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บทคัดย่อ

	 การรวมตวัและมว้นพบัผดิปกตขิองโปรตนีและเปป็ไทดบ์างชนดิเกดิเปน็โครงสรา้งเสน้ใยอมยัลอยดม์สีว่น

เกี่ยวข้องโดยตรงกับการเกิดโรคร้ายแรงหลายประเภทรวมถึงโรคที่เกี่ยวข้องกับระบบประสาท	เช่น	อัลไซเมอร์และ

พารค์นิสนัฉะนัน้เทคนคิทีส่ามารถตรวจสอบโครงสรา้งและกระบวนการเกดิเสน้ใยอมยัลอยดจ์งึมคีวามสำาคญัในการ

ทำาความเข้าใจบทบาทของเส้นใยอมัยลอยด์ต่อการเกิดโรคได้	อย่างไรก็ตามวิธีการวิเคราะห์กระบวนการเกิดเส้นใย

โดยเฉพาะในระดับโมเลกุลนั้นมีความท้าทายเนื่องจากโครงสร้างเส้นใยนี้มีลักษณะรูปร่างที่เป็นอสัณฐาน	มีขนาด

ใหญ่และมีความซับซ้อนกว่าโปรตีนในสภาวะปกติอยู่มากบทความนี้กล่าวถึงโครงสร้างโดยทั่วไปของอมัยลอยด์ที่

เป็นที่ยอมรับในปัจจุบันโดยการตรวจสอบด้วยวิธีการกระเจิงรังสีเอ็กซ์และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน	นอกจากนี้

จะนำาเสนอหลักการของElectron	spin	resonance	(ESR)	เพื่อการติดตามการเกิดเส้นใยอมัยลอยด์	ตั้งแต่การพัฒนา

เทคนคิในระยะเริม่ตน้ดว้ยการตดิฉลากสปนิไนตรอกไซดแ์ละการวดัระยะหา่งระหวา่งฉลากไนตรอกไซด์	ทา้ยทีส่ดุ

จะกล่าวถึงทิศทางในอนาคตสำาหรับการใช้เทคนิค	ESR	ควบคู่กับเทคนิคอื่นๆในการวิเคราะห์โครงสร้างอมัยลอยด์

และเพื่อทดสอบตัวยาสำาหรับการป้องกันการเกิดอมัยลอยด์

Abstract

	 Aggregation	of	some	proteinsand	peptides	into	amyloid	fibrils	is	directly	related	to	many	protein-misfold-

ing	diseases	including	those	from	neurodegeneration	such	as	Alzeimer’s	and	Parkinson’s	diseases.Determination	

of	the	fibril	structure	and	the	fibrillation	process	is	essential	for	developing	methods	to	control	the	aggregation	

process.However,	present	techniquesdeveloped	for	analysis	of	the	aggregation	process	have	been	challenged	due	

to	the	lack	of	well-defined	and	complicated	structures	in	the	fibrillar	stage.This	review	describes	the	principle	and	

application	of	nitroxide	spin-labeling	strategy	combined	with	Electron	Spin	Resonance	(ESR)	as	an	alternative	
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tool	for	monitoring	the	fibril	process.	The	progress	of	the	technique	for	revealing	insights	in	the	molecular	level	

is	discussed.	Finally,	the	future	direction	of	the	ESR	applicationfor	providinganalysis	of	structural	detail	and	drug	

design	for	preventing	amyloid	fibril	formation	is	commented.		

คำ�สำ�คัญ :	 เส้นใยอมัยลอยด์	ฉลากไนตรอกไซด์	อิเล็กตรอนสปินเรโซแนนซ์

Keywords : amyloid	fibrils,Nitroxide	spin-label,	Electron	spin	resonance

1. บทนำ�

	 โปรตีนและเป็ปไทด์บางชนิดมีแนวโน้มที่จะ

เกดิการรวมตวัและมว้นพบัผดิปกตภิายใตส้ภาวะทีเ่หมาะ

สมเกิดเป็นโครงสร้างเส้นใยอมัยลอยด์	 (amyloid)	คำาว่า	

“อมัยลอยด์”	 ถูกบัญญัติขึ้นครั้งแรกโดยนายแพทย์และ

นักวิทยาศาสตร์ชาวเยอรมันชื่อว่า	RudolphVirchow	ใน

ป	ี1854	เพือ่บรรยายถงึลกัษณะของสารชนดิหนึง่ทีส่ะสม

ในตับของผู้ป่วยและมีคุณสมบัติที่ย้อมติดสีนำ้าเงินกับ

ไอโอดีน(1)	และต่อมาพบลักษณะของสารแบบเดียวกัน

ในผู้ป่วยกลุ่มโรคร้ายแรงหลายชนิด	อาทิเช่นโรคที่เกี่ยว

กับระบบประสาท	 เช่นโรคอัลไซเมอร์	พาร์คินสัน	และ

ฮนัตงิตนัรวมถงึโรคไขขอ้อกัเสบเรือ้รงั	และโรคเบาหวาน

ชนดิที	่2ดงัตวัอยา่งในตารางที	่1	(2)	ในปจัจบุนัพบวา่กลุม่

โรคที่เกี่ยวข้องกับการสะสมของเส้นใยอมัยลอยด์นี้มีอยู่

ประมาณ	40	ชนิด	 (3,4)	ถึงแม้ว่าสาเหตุของโรคที่กล่าว

มานี้ยังไม่ทราบแน่ชัด	 แต่อาจกล่าวได้ว่ามีสาเหตุเชื่อม

โยงกบัการสะสมของเสน้ใยอมยัลอยดค์อืเริม่จากเกดิการ

รวมตวัของโปรตนีเกดิเปน็โอลโิกเมอรแ์ละกอ่ตวัเปน็เสน้

ใยอมัยลอยด์ที่ไม่ละลายนำ้าสะสมภายในอวัยวะต่างๆ	ถึง

แมว้า่เสน้ใยอมยัลอยดน์ัน้จะพบไดจ้ากโปรตนีหลายชนดิ

แต่พบว่ามีคุณสมบัติโดยรวมที่คล้ายๆกัน	 เช่นมีรูปแบบ

การหักเหของรังสีเอ็กซ์	และรูปร่างจากกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนเป็นแบบเดียวกัน	

ต�ร�งที่  1. ตัวอย่างของโรคและโปรตีนที่เกิดเส้นใยอมัยลอยด์

โรค โปรตีน ตำ�แหน่งที่เกิด

อัลไซเมอร์ เปปไทด์	Ab

โปรตีน	Tau

ภายในและภายนอกเซลล์สมองโดยเฉพาะใน

ส่วนที่เกี่ยวกับความจำาและความรู้สึก

พาร์คินสัน a-synuclein เซลล์ประสาทส่วน	Presynaptic	terminal	

Creutzfeldt-Jakob

(โรควัวบ้า)

Prion	protein เซลล์ประสาท

เบาหวานชนิดที่	2 Amylin(islet	amyloid	polypeptide) ตับอ่อน

	 การค้นพบโครงสร้างอมัยลอยด์ที่มีลักษณะ

คล้ายๆ	กันจากโปรตีนหลายชนิดทำาให้นักวิทยาศาสตร์

สามารถเชื่อมโยงบทบาทของโครงสร้างของโปรตีนกับ

การเกิดโรคได้มากขึ้น	อย่างไรก็ตามการเข้าใจกลไกการ

เกิดเส้นใยอมัยลอยด์นี้ยังคงเป็นปัญหาสำาคัญ	 เนื่องจาก

โครงสร้างของเส้นใยมีลักษณะที่ยากต่อการวิเคราะห์ใน

ระดบัโมเลกลุ	เชน่	มสีมบตัไิมช่อบนำา้สงู	(hydrophobic)	มี

ขนาดใหญ	่มโีครงสรา้งทีซ่บัซอ้นไมส่มำา่เสมอ	มลีกัษณะ

คล้ายเจลสีขาวขุ่นจึงไม่ตกผลึกจึงต้องใช้ข้อมูลจาก

หลายๆเทคนคิทีม่คีวามละเอยีดสงูบทความนีจ้ะกลา่วถงึ

โครงสร้างของเส้นใยที่วิเคราะห์ได้จากเทคนิคทางเคมีที่

ใช้ในปัจจุบัน	และจะนำาเสนอหลักการของเทคนิค	Elec-

tron	spin	resonance	(ESR)	ในการติดตามการเกิดเส้นใย	

และวิเคราะห์หาโครงสร้างในระดับโมเลกุลที่พัฒนามา

ถึงปัจจุบัน	 และกล่าวถึงแนวโน้มในอนาคตเพื่อนำาไป

ประกอบเป็นข้อมูลในการตรวจสอบและสกรีนโมเลกุล
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ขนาดเล็กที่สามารถยับยั้งการเกิดเส้นใยอมัยลอยด์	 เพื่อ

การพัฒนาเป็นตัวยาในการรักษาต่อไป

2. โครงสร้�งโดยทั่วไปของเส้นใย 

อมัยลอยด์

	 การศึกษาเส้นใยอมัยลอยด์ในระยะแรกๆ

นั้นข้อมูลทางโครงสร้างส่วนมากได้จากการส่องด้วย

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนการวิเคราะห์รูปแบบการ

หักเหรังสีเอ็กซ์และจาก	Nuclear	magnetic	 resonance	

(NMR)	ลกัษณะเฉพาะสำาคญัทีไ่ดจ้ากการกระเจงิของรงัสี

เอก็ซค์อืเปน็โครงสรา้งแบบ	cross	b-sheet	(5-8)	ดงัแสดง

ในรปูที	่1a	และ	1b	เมือ่ฉายรงัสเีอก็ซผ์า่นแกนของเสน้ใย

ในทิศที่ตั้งฉากกับทิศทางของรังสี	 รูปแบบการตกกระ

ทบเมอริเดียน	 (meridional	 reflection)	บอกถึงการเรียง

ตัวของเส้น	b-sheet	ที่ขนานกับแกนตามยาวของเส้นใย	

มีระยะระหว่าง	b-sheet	ห่างประมาณ	4.8	Å	และเส้น

ตกกระทบอีคเวทอเรียล	 (equatorial	 reflection)	บอกถึง

การเรียงตัวของ	b-sheet	 ในทิศทางตั้งฉากกับแกนของ

เส้นใยมีระยะห่างประมาณ	11	Å	นอกจากนี้ข้อมูลจาก

การสอ่งกลอ้งจลุทรรศนอ์เิลก็ตรอนพบวา่เสน้ใยทีโ่ตเตม็

ที่มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ	100	Å	และความสั้น

ยาวต่างกันอยู่ในระดับไมโครเมตร	 เป็นเส้นตรงบิดเป็น

เกลียวไม่มีกิ่งก้าน	 (รูปที่	 1a	ซ้าย)	นอกจากนี้ข้อมูลจาก	

NMR	บอกถึงแรงกระทำาในช่วงระยะระหว่าง	b-sheet	

เปน็ผลมาจากการสรา้งพนัธะไฮโดรเจนทำาใหโ้ครงสรา้งมี

ความแข็งแรงกว่าแรงระหว่างโมเลกุลชนิดอื่น	(รูปที่	1c)	

ตอ่มาไดม้กีารใชก้ลอ้งจลุทรรศนแ์บบแรงอะตอม	(atomic	

force	microscopy,	AFM)	ในการวเิคราะหร์ปูรา่งของอมยั

ลอยด์จากโปรตีนหลายชนิด	เช่น	Ab	a-synuclein	amylin	

และ	lysozyme(9)	ทำาใหม้กีารเสนอโมเดลในการเกดิเสน้ใย

ว่าเป็นกระบวนการที่มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างแบบ

เป็นลำาดับขั้น	(hierachical	assambly)	(10)	คือในระหว่าง

ที่โปรตีนรวมตัวเป็นโอลิโกเมอร์กลายเป็นเส้นใยเต็มที่

สามารถจำาแนกเป็น	 3	ช่วงคือเริ่มจากโปรโตฟิลาเมนต์	

เป็นโปรโตไฟบริล	และไฟบริล	โดยโครงสร้างจะมีความ

เปน็ระเบยีบมากขึน้ในระดบัขัน้ทีส่งูขึน้ไปซึง่เกดิจากการ

รวมตวัและหมนุเปน็เกลยีวของโครงสรา้งทีเ่กดิกอ่นหนา้

โครงสร้างตามลำาดับขั้นของ	a-synuclein	และ	Ab	แสดง

โดยสรุปในรูปที่	2a	และ	2b	ตามลำาดับ

รูปที่ 1. (a)การทดลองการกระเจงิรงัสเีอก็ซข์องเสน้

ใยอมัยลอยด์	(38)	(ซ้าย)	เส้น	Meridian	และ	

Equator	แสดงรูปแบบการกระเจิงรังสีเอ็กซ์

ของอมัยลอยด์	 (38)	 และรูปร่างเส้นใยที่ได้

จากการส่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน	มี

ลักษณะเป็นเส้นตรงบิดเป็นเกลียวไม่มีกิ่ง

ก้าน	(ขวา)	(b) โครงสร้างแสดง	cross-b ขอ

งอมยัลอยดต์ัง้ฉากกบัทศิทางของแกนเสน้ใย

ระยะห่างระหว่างแถบ	b-sheet	 4.8	Å(เส้น	

Meridian)	 และระยะห่างระหว่างโมเลกุล

โปรตีน	~11	Å	(เส้น	Equator)	(17)	(c) แถบ	

b-sheet	 แสดงการเรียงตัวของเปปไทด์	Ab	

ตามแนวตัง้ฉากกบัแกนของเสน้ใย	(บน)	และ

เมื่อหมุน	90O	(ล่าง)	แสดงระยะห่าง	~11	Å	

ขนานกับแกนของเส้นใย	(8)

	 ถึงแม้ว่ าสาเหตุและกลไกการเกิดเส้นใย	

อมัยลอยด์นั้นจะมีความซับซ้อนและยังไม่เป็นที่ทราบ

แน่ชัด	 ขึ้นกับชนิดของโปรตีนและสภาวะแวดล้อมแต่

ข้อมูลทางโครงสร้างจากรังสีเอ็กซ์และกล้องจุลทรรศน์

ดังกล่าวข้างต้นรวมทั้งข้อมูลจากเทคนิคทางเคมี-ฟิสิกส์

อื่นๆ	 ทำาให้มีแนวทางในการเสนอกลไกของการเกิด

เส้นใยอมัยลอยด์โดยเริ่มจากการที่โมเลกุลของโปรตีน

มีโครงสร้างที่ม้วนพับต่างไปจากสภาวะปกติกล่าวคือ

โครงสร้างบางส่วนของโปรตีนจะคลี่ออก	 (partially	
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unfold)	 ทำาให้มีแรงกระทำาระหว่างโมเลกุล	 เช่นแรง	

hydrophobic	หรือ	 electrostatic	 มากขึ้น	 และจะช่วย

ส่งเสริมให้เกิดการเกาะรวมกันระหว่างโปรตีนหลายๆ

โมเลกลุกลายเปน็โอลโิกเมอรท์ีล่ะลายนำา้และแรงระหวา่ง

โมเลกุลโดยเฉพาะส่วนที่เป็นแถบ	b-sheet	 จะเหนี่ยว

นำาให้เกิดการรวมตัวเป็นโปรโตฟิลาเมนต์โปรโตไฟ

บริลและเป็นเส้นใยที่ไม่ละลายนำ้าในที่สุดขั้นตอนการ

เปลี่ยนแปลงรูปร่างของโปรตีนนี้แสดงในรูปที่	 3a	 (11,	

12)	สำาหรับเหตุปัจจัยที่ส่งผลให้โครงสร้างบางส่วนของ

โปรตีนคลี่ออกนี้มีอยู่หลายปัจจัย	อาจเป็นที่สภาวะทาง

กายภาพที่เปลี่ยนไป	อาจเป็นการกลายพันธุ์	 (mutation)	

ทำาให้กรดอะมิโนภายในสายโปรตีนเปลี่ยนไป	หรือการ

เปลี่ยนโครงสร้างด้วยสารเคมีทั้งนี้ขั้นตอนที่โครงสร้าง

บางสว่นคลีอ่อกอาจไมจ่ำาเปน็สำาหรบัโปรตนีทีโ่ครงสรา้ง

มีการพับไม่เป็นระเบียบ	 (random	coil)	อยู่แล้ว	 เช่นใน

กรณีของ		a-synuclein	เมื่ออยู่ในสภาวะที่ค่า	pH	ตำ่าหรือ

อุณหภูมิสูงจะเหนี่ยวนำาให้รวมตัวเกิดกระบวนการเป็น

เส้นใย	โดยไม่จำาเป็นต้องผ่านการเปลี่ยนโครงสร้างให้คลี่

ออกในตอนแรกอย่างไรก็ตามกลไกสำาหรับ	a-synuclein	

นีย้งัคงเปน็ทีถ่กเถยีงกนัเกีย่วกบัโครงสรา้งตามธรรมชาติ

ในร่างกายเมื่อ	Selkoe	และคณะ	(13)	เสนอว่าน่าจะเป็น

โครงสร้างแบบ	a-helix	ที่มีสี่โมเลกุล	(tetramer)	ม้วนพับ

รวมกนัไมใ่ชโ่ครงสรา้งโมเลกลุเดยีวทีพ่บัไมเ่ปน็ระเบยีบ

ดังที่เข้าใจก่อนหน้า

รูปที่ 2. โมเดลแสดงขนาดและโครงสรา้งเปน็ลำาดบัขัน้จากโปรโตฟลิาเมนตก์ลายเปน็	โปรโตไฟบรลิ	และเสน้ใย

เต็มตัวของ	a-synuclein(10)(a)และเปปไทด์	Ab	(39)(b)

	 คุณสมบัติเด่นอีกประการหนึ่งของเส้นใยอมัย

ลอยด์คือสามารถย้อมติดสีย้อมบางชนิดทำาให้ติดตาม

ได้ด้วยฟลูออเรสเซนซ์การศึกษาระยะแรกในปี	 1959		

Vassar	และ	Culling	(14)	ไดแ้สดงวา่	Thioflavin-T	(ThT)		

มคีวามเฉพาะเจาะจงเมือ่จบักบัเสน้ใยอมยัลอยดแ์ลว้การ

เปล่งแสงฟลูออเรสเซนซ์จะเพิ่มขึ้นอย่างมากเมื่อเทียบ

กับ	ThT	ในสภาวะปกติในช่วงปลาย	1980	ถึงต้น	1990	

เป็นช่วงที่มีความสำาคัญในการประยุกต์ใช้	 ThT	 โดย	

Naiki	 และคณะ(15)	และ	LeVine(16)	 เป็นผู้วิจัยแรกๆ	

ที่ศึกษาลักษณะของสเปกตรัมฟลูออเรสเซนส์ของ	ThT	

เมื่อจับกับโปรตีนในรูปเส้นใยอมัยลอยด์ซึ่งจะเปลี่ยน

ความยาวคลื่นสูงสุดจาก	445	nm	เป็น	482	nm	และพบ

ว่าการเพิ่มขึ้นของฟลูออเรสเซนส์ตามช่วงเวลาของการ

เกิดเส้นใยเป็นรูปตัว	 S	แบบsigmoidal	 curve	ดังแสดง

ในรูปที่	 3c	 เป็นลักษณะตามจลนศาสตร์ของการเกิด

อมัยลอยด์	คือเกิด	lag	phase	ในระยะแรก	ต่อมาสัญญาณ	

ฟลอูอเรสเซนซเ์พิม่ขึน้อยา่งมากซึง่สอดคลอ้งกบัปรมิาณ	

b-sheet	ทีเ่พิม่ขึน้และคงทีใ่นระยะสดุทา้ย	การตดิตามดว้ย

ฟลูออเรสเซนซ์ได้ถูกนำามาใช้ในการตรวจสอบการเกิด

อมัยลอยด์ในสภาพแวดล้อมต่างๆ	 และการทดสอบ
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คณุสมบตัขิองยาบางชนดิในการยบัยัง้การเกดิอมยัลอยด์	

(17)	อยา่งไรกต็ามเทคนคิตา่งๆ	ทีใ่ชศ้กึษาโครงสรา้งอมยั

ลอยด์ในปัจจุบันยังคงต้องมีการพัฒนาเพื่อให้เหมาะสม

กับคุณสมบัติที่เฉพาะเจาะจงของอมัยลอยด์แต่ละชนิด	

นอกจากนั้นเทคนิคที่สามารถให้ข้อมูลในระดับโมเลกุล

จะมีความสำาคัญในการเข้าใจกระบวนการเกิดอมัยลอยด	์

เพื่อนำาไปสู่การพัฒนาวิธียับยั้งและการรักษาโรคที่

เกี่ยวข้อง	 ในหัวข้อถัดไปจะกล่าวถึงวิธีการศึกษาเส้นใย

อมัยลอยด์ด้วยเทคนิค	 ESR	ซึ่งนับว่ายังเป็นเทคนิคที่

ใหมเ่มือ่เทยีบกบัเทคนคิอืน่ๆ	เชน่	การใชฟ้ลอูอเรสเซนซ	์

การกระเจิงด้วยรังสีเอ็กซ์	 และส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอน	เป็นต้น

รูปที่ 3. (a) กลไกแสดงสมมตฐิานการเกดิเสน้ใยอมยัลอยด์	เริม่จากโครงสรา้งโปรตนีทีค่ลีอ่อกบางสว่น	(partially	

unfold)	รวมตัวเกิดเป็นโครงสร้างที่เป็นแกน	cross-bsheet	(11)	แสดงเป็นเส้นหยัก	(b) สเปกตรัมฟลูออ

เรสเซนสข์อง	ThT	เปรยีบเทยีบเมือ่กรณทีีม่แีละไมม่เีสน้ใย	(c) สญัญาณฟลอูอเรสเซนสท์ี่	490	nm	แสดง

ช่วงเวลาต่างๆในการเกิดเส้นใยเป็น	Sigmoidal	curve	

3. Electron spin resonance (ESR) 

สำ�หรับก�รศึกษ�ก�รเกิดเส้นใยอมัย

ลอยด์

	 ESR	(18)	เปน็เทคนคิทีม่คีวามจำาเพาะเจาะจงใน

การตรวจจบัสญัญาณจากสปนิของอนมุลูหรอือเิลก็ตรอน

เดี่ยวซึ่งมีค่าสปินควันตัม	S	=	½	โดยระดับพลังงานของ

อิเล็กตรอนเดี่ยวประกอบด้วยสปินขึ้น	 (m
S
=+½)	 และ

สปินลง	(m
S
=	-½)	ตามปกติแล้วระดับพลังงานทั้งสองนี้

จะอยูใ่นระดบัเดยีวกนัและจะแยกกนัเมือ่อยูภ่ายใตส้นาม

แม่เหล็ก	ดังนั้นเครื่องมือขั้นพื้นฐานของ	ESR	จะเหมือน

กับ	 spectroscopy	ทั่วๆไปคือประกอบด้วยแหล่งกำาเนิด

แสง	 (radiation	 source)	 และเครื่องตรวจวัด	 (detector)	

เพียงแต่สารตัวอย่างต้องอยู่ภายใต้สนามแม่เหล็กเพื่อ

แยกระดับชั้นพลังงานของสปินอิเล็กตรอนสเปคตรัม

ของESR	 เกิดจากแรงกระทำาหลักๆ	 2	 ชนิดดังต่อไปนี้		

(รูปที่	4a)

	 (1)		 แรงระหวา่งสปนิของอเิลก็ตรอนกบัสนาม

แม่เหล็ก	 เรียกว่าแรงซีแมนน์	 (Zeemann	 interaction)		

ระดับพลังงานนี้จะอยู่ห่างกันในช่วงคลื่นไมโครเวฟ		

(~9	GHz	ที่ความแรงสนามแม่เหล็ก	0.3	Tesla)

	 (2)	 แรงระหว่ า งสปินของอิ เ ล็ กตรอน

กับนิวเคลียร์สปินข้างเคียง	 เรียกว่าแรงไฮเปอร์ไฟน์		
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(hyperfine	interaction)	เกิดขึ้นเนื่องจากอิเล็กตรอนเดี่ยว

โดยทั่วไปแล้วจะไม่อยู่ตามลำาพัง	 แต่จะอยู่เป็นอะตอม

หรือโมเลกุลจึงมีแรงกระทำากับนิวเคลียสข้างเคียงที่มี

ค่านิวเคลียร์สปินไม่เป็นศูนย์	 (I	 ≠	 0)	 ระดับพลังงานจะ

แยกออกไปเป็น	2I+1	 เส้น	และเมื่อฉายแสงในช่วงคลื่น

ไมโครเวฟอิเล็กตรอนจะถูกกระตุ้นจากระดับพลังงาน

ตำ่าไประดับสูงขึ้นบางค่าเท่านั้นโดยจะเป็นไปตามกฎ	se-

lectionrule	คือ	Dm
S
=1	และ	Dm

I
=0	เช่นสเปกตรัมของ

อนุมูลของไนโตรเจน	(14N◦)	จะแตกออกเป็น	3	พีคเนื่อง

จากสปินนิวเคลียร์ของไนโตรเจนเป็น	1	 (I=1)	ดังแสดง

ในรูปที่	 4b	 รูปแบบของสเปกตรัมที่เกิดจากแรงไฮเปอร์

ไฟน์นี้เป็นลักษณะสำาคัญในการระบุชนิดของนิวเคลียส

และสภาพแวดล้อมในตัวอย่างที่ศึกษา

รูปที่ 4.  (a) แผนภาพแสดงระดับพลังงานของอิเล็กตรอนเดี่ยวเมื่ออยู่ในสนามแม่เหล็ก	แรงกระทำาหลักคือแรง

ซีแมนน์และแรงไฮเปอร์ไฟน์	สำาหรับนิวเคลียร์สปินข้างเคียงที่มีเลขสปิน	(I)	 เป็น	1	 เส้นไฮเปอร์	 ไฟน์

จะแยกออกเป็น	3	เส้น	(b) สเปกตรัม	ESR	ของสปินไนตรอกไซด์เมื่ออยู่ในสภาวะที่มีความเร็วต่างกัน	

ความกว้างของพีคจะแคบลงและสูงขึ้นเมื่อไนตรอกไซด์เคลื่อนที่ได้เร็วขึ้น

	 สำาหรับโปรตีนที่มีแนวโน้มในการเกิดเส้นใย

อมยัลอยดน์ัน้	โดยธรรมชาตมิกัจะไมม่อีเิลก็ตรอนเดีย่วอยู	่

ฉะนั้นจึงจำาเป็นต้องติดฉลากสปินอิเล็กตรอน	 (electron	

spin-label)	 เข้าไปในโครงสร้างของโปรตีนฉลากสปินที่

ใช้อย่างแพร่หลายในปัจจุบันคือ	 “สปินไนตรอกไซด์”	

เป็นสารประกอบเมธิลไธโอซัลโฟเนตที่ติดกับหมู่ไน

ตรอกไซด์ซึ่งเป็นอนุมูลที่เสถียรของไนโตรเจนดังแสดง

โครงสร้างในรูปที่	 5a	สำาหรับวิธีการติดฉลากสปินโดย

ทั่วไปนั้น	สปินไนตรอกไซด์จะทำาปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจง

กับหมู่อะมิโนซิสเตอีน	(cysteine)	ฉะนั้นการใช้	ESR	ใน

ระยะแรกจะทำาได้กับโปรตีนที่มีหมู่ซิสเตอีนเท่านั้น	ต่อ

มาในปี	1989	Hubbell	และคณะ	(19)	ได้นำาเทคโนโลยีใน

การทำา	site-directed	mutagenesis	เพื่อเปลี่ยนหมู่อะมิโน

อืน่ใหเ้ปน็ซสิเตอนีซึง่สามารถตดิสปนิไนตรอกไซดไ์ดใ้น

ตำาแหน่งใดๆที่ต้องการดังแสดงในรูปที่	5aหลังจากนั้นก

ารศึกษาโปรตีนโดยใช้	ESR	ทำาได้แพร่หลายมากขึ้น	อีก

ทั้งการพัฒนาเทคนิค	ESR	จนถึงปัจจุบันได้ถูกประยุกต์

ใช้ในการศึกษาการเกิดเส้นใยอมัยลอยด์ดังที่จะกล่าวใน

หัวข้อถัดไป	
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รูปที่ 5.  (a) วธิกีารตดิฉลากสปนิไนตรอกไซดบ์นโครงสรา้งโปรตนี	โดยใชเ้มธลิไธโอซลัโฟเนตทำาปฏกิริยิากบักรด

อะมิโนซิสเตอีน	(บน)	สเปกตรัมไนตรอกไซด์ที่ติดบน	T4-lysozyme	ความกว้างของพีคแตกต่างกันขึ้น

กับตำาแหน่งที่ติดบนโปรตีน	(ล่าง)	(20)	(b) โมเดลแสดงฟิลาเมนต์ของโปรตีน	Tau(IIและ	III)จากโมโน

เมอร์	(I)	ได้จากการติดฉลากไนตรอกไซด์ที่บริเวณ	S2	ผลจากสเปกตรัม	ESR	สำารวจ	ได้ทั้งสองแบบคือ

กว้างและตำ่า	(III)	และแคบและสูง	(II)	แสดงถึงโครงสร้างที่เป็นไปได้ทั้งสองแบบ	(23)

 3.1  ลกัษณะสเปกตรมัของสปนิไนตรอกไซด์

ที่ติดกับโปรตีน

	 นอกจากสเปกตรัม	ESR	ของไนตรอกไซด์จะ

แสดงลกัษณะเสน้ไฮเปอรไ์ฟนเ์ปน็	3	เสน้แลว้	ความกวา้ง

ของเส้นไฮเปอร์ไฟน์ยังเปลี่ยนแปลงได้ขึ้นกับความเร็ว

ในการเคลื่อนที่ของไนตรอกไซด์ในสารละลายเมื่อไน

ตรอกไซด์ติดอยู่กับโครงสร้างของโปรตีน	 จะเคลื่อนที่

เร็วหรือช้าขึ้นกับการเคลื่อนที่ของโปรตีนในสารละลาย

และหมู่กรดอะมิโนที่อยู่ข้างเคียง	(20)	การหมุนของสาย

โปรตีนในสารละลายเป็นการเคลื่อนที่ในช่วงที่ตรวจจับ

การเปลี่ยนแปลงได้ด้วย	ESR	ซึ่งจะอยู่ในช่วง	 10-10-10-6	

วินาทีต่อรอบ	 โดยความกว้างของเส้นไฮเปอร์ไฟน์จะ

แคบและสูงเมื่อไนตรอกไซด์ติดอยู่กับตำาแหน่งที่สาย

โปรตีนหมุนได้ง่าย	 เช่นตำาแหน่งที่เป็น	 random	 coil		

ส่วนในอีกกรณีความกว้างของพีคจะกว้างขึ้นและตำ่าลง

เมื่ออยู่ในตำาแหน่งที่เคลื่อนที่ได้ช้าลง	 เช่นในตำาแหน่งที่

มี	 tertiary	 contact	หรือฝังอยู่ในบริเวณที่ไม่รวมตัวกับ

นำ้า	 (hydrophobic)	 ลักษณะของสเปกตรัมของ	ESR	ที่

ไวต่อการหมุนของสายโปรตีนในตำาแหน่งที่ติดฉลาก

ไนตรอกไซด์นี้เป็นคุณสมบัติที่ถูกนำามาใช้กับการศึกษา

การเปลี่ยนแปลงทางสภาวะแวดล้อมของโปรตีนหลาย

ชนิด	 (21)	 รวมทั้งโปรตีนเมื่อเกิดเป็นเส้นใยอมัยลอยด์

ด้วย	กลุ่มวิจัยของ	Ralf	Langen	เป็นกลุ่มที่บุกเบิกในการ

ใช้ฉลากสปินร่วมกับ	ESR	 เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลง

โครงสร้างของเส้นใยในโปรตีนหลายชนิด	 (22-24)	 เช่น	

ใช้โปรตีน	Tau	 (23)	 เป็นโมเดลในการตรวจสอบว่ากรด

อะมิโนตำาแหน่งใดมีแนวโน้มที่จะรวมตัวอยู่ในแถบ		

b-sheet	 เมื่อเกิดเป็นเส้นใย	 โดยสำารวจกรดอมิโนในช่วง	

S2	 (ตำาแหน่ง	 272-289)	พบว่าเมื่อเกิดเป็นเส้นใย	 การ

จัดเรียงโครงสร้างในช่วง	S2	นี้ประกอบด้วยโครงสร้าง

ที่ต่างกัน	2	แบบคือแบบ	II	และ	III	ดังแสดงในรูปที่	5b	

ซึ่งความแตกต่างแสดงได้ชัดจากสเปกตรัมของฉลาก

สปินไนตรอกไซด์เมื่อตำาแหน่งที่ติดสปินนี้เรียงชิดกัน

เป็นระเบียบในแถบ	b-sheet	 (พีคกว้างและเตี้ย)	 ความ

กว้างของพีคจะกว้างกว่าเมื่ออยู่ในสภาวะ	 random	 coil	

ที่เคลื่อนที่ได้อย่างอิสระ	 (พีคแคบและสูง)	นอกจากนี้
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การติดตามการเปลี่ยนแปลงด้วย	ESR	สามารถใช้ได้กับ

การเกิดโอลิโกเมอร์ซึ่งเป็นสารตัวกลางที่ติดตามได้ยาก

ในระหว่างการเกิดเส้นใย	 (25)นอกจากนี้การวิเคราะห์

สเปกตรมั	ESR	ทำาให	้Chen	และคณะ	(24)	ไดเ้สนอโมเดล

ของโครงสร้างเส้นใย	a-synuclein	 โดยการติดฉลากไน

ตรอกไซด์ตั้งแต่ตำาแหน่งกรดอะมิโนที่	 5	 ถึง	 110	 และ

วิเคราะห์ส่วนกลับของความกว้างพีคกลาง	 (∆H
0

-1)	 ที่

ตำาแหน่งต่างๆ	ดังแสดงในรูปที่	 6a	จะเห็นว่าตำาแหน่งที่	

36	 ถึง	 98	 เป็นช่วงที่ความกว้างของพีคกว้างกว่าส่วน

ปลาย	C	และ	N	terminal	นั่นคือการเคลื่อนที่อย่างจำากัด

ในตำาแหน่ง	36-98	เป็นช่วงที่เกิดเป็น	b-sheet	ส่วนปลาย

ทั้งสองข้างเคลื่อนที่ได้อย่างอิสระมากกว่า	ดังแสดงเป็น

โมเดลในรูปที่	 6b	 อย่างไรก็ตามโครงสร้างการจัดเรียง

ภายในสาย	b-sheet	 มีการพับอย่างไรนั้นยังไม่เป็นที่รู้

แน่ชัด	มีเพียงโมเดลที่เสนอโดย	Riek	และคณะ	จากการ

หาโครงสรา้งดว้ย	NMR	และ	กลอ้งจลุทรรศนอ์เิลก็ตรอน

แบบแช่แข็ง	(26)	เสนอว่าสายb-sheet	ภายในแกนเส้นใย

ของ	a-synuclein	 พับเรียงเป็น	 5	 ชั้นต่อโมเลกุลของ

โปรตีนซึ่งมีความหนา	~	4	 nmและเรียงตัวในทิศทางตั้ง

ฉากกับแกนของเส้นใย

รูปที่ 6.  (a) โครงสรา้งปฐมภมูแิสดงลำาดบักรดอะมโินของa-synuclein	(บน)	และกราฟความสมัพนัธร์ะหวา่งสว่น

กลบัความกวา้งพคีกลางของสปนิไนตรอกไซด์	(DH
0

-1)	และตำาแหนง่กรดอะมโินของ	a-synuclein	(ลา่ง)

แสดงถงึการเคลือ่นทีข่องไนตรอกไซดใ์นสภาวะแวดลอ้มทีจ่ำากดัในชว่งตำาแหนง่	35	ถงึ	96	และเคลือ่นที่

ได้เร็วขึ้นในตำาแหน่งปลาย	C	และ	N	terminal	(b) โมเดลแสดงการเรียงตัวของเส้นใยของ	a-synuclein	

เรียงตัวเป็น	cross	b-sheet	(ตำาแหน่ง	35ถึง	96)	โดยที่ตำาแหน่งเดียวกันของแต่ละโมเลกุลอยู่ตรงกันและ

ขนานกันโดยห่างเป็นระยะประมาณ	4.7-4.8	Å	(จากผลการกระเจิงรังสีเอ็กซ์)	(24)

 3.2  เทคนิค ESR เพื่อวัดระยะห่�งระหว่�ง

ฉล�กไนตรอกไซด์

	 ดังที่ได้กล่าวแล้วว่าแรงกระทำาพื้นฐานของ

สเปกตรัม	 ESR	คือแรงซีแมนน์	 และแรงไฮเปอร์ไฟน์	

นอกเหนือจากนี้	 ถ้ามีสปินของอิเล็กตรอนเดี่ยวมากกว่า

หนึ่งตัวอยู่ห่างกันพอที่จะเกิดแรงกระทำาระหว่างกันได้

ก็จะมีผลต่อสเปกตรัม	ESR	ด้วยเช่นกัน	แรงกระทำาระ

หว่างสปินอิเล็กตรอนนี้เรียกว่าแรงไดโพล	 โดยปกติจะ

แปรผกผนักบักำาลงัสามของระยะหา่งระหวา่งอเิลก็ตรอน

ทั้งสอง	 	การวัดแรงไดโพลเพื่อคำานวณหาระยะ

ห่างระหว่างสปินอิเล็กตรอนด้วย	ESR	นี้ทำาได้หลายวิธี

ในทศวรรษที่ผ่านมาได้มีการพัฒนาเทคนิคทาง	 pulsed-

ESRเรยีกวา่	double	electron-electron	resonance	(DEER)

(27)และ	double	quantum	coherence	(DQC)	(28)ทั้งสอง

เทคนคินีม้คีวามเฉพาะเจาะจงในการตรวจวดัแรงไดโพล

ได้โดยตรงสเปกตรัมที่ได้จะเป็นสัญญาณความถี่จากแรง

ไดโพลเทียบกับเวลา	จากรูปที่	 7สัญญาณไดโพลนี้จะมีค

วามถี่ที่สัมพันธ์กับระยะห่างระหว่างสปินที่ตำาแหน่งทั้ง

สองดังสมการที่	1
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	 	 	 (1)

โดย	w
12
คือค่าความถี่เชิงมุมจากแรงไดโพลc	 เป็นค่าคงที่	

	 คือระยะห่างระหว่างสปินอิเล็ก

ตรอนและ	q	 คือมุมระหว่างเวกเตอร์	 r
12 
และสนามแม่

เหลก็	เมือ่	q	ทำามมุ	90	องศา	คา่ความถีจ่ะสมัพนัธโ์ดยตรง

กับส่วนกลับระยะ	 r
12 
ตามสมการที่	 2	 โดยที่หน่วยของ

ความถี่และ	r
12 
เป็น	MHz	และ	nm	ตามลำาดับ

	 	 	 (2)

	 เทคนิคทั้งสองนี้สามารถวัดระยะห่างระหว่าง

สปินสองอิเล็กตรอนในช่วงระยะที่ห่างประมาณ	1.5-8	

nm	ช่วงระยะห่างนี้เป็นช่วงที่เหมาะสำาหรับการติดตาม

การเคลื่อนที่หรือการเปลี่ยนแปลงของโมเลกุลขนาด

ใหญ่เช่นพอลิเมอร์สายยาวและโปรตีนการประยุกต์ใช้

เทคนคิ	DEER	ในการวดัระยะหา่งระหวา่งฉลากไนตรอก

ไซด์ที่ติดกับอมัยลอยด์โปรตีนเริ่มมีขึ้นในปี	2006	ในการ

ศึกษาโครงสร้างของ	a-synuclein	ที่เปลี่ยนไปเมื่อก่อน

และหลังจากจับกับเยื่อหุ้มเซลล์ไขมัน	(29)	และต่อมาได้

ใชว้ดัระยะหา่งในโครงสรา้งเสน้ใยของ	a-synuclein	(30,	

31)ระหว่างตำาแหน่งที่อยู่ภายในบริเวณ	b-sheet	พบว่า

ขนาดของตำาแหน่งที่อยู่บนขอบทั้งสองข้างของ	b-sheet	

ห่างกันประมาณ	 4	 nmซึ่งสอดคล้องกับโมเดลที่	 Riek	

เสนอ	และมแีนวโนม้วา่การมว้นพบัของ	b-sheet	จะมว้น

เป็น	5	ชั้น	อย่างไรก็ตามการม้วนพับในรายละเอียดของ

ตำาแหน่งกรดอะมิโนยังต้องทำาการศึกษาต่อไปนอกจาก

นี้เมื่อเร็วๆ	นี้	Meyer	และคณะ	(32)	ได้วัดระยะระหว่าง

ตำาแหน่งภายใน	b-sheet	ของโปรตีน	Tau	เมื่อมีการกลาย

พนัธุท์ีต่ำาแหนง่กรดอะมโินทีม่อีทิธพิลในการเรง่การเกดิ

เสน้ใย	เพือ่วเิคราะหว์า่การเกดิการกลายพนัธุม์ผีลอยา่งไร

กับกระบวนการการเกิดเส้นใยในช่วงเริ่มต้น	

รูปที่ 7.  (a) แผนภาพแสดงระยะหา่งระหวา่งสปนิ1	และ	สปนิ	2	และทศิทางสนามแมเ่หลก็	(b)สญัญาณทีไ่ดจ้าก

การวัดระยะด้วย	DEER	ความถี่แปรผกผันกับส่วนกลับยกกำาลังสามของระยะทางของโรคและโปรตีน

ที่เกิดเส้นใยอมัยลอยด์

 3.3 ก�รตรวจสอบโมเลกุลที่มีส่วนในก�ร

ยับยั้งก�รเกิดเส้นใยอมัยลอยด์

	 การยับยั้งกระบวนการเกิดเส้นใยอมัยลอยด์

อาจมีส่วนในการยับยัง้การเกิดโรคที่เกี่ยวข้องกับการพับ

ผิดปกติของโปรตีนนั้นๆ	 มีข้อมูลพบว่าโมเลกุลขนาด

เล็กหลายชนิดที่มีหมู่	 aromatic	 และ	 polyphenol	 (33)

มีคุณสมบัติยับยั้งกระบวนการดังกล่าวได้	 ซึ่งโมเลกุล

เหลา่นีม้กัจะมฤีทธิใ์นการตอ่ตา้นการตดิเชือ้และตอ่ตา้น

อนุมูลอิสระด้วย	 เช่น	 เคอคูมิน	และแทนนินการพัฒนา

เทคนิคในการตรวจสอบโมเลกุลเพื่อยับยั้งการเกิดอมัย

ลอยด์จึงมีความสำาคัญเพื่อการพัฒนาตัวยาในการรักษา

โรคเทคนิคที่นิยมใช้ในการตรวจสอบนี้จะเป็นเทคนิคที่

สามารถแยกแยะโครงสรา้งในชว่งทีเ่กดิการเปลีย่นแปลง

ได้	 เช่นการตรวจวัดด้วยฟลูออเรสเซนซ์ของ	ThT	 เมื่อ
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จับกับอมัยลอยด์เป็นวิธีที่สะดวกและใช้อย่างแพร่หลาย

วิธีหนึ่งซึ่งนอกเหนือจากจะได้ข้อมูลในการคัดเลือก

โมเลกลุทีม่แีนวโนม้ในการรกัษาแลว้	ยงัสามารถศกึษาใน

เชิงลึกเกี่ยวกับกลไกของโมเลกุลที่มีผลต่อการเกิดเส้นใย

ด้วยอย่างไรก็ตามการตรวจสอบด้วย	ThT	นี้จะต้องทำา

ด้วยความระมัดระวังเมื่อสารประกอบที่ใช้ทดสอบอาจ

จะให้สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์ในช่วงเดียวกัน	 (34,	 35)

นอกจากนี้	 ESR	ก็เป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถตรวจสอบ

ได้	 โดยการติดฉลากไนตรอกไซด์ที่โปรตีนและวิเคราะห์

จากความกว้างพีคของฉลากไนตรอกไซด์ที่เปลี่ยนไป	

ซึ่งมีข้อดีคือสัญญาณจะไม่มีการรบกวนจากโมเลกุลที่

ต้องการตรวจสอบ	การใช้	ESR	ในการตรวจสอบนี้ถือว่า

เป็นวิธีที่ยังใหม่และยังไม่แพร่หลายเมื่อเทียบกับฟลูออ

เรสเซนซ์ของ	ThT	และเทคนิคอื่นๆ	อย่างไรก็ตามการ

ใช้	ESR	เริ่มมีมากขึ้นในช่วงหลายปีที่ผ่านมา	เมื่อเร็วๆนี้

ได้มีการสำารวจประสิทธิภาพของเคอคูมินและกลไกใน

การยั้งอมัยลอยด์ต่อโปรตีน	amylin	(36)	โดยการติดตาม

ด้วย	ThT	และ	ESR	และได้แสดงว่าผลจากการติดตาม

ด้วย	ThT	ให้ข้อมูลที่คลาดเคลื่อนเนื่องจากมีสัญญาณรบ

กวนจากเคอคมูนินอกจากนี	้ESR	ถกูใชใ้นการตรวจสอบ

สารประกอบ	phthalocyanine	 tetrasulfonateต่อโปรตีน	

Tau	 (37)	ข้อมูลที่ได้จาก	ESR	สอดคล้องและเสริมกับ

ขอ้มลูทีไ่ดจ้ากเทคนคิอืน่เชน่	NMR	และกลอ้งจลุทรรศน์

อิเล็กตรอนฉะนั้นเทคนิคการติดฉลากไนตรอกไซด์เพื่อ

ตรวจวัดด้วย	ESR	นี้มีแนวโน้มที่จะถูกนำาไปประยุกต์ใช้

ในการวเิคราะหก์ระบวนการยบัยัง้การเกดิอมยัลอยดม์าก

ขึ้นในอนาคต	

4. สรุป

	 เปน็ทีท่ราบกนัวา่การพบัทีผ่ดิปกตขิองโปรตนี

ไปเป็นเส้นใยอมัยลอยด์นี้เป็นกระบวนการผิดปกติที่นำา

ไปสู่โรคที่รักษายากหลายชนิด	 โดยเฉพาะโรคที่เกิดขึ้น

จากการสะสมเส้นใยอมัยลอยด์ในสมองเช่น	โรคพาร์คิน

สัน	และอัลไซเมอร์ซึ่งเกิดจากโปรตีน	a-synuclein	และ	

Tau	ตามลำาดบั	โครงสรา้งอมยัลอยดท์ีเ่กดิจากโปรตนีชนดิ

ต่างๆมีคุณสมบัติทางกายภาพคล้ายๆกัน	จากข้อมูลที่ได้

จากการกระเจงิรงัสเีอก็ซแ์ละกลอ้งจลุทรรศนอ์เิลก็ตรอน

ทำาให้ได้โครงสร้างพื้นฐานของเส้นใยอมัยลอยด	์คือเป็น

สาย	b-sheet	ที่เรียงอย่างเป็นระเบียบตั้งฉากกับทิศทาง

ตามแกนของเส้นใย	 เรียกว่า	 cross	b-sheet	ปัจจุบันได้

มีความพยายามในการพัฒนาเทคนิคทางกายภาพหลาย

วิธีเพื่อที่จะติดตามกลไกการเกิดเส้นใยอมัยลอยด์เช่น	

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนการกระเจิงรังสีเอ็กซ์	 และ

ฟลูออเรสเซนส์เป็นต้น

ต�ร�งที่ 2. เปรียบเทียบเทคนิคที่ใช้วิเคราะห์โครงสร้างเส้นใยอมัยลอยด์ที่กล่าวถึงในบทความ

เทคนิค ข้อมูลที่ได้ ข้อจำ�กัด

ฟลูออเรสเซนซ์ -	 	 สะดวกในการติดตามการเกิดเส้นใยตาม

ช่วงเวลา

-	ใชศ้กึษาบทบาทของโมเลกลุขนาดเลก็ในการ

เกิดเส้นใยได้ง่าย

	 อาจได้ข้อมูลที่คลาดเคลื่อนเนื่องจาก

โมเลกุลขนาดเล็กเข้าไปจับกับเส้นใย

แทนที่สีย้อม

ก ล้ อ ง จุ ล ท ร ร ศ น์

อิเล็กตรอน

รูปร่างของโปรตีนเมื่อเกิดการตกตะกอน	เช่น

โอลิโกเมอร์ขนาดใหญ่	 โปรโตไฟบริลและ

เส้นใยที่โตเต็มที่

ต้องยึดสารตัวอย่างกับพื้นผิวเช่น	Mica	

(สำาหรับ	AFM)	ซึ่งอาจเป็นการรบกวน

โครงสร้างของเส้นใย

การกระเจิงรังสีเอ็กซ์ โครงสร้างของเส้นใย จำาเป็นต้องเรียงสารตัวอย่างในทิศทางที่

เหมาะสมเพื่อให้ได้ข้อมูลที่แม่นยำา

ESR -	การเคลือ่นทีข่องโปรตนีทีต่ำาแหนง่ตดิฉลาก

สปิน	ใช้ติดตามการเกิดเส้นใยตามช่วงเวลา

-	วัดระยะระหว่างตำาแหน่งฉลากสปิน	

จำาเป็นต้องติดฉลากสปิน



680 KKU  Res. J. 2014;  19(5)

	 ESR	 ถือว่าเป็นเทคนิคที่ยังอยู่ในขั้นเริ่มต้น

ในการศึกษาเส้นใยอมัยลอยด์เมื่อเทียบกับเทคนิคที่ได้

กลา่วขา้งตน้หลงัจากทีว่ธิกีารตดิฉลากไนตรอกไซดไ์ดถ้กู

พัฒนาให้สามารถเตรียมได้ในโปรตีนเกือบทุกชนิด	แนว

โน้มในการนำาเทคนิค	ESR	มาใช้ในการศึกษาโครงสร้าง

เสน้ใยอมยัลอยดจ์งึมมีากขึน้	เนือ่งจาก	ESR	มคีวามไวตอ่

การเคลื่อนที่	 (การหมุน)	ของสายโปรตีนทำาให้สามารถ

ติดตามการเปลี่ยนแปลงที่เกิดที่ตำาแหน่งที่ติดฉลากเมื่อ

เกดิการเปลีย่นโครงสรา้งไป	สำาหรบักรณขีองเสน้ใยอมยั

ลอยด์นั้นโครงสร้างโปรตีนจะเปลี่ยนจากการพับที่ไม่

เป็นระเบียบเป็นโครงสร้าง	b-sheet	ที่มีหลายๆโมเลกุล

อยู่เรียงกันอย่างมีระเบียบ	การเปลี่ยนแปลงนี้สามารถ

เห็นได้อย่างชัดเจนจากสเปกตรัม	ESR	นอกจากนั้นการ

ใช	้	ESR	ในการวดัระยะหา่งภายในโครงสรา้งของโปรตนี

เป็นวิธีที่เหมาะสมกับขนาดโปรตีนโดยเฉพาะขนาดของ

สาย	b-sheet	ภายในแก่นของโปรโตฟิลาเมนต์และ	ESR	

สามารถนำามาประยกุตใ์ชเ้ปน็วธิเีพือ่ตรวจสอบคณุสมบตัิ

ของโมเลกุลเพื่อนำาไปพัฒนาเป็นยารักษาต่อไป	อย่างไร

ก็ตามการศึกษากลไกการเกิดอมัยลอยด์ในเชิงลึกนั้น

จำาเป็นต้องอาศัยข้อมูลจากหลายเทคนิคซึ่งแต่ละเทคนิค

มีหลักการและข้อจำากัดแตกต่างกันไปดังแสดงในตาราง

ที่	 2	สุดท้ายนี้ผู้เขียนเสนอว่าข้อมูลจาก	ESR	 เสริมกับ

เทคนิคอื่นที่เหมาะสมสามารถนำาไปวิเคราะห์เพื่อศึกษา

บทบาทของตัวยาต่อโปรตีนในเชิงลึกต่อไปได้
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