD154K และ D150RD154R มีค่าผลต่างของพลังงานอิสระกิบส์ ต่ าที่สุด ซึ่งแสดงถึงต าแหน่งที่
กลายพันธุ์แล้วมีความเสถียรของโปรตีนพันธุ์กลายสูงสุด แสดงดังรูปที่ 50 นอกจากนี้ค่าความเชื่อมั่นใน
การท านายที่ได้จากการค านวณจะแสดงถึงความน่าเชื่อถือของข้อมูลด้วย ยิ่งค่าเข้าใกล้ 1.0 ยิ่งมีความ
น่าเช่ือถือมากสุด พบว่าค่าความเช่ือมั่นในการท านายของทุกต าแหน่งต่างก็มีค่าเกิน 85% ซึ่งแสดงถึงความ
น่าเช่ือถือที่สูงและมีความสม่ าเสมอของเครื่องมือ MAESTRO ได ้
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รูปที่ 50 ค่า Predicted ΔΔG ของโปรตีนโคลิซินเอ็นที่กลายพันธ์ุต าแหน่ง D150RD154R, 
D150RD154K, D150KD154R และ D150KD154K จากโปรแกรม MAESTRO 

4.2.3 สรุปผลการคัดเลือกโปรตีนพันธุ์กลาย 

จากการจ าลองโครงสร้างพบว่าพันธุ์กลายแต่ละแบบไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ และ
ให้โครงสร้างที่มีคุณภาพ ขณะที่การท านายจากเครื่องมือท านายความคงตัวชี้น าให้ D150R และ D154R 
เป็นการกลายพันธุ์ที่เหมาะสมที่สุด จึงเลือกการกลายพันธุ์รูปแบบดังกล่าว ไปจ าลองพลวัตเชิงโมเลกุล
ต่อไป 

4.3 ผลการยืนยันโครงสร้างโปรตีนพันธุ์กลาย 

 จากการติดตามโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนพันธุ์กลายต าแหน่ง D150RD154R ตลอดช่วงกรอบ
เวลาที่ท าการจ าลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุลโดยใช้ Timeline พบว่ามีโครงสร้างทุติยภูมิดังนี้คือ T แสดงถึง 

hydrogen bonded turn, E แสดงถึง extended strand in 𝛽-ladder, B แสดงถึง residue in isolated 

𝛽-bridge, H แสดงถึง ⍺-helix, G แสดงถึง 3-helix (3/10 helix), I แสดงถึง 5-helix (𝜋-helix) และ C 
แสดงถึง coil แสดงดังรูปที่ 51 
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รูปที่ 51 โครงสร้างทุตยิภูมิของโปรตีนพันธุ์กลายต าแหน่ง D150RD154R  
ตลอดช่วงกรอบเวลาที่ท าการจ าลองที่ค านวณจากโปรแกรม NAMD 

 ในการอ่านข้อมูลโดยแกนแนวนอนแสดงถึงช่วงกรอบเวลาที่ท าการท านายโครงสร้าง และแกน
แนวตั้งแสดงถึงต าแหน่งกรดอะมิโน ซึ่งสีต่าง ๆ ที่ปรากฏแสดงถึงโครงสร้างทุติยภูมิที่จุดเวลาหน่ึงเมื่อน ามา
รวมติดต่อกันก็จะเห็นเป็นแถบสีดังปรากฏนั่นเอง หากมีโครงสร้างเดียวกันตลอดช่วงเวลาก็จะมีสีเป็นแถบ
เดียวไปตลอดทั้งช่วงเวลา แสดงถึงความคงตัวของโครงสร้างไม่ปรับเปลี่ยนไปมาเป็นต้น นอกจากนี้
โครงสร้างที่คงตัวมักไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงที่บริเวณกลางของโครงสร้างทุติยภูมิแต่ยังรับได้หากส่วนปลาย
ของโครงสร้างทุติยภูมิเปลี่ยนแปลงไป โดยการแปลผลของโครงสร้างทุติยภูมิสามารถท าได้โดยการ
เปรียบเทียบระหว่างโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนต้นแบบกับโปรตีนพันธุ์กลายในช่วงกรอบเวลาต่าง ๆ ใน
ที่นี้คือการเปรียบเทียบระหว่างโปรตีนโคลิซินเอ็นต้นแบบกับโปรตีนโคลิซินเอ็นพันธุ์กลายต าแหน่ง 
D150RD154R ในช่วงกรอบเวลานานสิบนาโนวินาที พบว่าโครงสร้างโดยรวมไม่มีการเปลี่ยนแปลงไปมาก
เกินในช่วงกรอบเวลาทั้งหมด ซึ่งสังเกตจากแถบสีโครงสร้างที่เกิดขึ้นเป็นสีเดียวกันตลอดทั้งช่วงกรอบเวลา
หรืออาจเปลี่ยนไปบ้างแต่ก็เปลี่ยนไปในช่วงกรอบเวลาที่สั้น จึงสามารถแสดงถึงความคงตัวของโครงสร้าง
ได ้แสดงดังรูปที่ 52 
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รูปที่ 52 โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนโคลิซินเอ็นต้นแบบเทียบกับพันธ์ุกลายต าแหน่ง D150RD154R 
ตลอดช่วงกรอบเวลาที่ท าการจ าลอง ในช่วง โดเมนอาร ์ที่ค านวณจากโปรแกรม NAMD 

โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนโคลิซินเอ็นต้นแบบ (ซ้าย) และพันธุ์กลาย D150RD154R (ขวา)  
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษาหาต าแหน่งที่เหมาะสมในการกลายพันธุ์เพื่อเพิ่มประจุบวกแก่โครงสร้าง รวมถึง
คัดเลือกโครงสร้างที่มีความคงตัวเพื่อน าไปใช้ในการทดลองในห้องปฏิบัติการต่อไป โดยการประยุกต์ใช้
ข้อมูลทางชีวสารสนเทศร่วมกับการท านายและประเมินโครงสร้างของโปรตีนด้วยด้วยวิธีทางคอมพิวเตอร์ 
ท าให้สามารถคัดกรองข้อมูลจ านวนมากได้อย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ เริ่มต้นด้วยการค้นหาบริเวณที่
เหมาะสมแก่การ กลายพันธุ์ด้วยเครื่องมือ Supercharge พบว่าที่ต าแหน่ง 150 และ 154 มีความ
เหมาะสมที่สุดและไม่มีการรบกวนต่อพันธะไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นเหมือนต าแหน่ง 115 จากนั้นจึงทดลองท า
การเปลี่ยนกรดอะมิโนเดิมให้เป็นประจุบวกคืออาร์จินีนและไลซีน แล้วจึงท าการคัดกรองโครงสร้างพันธุ์
กลายต่าง ๆ โดยท าการทดสอบความคงตัวของโครงสร้างพันธุ์กลายผ่านการท านายด้วยเครื่องมือทาง

คอมพิวเตอร์คือ SDM2 CUPSAT และ MAESTRO ซึ่งพบว่าค่า ΔΔG ของโครงสร้างโดยรวมมีความคงตัว
ที่ดีและใกล้เคียงกัน ซึ่งพบว่าต าแหน่งที่เหมาะสมที่สุดคือต าแหน่ง D150RD154R จากนั้นจึงท าการจ าลอง
โครงสร้างสามมิติของโปรตีนพันธุ์กลายและการตรวจสอบคุณภาพของโครงสร้างด้วยเครื่องมือ RAMPAGE 
และ QMEAN พบว่าค่า %favoured region และค่า QMEAN Z-score ที่ได้มีค่าไม่ต ากว่ามาตรฐานของ
ความคงตัวที่ก าหนดคือ %favoured region สูงกว่า 95 และค่าสัมบูรณ์ของ QMEAN Z-score ไม่เกิน 2 
หน่วย แสดงถึงโครงสร้างมีความเสถียรสูงและใกล้เคียงกันมาก จากผลดังกล่าวจึงน ามาสู่ผลการคัดเลือกให้
ต าแหน่ง D150RD154R ที่มีความเหมาะสมที่สุด จากนั้นจึงยืนยันผลสุดท้ายด้วยการสร้างการจ าลองแบบ
พลวัตเชิงโมเลกุลที่มีความแม่นย าสูงในการใช้เพื่อท านายในด้านเสถียรภาพของโครงสร้าง ซึ่งพบว่าไม่มี
ความแตกต่างของโครงสร้างทุติยภูมิระหว่างโครงสร้างโปรตีนต้นแบบและโปรตีนพันธุ์กลาย ในที่สุดจึง
สามารถยืนยันได้ว่ีาโครงสร้างโปรตีนพันธุ์กลายโคลิีซินเอ็นที่เพิ่มประจุบวกในต าแหน่งกรดอะมิโนอาร์จินีน
ที่ 150 และ 154 (D150RD154R) มีความคงตัวและเหมาะสมที่สุด และท าให้ประจุรวมของโครง สร้าง
เพิ่มขึ้นจาก +14 เป็น +18 ได ้ 

เนื่องจากงานวิจัยนี้เป็นการศึกษาและวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือทางคอมพิวเตอร์ จึงควรท าการ
ทดลองทางห้องปฏิบัติการเพิ่มเติมเช่น การยืนยันโครงสร้างโปรตีนพันธุ์กลายด้วยเครื่องมือ circular 
dichroism spectroscopy หรือการทดสอบประจุไฟฟ้าที่เปลี่ยนแปลงไปด้วยการท า isoelectronic 
focusing เพื่อใช้ในการยืนยันความแม่นย าของเครื่องมือและวิธีการ ก่อนการน าโปรตีนพันธุ์กลายไปใช้
ทดสอบต่อเซลล์มะเร็งได้ หรืออาจต่อยอดโดยงานวิจัยท าการทดลองกลายพันธุ์เพิ่มประจุ ให้แก่โปรตีน
อย่างมาก แล้วน าไปทดสอบต่อเซลล์มะเร็งในห้องปฏิบัติการเช่นกัน เพื่อใช้ในการศึกษาเรื่องความสัมพันธ์
ระหว่างการเพิ่มประจุและการออกฤทธิ์ได ้
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สุดท้ายนี้การใช้วิธีทางคอมพิวเตอร์ในการท านายและประเมินโครงสร้างสารชีวโมเลกุล จะช่วย
เพิ่มความมั่นใจในการท าการทดลองในห้องปฏิบัติการ รวมถึงช่วยลดค่าใช้จ่ายในการท าปฏิบัติการและลด
ระยะเวลาในการคัดกรองสารที่สนใจได้อีกด้วย นอกจากนี้ในปัจจุบันพบว่ามีเครื่องมือที่ใช้ในการท านาย
ความคงตัวของโปรตีนและโปรตีนพันธุ์กลายจากคอมพิวเตอร์มากมาย โดยที่เครื่องมือต่าง ๆ ก็มี
ประสิทธิภาพ ความแม่นย าและความหลากหลายมากขึ้น ซึ่งท าให้สามารถท านายข้อมูลได้อย่างครอบคลุม
และรวดเร็วเหมาะแก่การใช้เพื่อคัดกรองมากยิ่งขึ้นด้วย 
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