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บทคัดย่อ 

                 เอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปรตีเนส จัดเป็น endopeptidase ที่ท าหน้าที่ในการย่อยสลาย
โปรตีน เช่น เปปซิน เรนนิน และคาเทปซิน สามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด และมีความส าคัญต่อ
กระบวนการทางสรีรวิทยาและกระบวนการทางชีวภาพ อีกทั้งยังมีบทบาทส าคัญในกลไกการก่อให้เกิดโรคติด
เชื้อต่างๆ เช่น gastric ulcers และ AIDS เป็นต้น ท าให้การศึกษาการท างานเอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปร
ตีเนสนี้สามารถน าไปสู่วิธีที่จะยับยั้งการเกิดโรคหลายๆชนิดได้  ที่บริเวณเร่งของเอนไซม์ในกลุ่มนี้ประกอบไป
ด้วยกรดอะมิโนแอสพาร์ติกสองตัวและจะเร่งปฏิกิริยาได้ดีภายใต้สภาวะที่เป็นกรด ตัวยับยั้งที่มีประสิทธิภาพ
ของแอสพาร์ติกโปรตีเนส คือ เปปสแตติน ซึ่งป็นยาปฏิชีวนะ มีโมเลกุลขนาดเล็ก และตัวยับยั้งที่เป็นเพปไทด์
สายสั้นๆ ที่พบในธรรมชาติและปัจจุบันนี้พบเพียงไม่ก่ีชนิดเท่านั้น ซึ่งโปรตีน IA3 เป็นเพปไทด์สายสั้นๆที่แยก
ได้จากยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ท าหน้าที่ยับยั้ง โปรตีเนส เอ ซึ่งเป็นแอสพาร์ติกโปรตีเนส ภายใน
เซลล์ยีสต์ S. cerevisiae ได้อย่างเฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพสูงถึงระดับ subnanomolar ซ่ึง IA3 จะ
ยับยั้งสับสเตรทได้เพียงชนิดเดียวเท่านั้น เมื่อลองทดสอบกับเอนไซม์แอสพาร์ติกโปรตีเนสชนิดอื่น ๆ IA3 จะไม่
สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ชนิดอ่ืนได้เลย อีกท้ังยังถูกย่อยสลายไปด้วย โครงงานวิจัยนี้เป็นการใช้ ชี
วสารสนเทศ (bioinformatics) ในการค้นหาโปรตีนที่มีโครงสร้างคล้าย IA3 จากจีโนมของเชื้อรา ยีสต์ และ
สิ่งมีชีวิตอ่ืน โดยใช้ Basic local alignment search tools ในการตรวจสอบหา sequence homology 
จาก fungal sequence databases เพ่ือค้นหาว่านอกจากในยีสต์ S. cerevisiae แล้วยังมีสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น
อีกหรือไม่ที่มีโปรตีนที่สามารถยับยั้งการท างานของแอสพาร์ติกโปรตีเนสอย่างเฉพาะเจาะจง รวมถึงศึกษา
หน้าที่ทางชีวภาพของตัวยับยั้งที่ค้นพบนี้ด้วย จากผลการศึกษาพบว่า มีโปรตีนจากยีสต์สายพันธ์อ่ืน ๆ ที่มี
ความคล้ายคลึงกับ IA3  จาก S. cerevisiae อีก 4 ชนิด คือ Saccharomyces kudriavzevii, 
Saccharomyces arboricola, Saccharomyces eubayanus และNaumovozyma castellii โดยที่โปรตีน
จาก S. kudriavzevii มีความเหมือนกับ wild type IA3 มากที่สุด มีค่า %Identity เท่ากับ 82 เปอร์เซ็นต์ 
โปรตีนที่มีโครงสร้างของกรดอะมิโน 2-34 ตัวแรกมีความเหมือนกับ wild type IA3 มากที่สุดคือ โปรตีนจาก 
S. eubayanus ที่มีค่าของ %Identity เท่ากับ 97 เปอร์เซ็นต์ และพบโปรตีนตัวอ่ืนที่มีโครงสร้างปฐมภูมิ
คล้ายคลึงกับโปรตีน IA3 จากการ BLAST ข้อมูลโปรตีนบนฐานข้อมูลฟังไจ พบโปรตีนทั้งหมด 172 ตัวที่มี
โครงสร้างคล้ายคลึงกับ IA3   

   

ค าส าคัญ  แอสพาร์ติก โปรตีเนส การยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ IA3 วิศวกรรมโปรตีนของตัวยับยั้ง 

 

 

 

 

 



Abstract 
 Aspartic proteinases are classified as endopeptidases that play important role in a 
number of physiological and biological processes. These proteolytic enzymes are 
characterized by acidic pH optima and the utilization of two aspartic acid residues in their 
catalytic mechanism and can be found in various organisms. Widely known members of 
aspartic proteinases included renin, pepsin and cathepsin.  It has also been reported that 
aspartic proteinases associated with several pathological conditions such as gastric ulcers 
and AIDS. Extensive studies on catalytic mechanisms of these enzymes could be lead to 
crucial medical and biological applications such as developing a potential drug target for 
diseases treatment. Two types of aspartic proteinase inhibitors have been identified e.g. 
small molecule inhibitor and naturally occurring peptides. Most of aspartic proteinases are 
highly susceptible to inhibition by pepstatins, a series of non-proteinaceous natural 
products. Pepstatin is an antibiotic that acts as potent inhibitor of aspartic proteinases. 
However, only a small number of naturally-occurring polypeptide inhibitors of aspartic 
proteinases have so far been discovered. One among these inhibitors is S. cerevisiae IA3. The 
S.cerevisiae Proteinase A is solely and potently inhibited by this small polypeptide at 
subnanomolar level. It was proven that not only IA3 has no detectable effect against a wide 
range of aspartic proteinases, but it was also shown to be cleaved as a substrate of these 
non-target enzymes. Bioinformatics analysis of the IA3 structure has been undertaken in this 
study. Extensive database searching for sequence homology from available genome data 
bank including those of fungi and yeast using BLAST (basic local alignment search tools) 
revealed that four structurally related, IA3-like have successfully been identified from 
several yeast species namely Saccharomyces kudriavzevii, Saccharomyces arboricola, 
Saccharomyces eubayanus and Naumovozyma castellii, respectively. The IA3-like protein S. 
kudriavzevii share highest degree of similarity toward wild type IA3 (82%) whereas residues 
2-34 of a putative IA3 from S. eubayanus showed 97% identity with that of wild type. 
Moreover, 172 others of IA3-structurally related sequences have also been identified from 
numerous fungi species in this study. 
 
KEYWORDS;  aspartic proteinase, enzyme inhibition, IA3, inhibitor engineering 
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บทคัดย่อ 

เอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปรตีเนส จัดเป็น endopeptidase ที่ท าหน้าที่ในการย่อยสลายโปรตีน เช่น เป
ปซิน เรนนิน และคาเทปซิน สามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด และมีความส าคัญต่อกระบวนการทาง
สรีรวิทยาและกระบวนการทางชีวภาพ อีกทั้งยังมีบทบาทส าคัญในกลไกการก่อให้เกิดโรคติดเชื้อต่างๆ เช่น 
gastric ulcers และ AIDS เป็นต้น ท าให้การศึกษาการท างานเอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปรตีเนสนี้สามารถน าไปสู่วิธี
ที่จะยับยั้งการเกิดโรคหลายๆ ชนิดได้  ที่บริเวณเร่งของเอนไซม์ในกลุ่มนี้ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนแอสพาร์ติกสองตัว
และจะเร่งปฏิกิริยาได้ดีภายใต้สภาวะที่เป็นกรด ตัวยับยั้งที่มีประสิทธิภาพของแอสพาร์ติกโปรตีเนส คือ เปปสแตติน 
ซึ่งป็นยาปฏิชีวนะ มีโมเลกุลขนาดเล็ก และตัวยับยั้งที่เป็นเพปไทด์สายสั้นๆ ที่พบในธรรมชาติและปัจจุบันนี้
พบเพียงไม่กี่ชนิดเท่านั้น ซึ่งโปรตีน IA3 เป็นเพปไทด์สายสั้นๆที่แยกได้จากยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae ท าหน้าที่ยับยั้ง โปรตีเนส เอ ซึ่งเป็นแอสพาร์ติกโปรตีเนส ภายในเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae ได้
อย่างเฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพสูงถึงระดับ subnanomolar ซึ่ง IA3 จะยับยั้งสับสเตรทได้เพียงชนิด
เดียวเท่านั้น เมื่อลองทดสอบกับเอนไซม์แอสพาร์ติกโปรตีเนสชนิดอ่ืน ๆ IA3 จะไม่สามารถยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์ชนิดอ่ืนได้เลย อีกทั้งยังถูกย่อยสลายไปด้วย โครงงานวิ จัยนี้ เป็นการใช้ ชีวสารสนเทศ 
(bioinformatics) ในการค้นหาโปรตีนที่มีโครงสร้างคล้าย IA3 จากจีโนมของเชื้อรา ยีสต์ และสิ่งมีชีวิตอ่ืน 
โดยใช้ Basic local alignment search tools ในการตรวจสอบหา sequence homology จาก fungal 
sequence databases เพ่ือค้นหาว่านอกจากในยีสต์ S. cerevisiae แล้วยังมีสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนอีกหรือไม่ที่
มีโปรตีนที่สามารถยับยั้งการท างานของแอสพาร์ติกโปรตีเนสอย่างเฉพาะเจาะจง รวมถึงศึกษาหน้าที่ทาง
ชีวภาพของตัวยับยั้งที่ค้นพบนี้ด้วย จากผลการศึกษาพบว่า มีโปรตีนจากยีสต์สายพันธ์อ่ืน ๆ ที่มีความ
ค ล้ า ย ค ลึ ง กั บ  IA3  จ า ก  S.  cerevisiae อี ก  4 ช นิ ด  คื อ  Saccharomyces kudriavzevii, 
Saccharomyces arboricola, Saccharomyces eubayanus และNaumovozyma castellii โดยที่
โปรตีนจาก S. kudriavzevii มีความเหมือนกับ wild type IA3 มากที่สุด มีค่า %Identity เท่ากับ 82 
เปอร์เซ็นต์ โปรตีนที่มีโครงสร้างของกรดอะมิโน 2-34 ตัวแรกมีความเหมือนกับ wild type IA3 มากที่สุด
คือ โปรตีนจาก S. eubayanus ที่มีค่าของ %Identity เท่ากับ 97 เปอร์เซ็นต์ และพบโปรตีนตัวอ่ืนที่มี
โครงสร้างปฐมภูมิคล้ายคลึงกับโปรตีน IA3 จากการ BLAST ข้อมูลโปรตีนบนฐานข้อมูลฟังไจ พบโปรตีน
ทั้งหมด 172 ตัวที่มีโครงสร้างคล้ายคลึงกับ IA3  

 

ค าส าคัญ (TH)  แอสพาร์ติก โปรตีเนส การยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ IA3 วิศวกรรมโปรตีนของตวั
ยับยั้ง  

 

 

 

 



 
 

Abstract 

Aspartic proteinases are classified as endopeptidases that play important role in a number 
of physiological and biological processes. These proteolytic enzymes are characterized by 
acidic pH optima and the utilization of two aspartic acid residues in their catalytic 
mechanism and can be found in various organisms. Widely known members of aspartic 
proteinases included renin, pepsin and cathepsin.  It has also been reported that aspartic 
proteinases associated with several pathological conditions such as gastric ulcers and 
AIDS. Extensive studies on catalytic mechanisms of these enzymes could be lead to 
crucial medical and biological applications such as developing a potential drug target for 
diseases treatment. Two types of aspartic proteinase inhibitors have been identified e.g. 
small molecule inhibitor and naturally occurring peptides. Most of aspartic proteinases are 
highly susceptible to inhibition by pepstatins, a series of non-proteinaceous natural 
products. Pepstatin is an antibiotic that acts as potent inhibitor of aspartic proteinases. 
However, only a small number of naturally-occurring polypeptide inhibitors of aspartic 
proteinases have so far been discovered. One among these inhibitors is S. cerevisiae IA3. 
The S.cerevisiae Proteinase A is solely and potently inhibited by this small polypeptide at 
subnanomolar level. It was proven that not only IA3 has no detectable effect against a 
wide range of aspartic proteinases, but it was also shown to be cleaved as a substrate of 
these non-target enzymes. Bioinformatics analysis of the IA3 structure has been 
undertaken in this study. Extensive database searching for sequence homology from 
available genome data bank including those of fungi and yeast using BLAST (basic local 
alignment search tools) revealed that four structurally related, IA3-like have successfully 
been identified from several yeast species namely Saccharomyces kudriavzevii, 
Saccharomyces arboricola, Saccharomyces eubayanus and Naumovozyma castellii, 
respectively. The IA3-like protein S. kudriavzevii share highest degree of similarity toward 
wild type IA3 (82%) whereas residues 2-34 of a putative IA3 from S. eubayanus showed 
97% identity with that of wild type. Moreover, 172 others of IA3-structurally related 
sequences have also been identified from numerous fungi species in this study.  

   

KEYWORDS;  aspartic proteinase, enzyme inhibition, IA3, inhibitor engineering  

 

 

 



 
 

บทท่ี 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 เอนไซม์แอสพาร์ติกโปรตีเนส (aspartic proteinases) จัดอยู่ในกลุ่มของ endopeptidase เป็น
โปรติเนสที่ย่อยสลายพันธะเพปไทด์ได้อย่างอิสระ (randomly) ภายในสายโปรตีน เช่น เพปซิน คาเทปซิน 
ดี และเรนนิน (ปราณี อ่านเปรื่อง, 2558) สามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด และมีความส าคัญต่อ
กระบวนการทางสรีระวิทยา และกระบวนการทางชีวภาพในสิ่งมีชีวิต นอกจากนี้ยังมีบทบาทส าคัญในการ
เป็นกลไกที่ก่อให้เกิดโรคต่าง ๆ ได้ เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคมะเร็ง โรคความดันโลหิตสูง และโรคเอดส์ เป็นต้น 
ท าให้การศึกษาโครงสร้างของเอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปรตีเนสนี้สามารถน าไปสู่การยับยั้งการเกิดโรค
หลาย ๆ ชนิดได้ ที่บริเวณเร่งของเอนไซม์ในกลุ่มนี้ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนแอสพาร์ติกสองตัวซึ่งจะเร่ง
ปฏิกิริยาได้ดีภายใต้สภาวะที่เป็นกรด ตัวยับยั้งที่มีประสิทธิภาพของแอสพาร์ติกโปรตีเนสคือ เปปสแตติน 
ซ่ึงเป็นยาปฏิชีวนะ และตัวยับยั้งพ่ีพบในธรรมชาติเช่น โปรตีน IA3 เป็นเพปไทด์สายสั้น ๆ ที่แยกออกมาได้
จากยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ท าหน้าที่ยับยั้งโปรตีเนส เอ ภายในยีสต์ S. cerevisiae ซึ่งจัดอยู่
ในกลุ่มของแอสพาร์ติกโปรตีเนสได้อย่างเฉพาะเจาะจง โดยสามารถแสดงประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งเมื่อ
ใช้ในปริมาณเพียงเล็กน้อยระดับ subnanomolar (Ki < 10-10 M) อย่างไรก็ตาม IA3 สามารถยับยั้ง
สับสเตรทได้เพียงชนิดเดียวเท่านั้นเมื่อท าการทดสอบน า IA3 ไปทดสอบการยับยั้งเอนไซม์แอสพาร์ติกโปร
ตีเนสตัวอ่ืน IA3 จะไม่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ตัวอ่ืนได้เลย อีกทั้งยังถูกย่อยสลายไปด้วย 
(Winterburn et al., 2007) ดังนั้นในการศึกษานี้ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาโครงสร้าง และกลไกการ
ท างานของโปรตีน IA3 รวมทั้งท าการศึกษาค้นหาโปรตีนตัวอ่ืนที่มีโครงสร้างปฐมภูมิคล้ายกับโปรตีน IA3 ที่
สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์แอสพาร์ติกโปรตีเนสได้ โดยองค์ความรู้ที่ได้จากการศึกษานี้น่าจะเป็น
ประโยชน์ในการรักษาและป้องกันโรคต่าง ๆ ที่เกิดจากกลไกการท างานของเอนไซม์ในกลุ่มของแอสพาร์ติกโปรตีเนส
ได้ในอนาคต 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 เพ่ือท าการศึกษาโครงสร้างของโปรตีน IA3 จาก S. cerevisiae ที่มีความสามารถยับยั้งโปรตีเนส 
เอ ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปรตีเนสภายในเซลล์ของ S. cerevisiae และใช้วิธีทางชีวสารสนเทศ 
(bioinformatic) ในการค้นหาโปรตีนตัวอ่ืนที่มีโครงสร้างปฐมภูมิคล้ายกับ IA3 ที่สามารถยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์แอสพาร์ติกโปรตีเนสได้ จากจีโนมของเชื้อรา ยีสต์ และสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน  โดยใช้ Basic local 
alignment search tools ในการตรวจสอบหา sequence homology จาก fungal sequence databases 
 

1.3 สมมุติฐานการทดลอง 
ค้นพบโปรตีนจากเชื้อรา ยีสต์ หรือสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนที่มีโครงสร้างปฐมภูมิคล้ายกับโครงสร้างของ 

IA3 จาก S. cerevisiae ที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์แอสพาร์ติกโปรตีเนสได้ 
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1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการทดลอง 
 ได้ข้อมูลของโปรตีนตัวอ่ืนจากเชื้อรา ยีสต์ หรือสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนที่นอกเหนือจากโปรตีน IA3 จาก S. 
cerevisiae ที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์แอสพาร์ติกโปรตีเนสได้ และใช้ข้อมูลที่ศึกษาสืบค้นได้
เป็นพ้ืนฐานในการน าไปหาวิธีดัดแปลงโครงสร้างของ IA3 เพ่ือประยุกต์ใช้ในการพัฒนารักษาและ ป้องกัน
โรคต่าง ๆ ที่เกิดจากกลไกการท างานของเอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปรตีเนส 

 

1.5 ขอบเขตของการทดลอง 

 ในงานวิจัยนี้ท าการศึกษาเกี่ยวกับโครงสร้างของ IA3 และโปรตีนตัวอ่ืนที่มีโครงสร้างปฐมภูมิคล้าย
กับ IA3 โดยการท า Basic local alignment search tools ข้อมูลโปรตีนจาก NCBI และ Ensembl 
Fungi ท าการวิเคราะห์หาความเหมือน และความต่างของข้อมูล sequence โปรตีนที่ได้มาโดยใช้ IA3 เป็น
ตัวเปรียบเทียบตั้งต้นด้วยโปรแกรม Clustal X และ โปรแกรม GeneDoc เพ่ือท าการวิเคราะห์หา 
%Identity และใช้ฐานข้อมูล PDB ในการค้นหาโครงสร้างของโปรตีน IA3 แบบสามมิติ และใช้โปรแกรม 
PyMOL ใ น ก า ร ศึ ก ษ า โ ค ร ง ส ร้ า ง ส า ม มิ ติ ข อ ง  IA3 แ บ บ ล ะ เ อี ย ด

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทท่ี 2  

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ทฤษฎี 

2.1.1 เอนไซม์โปรตีเอส (EC 3.4.x.x) 

 เอนไซม์โปรตีเอส มีชื่อสามัญหลายชื่อได้แก่ เพปติเดส (peptidase) โปรตีเอส (protease) โปร
ตีเนส (proteinase) เพปไทด์ไฮโดรเลส (peptidehydrolase) และเอนไซม์โปรติโอไลติค (proteolytic 
enzyme) (ปราณี อ่านเปรื่อง, 2558) เป็นเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยโปรตีนโดยย่อยตรงพันธะเพปไทด์ พบ
ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด มีทั้งชนิดที่ท าปฏิกิริยาย่อยแบบภายนอกเรียกว่า เอกโซเพปทิเดส (exopeptidase) คือ 
ย่อยพันธะเพปไทด์จากด้านปลายของกรดอะมิโนทางปลายเอ็น (N-terminal) หรือปลายซี (C-terminal) 
และชนิดที่ท าปฏิกิริยาย่อยพันธะเพปไทด์ที่อยู่ภายใน เรียกว่า เอนโดเพปทิเดส (endopeptidase) เอนไซม์
โปรตีเอสบางชนิดจะย่อยพันธะเพปไทด์แบบสุ่ม แต่บางชนิดจะย่อยพันธะเพปไทด์อย่างจ าเพาะกับชนิดของ
กรดอะมิโน เอนไซม์โปรตีเอสเป็นเอนไซม์กลุ่มใหญ่ที่มีสมบัติแตกต่างกัน และมีความจ าเพาะในการท า
ปฏิกิริยาต่างกัน จึงมีการแบ่งเอนไซม์โปรตีเอสตามความจ าเพาะในการท าปฏิกิริยา เป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ 
เซรีนโปรตีนเอส ซีสเตอีนโปรตีเอส เมทอลโลโปรตีเอสและ แอสพาร์ติกโปรตีเอส (อรัญ หันพงศ์กิตติกูล, 
2560) 

 

2.1.2 เซรีนโปรตีเอส (serine protease, alkali protease) (ปราณี อ่านเปรื่อง, 2558; อรัญ หัน
พงศ์กิตติกูล) 

 เซรีนโปรตีนเอส มีเลขตามระบบคือ EC 3.4.21 เป็นเอนไซม์เอนโดเพปทิเดสที่ย่อยพันธะเพปไทด์
ภายในสายพอลิเพปไทด์ โดยต าแหน่งที่จับกับสับสเตรทจะมีกรดอะมิโนเซรีนท าหน้าที่ให้อิเล็กตรอน 
(nucleophilic amino acid) เอนไซม์ เซรีน โปรตี เอสสามารถถูกยับยั้ งได้ โดย DPF (diisopropyl-
phospho-fluoridate) ซึ่งจะท าปฏิกิริยากับหมู่ไฮดรอกซิล (OH-) ของอนุมูลเซริล (seryl residue) ใน
บริเวณเร่งของเอนไซม์ โดยที่บริเวณเร่งจะมีหมู่อิมิดาโซลอยู่ เอนไซม์เซรีนโปรตีเอสเป็นพวก alkali 
protease มี optimum pH activity ที่ pH > 7 (pH 7-11) ตัวอย่างเอนไซม์ในกลุ่มนี้เช่น 

 2.1.2.1 ไคโมทริพซิน (chymotrypsin, EC 3.4.21.1, EC3.4.21.2) 

  เป็นเอนไซม์ที่ผลิตโดยตับอ่อนซึ่งอยู่ในรูปของโปรตีนที่ยังไม่แสดงปฏิกิริยา คือ โปรไคโมทริพซิน 
(prochymotrypsin) แต่เมื่อถูกย่อยด้วยทริพซิน ได้เป็นไคโมทริพซิน ซึ่งมีสายพอลิเพปไทด์ต่อกันด้วย
พันธะไดซัลไฟด์ จึงท าให้ไคโมทริพซินสามรถท างานได้ ตรงต าแหน่งที่เอนไซม์จับกับสับสเตรทเป็น triad ที่
ประกอบด้วย ฮิสทีดีนที่ต าแหน่ง 57 (His57) เซรีนที่ต าแหน่ง 195 (Ser195) และแอสพาร์ติกแอซิดที่
ต าแหน่ง 102 (Asp102 ) มีความจ าเพาะกับเพปไทด์ที่มีกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน้ าคือ ไทโรซีน ฟีนิลอะลานีน 
และลิวซิน  

 2.1.2.2 ทริพซิน (trypsin, EC 3.4.21.4)  



 
 

 เป็นเอนไซม์ท่ีผลิตโดยตับอ่อน แต่ท างานในล าไส้เล็กในสภาวะด่าง ที่ pH 8 ตรงต าแหน่งที่เอนไซม์
จับกับสับสเตรทเป็น triad ประกอบด้วย ฮิสทีดีนที่ต าแหน่ง 57 (His57) เซรีนที่ต าแหน่ง 195 (Ser195) 
แ ล ะ แ อ ส พ า ร์ ติ ก แ อ ซิ ด ที่ ต า แ ห น่ ง  102 (Asp102 ) 
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 2.1.2.3 อิลาสเทส (elastase, EC 3.4.21.36) 

 เป็นเอนไซม์ที่ย่อยโปรตีนอิลาสทิน (elastin) ซึ่งพบในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ตรงต าแหน่งที่เอนไซม์จับ
กับสับสเตรทขนาดเล็ก จึงสามารถย่อยเพปไทด์ที่มีกรดอะมิโนอะลานีน ไกลซีน และแวลีน 

 2.1.2.4 ซับทิลิซิน (subtilisin, EC 3.4.21.14) 

 เป็น เอนไซม์ โปรตี เอสที่ ย่อยโปรตีนพบในโพรแคริโอตโดยเฉพาะ Bacillus subtilis, B. 
amyloliquefaciens, B. licheniformis เอนไซม์นี้ มีต าแหน่ งที่ เอนไซม์จับกับสับสเตรทเป็น triad 
ประกอบด้วยแอสพาร์ติกแอซิดต าแหน่งที่  32 (Asp32) ฮิสทีดีนทีต าแหน่ง 64 (His64) และ เซรีนที่
ต าแหน่ง (Ser221) เป็นเอนไซม์ที่ใช้มากในการแปรรูปอาหาร เครื่องส าอาง และผงซักฟอก ท างานได้ดีใน
สภาวะที่เป็นด่างและทนอุณหภูมิสูง  

 

 ภาพที่ 2-1 โครงสร้างสามมิติของไคโมทริพซิน แสดงบริเวณ catalytic triad ประกอบด้วย His57 
(สีแดง) Ser195 (สีน้ าเงิน) และ Asp102 (สีชมพู) (ดัดแปลงจาก PDB: 1AB9 โดยใช้โปรแกรม PyMOL) 

 

2.1.3 ซีสเตอีนโปรตีเอส (cysteine protease, sulfhydryl protease, thiol protease) (ปราณี อ่านเปรื่อง, 
2558; อรัญ หันพงศ์กิตติกูล) 

 ซีสเตอีนโปรตีเอส มีเลขตามระบบคือ EC 3.4.22 เป็นเอนไซม์โปรตีเอสที่เร่งปฏิกิริยาโดยกรดอะ
มิโนซีสเตอีนท างานร่วมกับฮิสทิดีน บางทีเรียกว่า ไทออลโปรตีเอส (thiol protease) เป็นเอนโดเพปทิเดส 
มีระดับ pH ที่ เหมาะสมต่อการท างานอยู่ที่  pH 6-7.5 พบมากในผลไม้ นิยมใช้หมักเนื้อให้นุ่ม และ
นอกจากนี้ ยั งพบเอนไซม์กลุ่มนี้ ในสัตว์ เลี้ ยงลูกด้วยนม เช่น คาลเพน (calpain, EC 3.4.22.52, 
3.4.22.53) และคาสเพส 3 (caspase 3, EC 3.4.22.56) ที่เกี่ยวข้องกับโปรแกรมการตายของเซลล์ 
(apoptosis) 
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 2.1.3.1 พาเพน (papain, EC 3.4.22.2)  

 เป็นเอนไซม์โปรตีเอสที่มีในใบ ผล และยางมะละกอ ตรงต าแหน่งที่เอนไซม์จับกับสับสเตรทมี 
Cys22 และ His159 เป็นองค์ประกอบ ท างานได้ดีในช่วง pH 5-9 ทนอุณหภูมิสูงต้องใช้อุณหภูมิ 90-100 
ºC จึงจะท าลายได้  

 2.1.3.2 โบรมีเลน (bromelain, EC 3.4.22.4)  

 เป็นเอนไซม์โปรตีเอสที่ได้จากล าต้นและใบสัปปะรด ท างานได้ดีในช่วง pH 5-8 อุณหภูมิ 35-45 ºC 
ถูกท าลายเมื่อให้ความร้อนสูงกว่า 65 ºC  

 2.1.3.3 ฟิซิน (ficin, EC 3.4.22.3)  

 เป็นเอนไซม์โปรตีเอสที่มีในผล และยางมะเดื่อ ท างานได้ดีในช่วง pH 5.0-7.5 อุณหภูมิ 50-55 ºC  

 

 

 ภาพที่ 2-2 โครงสร้างสามมิติของพาเพน แสดงบริเวณ catalytic triad ประกอบด้วย Cys22 (สี
เหลือง) และHis159 (สีแดง) (ดัดแปลงจาก PDB: 9PAP โดยใช้โปรแกรม PyMOL) 

 

2.1.4 เมทอลโลโปรตีเอส (metallo protease) (ปราณี อ่านเปรื่อง, 2558; อรัญ หันพงศ์กิตติกูล) 

 มีเลขตามระบบคือ EC 3.4.24 เป็นเอนไซม์โปรตีเอสที่มีไอออนและโลหะร่วมในการท าปฏิกิริยา
โดยอยู่ในลักษณะของโคแฟกเตอร์ส่วนใหญ่เป็นสังกะสี แต่เอนไซม์บางชนิดจะมีโคบอลต์ร่วมอยู่ เอนไซม์
กลุ่มนี้จะท างานได้ดีในสภาวะเป็นกลาง (pH 6.5-7.5) มีทั้งชนิดเอนโดเพปทิเดสและเอกโซเพปทิเดส 
สามารถถูกยับยั้งด้วยสารจับไอออนของโลหะ เช่น 1,10-phenanthroline, EDTA เนื่องจากมีไอออนของ
โลหะร่วมปฏิกิริยา ตัวอย่างเอนไซม์ในกลุ่มนี้คือ 
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 2.1.4.1 เทอร์โมไลซิน (thermolysin, EC 3.4.24.27)  

 เป็นเมทอลโลโปรตีเอสที่ทนอุณหภูมิสูงท างานได้ดีในสภาวะที่เป็นกลาง ผลิตจาก Bacillus 
stesrothermoproteolyticus ต้องการสังกะสีในการท าปฏิกิริยาดังแสดงในภาพที่ 2-3 และมีแคลเซียมใน
โครงสร้าง เอนไซม์นี้จะย่อยพันธะเพปไทด์ของกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน้ า  

  

 ภาพที่ 2-3 โครงสร้างสามมิติของเอนไซม์เทอร์โมไลซินในกลุ่มของเมทอลโลโปรตีเอส แสดง
บริเวณเร่งบฏิกิริยาด้วยสีแดง (Glu375 and His463) และบริเวณที่โลหะ (Zn++) จับกับกรดอะมิโน 
(His378) บนเอนไซม์ด้วยสีน้ าเงิน (ดัดแปลงจาก PDB: 1FJU โดยใช้โปรแกรม PyMOL) 

 

2.1.5 แอสพาร์ติกโปรตีเอส (aspartic protease, acid protease, carboxyl protease)  

 มีเลขตามระบบคือ EC 3.4.23 เป็นเอนไซม์โปรตีเอสที่มีช่วง pH ของการไฮโดรไลซ์โปรตีนอยู่
ในช่วง pH ของกรด (pH < 7) เอนไซม์กลุ่มนี้มีช่วง pH ที่เหมาะสมระหว่าง 2-4 เป็นเอนโดเพปทิเดส ที่
บริเวณเร่งจะมีกรดอะมิโนแอสพาร์ติกอยู่สองต าแหน่ง โดยทั่วไปโครงสร้างของแอสพาร์ติกโปรตีเนสจะ
ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 330 ตัว และมีล าดับกรดอะมิโน ที่เป็น Asp-Thr/Ser-Gly (DT/SG)  จะมี
ระยะห่างระหว่างกรดอะมิโนแอสพาร์ติกสองต าแหน่งอยู่ห่างกันประมาณ 170-190 กรดอะมิโน เป็น
องค์ประกอบที่ส าคัญในบริเวณเร่งและท าหน้าที่ส าคัญในการเร่งปฏิกิริยา (Davies, 1990) เอนไซม์ในกลุ่ม
นี้ที่แยกได้จากเชื้อราจะน าไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมการหมัก และอุตสาหกรรมอาหาร โดยทั่วไปแล้ว
เอนไซม์ในกลุ่มนี้จะถูกยับยั้งการท างานได้ด้วยเปปสแตติน (isovalent-pepstatin) ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะ โดย
เอนไซม์แอสพาร์ติกโปรตีเอสสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่คือ aspartyl protease และ retroviral 
aspartyl protease (Szecsi, 1992)  
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ตัวอย่างเอนไซม์ aspartyl protease เช่น 

 2.1.5.1 เพปซิน (pepsin, EC 3.4.23.1)  

 เป็นโปรตีเอสที่พบในน้ าย่อย (gastric acid) ของสัตว์มีกระดูกสันหลัง มีความจ าเพาะกับการย่อย
พันธะเพปไทด์ที่มีหมู่กรดอะมิโนที่ไม่ชอบน้ า โดยเฉพาะหมู่อโรมาติก มีความเสถียรที่ pH 2.5 ถ้า pH ต่างจาก
นี้ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์จะลดลงเนื่องจากการเกิดการเสียสภาพธรรมชาติ (ปราณี อ่านเปรื่อง, 
2558) 

 

  

 ภาพที่ 2-4 โครสร้างสามมิติของเพปซิน (สีเขียว) จับอยู่กับเปปสแตติน (สีเหลือง)  แสดงบริเวณ 
catalytic triad ประกอบด้วย Asp สองต าแหน่ง (สีแดง) (ดัดแปลงจาก PDB: 1PSO โดยใช้โปรแกรม 
PyMOL)  

 2.1.5.2 เรนนิน (rennin หรือ chymosin, EC 3.4.23.4)  

 เป็นเอนไซม์ที่มีต้นก าเนิดมาจากกระเพาะส่วนที่ 4 ของลูกวัวระยะไม่หย่านม (suckling calf) โดย
จะปล่อยออกมาในรูปของไซโมเจน เรียกว่า prorenin คุณสมบัติทั่วไปของเรนนิน เอนไซม์จะมีความเสถียร
ที่ pH 5  หาก pH มากขึ้นจะท าให้เอนไซม์เสียสภาพธรรมชาติ และถ้าหาก pH น้อยกว่า pH 3.5 จะเกิด
ส่งผลให้เกิด autolysis  
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 ภาพที่ 2-5 โครสร้างสามมิติของเรนนิน (สีเขียว) แสดงบริเวณ catalytic triad ประกอบด้วย 
Asp158, Tyr201, Asp338 (สีชมพู) (ดัดแปลงจาก PDB: 2BKT โดยใช้โปรแกรม PyMOL) 

  

 2.1.5.3 คาเทปซินดี (cathepsin D, EC 3.4.23.5)  

 เป็นเอนไซม์โปรตีเอสที่พบในเอนโดโซม (endosome) อยู่ในเซลล์ตับ ท างานได้ดีที่ค่า pH 3.5 
และอุณหภูมิ 37 ºC (ปราณี อ่านเปรื่อง, 2558; อรัญ หันพงศ์กิตติกูล) 

 

ตัวอย่างเอนไซม์นกลุ่ม retroviral aspartyl protease เช่น 

 2.1.5.4 HIV-1 protease (EC 3.4.23.16)  

 เป็นเอนไซม์โปรตีเอสที่ส าคัญในการก่อเชื้อและการเจริญเติบโตของเชื้อ HIV ซึ่งเป็นสาเหตุของโรค
เอดส์ (Brik and Wong, 2003) 

 เอนไซม์แอสพาร์ติกโปรตีเนสจะถูกสังเคราะห์ออกมาในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตในรูปของโปรเอนไซม์ 
(proenzyme) หรือไซโมเจน (zymogen) ซึ่งจะมีบริเวณที่เรียกว่า pro-part อยู่ทางด้าน N-terminal ท า
หน้าที่ในการท าให้เอนไซม์อยู่ในรูปที่ inactive คือ ไม่สามารถยับยั้งปฏิกิริยาได้  (Tang and Wong, 
1987) โดยในส่วน pro-part จะมีองค์ประกอบของกรดอะมิโนตั้งแต่ 2-150 ตัวขึ้นไป (Khan et al., 
1999) การท าให้ไซโมเจนเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของเอนไซม์ที่เป็น active form สามารถเกิดได้ทั้งแบบ self-
activation, auto-activation หรือต้องอาศัยโปรตีเอสชนิดอ่ืนเข้ามาร่วมด้วย (Sielecki et al., 1991) 
เช่น ส่วนของ pro-part ของ โปรตีเนส เอ จากยีสต์ S. cerevisiae จะช่วยท าให้โปรตีนม้วนพับเป็น
โครงสร้างสามมิติที่เหมาะสมเพ่ือให้เอนไซม์อยูในรูปที่ active และท าหน้าที่ทางชีวภาพได้ (Khan and 
James, 1998) 
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2.1.6 ตัวยับย้ังการท างานของเอนไซม์แอสพาร์ติกโปรตีเนส 

 การยับยั้งการท างานของแอสพาร์ติกโปรตีเนส จะเกิดขึ้นได้โดยการออกฤทธิ์ของสารยับยั้งโมเลกุล
ขนาดเล็ก (small molecule inhibitors) และเพปไทด์สายสั้น ๆ ที่พบในธรรมชาติ หรือพบในเซลล์
สิ่งมีชีวิตโดยสิ่งมีชีวิตสามารถสังเคราะห์ขึ้นได้เอง (naturally occurring peptides) การยับยั้งโดยสาร
โมเลกุลเล็ก ๆ จะเกิดจากสารเปปสแตติน ซึ่งเป็นสารที่สามารถออกฤทธิ์เป็นยาปฏิชีวนะ สามารถสกัดได้
จากเชื้อ Actinomyces ซึ่งจะยับยั้งเอนไซม์ในกลุ่มนี้แทบทุกชนิดได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงถึงระดับความ
เข้มข้นในหน่วยที่เป็น picomolar (Dunn and Kay, 1985; Kay, 1985) ตัวยับยั้งแอสพาร์ติกโปรตีเนส
ที่เป็นเพปไทด์สายสั้น ๆ ที่พบในธรรมชาติ หรือพบในเซลล์สิ่งมีชีวิตโดยสิ่งมีชีวิตสามารถสังเคราะห์ได้เอง
นั้นพบได้น้อยมาก เช่น N acetyl-D glucosamine-2 epimerase หรือ renin-binding protein ซึ่งเป็น
เอนไซม์ที่สกัดได้จากไตของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมที่สามารถยับยั้งเอนไซม์เรนนินได้ , เอนไซม์ equistatin ซึ่ง
สกัดได้จาดอกไม้ทะเล หรือ sea anemone, Actinia equina สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
cathepsin D, pepsin-inhibiting protein ห รื อ  PI-3 ที่ ส กั ด ได้ จ าก  nematode parasite, Ascaris 
lumbricoides สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์เพปซิน(Kageyama, 1998; Ng et al., 2000) และ
โปรตีน IA3 ที่สกัดได้จากยีสต์ S. cerevisiae สามารถยับยั้งการท างานของ saccharopepsin ได้ (Phylip 
et al., 2001; Takahashi et al., 2005) 

 

2.1.7 โปรตีเนส เอ 

 โปรตีเนส เอ จาก S. cerevisiae หรืออีกชื่อหนึ่งคือ saccharopepsin มีเลขตามระบบคือ EC 
3.4.23.25 จัดอยู่ในกลุ่มของแอสพาร์ติกโปรตีเนสที่มีกรดอะมิโน 328 ตัวเป็นองค์ประกอบ ท าหน้าที่
ส าคัญในกระบวนการกระตุ้น vacuolar hydrolase enzymes หลาย ๆ ชนิดที่ท าหน้าที่ส าคัญในระหว่าง
การเกิด nutritional stress, sporulation และ vegetative growth conditions ให้ เกิดเป็น active 
form และท าหน้าที่ทางชีวภาพได้ (Parr et al., 2007) นอกจากนี้โปรตีเนส เอ ยังมีบทบาทส าคัญภาย
หลังจากที่มี oxidative damage ในระหว่างการเกิด cell ageing process อีกด้วย (Marques et al., 
2006) จะเห็นได้ว่าเอนไซม์ในกลุ่มนี้จะมีความส าคัญต่อกระบวนการเจริญเติบโต กระบวนการทาง
สรีรวิทยา และกระบวนการทางชีวภาพในสิ่งมีชีวิตหลาย ๆ ชนิด อีกทั้งยังมีบทบาทส าคัญในการเกิด 
pathogenesis ของเชื้อก่อโรคต่าง ๆ อีกมากมาย รวมไปถึงโปรตีนที่เกี่ยวข้องใน infectivity ของพวก 
pathogenic fungi, microbial parasites และ viruses หลายชนิดที่จะถูกกระตุ้นให้อยู่ใน active form 
ด้วยแอสพาร์ติกโปรตีเนส จึงท าให้เกิดความสนใจที่จะศึกษาถึงบทบาทหน้าที่การท างาน และการยับยั้ง
เอนไซม์ในกลุ่มนี้กันอย่างแพร่หลายมากข้ึน (Cooper, 2002)  
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 ภาพที่ 2-6 โครงสร้างสามมิติของโปรตีเนส เอ (ดัดแปลงจาก PDB: 2JXR โดยใช้โปรแกรม 
PyMOL) 

 

2.1.8 โปรตีน IA3   

           โปรตีน IA3 จัดเป็นตัวยับยั้งเพปไทด์สายสั้นๆที่พบในธรรมชาติ โดยจะมีการสังเคราะห์ขึ้นภายใน
เซลล์ยีสต์ S. cerevisiae ท าหน้าที่ยับยั้งแอสพาร์ติกโปรตีเนสได้เพียงชนิดเดียวคือ โปรตีเนส เอ ซึ่งถูก
สังเคราะห์ขึ้นภายในเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae เท่านั้น ไม่สามารถท าหน้าที่ยับยั้งเอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติก 
โปรตีเนสตัวอ่ืน ๆ ได้ โปรตีน IA3 ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 68 ตัว มีขนาด 8 กิโลดาลตัน จัดเป็น 
cytosolic-heat-stable protein ที่มีการสกัดจากเซลล์ยีสต์และน ามาศึกษาเป็นครั้งแรกในปี ค.ศ.1974 
(Saheki, Matsuda and Holzer, 1974) ต่อมาได้มีการศึกษาโครงสร้างปฐมภูมิของโปรตีน  IA3 และหา
ล าดับกรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบทั้งหมด (Schu and Wolf, 1991) จากการศึกษาบริเวณของกรดอะมิ
โนที่มีหน้าที่ออกฤทธิ์ยับยั้งทางชีวภาพพบว่าเป็นบริเวณของกรดอะมิโนตัวที่ 2-34 ดังภาพที่ 2-7 โดยมี
ต าแหน่งของกรดอะมิโนส าคัญในการท าหน้าที่ยับยั้งทางชีวภาพประกอบด้วย กรดอะมิโนทางปลาย N-
terminal ได้แก่ V8-X-X-I11-F12 กรดอะมิโนทางปลาย C-terminal ได้แก่ V26-X-X-A29-F30 โดย X 
สามารถแทนที่ด้วยกรดอะมิโนตัวใดก็ได้ และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่ส าคัญเฉพาะของโปรตีน IA3 ได้แก่ 
ไลซีนที่ต าแหน่งที่ 18 (K18) และแอสพาร์ติกแอดซิดที่ต าแหน่งที่ 22 (D22) ซึ่งต าแหน่งของกรดอะมิโนนี้
เป็นต าแหน่งส าคัญท่ีเกิดข้ึนตามรูปแบบ i,i+4 (Winterburn et al., 2007) 
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ATG AAT ACA GAC CAA CAA AAA GTG AGC GAA ATA TTT CAG     

 M   N   T   D   Q   Q   K   V   S   E   I   F   Q     

AGC TCA AAG GAA AAA TTG CAG GGC GAT GCA AAG GTA GTG    

 S   S   K   E   K   L   Q   G   D   A   K   V   V 

AGT GAC GCT TTT AAG AAA ATG GCT AGT CAA GAC AAG GAC 

 S   D   A   F    K   K   M   A   S   Q   D   K   D  

GGC AAG ACT ACC GAT GCT GAT GAA AGT GAA AAA CAC AAC 

 G    K   T   T   D   A   D   E   S   E   K   H   N 

TAT CAA GAG CAA TAC AAC AAG CTC AAA GGG GCG GGG CAT 

 Y   Q   E   Q   Y   N   K   L    K   G   A   G   H  

AAG AAG GAG 

 K   K   E  

 ภาพที่ 2-7 ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 จาก S. cerevisiae ประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 
68 ตัว โดยมีต าแหน่งกรดอะมิโนส าคัญที่ท าหน้าที่ทางชีวภาพคือ กรดอะมิโนตัวที่ 2-34 (สีเหลือง) (ที่มา: 
Li et al., 2000, Phylip et al., 2001) 

 

 

 ภาพที่ 2-8 โครงสร้างสามมิติของโปรตีน IA3 จาก S. cerevisiae (ดัดแปลงจาก PDB: 1DPJ โดย
ใช้โปรแกรม PyMOL) 
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2.1.9 ชีวสารสนเทศ (Bioinformatic) 

 ชีวสารสนเทศศาสตร์ (bioinformatics) เป็นศาสตร์ที่ว่าด้วยการจัดเก็บ และการใช้ข้อมูลทาง
ชีววิทยาอย่างเป็นระบบ รวมทั้งการพัฒนาโปรแกรมประยุกต์แบบต่าง ๆ ส าหรับเปรียบเทียบ วิเคราะห์ 
ค านวณ และประเมินผลข้อมูลที่ได้จากการสืบค้นจากคอมพิวเตอร์ระดับองค์กรหรือระหว่างองค์กร ทั้งใน
และต่างประเทศ ผ่านเครือข่ายสารสนเทศต่าง ๆ ชีวสารสนเทศได้ถูกใช้ในการหาค าตอบหรือตอบค าถาม
ทางด้านวิทยาศาสตร์ชีวภาพในหลายรูปแบบ ซึ่งเดิมท าได้ยากหรือไม่อาจท าได้เลย นอกจากนี้ยังเป็น
เครื่องมือที่ปรับเปลี่ยนรูปแบบหลัก (Paradigm shift) ของการค้นคว้าวิจัย จากแบบดั้งเดิม ซึ่งใช้เวลาส่วน
ใหญ่ในห้องปฏิบัติการอย่างเดียว มาเป็นการผสมผสานกับการสืบค้น วิเคราะห์ หรือแม้กระทั่งท าการ
ทดลองบนเครื่องคอมพิวเตอร์ โดยการจ าลอง (simulation) โดยใช้ข้อมูล (digital data) เป็นวัตถุดิบ 
จากนั้นจึงกลับมาวิจัยในห้องปฏิบัติการ (wet lab) เพ่ือยืนยันผลลัพธ์ที่ได้จากการประเมินหรือวิเคราะห์ผล
จากข้อมูลอันเป็นการประหยัดเวลาและงบประมาณการวิจัย  การศึกษาชีวสารสนเทศศาสตร์จะศึกษา
เกี่ยวข้องกับข้อมูลทางพันธุศาสตร์และอณูชีววิทยา เช่น ข้อมูลรหัสพันธุกรรม , ข้อมูลล าดับรหัสโปรตีน, 
ปริมาณชีวโมเลกุล (ระดับการแสดงออกของยีนต่าง ๆ) แต่ละชนิด (mRNA และโปรตีน), และข้อมูลหมาย
เหตุ (annotation data) โดยน าข้อมูลเหล่านี้ ไปใช้ ในการท าการจัดเรียงล าดับรหัสโปรตีน , การจัด
โครงสร้างโปรตีน, การท านายโครงสร้างโปรตีน, การค้นหายีน หรือ การสร้างหุ่นจ าลองของวิวัฒนาการ 
เนื่องจากข้อมูลที่ใช้นั้นมีจ านวนมาก ท าให้ใช้พ้ืนที่จัดเก็บมากตาม และบ่อยครั้งที่ข้อมูลมีความซับซ้อน ท า
ให้ต้องใช้การประมวลผลมากขึ้นเช่นกัน การศึกษาด้านชีวสารสนเทศศาสตร์ จึงค้นหาเทคนิควิธีที่จะท าให้
การจัดเก็บ สืบค้น และประมวลผลเป็นไปได้โดยสะดวก และมีประสิทธิภาพ (วสันต์ จันทราทิตย์ และวีระ
พงศ์ ลุลิตานนท์, 2544) 

 

2.1.10 การเปรียบเทียบหา sequence ที่คล้ายคลึงกันด้วยโปรแกรม BLAST 

 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) เป็ น กลุ่ ม ของโป รแกรมคอม พิ ว เตอร์ ที่
เปรียบเทียบหาความคล้ายกันของดีเอ็นเอหรือโปรตีน ประกอบด้วย 5 โปรแกรม ดังแสดงในภาพที่ 2-9 
คือ  

 2.1.10.1 blastn เป็นโปรแกรมส าหรับเปรียบเทียบล าดับเบสบนสายดีเอ็นเอกับล าดับเบสบน
สายดีเอ็นเอท่ีอยู่ในฐานข้อมูล 

 2.1.10.2 blastp เป็นโปรแกรมส าหรับเปรียบเทียบกรดอะมิโนของพอลิเพปไทด์กับล าดับกรดอะ
มิโนของพอลิเพปไทด์ที่อยู่ในฐานข้อมูล 

 2.1.10.3 blastx เป็นโปรแกรมส าหรับเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนทั้ง 6 reading frame ที่ได้
จากการแปลรหัสล าดับเบสของสายดีเอ็นเอที่สนใจ (จากล าดับเบสของดีเอ็นเอทั้ง 2 สาย) โดยเปรียบเทียบ
กับล าดับกรดอะมิโนของพอลิเพปไทด์ที่อยู่ในฐานข้อมูล 

 2.1.10.4 tblastn เป็นโปรแกรมส าหรับเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของพอลิเพปไทด์กับล าดับ
กรดอะมิโนทั้ง 6 reading frame ที่ได้จากการแปลรหัสล าดับเบสบนสายดีเอ็นเอที่อยู่ในฐานข้อมูล 
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 2.1.10.5 tblastx เป็นโปรแกรมส าหรับเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนทั้ง 6 reading frame ที่
ได้จากการแปลรหัสล าดับเบสของสายดีเอ็นเอที่สนใจ  (จากล าดับเบสของดีเอ็นเอทั้ง 2 สาย) โดย
เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนทั้ง 6 reading frame ที่ได้จากการแปลรหัสล าดับเบสของสายดีเอ็นเอที่
อยู่ในฐานข้อมูล (วสันต์ จันทราทิตย์ และวีระพงศ์ ลุลิตานนท์, 2544) 

 

  

 ภาพที่ 2-9 โปรแกรม BLAST บนฐานข้อมูล NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

 นอกจากโปรแกรม BLAST จากฐานข้อมูล NCBI แล้วยังมีโปรแกรม BLAST จากฐานข้อมูลอ่ืน ๆ 
เช่น โปรแกรม BLAST บนฐานข้อมูลของ Fungi เป็นต้น 

 

 

 ภาพที่ 2-10 โปรแกรม BLAST บนฐานข้อมูล Fungi (https://fungi.ensembl.org/Multi/Tools/Blast) 
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2.1.11 การท า Multiple Sequence Alignment  

 Multiple sequence alignment คือการท า align กรดอะมิโนบนสายพอลิเพปไทด์แต่ละคู่เพ่ือ
เปรียบเทียบหาพอลิเพปไทด์ที่มีกรดอะมิโนคล้ายคลีงกันมากที่สุดมาท าการ alignment กันก่อน จากนั้นน า
สายพอลิเพปไทด์ที่คล้ายคลึงกันมากในล าดับถัดมา align เรียงต่อไปตามล าดับ  

 โปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ส าหรับท า multiple sequence alignment  

 2.1.11.1 โปรแกรม ClustalX เป็นโปรแกรมที่ใช้ส าหรับท า multiple sequence alignment 
ที่คิดค้นและพัฒนาโดยนักวิจัยจาก European Moleclar Biology Laboratory ประเทศเยอรมันนี โดยมี
โปรแกรมในกลุ่ม Clustal ทั้งหมด 3 โปรแกรม คือ โปรแกรม ClustalX จะท างานบนระบบปฏิบัติการ 
windows โปรแกรม ClustalV และโปรแกรม ClustalW ที่ใช้งานได้ผ่านทางอินเตอร์เน็ต (วสันต์ จันทรา
ทิตย์ และวีระพงศ์ ลุลิตานนท์, 2544) 

 

 ภาพที่ 2-11 โปรแกรม ClustalX 2.1 

 2.1.11.2 โปรแกรม GeneDoc เป็นโปรแกรมส าหรับวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนบนสายพอลิเพปไทด์
เป็นการวิเคราะห์เพ่ิมเติมต่อจากการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม ClustalX โดยโปรแกรม GeneDoc จะใช้
ส าหรับเปิดไฟล์ประเภท.msf ในการท า Multiple alignment sequence ด้วยโปรแกรม GeneDoc สามารถ
เลือกวิเคราะห์ข้อมูลของล าดับกรดอะมิโนได้หลากหลายรูปแบบตามความต้องการ เช่นท าการวิเคราะห์ความ
คล้ายคลึงกัน (homology sequence) ของล าดับกรดอะมิโนบนโปรตีนที่ค้นพบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน 
wild-type โดยกดเลือก C บนแถบ Tool bar หรือการเลือกวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่
ค้นพบกับโปรตีน wild-type ตามการจัดหมวดหมู่ของกรดอะมิโน โดยกดเลือก P บนแถบ Tool bar หรือการ
เลือกวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่ค้นพบกับโปรตีน wild-type ตาม Physicochemical 
ของกรดอะมิโนบนโปรตีน โดยกดเลือก H บนแถบ Tool bar เป็นต้น (Nicholas and Nicholas, 1997) 
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 ภาพที่ 2-11 โปรแกรม GeneDoc 

 

2.1.12 การศึกษาโครงร่างตติยภูมิของโปรตีน 

 ในปัจจุบันมีฐานข้อมูลจีโนมของสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิดที่มีการจัดเรียงข้อมูลของล าดับกรดอะมิโน
ของจีโนมครบสมบูรณ์แล้ว เมื่อมีการพัฒนาจากอดีตจนถึงปัจจุบันเกี่ยวกับเทคนิคต่าง ๆ ทั้งด้านชีวฟิสิกส์ 
เทคนิคทางด้านเอนไซม์ และเครื่องมือวิทยาศาสตร์ต่าง ๆ ท าให้สามารถท านายโครงสร้างตติยภูมิของ
โปรตีน เพ่ือใช้ในการศึกษาหน้าที่ของโปรตีนในสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ  ได้ง่ายขึ้น โดยมีการท านายและรวบรวม
โครงร่างตติยภูมิของโปรตีนไว้เข้าด้วยกันในฐานข้อมูลโปรตีนที่เรียกว่า PDB (protein data bank) (วสันต์ 
จันทราทิตย์ และวีระพงศ์ ลุลิตานนท์, 2544) ข้อมูลโครงร่างตติยภูมิของโปรตีนจะมีลักษณะเป็นตัวอักษร 
ต้องใช้ซอฟต์แวร์ที่เหมาะสมปรับเปลี่ยนตัวอักษรให้เป็นรูปภาพสามมิติ โดยใช้โปรแกรม  PyMOL อ่าน
ข้อมูลโครงร่างตติยภูมิของโปรตีนเป็นรูปสามมิติ (DeLano, 2002) 

 
 ภาพที่ 2-12 โปรแกรม PyMOL 
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2.2 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 จากการศึกษากรดอะมิโนที่มีความส าคัญต่อการยับยั้งเอนไซม์โปรตีเนส เอ หรือโปรตีน IA3 นั้น
พบว่า กรดอะมิโนทางปลายด้าน N-terminal (กรดอะมิโนตัวที่ 2-34) จะมีบทบาทส าคัญในการท าหน้าที่
เป็นตัวยับยั้งทางชีวภาพของโปรตีน IA3 ส่วนบริเวณอ่ืน ๆ ที่เหลือไม่เกี่ยวข้องกับการท าหน้าที่เป็นตัวยับยั้ง 
(Li et al., 2000)  

 จากนั้นมีการใช้ recombinant DNA technology เข้ามาใช้ในการศึกษาการท างานของโปรตีน 
IA3 โดยท าการโคลนยีนเก็บรหัสส าหรับโปรตีน IA3 และน าไปสร้างโปรตีนในแบคทีเรีย จากนั้นท าบริสุทธิ์
โปรตีนแล้วน ามาทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพกับเอนไซม์โปรตีเนส เอ และหาจลนศาสตร์ของเอนไซม์
โดยใช้เพปไทด์สังเคราะห์สายสั้น ๆ RS6 (Lys-Pro-Ile-Glu-Phe*p-nitroPhe-Arg-Leu) เป็นสับสเตรท 
จากการศึกษาพบว่า recombinant IA3 สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้อย่างมีประสิทธิภาพถึง
ระดับความเข้มข้นในหน่วย sub-nanomolar และเมื่อใช้เพปไทด์สังเคราะห์ที่ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน
ล าดับที่ 2-34 ของโปรตีน IA3 มาศึกษาพบว่าสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรตีเนส เอ ได้ใน
ระดับเดียวกันกับ wild type IA3 และเมื่อน าโปรตีน IA3 ไปทดสอบกับแอสพาร์ติก โปรตีเนสชนิดอ่ืน ๆ 
พบว่าไม่สามารถท าหน้าที่ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ และยังถูกย่อยสลายไปเหมือนสับสเตรทด้วย จึง
สรุปได้ว่าตัวยับยั้งชนิดนี้มีความเฉพาะเจาะจงกับสับสเตรทเพียงชนิดเดียวเท่านั้น และเมื่อท าการตัดเอา
กรดอะมิโนล าดับที่ 2-15 ในโครงสร้างออกไปพบว่า โปรตีนจะสูญเสียความสามารถในการเป็นตัวยับยั้งไป
แทบจะทั้งหมด และเมื่อท าการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในล าดับที่ 35-68 พบว่าไม่ส่งผลกระทบใด ๆ ต่อ
หน้าที่การออกฤทธิ์ยับยั้งทางชีวภาพของโปรตีน (Li et al., 2000; Phylip et al., 2001) 

 ในสภาวะปกติที่ไม่มีเอนไซม์ โปรตีน IA3 จะมีการจัดเรียงตัวอย่างไม่เป็นระเบียบในไซโตพลาสซึม 
แต่เมื่อมีเอนไซม์อยู่ทีป่ลายด้าน N-terminal (กรดอะมิโนตัวที่ 2-34) ของตัวยับยั้งจะเกิดการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างเป็นโครงสร้างทุติยภูมิแบบ α-helix ตรงบริเวณเร่งของเอนไซม์ ท าให้สับสเตรทของเอนไซม์ไม่
สามารถเข้าจับได้ ส่วนปลายด้าน C-terminal (กรดอะมิโนตัวที่ 35-68) นั้นไม่ได้เกิดการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างเป็น α-helix แต่จะกระจัดกระจายอยู่อย่างไม่เป็นระเบียบต่อไป ในการท าหน้าที่ยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์นั้นพบว่า กรดอะมิโนล าดับที่ 18 (lysine) และ 22 (aspartic acid) มีบทบาทส าคญัใน
การ interact กับเอนไซม์  (Winterburn et al., 2006) จากงานวิจัยที่ศึกษา in silico structural 
modelling (Padron-Garcia et al., 2009) ของตัวยับยั้งชนิดนี้โดยใช้ quantitative structure activity 
relationships (QSAR) (Ganesh et al., 2006; Green et al., 2004; Li et al., 2000) 

 ดังนั้นเราสามารถน าข้อมูลมาใช้ออกแบบโครงสร้างของโปรตีน  IA3, สืบค้นข้อมูลเพ่ือค้นหาโปรตีน
ตัวอ่ืน ๆ ที่มีโครงสร้างของโปรตีนคล้ายกับ IA3 จากฐานข้อมูลฟังไจ และสังเคราะห์เพปไทด์เพ่ือทดสอบ
หน้าที่ทางชีวภาพได้ โดยมีจุดมุ่งหมายเพื่อที่จะสร้างตัวยับยั้งที่สามารถออกฤทธิ์ได้กับแอสพาร์ติก โปรตีเนส
ตัวอ่ืน ๆ นอกเหนือไปจากโปรตีเนส เอ จากยีสต์ S. cerevisiae เพ่ือน าข้อมูลไปประยุกต์ใช้กับเอนไซม์ที่
เ กี่ ย ว ข้ อ ง กั บ ก า ร ก่ อ โ ร ค ใ น สิ่ ง มี ชี วิ ต ไ ด้
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บทท่ี 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

3.1 วัสดุ และอุปกรณ์ 

 1. เครื่องคอมพิวเตอร์ส่วนบุคคล (Personal Computer) พร้อมเชื่อมต่อเครือข่ายระบบ 
อินเตอร์เน็ต 

  Processer: Intel® Core™ i5-4200M CPU @ 2.50 GHz 2.50 GHz 

  Installed memory (RAM): 4.00 GB 

  System type: 64-bit Operating System, x64-based processor 

 2. ระบบปฏิบัติการ Microsoft Windows 10 

 3. โปรแกรม ClustalX 2.1 

4. โปรแกรม GeneDoc 

5. โปรแกรม Notepad 

6. โปรแกรม PyMOL 

 7. โปรแกรม Google Chrome 

8. โปรแกรม BLAST ฐานข้อมูล NCBI บนเว็บไซต์ https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

9. โปรแกรม BLAST ฐานข้อมูล Fungi บนเว็บไซต์ https://fungi.ensembl.org/  

10. เว็บไซต์ https://www.rcsb.org/ หรือ PDB (Protein Data Bank) 

 11. เว็บไซต์ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ หรือ PubMed 

 

3.2 วิธีการทดลอง 

 โครงงานวิจัยนี้ท าการศึกษาเกี่ยวกับโปรตีน IA3 ที่แยกได้จากยีสต์ S. cerevisiae ท าหน้าที่ยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์โปรตีเนส เอ ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปรตีเนสที่อยู่ภายในเซลล์ยีสต์ S. 
cerevisiae ส าหรับการศึกษาโปรตีน IA3 จาก S. cerevisiae นั้นจะศึกษาทั้งการท างานของโปรตีนในการ
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรตีเนส เอ โครงสร้างและล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 รวมทั้งค้นหา
โปรตีนตัวอ่ืนที่มีโครงสร้างคล้ายกับ IA3 จากจีโนมของเชื้อรา ยีสต์ และสิ่งมีชีวิตอ่ืน โดยใช้การ BLAST 
(Basic local alignment search tools)  ในการตรวจสอบหา sequence homology จาก fungal 
sequence databases ด้วยวิธีทางชีวสารสนเทศ 
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3.2.1 การสืบค้นข้อมูลพื้นฐานของโปรตีน IA3 
 3.2.1.1 การสืบค้นข้อมูลพ้ืนฐานของเอนไซม์โปรตีเนส เอ จากยีสต์ S. cerevisiae และโปรตีน
IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae  
 โดยสืบค้นข้อมูลพ้ืนฐานของเอนไซม์โปรตีเนส เอ จากยีสต์ S. cerevisiae และโปรตีนIA3 ที่แยก
จากยีสต์ S. cerevisiae จากงานวิจัยและบทความต่าง ๆ ที่ได้ท าการทดสอบเกี่ยวกับโปรตีเนส เอ และ
โปรตีน IA3 ก่อนหน้านี้จากฐานข้อมูล PubMed เว็บไซต์ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 
 3.2.1.2 ค้นหาโครงสร้างปฐมภูมิของโปรตีน IA3 จากฐานข้อมูลโปรตีนของ NCBI  
  1. เข้าเว็บไซต์ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ 
  2. ใส่ชื่อของโปรตีน “IA3” ลงในช่องค้นหา หลังจากนั้นคลิกท่ี Search  
  3. คลิกเลือกท่ีชื่อข้อมูล IA3 [Saccharomyces cerevisiae] 
  4. คลิก FASTA เพ่ือดูข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 
  5. บันทึกข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 ลงในโปรแกรม Notepad 
 3.2.1.3 ค้นหาโครงสร้างปฐมภูมิของเอนไซม์โปรตีเนส เอ จากฐานข้อมูลโปรตีนของ NCBI 
   1. ข้อมูลจากเว็บไซต์ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ 
  2. ใส่ชื่อเอนไซม์ “proteinase A” ลงในช่องค้นหา หลังจากนั้นคลิกท่ี Search  
  3. คลิกเลือกท่ีชื่อข้อมูล proteinase A [Saccharomyces cerevisiae] 
  4. คลิก FASTA เพ่ือดูข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนสเอ 
  5. บันทึกข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนส เอ ลงในโปรแกรม Notepad 
 
3.2.2 การเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับ
โปรตีนตัวอ่ืนที่อยู่ในฐานข้อมูล 
 3.2.2.1 การเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 จาก S. 
cerevisiae กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Saccharomyces sp. และสปีชีส์ใกล้เคียงในฐานข้อมูล NCBI 
  1. เข้าโปรแกรม BLAST ของ NCBI เว็บไซต์ https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast  
  1. คลิกเลือก Protein BLAST 
  2. น าข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 ใส่ลงในช่อง FASTA sequence จากนั่น
คลิก BLAST  
  3. โปรแกรมจะท าการเปรียบเทียบหาความคล้ายกันของล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 
กับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่อยู่ในฐานข้อมูล 
  4. ท าการเลือกโปรตีนมีล าดับกรดอะมิโนที่คล้ายคลึงกับโปรตีน IA3 จาก S. cerevisiae 
และคลิกเลือกที่ Accession ของโปรตีนที่สนใจแต่ละตัวเพื่อเข้าดูข้อมูลของโปรตีนนั้น ๆ 
  5. เมื่อเข้าไปยังข้อมูลของโปรตีนแต่ละตัวแล้ว ให้คลิกที่ FASTA เพ่ือดูข้อมูล ล าดับ
กรดอะมิโนของโปรตีนแต่ละตัวที่ค้นพบ 
  6. บันทึกข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คล้ายคลึงกับโปรตีน IA3 ลงในโปรแกรม 
Notepad 
  7. ท าการตัดเลือกล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คล้ายคลึงกับโปรตีน IA3ที่ค้นพบ เลือก
เฉพาะล าดับกรดอะมิโนตัวที่ 2-34 โดยใช้โปรแกรม Notepad จากนั้นท าการบันทึกข้อมูล 
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 3.2.2.2 การเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 จาก S. 
cerevisiae กับโปรตีนตัวอ่ืนที่อยู่ในเห็ด เชื้อรา และสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ที่อยู่ในฐานข้อมูล Fungi 
  1. เข้าโปรแกรม BLAST ของ Fungi เว็บไซต ์https://fungi.ensembl.org/Multi/Tools/Blast 
  2. น าข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 ใส่ลงในช่อง Sequence data และคลิก
เลือกที่ช่องโปรตีน 
  3. ท าก าร  Add/remove species ใน ช่ อ ง  Search against ท าก าร เลื อ ก  Fungi 
Species ที่ต้องการเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโนโดยเลือกได้สูงสุดครั้งละ 25 สปีชีส์
จากทัง้หมด 811 สปีชีส์ และคลิกเลือก Protein database  
  4. โปรแกรมจะท าการเปรียบเทียบหาความคล้ายกันของล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 
กับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่อยู่ในฐานข้อมูลของ Fungi 
  5. โปรแกรมจะท าการแสดงโปรตีนมีล าดับกรดอะมิโนที่คล้ายคลึงกับโปรตีน IA3 ขึ้นมา 
คลิกท่ี View result ของโปรตีนที่มีความคล้ายคลึงที่พบแต่ละตัวเพื่อเข้าดูข้อมูลของโปรตีนนั้น ๆ 
  6. เมื่อเข้าไปยังข้อมูลของโปรตีนแต่ละตัวแล้ว ให้คลิกที่ Alignment เพ่ือดูข้อมูล ล าดับ
กรดอะมิโนของข้อมูลโปรตีนที่ค้นพบ โดยโปรแกรมจะตัดแสดงเฉพาะบริเวณส่วนของกรดอะมิโนบนพอลิ
เพปไทด์ที่คล้ายกันกับโปรตีน IA3 และท าการจับคู่กรดอะมิโนตัวที่เหมือนกัน และคล้ายกันของโปรตีนที่พบ
กับโปรตีน IA3  
  7. บันทึกข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คล้ายคลึงกับโปรตีน IA3 ลงในโปรแกรม 
Notepad เพ่ือเก็บรวบรวมข้อมูล 
 
3.2.3 การเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนส เอ กับเอนไซม์ตัวอ่ืน
ที่อยู่ในฐานข้อมูล 
 3.2.3.1 การเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนส เอ 
จาก S. cerevisiae กับเอนไซม์ตัวอ่ืนในฐานข้อมูล NCBI 
  1. เข้าโปรแกรม BLAST ของ NCBI เว็บไซต์ https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast  
  2. คลิกเลือก Protein BLAST 
  3. น าข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนส เอ ใส่ลงในช่อง  FASTA sequence 
จากนั่นคลิก BLAST  
  4. โปรแกรมจะท าการเปรียบเทียบหาความคล้ายกันของล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์
โปรตีเนส เอ กับล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ที่อยู่ในฐานข้อมูล 
  5. ท าการเลือกเอนไซม์เฉพาะเอนไซม์ที่ได้จากสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันกับโปรตีนที่เลือกใน
ข้อ 3.2.2.1 และคลิกเลือกที่ Accession ของเอนไซม์แต่ละตัวเพื่อเข้าดูข้อมูลของเอนไซม์นั้น ๆ 
  6. เมื่อเข้าไปยังข้อมูลของเอนไซม์แต่ละตัวแล้ว ให้คลิกที่ FASTA เพ่ือดูข้อมูล ล าดับ
กรดอะมิโนของเอนไซม์ 
  7. บันทึกข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ ลงในโปรแกรม Notepad 
  8. ท าการตัดเลือกล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนส เอ และเอนไซม์อ่ืนที่ค้นพบ 
เลือกเฉพาะล าดับกรดอะมิโนตัวที่ 77-405 (ส่วนของ mature enzyme (Parr et al., 2007)) โดยใช้
โปรแกรม Notepad จากนั้นท าการบันทึกข้อมูล 
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3.2.4 การท า Multiple alignment sequence 
 น าข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนทั้งหมดมาท า Multiple alignment sequence ท าการ 
align พอลิเพปไทด์แต่ละคู่เพ่ือเปรียบเทียบหาพอลิเพปไทด์ที่มีความคล้ายคลึงกันมากที่สุดท าการ 
alignment กันก่อน จากนั้นน าพอลิเพปไทด์ที่คล้ายกันมากในล าดับถัดมา align เรียงต่อกันตามล าดับ ด้วย
โปรแกรม  ClustalX(Larkin et al., 2007; Thompson et al., 1997) และโปรแกรม  GeneDoc 
(Nicholas and Nicholas, 1997; Nicholas, Nicholas and Deerfield, 1997)   
 1. เปิดโปรแกรม ClustalX 2.1 
 2. คลิก File เลือก Load Sequence File  
 3. เลือกไฟล์ข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนทั้งหมดที่บันทึกไว้ด้วยโปรแกรม Notepad เพ่ือท า
การเปิดไฟล์ส าหรับท า alignment 
 4. คลิก alignment เลือก Do Complete Alignment ตั้งชื่อ Output Alignment Files เป็น 
.msf และคลิก OK จะได้ข้อมูลของกรดอะมิโนที่ท า alignment ที่เสร็จสมบูรณ์ 
 5. เลือกไฟล์ข้อมูลของกรดอะมิโนทั้งหมดที่ท าการเลือกเฉพาะล าดับกรดอะมิโน 2-34 ตัวแรก ที่
บันทึกไว้ด้วยโปรแกรม Notepad เพ่ือท าการเปิดไฟล์ส าหรับท า alignment และท าตามข้อ 4 
 6. เปิดโปรแกรม GeneDoc 
 7. คลิก File เลือก Open…   
 8. เลือกไฟล์ Multiple Alignment Sequence ของข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนทั้งหมด ที่
บันทึกเป็นไฟล์ .msf ท าการเปิดไฟล์ส าหรับท า alignment และท า data analysis 
 9. คลิก Configurations Dialog เลือก No consensus ในช่องของ Consensus Line เพ่ือน า
ข้อมูลกรดอะมิโนที่วิเคราะห์ความคล้ายคลึงกันของพอลิเพปไทด์แบบโดยรวมทั้งหมดออก ให้เหลือเฉพาะ
ข้อมูลกรดอะมโนที่ต้องการวิเคราะห์ 
 10. เลือกค าสั่งการวิเคราะห์เปรียบเทียบข้อมูลในรูปแบบการวิเคราะห์ความคล้ายคลึงกันของ
ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่ค้นพบเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 โดยคลิกเลือกไอคอน
ตัว C จากแถบ Tool bar ของโปรแกรม โดยเลือกท าการวิเคราะห์ข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน
ทั้งหมดที่ค้นพบเปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 ก่อน จากนั้นท าการวิเคราะห์แยก
เปรียบเทียบล าดับของกรดอะมิโนของโปรตีนที่ค้นพบครั้งละ 1 ตัวเปรียบเทียบกับล าดับของกรดอะมิโน
ของโปรตีน IA3 
 11. ท า data analysis วิเคราะห์ข้อมูลความคล้ายคลึงกันของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนที่มี
ความคล้ายคลึงกันมากกับโปรตีน IA3 จากฐานข้อมูล และสรุปผลการวิจัย 
 12. ค านวณ %Identity เพ่ือใช้สรุปเป็นข้อมูลค่าของเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงกันของโปรตีน IA3 
กับโปรตีนตัวอ่ืนที่มีความคล้ายคลึงกันมากกับโปรตีน IA3 จากฐานข้อมูล 
 13. เลือกไฟล์ Multiple Alignment Sequence ของข้อมูลล าดับกรดอะมิโนตัวที่ 2-34 ตัวแรก
ของโปรตีนทั้งหมด ที่บันทึกเป็นไฟล์ .msf ท าการเปิดไฟล์ส าหรับท า alignment และท า data analysis 
และโดยใช้วิธีท าตามข้อ 6-12 
 14. น าข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์มาท า Multiple alignment sequence เพ่ือวิเคราะห์
ความคล้ายคลึงกันของล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ โดยใช้วิธีท าแบบเดียวกันกับข้อ 1-4 และ 6-12 
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3.2.5 การศึกษาและดัดแปลงโครงสร้างสามมิติของโปรตีน IA3 
 3.2.5.1 การสืบค้นโครงสร้างสามมิติของโปรตีน IA3 จาก PDB 
  1. เข้าเว็บไซต์ https://www.rcsb.org/ 
  2. ป้อนข้อมูลลงในช่องค้นหา “IA3” จากนั้นกด Go 
  3. เลือกโครงสร้างสามมิติของ IA3 ที่เป็นแบบ wild type 
  4. คลิก Download Files เลือก PDB Format 
 3.2.5.2 การศึกษาและดัดแปลงโครงสร้างสามมิติของโปรตีน IA3 ด้วยโปรแกรม PyMOL (Lill 
and Danielson, 2011) 
  1. เปิดโปรแกรม PyMOL  
  2. คลิก File เลือก Open… 
  3. เลือกไฟล์โครงสร้างสามมิติของโปรตีน IA3 ที่ท าการบันทึกไว้ โดยโครงสร้างของโปรตีน 
IA3 ที่ท าการบันทึกไว้ได้จาก PDB ID: 1DPJ เป็นโครงสร้างของโปรตีน IA3 ที่จับอยู่กับบริเวณเร่งปฏิกิริยา
ของโปรตี เนส โดยมีโมเลกุลของน้ าและโมเลกุลของซัลเฟตอยู่รอบ ๆ โครงสร้างของโปรตีเนส เอ 
  4. ดัดแปลงโครงสร้างสามมิติให้เหลือเฉพาะในส่วนของโปรตีน IA3 ที่ต้องการ โดยเริ่ม
จากท าการเลือกลบโมเลกุลของน้ าออกด้วยการคลิก A ที่กล่องเครื่องมือทางด้านขวาของโปรแกรมเลือก
ค าสั่ง remove waters จากนั้นท าการลบโมเลกุลของซัลเฟตโดยท าการคลิกเลือกที่ต าแหน่งโมเลกุลของ
ซัลเฟตที่มีท้ังหมดบนช่องของ sequence ที่แสดงในโปรแกรมแล้วคลิกขวาเลือก remove จะท าให้โมเลกุล
ของซัลเฟตนั้นถูกลบออกไป ขั้นตอนต่อไปจะท าการลบส่วนโครงสร้างของเอนไซม์โปรตีเนส เอ ออก โดยท า
การคลิกคลุมด าในช่องของ sequence ที่แสดงในโปรแกรมของโปรตีเนส เอ ทั้งหมดและคลิกขวาเลือก 
remove จะได้โครงสร้างโปรตีน IA3 ตามต้องการ 
  5. ท าการแสดงบริเวณของล าดับกรดอะมิโนที่ส าคัญของโปรตีน IA3 โดยคลิกเลือก
ต าแหน่งของกรดอะมิโนที่ส าคัญในช่องของ sequence ที่แสดงในโปรแกรม โดยท าการเลือกแสดงล าดับ
ของกรดอะมิโนที่ส าคัญบริเวณ N-terminal ได้แก่ แวลีนที่ต าแหน่งที่ 8, ไอโซลิวซีนที่ต าแหน่งที่ 11, 
และฟีนิลอะลานีนที่ต าแหน่งที่ 12 บริเวณ C-terminal ได้แก่ แวลีนที่ต าแหน่งที่ 26, อะลานีนที่ต าแหน่ง
ที่ 29 และฟีนิลอะลานีนที่ต าแหน่งที่ 30 และต าแหน่งลิวซีนที่ส าคัญ ได้แก่ ไลซีนที่ต าแหน่งที่ 18, ลิวซีน
ที่ต าแหน่งที่ 19 และแอสพาร์ติกแอซิดที่ต าแหน่งที่ 19 จากนั้นคลิก S ในแถบ (sele) ในกล่องเครื่องมือ
ทางขวาของโปรแกรม เลือก side chain และเลือกแสดง side chain แบบ sticks ท าการเปลี่ยนสีของ 
side chain โดยคลิกที่ C ในแถบเครื่องมือเดียวกันเลือกสีแสดงตามต้องการ 
  6. คลิก save session as… เพ่ือบันทึกข้อมูลของโครงสร้างที่ดัดแปลงเสร็จเรียบร้อยเป็น
ไฟล์ .pse เพ่ือใช้เป็นไฟล์ส าหรับแก้ไข หรือท าการดัดแปลงโครงสร้างต่อเพ่ิมเติม 
  7. คลิก File เลือก Export Image As และเลือก PNG เพ่ือบันทึกโครงสร้างสามมิติเป็น
รูปภาพหลังจากการดัดแปลงโครงสร้างเสร็จสมบูรณ์แล้ว 
 
3 .2 .6 . Computer-based structural modelling of IA3  structure to identify potential 
targets for mutagenesis. 
 จากการศึกษา quantitative structure activity relationships (QSAR)  ซึ่งจะได้ความสัมพันธ์
ระหว่างกรดอะมิโนในโครงสร้างของโปรตีนที่ถูกเปลี่ยนแปลงไปกับความสามารถในการยับยั้งการท างาน
ของเอ็นไซม์ ท าให้เราสามารถท านายได้ว่า เมื่อเปลี่ยนกรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบในโครงสร้างของ IA3 
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แล้วจะท าให้ตัวยับยั้งใหม่ที่ได้นั้นมีความสามารถในการยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์เป็นอย่างไร ซึ่งจาก
การศึกษาโครงสร้างของ IA3 โดยใช้ QSAR โดย Padron-Garcia และคณะในปี ค.ศ. 2009 นั้นได้สร้าง
โมเดลความสัมพันธ์ระหว่างการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในโครงสร้างของ IA3 กับ binding energy ที่แสดง
ถึง affinity ในการเข้าจับของตัวยับยั้งที่บริเวณเร่งของเอ็นไซม์โปรตีเนส เอ จากยีสต์ S. cerevisiae และ
โปรตีเนส เอ จาก Aspergillus fumigatus ซึ่งจากข้อมูลที่ได้นั้น เราจะท าการก าหนดให้มีการเปลี่ยนแปลง
กรดอะมิโนเป็นสองช่วงคือ กรดอะมิโนในล าดับที่ 2 -15 และกรดอะมิโนในล าดับที่ 16 -32 โดยจะ
ออกแบบให้มีทั้งการเปลี่ยนแปลงเพียงต าแหน่งเดียว ที่ท าให้ความสามารถในการเป็นตัวยับยั้งดีขึ้นและแย่
ลง รวมทั้งออกแบบให้มีการเปลี่ยนแปลงหลายต าแหน่ง แล้วท าการสั่งสังเคราะห์สายเปปไทด์ (MWG) เพ่ือ
น ามาทดสอบหน้าที่ทางชีวภาพทั้งกับโปรตีเนส เอ จาก S. cerevisiae และโปรตี เนส เอ จาก A. 
fumigatus รวมถึง human cathepsin D ด้วย 
3.2.7. Spectrophotometric inhibition assay 
 ในการตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ หรือ inhibition assay โดย
โป รตี น  IA3  นั้ น  จ ะ ใช้ เท ค นิ ค ส เป ค โต ร โฟ โต เม ท รี่  ซึ่ ง จ ะ วั ด โด ย ใช้ เค รื่ อ ง  Cary 5 0  Bio 
spectrophotometer (Varian Ltd) และใช้ chromogenic peptide (RS6: Lys Pro Ile Glu Phe Nph 
Arg Leu) เป็นสับสเตรท ซึ่ง RS6 จะถูกสังเคราะห์ขึ้นมาให้มี p nitrophenylalanine (Nph) ซึ่งท าหน้าที่
เป็น reporter group อยู่ในโมเลกุล เมื่อพันธะเปปไทด์ที่อยู่ติดกับ p nitrophenylalanine ถูกไฮโดรไลซ์
ไปจะท าให้ เมื่อท าการทดลองที่ pH ต่ ากว่า 6.5 หมู่ α amino ของ p nitrophenylalanine จะถูกเติม
โปรตอนเข้าไป (protonated) ท าให้มี maximum absorbance wavelength ลดลง สามารถติดตามการ
เกิดปฏิกิริยาได้ที่ความยาวคลื่น 300 นาโนเมตร ในการท า inhibition assay จะใช้คิวเวตที่เป็น semi-
micro quartz ที่มีระยะแสงผ่านเท่ากับ 1 เซ็นติเมตร ปริมาตรของปฏิกิริยาคือ 800 ไมโครลิตร ใน 100 
mM sodium formate buffer, pH 3.1 หรือ 100 mM sodium acetate buffer, pH 4.7 
 
3.2.8. Kinetic analysis using non-linear estimation on Tightfitvar software 
 ค่าพารามิเตอร์ทั้งหมดที่ได้จากการวิเคราะห์จลนศาสตร์ของเอ็นไซม์และตัวยับยั้งจะถูกน าไป
ค านวนแบบ nonlinear estimation assay โดยใช้โปรแกรม Tightfitvar ซึ่งใช้สมการของ Morrison ที่ถูก
พัฒนาขึ้น เพ่ือใช้วิ เคราะห์กับตัวยับยั้ งการท างานของเอ็นไซม์ประเภท tight-binding inhibitors

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ข้อมูลพื้นฐานของโปรตีน IA3 

 เอนไซม์โปรตีเนส เอ (PrA) เป็นโปรติโอติกส์เอนไซม์ พบในยีสต์ S. cerevisiae จัดอยู่ในกลุ่มของ
แอสพาร์ติกโปรตีเนส เป็นเอนไซม์ที่ท างานได้ดีในสภาวะค่า pH เป็นกรด มีการรายงาน amino acid 
sequence ของ PrA ครั้งแรกเมื่อ ค.ศ.1986 (Parr et al., 2007)มีองค์ประกอบของกรดอะมิโนทั้งหมด 
405 ตัวที่เป็น proenzyme และกรดอะมิโนทั้งหมด 329 ตัวที่เป็น mature enzyme (กรดอะมิโนตัวที่ 
77-405) proenzyme มีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ที่ 52 kDa ส่วน mature enzyme มีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ที่ 
35.8 kDa บริเวณเร่งปฏิกิริยาจะประกอบด้วยกรดอะมิโนแอสพาร์ติก 2 ต าแหน่งคือ Asp32 และ
Asp215 สามารถถูกยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาได้ด้วยโปรตีน IA3 ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกิดขึ้นในธรรมชาติ และมี
ความจ าเพาะสูงกับการยับยั้ง PrA (Parr et al., 2007) 
 โครงสร้างปฐมภูมิของเอนไซม์โปรตีเนส เอ สามารถสืบค้นได้จากฐานข้อมูล NCBI บนเว็บไซต์ 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ (Johnson et al., 2008) ได้ผลของโครงสร้างปฐมภูมิของ
เอนไซม์โปรตีเนส เอ เป็น FASTA format ดังแสดงในภาพที่ 4-1 และข้อมูลทางชีวสารสนเทศของเอนไซม์
โปรตีเนส เอ ดังแสดงในตารางที่ 4-1 
 

 
 ภาพที่ 4-1 FASTA format ของเอนไซม์โปรตีเนส เอ จากยีสต์ S. cerevisiae 
 

ตารางที่ 4-1 ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของเอนไซม์โปรตีนเนส เอ จากยีสต์ S. cerevisiae  

DEFINITION proteinase A [Saccharomyces cerevisiae] 
ACCESSION PJP11498 
SEQUENCE 405 residues 
VERSION PJP11498.1 

DBLINK 
BioProject: PRJNA414946 
BioSample: SAMN07811430 

DBSOURCE accession PEJR01000004.1 
SOURCE Saccharomyces cerevisiae (baker's yeast) 
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 โปรตีน IA3 เป็นเพปไทด์สายสั้นขนาด 68 กรดอะมิโน จากยีสต์ S. cerevisiae เป็นโปรตีนที่ใน
พบธรรมชาติที่มีโครงสร้างแบบ random สามารถท าหน้าที่เป็นตัวยับยั้งประสิทธิภาพการท างานของ
เอนไซม์ saccharopepsin หรือเอนไซม์โปรตีเนส เอ ในเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae โดยในตอนแรกโปรตีน 
IA3 จะมีโครงสร้างของโปรตีนเป็นแบบ random กระจายอยู่ในเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae แต่เมื่อโปรตีน 
IA3 พบกับโปรตีเนส เอ จะเกิดการฟอร์มตัวของกรดอะมิโน 2-34 ตัวแรกเป็น α-helical เข้าจับแทนที่
สับสเตรทของเอนไซม์ ส่งผลให้สับสเตรทไม่สามารถเข้าจับกับเอนไซม์ได้ท าให้เอนไซม์ไม่ท างาน จึงเกิดการ
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ขึ้น (Li et al., 2000) ซึ่งมีค่าความสามารถของการยับยั้งอยู่ในระดับ Ki < 
0.1 nM แต่มีความจ าเพาะกับการยับยั้งเอนไซม์โปรตีเนส เอ ที่เป็นเป้าหมายในยีสต์ S. cerevisiae เพียง
ชนิดเดียวเท่านั้น ภายในโครงสร้างของโปรตีน IA3 ในช่วงของกรดอะมิโนที่ 2-34 ตัวแรกที่ท าหน้าที่เป็นตัว
ยับยั้งจะมีบริเวณที่ส าคัญประกอบไปด้วย บริเวณ N-terminal จะมีกรดอะมิโนส าคัญ คือ V8-X-X-I11-
F12 บริเวณ C-terminal จะมีกรดอะมิโนที่ส าคัญ คือ V26-X-X-A29-F30 และบริเวณของลิวซีนที่
ต าแหน่ง K18-L19-X-X-D22 โดย K18 และD22 เป็นกรดอะมิโนหลักที่มีความส าคัญในการยับยั้งการ
ท างานของโปรตีน เอ ของโปรตีน IA3 ส่วนกรดอะมิโนตั้งแต่ตัวที่ 35-68 ไม่มีความส าคัญในการท าหน้าที่
เป็นตัวยับยั้งของโปรตีน (Winterburn et al., 2007) ดังแสดงในภาพที่ 4-2 

 

 

 

 ภาพที่ 4-2 แสดงโครงสร้าง และบริเวณของล าดับกรดอะมิโนที่ส าคัญของโปรตีน IA3 ได้แก่ 
บริเวณ N-terminal มีกรดอะมิโนส าคัญ คือ V8-X-X-I11-F12 บริเวณ C-terminal จะมีกรดอะมิโนที่
ส าคัญ คือ V26-X-X-A29-F30 และต าแหน่งของลิวซีน 19 ในบริเวณ K18-L19-X-X-D22 (ดัดแปลง
จาก PDB ID: 1DPJ โดยใช้โปรแกรม PyMOL) 
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 โครงสร้างปฐมภูมิ ของโปรตีน  IA3 สามารถสืบค้น ได้ จากฐานข้อมูล  NCBI บนเว็บ ไซต์ 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ (Johnson et al., 2008) ได้ผลของโครงสร้างปฐมภูมิของ
โปรตีน IA3 เป็น FASTA format ดังแสดงในภาพที่ 4-3 และข้อมูลทางชีวสารสนเทศของโปรตีน IA3 ดัง
แสดงในตารางที่ 4-2 
 

 
 ภาพที่ 4-3 FASTA format ของโปรตีน IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae 
 
ตารางที่ 4-2 ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของโปรตีน IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae  

DEFINITION IA3[Saccharomyces cerevisiae YJM789] 
ACCESSION EDN64107  
PROTEIN 68 residues 
VERSION EDN64107.1 

DBLINK      
BioProject: PRJNA13304 
BioSample: SAMN02953615 

DBSOURCE accession  AAFW02000021.1 
SOURCE       Saccharomyces cerevisiae YJM789 
 

4.2 การเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 
กับโปรตีนตัวอื่นที่อยู่ในฐานข้อมูล 

4.2.1 การเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับ
โปรตีนตัวอ่ืนที่อยู่ในฐานข้อมูลด้วยโปรแกรม BLAST บนฐานข้อมูล NCBI 

 น าข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 มาท าการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของล าดับ
กรดอะมิโนกับโปรตีนตัวอ่ืนใน Saccharomyces sp. และยีสต์ที่มีสปีชีส์ใกล้เคียงที่อยู่ในฐานข้อมูล NCBI 
ด้วยโปรแกรม BLAST (Basic local alignment search tools) พบโปรตีนตัวอ่ืนที่เปรียบเทียบแล้วว่ามี
ความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์กับกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3  ดังแสดง
ในตารางที่ 4-3 และแสดงข้อมูลทางชีวสารสนเทศของโปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบ ได้แก่ ข้อมูลทางชีวสารสน
เทศของโปรตีนจาก S. kudriavzevii ดังแสดงในตารางที่ 4-4, ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของโปรตีนจาก S. 
arboricola ดังแสดงในตารางที่ 4-5, ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของโปรตีนจาก S. eubayanus ดังแสดงใน
ตารางที่ 4-6 และข้อมูลทางชีวสารสนเทศของโปรตีนจาก N. castellii ดังแสดงในตารางที่ 4-7 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA13304
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN02953615
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/151945819
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ตางรางที่ 4-3 ข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกัน
ของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Saccharomyces sp. และยีสต์ที่มีสปี
ชีส์ใกล้เคียงบนฐานข้อมูล NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST 

Species Sequence 

S. kudriavzevii MNTDQQKVNEIFQSSKEKLQGDAKVVNDAFKEMASKDKNGKDDNISD

NTRKPDYQEQYNKLKGAGHRNE 

S. arboricola MNTDQQKVSDIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMAKKDKGGKADNISD

KDKPDYQEQYNKLKQSAHKKE 

S. eubayanus MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMANKDKNSDSSGDSS

HKPDYQEQYNKLKGAVKREE 

N. castellii MSDKNANVSEMFQQAKEMLEGKANAASEGMKNMASPESKEKMKTKGQ

DMEKKAQDSYNKLRGAGKQEQTKERQDKDELMDH 

  

ตารางที่ 4-4 ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของโปรตีนจาก S. kudriavzevii 

DEFINITION PAI3-like protein [Saccharomyces kudriavzevii IFO 1802] 
ACCESSION EJT41837 
PROTEIN 69 residues 
VERSION EJT41837.1 

DBLINK      
BioProject: PRJNA1442 
BioSample: SAMN02953592 

DBSOURCE accession  AACI03001918.1 
SOURCE       Saccharomyces kudriavzevii IFO 1802 
  

ตารางที่ 4-5 ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของโปรตีนจาก S. arboricola 

DEFINITION pai3p [Saccharomyces arboricola H-6] 
ACCESSION EJS44196 
PROTEIN 68 residues 
VERSION EJS44196.1 

DBLINK      
BioProject: PRJNA88533 
BioSample: SAMN02981438 

DBSOURCE accession  ALIE01000044.1 
SOURCE       Saccharomyces arboricola H-6 
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ตารางที่ 4-6 ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของโปรตีนจาก S. eubayanus 

DEFINITION PAI3-like protein [Saccharomyces eubayanus] 
ACCESSION XP_018220222 
PROTEIN 67 residues 
VERSION XP_018220222.1 

DBLINK      
BioProject: PRJNA342694 
BioSample: SAMN02716114 

DBSOURCE accession  XM_018367288.1 
SOURCE       Saccharomyces eubayanus 
 

ตารางที่ 4-7 ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของโปรตีนจาก N. castellii 

DEFINITION 
hypothetical protein NCAS_0D04000 [Naumovozyma 
castellii CBS 4309] 

ACCESSION XP_003676342 
PROTEIN 81 residues 
VERSION XP_003676342.1 

DBLINK      
BioProject: PRJNA79343 
BioSample: SAMEA2271985 

DBSOURCE accession  XM_003676294.1 
SOURCE       Naumovozyma castellii CBS 4309 
 

4.2.2 การเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนเอนไซม์โปรตีเนส เอ กับเอนไซม์ตัวอ่ืน
ที่อยู่ในฐานข้อมูลด้วยโปรแกรม BLAST บนฐานข้อมูล NCBI 

 น าข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนส เอ มาท าการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกัน
ของล าดับกรดอะมิโนกับเอนไซม์จากสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนที่มีล าดับกรดอะมิโนใกล้เคียงกับโปรตีเนส เอ ที่อยู่ใน
ฐานข้อมูล NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST พบเอนไซม์ตัวอ่ืนที่เปรียบเทียบแล้วว่ามีความคล้ายคลึงกันของ
กรดอะมิโนของเอนไซม์กับกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนส เอ โดยท าการเลือกข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของ
เอมไซม์จากสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันกับสิ่งมีชีวิตที่มีล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนคล้ายคลึงกันกับล าดับกรดอะ
มิโนของโปรตีน IA3 ที่ได้จากการ BLAST โปรตีนบนฐานข้อมูล NCBI โดยได้ข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของ
เอนไซม ์4 ตัวจาก S. kudriavzevii, S. arboricola, S. eubayanus และN. Castellii ดังแสดงในตารางที่ 
4-8 และแสดงข้อมูลทางชีวสารสนเทศของเอนไซม์ตัวอ่ืนที่ค้นพบ ได้แก่ ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของ
เอนไซม์จาก S. kudriavzevii ดังแสดงในตารางที่ 4-9, ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของเอนไซม์จาก S. 
arboricola ดังแสดงในตารางที่ 4-10, ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของเอนไซม์จาก S. eubayanus ดังแสดง
ในตารางที่ 4-11 และข้อมูลทางชีวสารสนเทศของเอนไซม์จาก N. castellii ดังแสดงในตารางที่ 4-12 
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ตางรางที่ 4-8 ข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนส เอ  กับเอนไซม์ตัวอ่ืน
ในที่มีล าดับกรดอะมิโนใกล้เคียงกับโปรตีเนส เอ บนฐานข้อมูล NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST 

 

 

 

Species Sequence 

S. kudriavzevii 

MFSLKALLPLALLLVCIDPAAAKVHKAKIYKHKLSDEMKEVTFDQHLAHLGQKYLTQFEKANPEVVFSRE 

HPFFTEGGHDVPLTNYLNAQYYTDITLGTPPQNFKVILDTGSSNLWVPSNECGSLACFLHSKYDHEASSS 

YKANGTEFAIQYGTGSLEGYISQDTLSIGDLTIPKQDFAEATSEPGLTFAFGKFDGILGLGYDTISVDKV 

VPPFYNAIQQDLLDEKKFAFYLGDTSKDSENGGEATFGGIDESKFKGDITWLPVRRKAYWEVKFEGIGLG 

DEYAELEGHGAAIDTGTSLITLPSGLAEMINAELGAKKGWTGQYTLDCNTRDSLPDLIFNFNGYNFTIGP 

YDYTLEVSGSCISAITPMDFPEPVGPLAIVGDAFLRKYYSIYDLGNDAVGLAKAI 

S. arboricola 

MFSLKALLPLALLLVSINPAAAKVHKAKIYKHKLTDEMKEVTFDQHLAHLGQKYLTQFEKANPEVFFSRE 

HPFFTEGGHEVPLTNYLNAQYYTDITLGTPPQNFKVILDTGSSNLWVPSNECGSLACFLHSKYDHEASSS 

YKANGTEFAIQYGTGSLEGYISQDTLSIGDLTIPKQDFAEATSEPGLTFAFGKFDGILGLGYDSISVDKV 

VPPFYNAIQQDLLDEKKFAFYLGDTSKDSENGGEATFGGIDESKFKGDITWLPVRRKAYWEVKFEGIGLG 

DEFAELENHGAAIDTGTSLITLPSGLAEMINAEIGAKKGWTGQYTLDCNTRDGLPDLTFNLNGYNFTIGP 

YDYTLEVSGSCISAITPMDFPEPVGPLAIVGDAFLRKYYSIYDLGNDAVGLAKAI 

S. eubayanus 

MFSLQALLPLALLLLASINPAAAKVHKAKIYKHELTDEMKEVTFEQHLAHLGQKYLTQFEKANPEVAFSR 

EHPFFTEGGHDVPLTNYLNAQYYTDISLGNPPQNFKVILDTGSSNLWVPSTECGSLACFLHSKYDHEASS 

SYKANGTEFAIQYGTGSLEGYISQDTLSIGDLTIPKQDFAEATSEPGLTFAFGKFDGILGLGYDTISVDK 

VVPPFYNAIQQDLLDEKRFAFYLGDTSKDSENGGEATFGGIDESKFKGDVTWLPVRRKAYWEVKFEGIGL 

GHEFAELEGHGAAIDTGTSLITLPSGLAEMINAEIGAKKGWSGQYALDCNTRDGLPDLTFNFNGYNFTIG 

PYDYTLEVSGSCISAITPMDFPEPVGPLAIIGDAFLRKYYSIYDLGKDAVGLAEAI 

N. castellii 

MLQLKSLLPLALLLLNSLDAVNAKVHKLKIQKEDLTLNEDVTFEQHIASLGHKYMNHFERANPEVSFSRD 

HPFFAEGDGHNVPLTNYLNAQYFADISVGTPPQNFKVILDTGSSNLWVPSSECNSLACFLHSKYDHDASS 

SYKANGTKFAIQYGSGSLEGYISQDTLNIGDLTIPKQDFAEATSEPGLTFAFGKFDGILGLAYDTISVDK 

VVPPFYNAIEQGLLDEKKFAFYLGDTKKDEKNGGEITIGGIDESKFKGDIEWLPVRRKAYWEVKFEGIAL 

GDQYAALENHGAAIDTGTSLITLPSGLAEIINTEIGAKKGWTGQYTLDCDTRDGLPDLTFNFNGKNFTIS 

PFDYTLEVSGSCISAIMPMDFPEPMGPMAIVGDAFLRKYYSIYDLDNHAVGLAEAI 
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ตารางที่ 4-9 ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของเอนไซม์จาก S. kudriavzevii 

DEFINITION 
PEP4-like protein [Saccharomyces kudriavzevii IFO 
1802]. 

ACCESSION EJT42213 
SEQUENCE 405 residues 
VERSION EJT42213.1 

DBLINK      
BioProject: PRJNA1442 
BioSample: SAMN02953592 

DBSOURCE accession  AACI03001574.1 
SOURCE       Saccharomyces kudriavzevii IFO 1802 
  

ตารางที่ 4-10 ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของเอนไซม์จาก S. arboricola 

DEFINITION pep4p [Saccharomyces arboricola H-6]. 
ACCESSION EJS41405 
SEQUENCE 405 residues 
VERSION EJS41405.1 

DBLINK      
BioProject: PRJNA88533 
BioSample: SAMN02981438 

DBSOURCE accession  ALIE01000193.1 
SOURCE       Saccharomyces arboricola H-6 
 

ตารางที่ 4-11 ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของเอนไซม์จาก S. eubayanus 

DEFINITION PEP4-like protein [Saccharomyces eubayanus]. 
ACCESSION XP_018218883 
SEQUENCE 406 residues 
VERSION XP_018218883.1 

DBLINK      
BioProject: PRJNA342694 
BioSample: SAMN02716114 

DBSOURCE accession  XM_018368303.1 
SOURCE       Saccharomyces eubayanus 
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ตารางที่ 4-12 ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของโปรตีนจาก N. castellii 

DEFINITION 
hypothetical protein NCAS_0C01360 [Naumovozyma 
castellii CBS 4309]. 

ACCESSION XP_003675493 
SEQUENCE 406 residues 
VERSION XP_003675493.1 

DBLINK      
BioProject: PRJNA79343 
BioSample: SAMEA2271985 

DBSOURCE accession  XM_003675445.1 
SOURCE       Naumovozyma castellii CBS 4309 
 

4.2.3 การเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับ
โปรตีนตัวอ่ืนที่อยู่ในฐานข้อมูลด้วยโปรแกรม BLAST บนฐานข้อมูล Fungi 

 น าข้อมูลล าดับกรดอะมิของโปรตีน IA3 มาท าการเปรียบเทียบหาความคล้ายกันของล าดับกรดอะมิ
โนกับโปรตีนตัวอ่ืนในเห็ด เชื้อรา ยีสต์ และสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ที่อยู่ในฐานข้อมูล Fungi พบโปรตีนตัวอ่ืนที่
เปรียบเทียบแล้วว่ามีความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์กับกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของ
โปรตีน IA3 ด้วยโปรแกรม BLAST บนเว็บไซต์ https://fungi.ensembl.org/Multi/Tools/Blast แสดงผล
ของโปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบโดยแบ่งแยกตามไฟลัมของสิ่งมีชีวิตได้แก่ amino acid sequence ของโปรตีน 
IA3 จ าก ยี ส ต์  S. cerevisiae ดั งแ ส ด ง ใน ต าร างที่  4-13, โป รตี น ตั ว อ่ื น ที่ ค้ น พ บ ใน  Phylum 
Chytridiomycota ดังแสดงในตารางที่ 4-14, โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบใน Phylum Ascomycota ดังแสดง
ในตารางที่ 4-15, โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบใน Phylum Basidiomycota ดังแสดงในตารางที่ 4-16, โปรตีน
ตัวอ่ืนที่ค้นพบใน Phylum Microsporidia ดังแสดงในตารางที่  4-17 และโปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบใน 
Phylum Mucoromycota ดังแสดงในตารางที่ 4-18 

 

4.3 การท า Multiple alignment sequence 

 น าข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 และโปรตีนตัวอ่ืนที่มีล าดับกดรอะมิโนคล้ายคลึงกันกับ
โปรตีน IA3 ทั้งหมดที่ได้จากการค้นหาเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม BLAST บนฐานข้อมูล NCBI มาท า 
multiple sequence alignment (Chenna et al., 2003; Thompson, Gibson and Higgins, 
2002) เพ่ือเปรียบเทียบความเหมือน และความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนแต่ละตัวบนพอลิเพปไทด์ของ
โปรตีนด้วยโปรแกรม ClustalX (Larkin et al., 2007; Thompson et al., 1997) และGeneDoc 
(Nicholas and Nicholas, 1997; Nicholas et al., 1997) และค าควณค่า %Identity เพ่ือบ่งบอกถึง
เปอร์เซ็นต์ของ homology sequence ของโปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบเมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีน IA3 ได้ผล
แ ส ด ง ดั ง ภ า พ ที่  4-4 ถึ ง  ภ า พ ที่  4-14



31 

 

 

 

 

 
             

             

EDN64107.1 : 

EJT41837.1 : 

EJS44196.1 : 

XP_0182202 : 

XP_0036763 : 

             

                                                                                  

         *        20         *        40         *        60         *        80  

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMASQDKDGKTTDADESE-KHNYQEQYNKLKGAGHKKE-------------

MNTDQQKVNEIFQSSKEKLQGDAKVVNDAFKEMASKDKNGKDDNISDNTRKPDYQEQYNKLKGAGHRNE-------------

MNTDQQKVSDIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMAKKDKGGKADNISDKD-KPDYQEQYNKLKQSAHKKE-------------

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMANKDKN--SDSSGDSSHKPDYQEQYNKLKGAVKREE-------------

MSDKNANVSEMFQQAKEMLEGKANAASEGMKNMASPESKEKMKTKGQDM-EKKAQDSYNKLRGAGKQEQTKERQDKDELMDH

                                                                                  

     

     

 : 68

 : 69

 : 68

 : 67

 : 81

      

 ภาพที่ 4-4 การท า Multiple alignment sequence ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc วิเคราะห์แยกตามคุณลักษณะ homology sequence โดย
แสดงบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนเหมือนกันทุก sequence ด้วยพ้ืนหลังสีด า, บริเวณท่ีมีกรดอะมิโนเหมือนกัน 4 sequence ด้วยพื้นหลังสีเทาเข้ม และบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน
เหมือนกัน 3 sequence ด้วยพื้นหลังสีเทาอ่อน  จากภาพ EDN64107.1 คือโปรตีน IA3 จาก S. cerevisiae, EJT41837.1 คือโปรตีนจาก S. kudriavzevii, 
EJS44196.1 คือโปรตีนจาก S. arboricola, XP_0182202 คือโปรตีนจาก S. eubayanus และXP_0036763 คือโปรตีนจาก N. castellii  
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EDN64107.1 : 

EJT41837.1 : 

EJS44196.1 : 

XP_0182202 : 

XP_0036763 : 

             

                                                                                  

         *        20         *        40         *        60         *        80  

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMASQDKDGKTTDADESE-KHNYQEQYNKLKGAGHKKE-------------

MNTDQQKVNEIFQSSKEKLQGDAKVVNDAFKEMASKDKNGKDDNISDNTRKPDYQEQYNKLKGAGHRNE-------------

MNTDQQKVSDIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMAKKDKGGKADNISDKD-KPDYQEQYNKLKQSAHKKE-------------

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMANKDKN--SDSSGDSSHKPDYQEQYNKLKGAVKREE-------------

MSDKNANVSEMFQQAKEMLEGKANAASEGMKNMASPESKEKMKTKGQDM-EKKAQDSYNKLRGAGKQEQTKERQDKDELMDH

                                                                                  

     

     

 : 68

 : 69

 : 68

 : 67

 : 81

      

 ภาพที่ 4-5 การท า Multiple alignment sequence ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc วิเคราะห์แยกตามคุณลักษณะของพันธะระหว่างกรดอะมิโน
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างล าดับกรดอะมิโนของ IA3 ที่ได้จากสิ่งมีชีวิตหลายชนิดโดยแยกตาม คุณลักษณะของกรดอะมิโน  โดยแบ่งเป็นกลุ่ม 1DE1 
1HKR1 กลุ่มกรดอะมิโนที่มี side chain ที่แตกตัวและให้ประจุเป็นบวกและประจุลบ กลุ่ม  NQ   ST   กลุ่มกรดอะมิโนที่มี side chain แบบมีขั้วและไม่แตก
ตัวให้ประจุ กลุ่ม  LIV   FYW    กลุ่มกรดอะมิโนที่มี side chain แบบไม่มีขั้วและไม่ชอบน้ า และกลุ่ม 1AG1 1MC1 กลุ่มของกรดอะมิโนที่ไม่มีขั้วและ
ชอบน้ า จากภาพ EDN64107.1 คือโปรตีน IA3 จาก S. cerevisiae, EJT41837.1 คือโปรตีนจาก S. kudriavzevii, EJS44196.1 คือโปรตีนจาก S. arboricola, 
XP_0182202 คือโปรตีนจาก S. eubayanus และXP_0036763 คือโปรตีนจาก N. castellii 
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EDN64107.1 : 

EJT41837.1 : 

EJS44196.1 : 

XP-0182202 : 

XP-0036763 : 

             

                                  

         *        20         *    

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMA

MNTDQQKVNEIFQSSKEKLQGDAKVVNDAFKEMA

MNTDQQKVSDIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMA

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMA

MSDKNANVSEMFQQAKEMLEGKANAASEGMKNMA

                                  

     

     

 : 34

 : 34

 : 34

 : 34

 : 34

      

 ภาพที่ 4-6 การท า Multiple alignment sequence ของกรดอะมิโนตัวที่ 2-34 ซึ่งเป็นบริเวณของกรดอะมิโนที่มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเป็น α-helix 
เพ่ือยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรตีเนส เอ ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc วิเคราะห์แยกตามคุณลักษณะ homology sequence  โดยแสดงบริเวณที่มี
กรดอะมิโนเหมือนกันทุก sequence ด้วยพ้ืนหลังสีด า, บริเวณที่มีกรดอะมิโนเหมือนกัน 4 sequence ด้วยพ้ืนหลังสีเทาเข้ม และบริเวณที่มีกรดอะมิโนเหมือนกัน 3 
sequence ด้วยพ้ืนหลังสีเทาอ่อน จากภาพ EDN64107.1 คือโปรตีน IA3 จาก S. cerevisiae, EJT41837.1 คือโปรตีนจาก S. kudriavzevii, EJS44196.1 คือ
โ ป ร ตี น จ า ก  S. arboricola, XP_0182202 คื อ โ ป ร ตี น จ า ก  S. eubayanus แ ล ะ XP_0036763 คื อ โ ป ร ตี น จ า ก  N. castellii
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EDN64107.1 : 

EJT41837.1 : 

             

                                                                     

         *        20         *        40         *        60         

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMASQDKDGKTTD-ADESEKHNYQEQYNKLKGAGHKKE

MNTDQQKVNEIFQSSKEKLQGDAKVVNDAFKEMASKDKNGKDDNISDNTRKPDYQEQYNKLKGAGHRNE

                                                                     

     

     

 : 68

 : 69

      

 ภาพที่ 4-7 การท า Multiple alignment sequence ของโปรตีน IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae (EDN64107.1) และโปรตีนที่ค้นพบจาก S. kudriavzevii 
(EJT41837.1) ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc วิเคราะห์แยกตามคุณลักษณะ homology sequence โดยในแสดงบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนเหมือนกันด้วยพื้น
หลังสีด า จากการวิเคราะห์ความเหมือนกันของล าดับกรดอะมิโนได้ค่า %Identity เท่ากับ 82 เปอร์เซ็นต์  
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EDN64107.1 : 

EJT41837.1 : 

             

                                  

         *        20         *    

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMA

MNTDQQKVNEIFQSSKEKLQGDAKVVNDAFKEMA

                                  

     

     

 : 34

 : 34

      

 ภาพที่ 4-8 การท า Multiple alignment sequence ของโปรตีน IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae (EDN64107.1) และโปรตีนที่ค้นพบจาก S. kudriavzevii 
(EJT41837.1) ที่ต าแหน่งของกรดอะมิโนตัวที่ 2-34 ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc วิเคราะห์แยกตามคุณลักษณะ homology sequence โดยในแสดง
บริเวณที่มีกรดอะมิโนเหมือนกันทุก sequence ด้วยพ้ืนหลังสีด า จากการวิเคราะห์ความเหมือนกันของล าดับกรดอะมิโนได้ค่า %Identity เท่ากับ 90 เปอร์เซ็นต์ 
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EDN64107.1 : 

EJS44196.1 : 

             

                                                                    

         *        20         *        40         *        60        

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMASQDKDGKTTDADESEKHNYQEQYNKLKGAGHKKE

MNTDQQKVSDIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMAKKDKGGKADNISDKDKPDYQEQYNKLKQSAHKKE

                                                                    

     

     

 : 68

 : 68

      

 ภาพที่ 4-9 การท า Multiple alignment sequence ของโปรตีน IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae (EDN64107.1) และโปรตีนที่ค้นพบจาก S. arboricola 
(EJS44196.1) ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc วิเคราะห์แยกตามคุณลักษณะ homology sequence โดยในแสดงบริเวณที่มีกรดอะมิโนเหมือนกันทุก 
sequence ด้ ว ย พ้ื น ห ลั ง สี ด า  จ า ก ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ค ว า ม เห มื อ น กั น ข อ ง ล า ดั บ ร ด อ ะ มิ โ น ไ ด้ ค่ า  %Identity เท่ า กั บ  76 เป อ ร์ เ ซ็ น ต์ 
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EDN64107.1 : 

EJS44196.1 : 

             

                                  

         *        20         *    

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMA

MNTDQQKVSDIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMA

                                  

     

     

 : 34

 : 34

      

  ภาพที่ 4-10 การท า Multiple alignment sequence ของโปรตีน IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae (EDN64107.1) และโปรตีนที่ค้นพบจาก S. arboricola 
(EJS44196.1) ที่ต าแหน่งของกรดอะมิโนตัวที่ 2-34 ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc วิเคราะห์แยกตามคุณลักษณะ homology sequence โดยในแสดง
บริเวณที่มีกรดอะมิโนเหมือนกันทุก sequence ด้วยพ้ืนหลังสีด า จากการวิเคราะห์ความเหมือนกันของล าดับกรดอะมิโนได้ค่า %Identity เท่ากับ 93 เปอร์เซ็นต์ 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

 

 

 

 

             

             

EDN64107.1 : 

XP_0182202 : 

             

                                                                    

         *        20         *        40         *        60        

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMASQDKDGKTTDADESEKHNYQEQYNKLKGAGHKKE

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMANKDKNSDSS-GDSSHKPDYQEQYNKLKGAVKREE

                                                                    

     

     

 : 68

 : 67

      

 ภาพที่ 4-11 การท า Multiple alignment sequence ของโปรตีน IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae (EDN64107.1) และโปรตีนที่ค้นพบจาก S. eubayanus 
(XP_0182202) ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc วิเคราะห์แยกตามคุณลักษณะ homology sequence โดยในแสดงบริเวณที่มีกรดอะมิโนเหมือนกันทุก 
sequence ด้ ว ย พ้ื น ห ลั ง สี ด า  จ า ก ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ค ว า ม เห มื อ น กั น ข อ ง ล า ดั บ ก ก ร ด อ ะ มิ โ น ไ ด้ ค่ า  %Identity เท่ า กั บ  80 เป อ ร์ เ ซ็ น ต์ 
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EDN64107.1 : 

XP-0182202 : 

             

                                  

         *        20         *    

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMA

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKEMA

                                  

     

     

 : 34

 : 34

      

 ภาพที่ 4-12 การท า Multiple alignment sequence ของโปรตีน IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae (EDN64107.1) และโปรตีนที่ค้นพบจาก S. eubayanus 
(XP_0182202) ที่ต าแหน่งของกรดอะมิโนตัวที่ 2-34 ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc วิเคราะห์แยกตามคุณลักษณะ homology sequence โดยในแสดง
บริเวณที่มีกรดอะมิโนเหมือนกันทุก sequence ด้วยพ้ืนหลังสีด า จากการวิเคราะห์ความเหมือนกันของล าดับกรดอะมิโนได้ค่า %Identity เท่ากับ 97 เปอร์เซ็นต์ 

 

 

 

 

 

 

 



40 

 

 

 

 

 
             

             

EDN64107.1 : 

XP_0036763 : 

             

                                                                                 

         *        20         *        40         *        60         *        80 

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMASQDKDGKTTDADESEKHNYQEQYNKLKGAG---HKKE----------

MSDKNANVSEMFQQAKEMLEGKANAASEGMKNMASPESKEKMKTKGQDMEKKAQDSYNKLRGAGKQEQTKERQDKDELMDH

                                                                                 

     

     

 : 68

 : 81

      

 ภาพที่ 4-13 การท า Multiple alignment sequence ของโปรตีน IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae (EDN64107.1) และโปรตีนที่ค้นพบจาก S. eubayanus 
(XP_0036763) ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc วิเคราะห์แยกตามคุณลักษณะ homology sequence โดยในแสดงบริเวณที่มีกรดอะมิโนเหมือนกันทุก 
sequence ด้ ว ย พ้ื น ห ลั ง สี ด า  จ า ก ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ค ว า ม เห มื อ น กั น ข อ ง ล า ดั บ ก ร ด อ ะ มิ โ น ไ ด้ ค่ า  %Identity เท่ า กั บ  39 เป อ ร์ เ ซ็ น ต์ 
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EDN64107.1 : 

XP-0036763 : 

             

                                  

         *        20         *    

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMA

MSDKNANVSEMFQQAKEMLEGKANAASEGMKNMA

                                  

     

     

 : 34

 : 34

      

 ภาพที่ 4-14 การท า Multiple alignment sequence ของโปรตีน IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae (EDN64107.1) และโปรตีนที่ค้นพบจาก S. eubayanus 
(XP_0036763) ที่ต าแหน่งของกรดอะมิโนตัวที่ 2-34 ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc วิเคราะห์แยกตามคุณลักษณะ homology sequence โดยในแสดง
บริเวณที่มีกรดอะมิโนเหมือนกันทุก sequence ด้วยพ้ืนหลังสีด า จากการวิเคราะห์ความเหมือนกันของล าดับกรดอะมิโนได้ค่า %Identity เท่ากับ 43 เปอร์เซ็นต์ 
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 น าข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนส เอ และเอนไซม์อ่ืนที่มีล าดับกดรอะมิโนคล้ายคลึง
กันกับเอนไซม์โปรตีเนส เอ ทั้งหมดที่ได้จากการค้นหาเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม BLAST บนฐานข้อมูล 
NCBI มาท า multiple sequence alignment เพ่ือเปรียบเทียบความเหมือน และความคล้ายคลึงกันของ
กรดอะมิโนแต่ละตัวของเอนไซม์ด้วยโปรแกรม ClustalX และGeneDoc และค าควณค่า %Identity เพ่ือ
บ่งบอกถึงเปอร์เซ็นต์ของ homology sequence ของเอนไซม์ตัวอ่ืนที่ค้นพบเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์
โปรตีเนส เอ ได้ผลแสดงดังภาพที่ 4-15 
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PJP11498.1 : 

EJT42213.1 : 

EJS41405.1 : 

XP_0182188 : 

XP_0036754 : 

             

                                                                                                                     

         *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *       

--GHDVPLTNYLNAQYYTDITLGTPPQNFKVILDTGSSNLWVPSNECGSLACFLHSKYDHEASSSYKANGTEFAIQYGTGSLEGYISQDTLSIGDLTIPKQDFAEATSEPGLTFAFG

-GGHDVPLTNYLNAQYYTDITLGTPPQNFKVILDTGSSNLWVPSNECGSLACFLHSKYDHEASSSYKANGTEFAIQYGTGSLEGYISQDTLSIGDLTIPKQDFAEATSEPGLTFAFG

-GGHEVPLTNYLNAQYYTDITLGTPPQNFKVILDTGSSNLWVPSNECGSLACFLHSKYDHEASSSYKANGTEFAIQYGTGSLEGYISQDTLSIGDLTIPKQDFAEATSEPGLTFAFG

EGGHDVPLTNYLNAQYYTDISLGNPPQNFKVILDTGSSNLWVPSTECGSLACFLHSKYDHEASSSYKANGTEFAIQYGTGSLEGYISQDTLSIGDLTIPKQDFAEATSEPGLTFAFG

GDGHNVPLTNYLNAQYFADISVGTPPQNFKVILDTGSSNLWVPSSECNSLACFLHSKYDHDASSSYKANGTKFAIQYGSGSLEGYISQDTLNIGDLTIPKQDFAEATSEPGLTFAFG

                                                                                                                     

      

      

 : 115

 : 116

 : 116

 : 117

 : 117

      

             

             

PJP11498.1 : 

EJT42213.1 : 

EJS41405.1 : 

XP_0182188 : 

XP_0036754 : 

             

                                                                                                                     

120         *       140         *       160         *       180         *       200         *       220         *    

KFDGILGLGYDTISVDKVVPPFYNAIQQDLLDEKRFAFYLGDTSKDTENGGEATFGGIDESKFKGDITWLPVRRKAYWEVKFEGIGLGDEYAELESHGAAIDTGTSLITLPSGLAEM

KFDGILGLGYDTISVDKVVPPFYNAIQQDLLDEKRFAFYLGDTSKDTENGGEATFGGIDESKFKGDITWLPVRRKAYWEVKFEGIGLGDEYAELESHGAAIDTGTSLITLPSGLAEM

KFDGILGLGYDSISVDKVVPPFYNAIQQDLLDEKKFAFYLGDTSKDSENGGEATFGGIDESKFKGDITWLPVRRKAYWEVKFEGIGLGDEFAELENHGAAIDTGTSLITLPSGLAEM

KFDGILGLGYDTISVDKVVPPFYNAIQQDLLDEKRFAFYLGDTSKDSENGGEATFGGIDESKFKGDVTWLPVRRKAYWEVKFEGIGLGHEFAELEGHGAAIDTGTSLITLPSGLAEM

KFDGILGLAYDTISVDKVVPPFYNAIEQGLLDEKKFAFYLGDTKKDEKNGGEITIGGIDESKFKGDIEWLPVRRKAYWEVKFEGIALGDQYAALENHGAAIDTGTSLITLPSGLAEI

                                                                                                                     

      

      

 : 232

 : 233

 : 233

 : 234

 : 234

      

             

             

PJP11498.1 : 

EJT42213.1 : 

EJS41405.1 : 

XP_0182188 : 

XP_0036754 : 

             

                                                                                                

   240         *       260         *       280         *       300         *       320         *

INAEIGAKKGWTGQYTLDCNTRDNLPDLIFNFNGYNFTIGPYDYTLEVSGSCISAITPMDFPEPVGPLAIVGDAFLRKYYSIYDLGNNAVGLAKAI

INAEIGAKKGWTGQYTLDCNTRDNLPDLIFNFNGYNFTIGPYDYTLEVSGSCISAITPMDFPEPVGPLAIVGDAFLRKYYSIYDLGNNAVGLAKAI

INAEIGAKKGWTGQYTLDCNTRDGLPDLTFNLNGYNFTIGPYDYTLEVSGSCISAITPMDFPEPVGPLAIVGDAFLRKYYSIYDLGNDAVGLAKAI

INAEIGAKKGWSGQYALDCNTRDGLPDLTFNFNGYNFTIGPYDYTLEVSGSCISAITPMDFPEPVGPLAIIGDAFLRKYYSIYDLGKDAVGLAEAI

INTEIGAKKGWTGQYTLDCDTRDGLPDLTFNFNGKNFTISPFDYTLEVSGSCISAIMPMDFPEPMGPMAIVGDAFLRKYYSIYDLDNHAVGLAEAI

                                                                                                

      

      

 : 328

 : 329

 : 329

 : 330

 : 330

       

 ภาพที่ 4-15 การท า Multiple alignment sequence ระหว่างโปรตีเนส เอ จากยีสต์ S. cerevisiae กับเอนไซม์เป้าหมายจากยีสต์ตัวอ่ืนที่ค้นพบโครงสร้าง
ของโปรตีนในยีสต์คล้ายกับโปรตีน IA3 จาก S. cerevisiae โดยแสดงบริเวณที่มีกรดอะมิโนเหมือนกันทุก sequence ด้วยตัวอักษรสีขาวพ้ืนหลังสีด า, บริเวณที่มีกรดอะ
มิโนเหมือนกัน 4 sequence ด้วยตัวอักษรสีขาวพ้ืนหลังสีเทา และบริเวณที่มีกรดอะมิโนเหมือนกัน 3 sequence ด้วยตัวอักษรสีด าพ้ืนหลังสีเทา จากภาพ 
PJP11498.1 คือ เอนไซม์โปรตีเนส เอ จาก S. cerevisiae, EJT42213.1 คือ เอนไซม์จาก S. kudriavzevii, EJS41405.1 คือเอนไซม์จาก S. arboricola, 
XP_0182188 คือเอนไซม์จาก S. eubayanus และXP_0036754 คือเอนไซม์จาก N. castellii การวิเคราะห์ความเหมือนกันของล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ได้
ค่ า  %Identity เ ท่ า กั บ  97, 96, 95 แ ล ะ 84 เ ป อ ร์ เ ซ็ น ต์  ต า ม ล า ดั บ
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 การท า multiple sequence alignment ของโปรตีนตัวอ่ืนจากเห็ด เชื้อรา ยีสต์ และสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ 
ที่มีความคล้ายคลึงกับโปรตีน IA3 ที่ค้นหาเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม BLAST บนฐานข้อมูล Fungi ได้
แสดงผลการ alignment เปรียบเทียบในฐานข้อมูลในขณะท าการ BLAST ข้อมูลโปรตีน แสดงส่วนของ
กรดอะมิโนที่มีความเหมือนหรือความคล้ายคลึงกัน โดยแบ่งแยกกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง 
กรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว และกรดอะมิโนที่ไม่มีความเหมือนหรือคล้ายคลึงด้วยการไม่เติมสี 
โดยบ่งบอกเปอร์เซ็นต์ของความเหมือนกันของโปรตีนตัวอ่ืนที่พบกับโปรตีน IA3 ด้วยค่า %Identity และบ่ง
บอกเปอร์เซ็นต์ของความคล้ายคลึงกันของโปรตีนตัวอ่ืนที่พบกับโปรตีน IA3 ด้วยค่า %Similarity ท าการ
แสดงผลโดยแบ่งโปรตีนอ่ืนที่ค้นพบตามไฟลัม ดังแสดงในตารางที่ 4-13, โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบใน 
Phylum Chytridiomycota ดังแสดงในตารางที่ 4-14, โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบใน Phylum Ascomycota 
ดังแสดงในตารางที่ 4-15, โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบใน Phylum Basidiomycota ดังแสดงในตารางที่ 4-16, 
โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบใน Phylum Microsporidia ดังแสดงในตารางที่ 4-17 และโปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบใน 
Phylum Mucoromycota ดังแสดงในตารางที่ 4-18 
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ตารางที่ 4-13 ข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 จาก Saccharomyces cerevisiae 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

EDN64107.1 Saccharomyces 
cerevisiae 

MNTDQQKVSEIFQSSKEKLQGDAKVVSDAFKKMASQDKDGKTTDA

DESEKHNYQEQYNKLKGAGHKKE - - 

 

 

ตารางที่ 4-14 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Chytridiomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST  

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

OON03877 Batrachochytrium 
salamandrivorans 

QKFWETMASSKAKKGGHSATAIRAAASQESPSKRHKTTPAKNGKS

SSHASSSNKKKSSGSKSD 32 41 

หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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ตารางที่ 4-15 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Ascomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST  

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

SPAC140.02.
1 

Schizosaccharomyces 
pombe 

SSESEEEEEVVEKTEEKKEGSSESSSDSESSSDSSSESGDSDSSS

DSESESSSEDEKKRKAEPASEE 21 49 

SPAC1B3.05.
1 

Schizosaccharomyces 
pombe 

AEEKVSADASVQDIAEKESLDADKELATNDQEDDEEENQAE 34 54 

EPX72843 Schizosaccharomyces 
octosporus 

QKEKENMKNDANAVAEKPKKVKHSTKKSSRKAKSESDRHKSKDKK

HKRK 29 51 

EPX73134 Schizosaccharomyces 
octosporus 

GYGHVGLNAFGDSTSQSKDGETSHANEGENSLQKQEKNEEK 37 56 

KIW09189 Verruconis gallopava GDDKTPSPATKQATPEDSSGEDEDEDEWDKSDSEEEEREMTDDDE

RK 30 51 

EWC45616 Drechslerella 
stenobrocha 

KVFKSSQKYVEQDSKKISDLAREAASKANNGASPDA 33 72 

EME46299 Dothistroma 
septosporum 

LETDLKAAKEAQKSAEEKLKVAIEKAVAASKNAGPAGKDGKGFKA

DRADQGRLAELEKQL KEA 30 48 

EME41673 Dothistroma 
septosporum 

DAKKAEEKAKHDAKKVEEEAKHDAEKAEQEAKDDADKDKHDAEKK

AKHDAEKAEKKAKDDADK 25 49 

EMF14696 Sphaerulina musiva  EREREQEAFESLLEKARLDAVEIRKAEKAAAKAENGGVDVSADES

EDEDY 34 52 

KJX92634 Zymoseptoria brevis DQQVAREKFLQKEREAEGDEFADKEKFVTSAYKEQQEETRRLEEE

EKRKAEEDEKRKRHAG 26 46 

หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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ตารางที่ 4-15 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Ascomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

EUC48155 Bipolaris oryzae  MANNDKLAKQHERDAQVLGRYREQWEKLKAGARKKE 42 53 
EUC50971 Bipolaris oryzae  DSDEEESSEEESAEGEAAKGKAAVPAEKKKEEEEDDDDDEEEDSD

DDEEESSKEE 25 56 

EMD63769 Bipolaris sorokiniana MANNDKLAKQHERDAQVLGRYREQWEKLKAGARKKE 42 53 
ENI04648 Bipolaris maydis  MANNDKLAKQHERDAQVLGRYREQWEKLKAGARKKE 42 53 
EUN22287 Bipolaris victoriae  MANNDKLAKQHERDAQVLGRYREQWEKLKAGARKKE 42 53 
EMD92966 Bipolaris maydis  MANNDKLAKQHERDAQVLGRYREQWEKLKAGARKKE 42 53 
EUC36364 Bipolaris zeicola  MANNDKLAKQHERDAQVLGRYREQWEKLKAGARKKE 42 53 
EXJ69862 Cladophialophora 

psammophila  
EAFEACKQELESSHARVTDLTTELSSSQEARETTDAQVAQLSAEL

EAYTQLK 29 56 

OAP64088 Fonsecaea erecta QEDAKLASDIFTKLREQQPDDKATIAGYVASHAWDDE 38 51 
OAP61623 Fonsecaea erecta KEEKERLKAEAKAKKDEEKKRKEEEKDAARKVREEKKKQKDAEKQ

EK 30 49 

EDU50848 Pyrenophora 
triticirepentis 

SDSSESEEEKAAAKAKATSDSSDSDADSDADSSDSDSDEEE 37 51 

OAL45285 Pyrenochaeta sp.  DREEKKKHDNDEKKKYDDEEKKKHDYDEKKKYDDEEKKKHDYDEK

KKHDYDEK 28 51 

KPI42290 Phialophora attae KVKLEYEAKVKAKKAKKKKDDDKDKKDDDKEDVEK 43 57 
KKY15531 Phaeomoniella 

chlamydospora 
LATVDFDGKEKDDDETEVHTHLRPWEAIKAEGEEE 34 57 

หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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ตารางที่ 4-15 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Ascomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

ODM22391 Aspergillus cristatus KEKEKEKDGESKEKDGKEKKDADKDKDAKSDEKERDDKINSLKKQ

EKAQGQG 27 54 

OJK02059 Aspergillus aculeatus  AEVATSADAKASDSDHDEQTSTADDQSDHHIEENKGKPSGDDKDK

E 33 50 

OJK01115 Aspergillus aculeatus  EDAMEDDEKPAADAEKKTATDDDDLKEYDLDHYDSDEVDEDGEKF

TMFGNVK 31 46 

CADACLAP00
003199 

Aspergillus clavatus ENDREYVMDAFQDLTLEDADAEEQDEAEVEAEEEEEEEEEEEDAG

QRSE 29 51 

OGM42922 Aspergillus bombycis KQKQSEDPAKSEEAEAQEAKEAAKKEKQKEQQDKEAKTAAADAAQ

KPESKSASDKNK 33 51 

EAA63897 Aspergillus nidulans NIDPDSVRHTLLAQKKKLRGDFSVDNDVAPLLAEEDRTRKRAIAP

ERAK 33 47 

EAA66282 Aspergillus nidulans  EETEANLAGLSKLVTEQIRKRASQRTNAPTKDADDSD 35 65 
CADATEAP00
008523 

Aspergillus terreus 
KLPGEAKDTADAFARLEGKVEDKKRTETEQSRILELKERQQR 31 60 

EYE96616 Aspergillus ruber  ERVNAIFQDSKSQWEVDGAAVQDAVMKEKKQDLNSNNVEVQKGSE 29 49 
OJJ88564 Aspergillus glaucus  ERVNAIFQDSKSQWEADGAAVQDAVIKEKKQDSNSNNVEAQKGSE 31 51 
OJZ83515 Aspergillus luchuensis  TSNNQGNNNTYTQSSDHNHRNAYNHITGGGHSEE 29 50 
EPS32109 Penicillium oxalicum  SSEKQAQSDAKAGKSETNSEKSKEKGEKSDKADKSEKSEKAEKAE

K 35 52 

OJJ43339 Penicilliopsis zonata  LQAEQRQINELLKAAKSRVEETKAKINEEVQRMADADGGGFARKQ

EEFRQKELEVEEAKRQIEGHQGE 18 53 

หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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ตารางที่ 4-15 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Ascomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

OQE37218 Penicillium 
coprophilum 

ENDRDYVLDAFQDLTMEDADAKEEQEVEEEEEEVEEEYD 31 51 

OQD90532 Penicillium 
antarcticum 

EAEKKRLEEEAKEAEKQRMIEAAQNDDGEVKSDDESAWEGFESEY

EKPEWLNKKR 25 51 

OGE55351 Penicillium arizonense EAEKKRLEEEAKEAEKQRMIEAAQNDDGEVKSDDESAWEGFESEY

EKPEWLNKKR 25 51 

OQE09477 Penicillium vulpinum ENDREYVLDAFQDLTMEDADAKEEEELEKEEEEAEEEYD 31 56 
GAD92615 Byssochlamys 

spectabilis  
RISKLAKMQLEEAQGDLKAAQEAEAEDSAEEKEGEDDDAMEDD 28 63 

GAD96089 Byssochlamys 
spectabilis  

EIQAMYDAWKEKMDKKGASAAGLFRKVDARDEDQETDDDDDDEE 25 59 

KKA19332 Rasamsonia emersonii  EKKEGEEAGKEEAKDKQEDKEKDGKKADKDKKEAEKKPQPLGKSK
GFG 33 48 

KKA17696 Rasamsonia emersonii 
cbs  

VESDAAVAAADDNDDATSDTSGRFDDADESEFDNNNNNYN 38 50 

GAM40366 Talaromyces 
cellulolyticus 

DKSEAEWLLEALADKLERELRKLSDEYRQREKQESDGKSHDNDDE

SESSRKQK 21 60 

EGE01003 Trichophyton 
equinum  

SSESESSESSDSSEESEEEEEKAAPVKNGAAAAADSSSESSDSDE

SESEDEKPVKNGAKAANGKK 28 48 

หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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ตารางที่ 4-15 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Ascomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

EGD96155 Trichophyton 
tonsurans  

SSESESSESSDSSEESEEEEEKAAPVKNGAAAAADSSSESSDSDE

SESEDEKPVKNGAKAANGKK 28 48 

EFE34833 Trichophyton 
benhamiae  

SSESESSESSDSSEESEEEEEEKAAPVKNGAAAADSSSESSDSDE

SESEDEKPVKNGAKVANGKK 26 49 

EAS35320 Coccidioides immitis  EDTKKSFKADRKLASGEKRKMSAREDSSSTTDAAEARKKMQQKLK

EHMAGA 29 55 

KMP00568 Coccidioides immitis  EDTKKSFKADRKLASGEKRKMSAREDSSSTTDAAEARKKMQQKLK

EHMAGA 29 55 

KMU89574 Coccidioides immitis  EDTKKSFKADRKLASGEKRKMSAREDSSSTTDAAEARKKMQQKLK

EHMAGA 29 55 

EEH17157 Paracoccidioides 
brasiliensis  

GDIYEIPEYYSQIVDDDHEGDADDYDNEMRHGHENEYTKI 

23 50 

EHK98132 Glarea lozoyensis  LNDDIPRLDTRMQKIGLEVESSAKNLADAQRRIKELSKEHQPSQT

DDSRVDSLQKDINKL 23 52 

CZR65909 Phialocephala 
subalpina 

ETGKKAVNGAAKVVAKATETSDSEDDDDEEADSASSDSSNSDEE 

32 57 

CZT46695 Rhynchosporium 
secalis 

EAKSIKEAFKSINGQDVSTKTTMVDKDTKH 

43 60 

OBT72714 Pseudogymnoascus 
sp. 

ENRYNELIQMTPEAQQGELQQVRDKAMLTMQQDREGLTRDRDNT 

30 52 

หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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ตารางที่ 4-15 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Ascomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

KFY19633 Pseudogymnoascus 
sp.  

ENRYNELIQMTPEAQQGELRQVRDKAMLTMQQDREGLTRDRDNT 

30 52 

KFY18334 Pseudogymnoascus 
sp.  

LNTQLGKVAAFQESTFQKLEERANNVSERLKDLAPQDAD 

38 59 

OBT64569 Pseudogymnoascus 
sp. 

VGERATATSWRLPGEDDEEDEEFDEEDTDDEDFDSEDEASDDEED

YEEEASKTKGKKHKKK 26 52 

OBT61410 Pseudogymnoascus 
sp. 

ENRYNELIQMTPEAQQGELQQVRDKAMLTMQQDREGLTRDRDNT 

30 52 

OAF62596 Pseudogymnoascus 
destructans 

ENRYNELIQMTPEAQQGELQQVRDRAMLTMQQDREGLTRDRDNT 

30 52 

OAF62511 Pseudogymnoascus 
destructans 

SKTAQRIKDNLEGDFKLKDEDVKKIDGLDKKLRFNDPSESFGYNF 

33 53 

ELR01677 Pseudogymnoascus 
destructans  

ENRYNELIQMTPEAQQGELQQVRDRAMLTMQQDREGLTRDRDNT 

30 52 

ELR01757 Pseudogymnoascus 
destructans  

SKTAQRIKDNLEGDFKLKDEDVKKIDGLDKKLRFNDPSESFGYNF 

33 53 

KXH47289 Colletotrichum salicis ESKKAKKRRKQKKALGIAAKALEDSAKVVSDLANEGKKTDEKKDS

KYGAEKEGKKAEDND QKKE 25 50 

EEY21818 Verticillium alfalfa  KEAHEAELKKVRDEAEKAAKASSDKATADAEAAKKQLAEEQEKAA

KAA 33 48 
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หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
ตารางที่ 4-15 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Ascomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

EEY15126 Verticillium alfalfa  SDSEESHEDTGSSESESGDDEIEAEEEFEKQSSHESSGSESGDDD

GSDHEYEDQ 24 48 

EGY14338 Verticillium dahliae KEAHEAELKKVRDEAEKAAKASSDKATADAEAAKKQLAEEQEKAA

KAA 33 48 

VDAG_JR2_C
hr3g11170a-
00001 

Verticillium dahliaejr KEAHEAELKKVRDEAEKAAKASSDKATADAEAAKKQLAEEQEKAA

KAA 33 48 

KZZ90733 Aschersonia aleyrodis  SDAQMDSSSDDEDDKNANADELEGEKELENQAKAKRAAQRK 39 49 
CCE32792 Claviceps purpurea  GDSEDEKEVSKESKHKDKDGKTDDADRVKK 43 63 
CCE26933 Claviceps purpurea  MNEDDEKYSKEDASSKTSSSGDGSVIDGETKLDSPRDKD 38 51 
CEJ89177 Torrubiella 

hemipterigena 

KDSKAKRRDSASSAGDSDGASANGDADGKSKKKDGSESDSDSESS

SEDEGAPKKRE 32 50 

KHN97544 Metarhizium album  DMEREDSKLKSEQEQKEADGKVASDKRTEQVTRDEAGAGHESEKA

EK 26 57 

OAA69956 Cordyceps confragosa  DQDEVSVSKLSQMVALRHLSITASDVIRDESDSDSETKSEDDDED

EDENGHVKENKVKVVKPVKE 31 45 

OAA64020 Isaria fumosorosea  ETVEELKKVLEKKASEAQDLVDSAEKEASSDSKDGKESNDDKKGS

EGKGSKDGKDSGKGAEKE 27 48 

FVEG_13648
T0 

Fusarium 
verticillioides 

EKLTGDKFEVSHATGAEQEKIGDEKIAKGDFSAFGNYLEQFLFAD

GAGH 41 45 

หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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ตารางที่ 4-15 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Ascomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

FVEG_13631
T0 

Fusarium 
verticillioides 

DSDKRSRSELIEINSDNSQSDNDSLSDAFSDLSSDDSEYSDNEAQ

MTDDERH 23 54 

KPA40809 Fusarium langsethiae ERQRKKKAEEEKKGKKGGDKQKKSDDKVKVSEEGKDKKGVEKDEG

KKSESKDDDNKAESKDEGKD 26 49 

KPA45841 Fusarium langsethiae DKQKKSDDKVKVSEEGKDKKGVEKDEGKKSESKDDDNKAESKDEG

KDEKPKEEESKEESSDKQKD 28 48 

EPE09318 Ophiostoma piceae  KSGKEKEEKPDEEKKDEGEKPASDDKDTKEGDAEGKEKTQKKGNG

DEVKTDG 35 52 

KND88696 Tolypocladium 
ophioglossoides  

EVLATLARKASGDAGVVGKATKSILSEFKKTRQDSWSVDQKYFTQ

EQLEDLEG 

 
32 47 

OIW35281 Coniochaeta ligniaria  RIMKPSAKKRANGDMDGDDTDDEASHHHNHHSSTN 34 54 
KUI66738 Valsa mali EKELSEQGASERKKIQEQVDKKAEKDAKKGTTKKKSKKATSDDEG

SDNTENQRNFMKGWIKKKE 27 48 

KUI71509 Valsa mali MASEDDDDENDDDEDSEEDSDEEATKKGKKAGDKRK 39 64 
KUI56743 Valsa mali  EEKKRRRSEKKAKKLAEQDEKIQAEAVKAEARRKHLAEVEDKEES

EKHAKKSKKKEKKSSKAKEE 25 52 

EGS21916 Chaetomium 
thermophilum  

EQPKTAEESPETKPEEAADSEKKLEEQQQQSSEQKDGQTEQKDQA

QPQADQQQAN 

  
25 55 

EAQ90148 Chaetomium 
globosum  

DRHEDGDKREEEDKKEEEDRKEVEDKKEERGRHEKEDKNEDGDRS

ERANEREENKK 27 50 

หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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ตารางที่ 4-15 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Ascomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

CAG86418 Debaryomyces 
hansenii  

KKKEEEELNKEKLKKEEELKSIQQKGESEQKEGQKDDQQPENEQK

PEDAQENKLKSEGEQK 31 49 

EGW33667 Spathaspora 
passalidarum  

VEDEQEFYYGSDAEAYDEDYDEWDLDNYEEEYNKKYEQGEPKE 

35 47 

KHE89807 Neurospora crassa  QSIIDKYEGEKESLEKEVKVHKDEIKKLKQEITEKKTSLANKQQE

RD 26 57 

EDK39555 Meyerozyma 
guilliermondii  

ITDSFAPMIESIETEVNSIEDAILKMHSGDTDTDDSDSDDDDEEN 

27 53 

EAZ63158 Scheffersomyces 
stipites  

SEVVQAEREKVEEPGKIEPEAQQTTVYRDASGRIVDIDNRRKQFE

QEK 29 52 

ODV67666 Hyphopichia burtonii  IGDAFKLLSGQESHSKSKDSSQVETHQRNVQNNHPEGVNLK 32 51 
ODV60943 Ascoidea rubescens  MSQNDTVSKITNEDESDKNNSQENENK 48 63 
KGT69929 Candida albicans  EDGDYGTTDSQESNNRSYKTHNNFIKGRNH 40 57 
KHC87265 Candida albicans  EDGDYGTTDSQESNNRSYKTHNNFIKGRNH 40 57 
AOW29114 Candida albicans  SSSEEEEEEEEEVSEEVESDEDEDEDEDEEDEDEDEDEEIREETN

K 30 52 

AOW28514 Candida albicans  EDGDYGTTDSQESNNRSYKTHNNFIKGRNH 40 57 
KGQ92417 Candida albicans  EDGDYGTTDSQESNNRSYKTHNNFIKGRNH 40 57 
KHC79041 Candida albicans  EDGDYGTTDSQESNNRSYKTHNNFIKGRNH 40 57 
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หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  

 

ตารางที่ 4-15 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Ascomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

KIP09586 Phlebiopsis gigantean  DHLRAEEKMIQRERELEGDEFKDKEAFVTQAYKDQMAELRRAEEE

ERKHDEEEKKKGRGVG 26 49 

KZT00821 Laetiporus sulphureus  MDTLDSMAEEIFNANKSRLQGESSYIAVLVKAHLEESEDYKVPEE
EE 28 53 

CDK29377 Kuraishia capsulate  SSSKSYNEDADAVADVSMKAEDADSDDESDSEDEEEKPKKKEKKE

K 33 46 

หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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ตารางที่ 4-16 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Basidiomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

KZV91242 Exidia glandulosa  NSYEQDFKQIIQSAQDKLDGDAKDQRGEQRKATLRRVDMELDEAD

E 35 57 

KZV95793 Exidia glandulosa  NSYEQDFKQIIQSAQDKLDGDAKDQRGEQRKATLRRVDMELDEAD

E 35 57 

EMD31768 Gelatoporia 
subvermispora  

LNSEEQREDEISEPEEDSLAGQMAMMRGGSVKKRSESDDESSTDD

DEDE 29 53 

EKM55588 Phanerochaete 
carnosa  

DHLRAEEKMIQRERELEGDEFKDKDAFVTQAYKDQMAELRRAEEE

EKKREEEERKKNKGMG 31 48 

KZT26366 Neolentinus lepideus  DHLRAEEKMIQREREMEGDEFKDKEAFVTQAYKDQMEEVRKAEEE

EKQREEEEKKKNKG 27 47 

EPQ58270 Gloeophyllum 
trabeum  

DHLRAEEKMIQREREMEGDEFKDKEAFVTQAYKDQLAEVRRAEEE

EKRREEEEKKKNKG 27 47 

CCM00541 Fibroporia radiculosa LMGNLDEVDDAFRAAASGDEGSSGEDADDVEKPSDKE 41 57 
KZT00821 Laetiporus sulphureus  MDTLDSMAEEIFNANKSRLQGESSYIAVLVKAHLEESEDYKVPEE

EE 28 53 

KIP09586 Phlebiopsis gigantean  DHLRAEEKMIQRERELEGDEFKDKEAFVTQAYKDQMAELRRAEEE

ERKHDEEEKKKGRGVG 26 49 

CDO71209 Trametes cinnabarina DHLRAEEKMIQRERELEGDEFKDKEAFVTQAYKEQMEELRRAEEE

ERKREEEEQKKKKGMG 26 48 

CCM00541 Fibroporia radiculosa LMGNLDEVDDAFRAAASGDEGSSGEDADDVEKPSDKE 41 57 
OKY66548 Phlebia centrifuga EQDFKQIIQSIREKLDGDAKDERGEQKKAALRRVEMELDEADE 40 56 
หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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ตารางที่ 4-16 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Basidiomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

EKM55588 Phanerochaete 
carnosa  

DHLRAEEKMIQRERELEGDEFKDKDAFVTQAYKDQMAELRRAEEE

EKKREEEERKKNKGMG 31 48 

EMD31768 Gelatoporia 
subvermispora  

LNSEEQREDEISEPEEDSLAGQMAMMRGGSVKKRSESDDESSTDD

DEDE 29 53 

KIM47506 Hebeloma 
cylindrosporum  

EIIQTPKFESISESSTVGSRFRPRGAEDDKAETSDAAYEKRHRKF

ETFEKRQRGREKEK 24 49 

KDQ26524 Pleurotus ostreatus  SDTEKLREEMRKREEKLRGDAESVGKKYQQLLEEVKNAEKTRAEL

NE 30 64 

KIJ30677 Sphaerobolus 
stellatus 

EAKCSNLFNKKKKNKKANQPRTANSQKRILSEDENGDQENDTESV

KQNKRRKY 25 55 

KIM63854 Scleroderma citrinum  DRLRAEEKMLQHEREMEGDQFADKEAFVTQAYKDQMAEVRRAEEE

EKQREEAEKKKKKGS 25 48 

KIM64058 Scleroderma citrinum  EKKKKAEIRQGSSNMLKGYQKAVGSLIGELTQEERDATAEEADE 30 55 
KIK47087 Suillus luteus  DHLRAEEKMMQREREAEGDEFADKEAFVTQAYKDQMAEVRKAEEE

ERQREEAEKKKRKGA 25 45 

KWU45349 Rhodotorula sp.  AAAESSAHKKKGKANDADEQEWQAVQEQLRKMK 42 55 
OCF59234 Kwoniella 

mangroviensis  

NTTLIKEKEVLEKDNERLRMELKEVRDTAKKIDPEVNERKGEDRD

ET 32 51 

OCF76514 Kwoniella 
mangroviensis  

NTTLIKEKEVLEKDNERLRMELKEVRDTAKKIDPEVNERKGEDRD

ET 32 51 
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หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  

ตารางที่ 4-16 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Basidiomycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

OCF69027 Kwoniella 
mangroviensis  

NTTLIKEKEVLEKDNERLRMELKEVRDTAKKIDPEVNERKGEDRD

ET 32 51 

KNE93458 Puccinia striiformis QDKFSEYSDVAKDLLQSAFKAKSEAHKKMVPQATDLESAGESDGD

KFNY 37 51 

KNZ57701 Puccinia sorghi AELMSRTQVKLEVAAKAVTDACKALVKQVKSISAKSMEMKDQHDY

Q 30 54 

PTTG_08481
P0 

Puccinia triticina RRAGEDEDDGDEDEDEDEEEEEQEQKEEEEDAGHQ 

37 57 

JGI_V11_PST
130_P5005
27 

Puccinia striiformis QDKFSEYSDVAKDLLQSAFKAKSEAHKKMVPQATDLESAGESDGD

KFNY 37 51 

EFP88264 Puccinia graminis KKKQEEEGKKRTEEEEAKVKEEEDGQKKAENKDAEGKADEKQEKA

KKTTQEQQSKEQDA 29 47 

KDN52379 Tilletiaria anomala  ASEDDEEPDTDAEEEELRELQKQIDEAKAAG 42 61 
KIS66646 Ustilago maydis VSPDIKKQQEEEQNKKQQEQEQNKKQQEEEQNKKQQEQEQNKKHD

QQKQREKKQQEDEKKQ 23 52 

CCF48806 Ustilago hordei KLSKLAKSKKSKGKKSLSSKSDAGRKKRKSLKRAKAKDSDEEEND

N 35 50 
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ตารางที่ 4-17 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Microsporidia บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST  

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

ADM11910 Encephalitozoon 
intestinalis  

KQQKKEEQKQQKEEKQKQQKQQKEEKQKQQKDDKQKEQKQQKKEE

QKQQKEEKQKQKEAGNQKE 27 47 

ADM11178 Encephalitozoon 
intestinalis  

SETEDLSTDDEDVSDISSEDPSEDESDYDSSDDEDEEDDSEEEYD

QEPGKRRK 30 51 

ADM11012 Encephalitozoon 
intestinalis  

SSEGKKEKEKKEKKKKKKKKKKKKKKEKEKEKEEEEGEGEKRKKD

DSKEDDDEEEEEEKKKKKHKKK 21 52 

CAD25684 Encephalitozoon 
cuniculi  

EEPKTTVDKKSKDKIQGQEKTASDGDNNKATAEKSQEKKTMDKAD

K 26 54 

KMV65876 Encephalitozoon 
cuniculi  

EEPKTTVDKKSKDKIQGQEKTASDGDNNKATAEKSQEKKTMDKAD

K 26 54 

KCZ79949 Anncaliia algerae  IKRAFKQLALKYHPDKHSDATEAQKKQYTQKFIEIKQA 32 63 
KCZ81228 Anncaliia algerae  DVKTSEERKESSEKKVEPEANPVKSATEDMISSDEDELSRKKESS

EK 32 55 

KCZ76748 Anncaliia algerae  EISSSKKRSTKKPVEKVNDSKKASSSQKTYEDEVDAEKSRKKNKK

SSKSKDEGKKSRK 29 48 

KCZ78904 Anncaliia algerae  EISSSKKRSTKKPVEKVNDSKKASSSQKTYEDEVDAEKSSKKNKK

SSKSKDEGKKSRK 29 48 

ORD96352 Hepatospora eriocheir  QKKAEESYKEQKEKLNEEKKNLESSVKKEIDQMKD 37 54 
ORD99104 Hepatospora eriocheir QKKAEESYKEQKEKLNEEKKNLESSVKKEIDQMKD 37 54 
CBQ73826 Sporisorium reilianum RDKLEGDAKHERSREKRRRHDDQDRRSSRHSRSDRHSHRSRH 26 62 
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หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  

ตารางที่ 4-17 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Microsporidia บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

KRH94925 Pseudoloma 
neurophilia 

KVVDDNKVKVVGDNKVVGDKVKVVGDKNKIVVTSDKIVDNKNKIV

HDKNKV 29 49 

KRH94638 Pseudoloma 
neurophilia 

EEKITEIFGFIKKKKQKLYKNCHNLFHKKKSKKYESKKYESKKYE

SKKYESKKYDSKKYESKK 27 48 

KRH95313 Pseudoloma 
neurophilia 

SEKSKDEKEKSQKDIKNESEKSEKDKSNDEKAEKEKKQKAEKESK

EKSEKAAKNKSDKEK 27 47 

KGG51106 Mitosporidium 
daphniae 

DMQMISEIFHVAKNALAKDTPTIACLFQKWASSE 

38 56 

EPR79788 Spraguea lophii  INTYISKLEEILYSAENKDMSNISMLLVSLSNILSKNKDIEGYAA

YKRKEMEFYQEYKKLR 23 54 

EIJ94015 Nematocida parisii  SELKESTKKKEESDEKEKNKDEKKPNDSEQNEKDEEGSEQSKKVK

EDLESEKKKADEKKD 27 52 

EOB13131 Nosema bombycis  INTVDKKINVIGYDSKQKIIKEEEIPLDSENKLKVRDLTNKTFTK

IEFEK 30 54 

EOB11654 Nosema bombycis  INTVDKKINVIGYDSKQKIIKEEEIPLDSENKLKVRDLTNKTFTK

IEFEK 30 54 

ELQ73799 Trachipleistophora 
hominis 

EKVKEKEVGEKKKKSVEGKDKEEKKEDKKMKNKEEEGKKAKKETG

EK 26 53 

KHN70167 Ordospora colligate  KRIYDGIASIKEDVFKKTLLNGKNGRSMDANVHKKTYFSRYLNDF

VGVSVDK 29 42 

หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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ตารางที่ 4-18 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Mucoromycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

ESA17876 Rhizophagus 
irregularis  

INELEQELINLDQERIKKLQDKRKELSEIEKELLNKLTSGKNTKE

IHKEKDAKQKEMNELQ 28 54 

OAQ33492 Mortierella elongate  NQDDSKRKKKMLSSHDLLEDDPTLSRDTDHKLISEIRDGGGSSSS

AKRKASNEDKGEEGQGQDHK 25 48 

CDS03172 Lichtheimia ramosa TLEKNNAEELNAAKEQLQAEKEARKEMAAEKRRLDKDRKRREAEE

DRQRAREEKLSNIPS GGDPK 23 49 

SAM05450 Absidia glauca GETEATYGAHKRNDEKDPEPPTQDLDEQKRHMYELQANLFK 32 51 
KFH62811 Mortierella verticillate  KAGQVATIQEEDEEGEVQLLFDEGENMEDEDSDEDSDDDDDSDDD

DSDDSTEYLKSA 23 49 

OBZ81478 Choanephora 
cucurbitarum 

LDIDCEKVEGFTEEDRDGLEAIAAAVVDSYQREPSLDPSDKTTDT

EDEE 29 55 

EXX77366 Rhizophagus 
irregularis  

EAQRISEKIEETEEEAKDESQEKKEEVEEVEDENKDKEKVVEDES

EKEVDVEDENKEK 26 57 

EXX52824 Rhizophagus 
irregularis  

INELEQRLINLDQERIKKLQDKRKELSEIEKELLNKLTSGKNTKE

IHKEKEAKQKEMNELQ 28 54 

EXX54375 Rhizophagus 
irregularis  

DNNKENEVDDNNKENEVDDNNEGEDDDKKENEDDHDNKENEEDNN

NKKNEKNDNNNKENQKNK 27 41 

GAN06640 Mucor ambiguus QEDGNADDDEEEEEAEEEKEGSTTEEDEQDSHTAKEE 32 57 
OAD80257 Phycomyces 

blakesleeanus  

ETGEDGDEKLEGEEEEVFGDFEDLEDEDANGSSKQAEEEEKEQDP

VEAERERIAKRKEQ 25 51 
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หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  

ตารางที่ 4-18 โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบจากการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนใน Phylum 
Mucoromycota บนฐานข้อมูล Fungi ด้วยโปรแกรม BLAST (ต่อ) 

Accession 
number 

Species Amino acid sequence %Identity %Similarity 

CDH60027 Lichtheimia 
corymbifera  

DARLATASAMSDKLSTTGDDHNKQYFQERYNKLSAA 

42 53 

หมายเหตุ: แทนต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันด้วยสีเหลือง และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงด้วยสีเขียว  
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4.4 โครงสร้างสามมิติของโปรตีน IA3 

 จ าก สื บ ค้ น โค ร งส ร้ า งส าม มิ ติ ข อ ง โป รตี น  IA3 จ าก ฐ าน ข้ อ มู ล  PDB ด้ ว ย เว็ บ ไซ ต์  
https://www.rcsb.org/ พบโครงสร้างของ IA3 ทั้งหมด 3 โครงสร้าง มี PDB ID ดังนี้ 1DP5, 1DPJ และ 
1D0V โดยในงานวิจัยนี้จะท าการเลือกศึกษาโครงสร้างของโปรตีน  IA3 เฉพาะชนิด wild-type ซึ่งตรงกับ 
PDB ID หมายเลข 1DPJ ท าการดาวน์โหลดโครงสร้างสามมิติของโปรตีน IA3 โดยเลือกดาวน์โหลดไฟล์ 
แบบ PDB Format และเปิดไฟล์ PDB Format ด้วยโปรแกรม PyMOL จะได้ภาพสามมิติของโปรตีน IA3 
ที่ยับยั้งการท างานของโปรตีเนส เอ  ดังภาพที่ 4-16 จากนั้นใช้โปรแกรม PyMOL ท าการดัดแปลง
โครงสร้างสามมิติโดยน าเอนไซม์โปรตีเนส เอ ออก ให้เหลือแต่โครงสร้างของโปรตีน IA3 ใช้ส าหรับศึกษา
โครงสร้าง และระบุต าแหน่งของกรดอะมิโนต าแหน่งส าคัญต่าง ๆ บนสายพอลิเพปไทด์ ดังภาพที่ 4-17 

 

 ภาพที่ 4-16 โครงสร้างสามมิติของเอนไซม์โปรตีนเนส เอ (สีเขียว) ที่ถูกยับยั้งการท างานด้วย
โปรตีน IA3 (สีเหลือง) โดยมีโอลิโกแซ็กคาไรด์เกาะอยู่กับโปรตีนเนส เอ (โครงสร้างแบบ Strick สีเขียว-แดง) 
และส่วนของซัลเฟตท่ีจับกับโปรตีเนส เอ (โครงสร้างแบบอะตอมสีแดง-เหลือง) 

 

 

 ภาพที่ 4-17 โครงสร้างสามมิติของโปรตีน IA3 ที่ดัดแปลงจาก PDB ID : 1DPJ และระบุต าแหน่ง
ของกรดอะมิโนที่ส าคัญบนพอลิเพปไทด์ 
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4.5  Computer-based structural modelling of IA3 structure to identify 
potential targets for mutagenesis 

จากการศึกษา quantitative structure activity relationships (QSAR)  ท าให้ได้ความสัมพันธ์ระหว่าง
กรดอะมิโนในโครงสร้างของโปรตีนที่ถูกเปลี่ยนแปลงไปกับความสามารถในการยับยั้งการท างานของ
เอ็นไซม์ ท าให้สามารถท านายได้ว่า เมื่อเปลี่ยนกรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบในโครงสร้างของ S. 
cerevisiae -IA3 แล้วจะท าให้ตัวยับยั้งใหม่ที่ได้นั้นมีความสามารถในการยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์เป็น
อย่างไร โดยใช้ข้อมูลจากโมเดลความสัมพันธ์ระหว่างการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในโครงสร้างของ IA3 กับ 
binding energy ที่แสดงถึง affinity ในการเข้าจับของตัวยับยั้งที่บริเวณเร่งของเอ็นไซม์โปรตีเนส เอ จาก
ยีสต์ S. cerevisiae และโปรตีเนส เอ จาก Aspergillus fumigatus โดย Padron-Garcia และคณะในปี 
ค.ศ. 2009 

 ซึ่งจากข้อมูลที่ได้นั้นผู้วิจัยได้ท าการก าหนดให้มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนเป็นสองช่วงคือ กรดอะมิโนใน
ล าดับที่ 2-15 และกรดอะมิโนในล าดับที่ 16-32 โดยจะออกแบบให้มีทั้งการเปลี่ยนแปลงเพียงต าแหน่ง
เดียว ที่ท าให้ความสามารถในการเป็นตัวยับยั้งดีขึ้นและแย่ลง รวมทั้งออกแบบให้มีการเปลี่ยนแปลงหลาย
ต าแหน่ง แล้วท าการสั่งสังเคราะห์สายเปปไทด์ (MWG) เพ่ือน ามาทดสอบหน้าที่ทางชีวภาพทั้งกับโปรตีเนส 
เอ จาก S. cerevisiae และโปรตีเนส เอ จาก A. fumigatus รวมถึง human cathepsin D ด้วย 

4.5.1   Mutagenesis at key residues involved in inhibitory activity. 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า กรดอะมิโนที่ต าแหน่ง 18 19 และ 22 (K, L, D) มีบทบาทส าคัญในการท า
ปฏิกิริยากับบริเวณ active site ของเอ็นไซม์โปรตีเนส เอ ผู้วิจัยจึงได้ท าการทดลองเปลี่ยนกรดอะมิโนที่
บริเวณดังกล่าว โดยจะมีท้ังแบบที่เป็น single และ multiple mutations ดังแสดงในตารางที่ 4-19  

ตารางท่ี 4-19 การออกแบบตัวยับยั้งใหม่โดยการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง 18 19 และ 20 ใน
โครงสร้างของ S. cerevisiae -IA3 

 

เปปไทด์ ต ำแหน่งท่ีท ำกำรเปล่ียนกรดอะมิโน 
18 19 20 

WT K L D 

1 M L L 

2 I L I 

3 I M I 

4 K L M 
จากนั้นน าไปทดสอบ หน้าที่ทางชีวภาพทั้งกับโปรตีเนส เอ จาก S. cerevisiae และโปรตีเนส เอ จาก A. 
fumigatus และโปรตีเนส เอจาก Pichia pastoris 



 
 

4.5.2 Multiple mutations 

ท าการออกแบบและสังเคราะห์ตัวยับยั้งที่ทีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในโครงสร้างหลายต าแหน่งดังแสดง
ในตารางที่ 3 แล้วน าไปทดสอบ หน้าที่ทางชีวภาพทั้งกับโปรตีเนส เอ จาก S. cerevisiae และโปรตีเนส เอ 
จาก A. fumigatus 

ตารางท่ี 4-20. การออกแบบตัวยับยั้งใหม่โดยการเปลี่ยนกรดอะมิโนในหลายๆต าแหน่งในโครงสร้างของ 
IA3 

No. Name Amino acid sequence (Residue 2-32) 

 

1 

 
Multiple-1 

NTDQQKVSE IFQSSKEKLK GDFKRVIKVF KK 

2 

 
Multiple-2 NTDQQKVSE IFQSSKEKLK GDRKRVIKVF KK 

3 

 
Multiple-3 NTDQQKVSE IFQSSKEKLK GDRWRVIKVF KK 

 

4.5.3 Spectrophotometric inhibition assay 

ในการตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ หรือ inhibition assay โดยโปรตีน IA3 
นั้น จะใช้เทคนิคสเปคโตรโฟโตเมทรี่ ซึ่งจะวัดโดยใช้เครื่อง Cary 50 Bio spectrophotometer (Varian 
Ltd) และใช้ chromogenic peptide (RS6: Lys Pro Ile Glu Phe Nph Arg Leu) เป็นสับสเตรท ซึ่ง 
RS6 จะถูกสังเคราะห์ขึ้นมาให้มี p nitrophenylalanine (Nph) ซึ่งท าหน้าที่เป็น reporter group อยู่ใน
โมเลกุล เมื่อพันธะเปปไทด์ที่อยู่ติดกับ p nitrophenylalanine ถูกไฮโดรไลซ์ไปจะท าให้ เมื่อท าการทดลอง
ที่ pH ต่ ากว่า 6.5 หมู่ α amino ของ p nitrophenylalanine จะถูกเติมโปรตอนเข้าไป (protonated) 
ท าให้มี maximum absorbance wavelength ลดลง สามารถติดตามการเกิดปฏิกิริยาได้ที่ความยาวคลื่น 
300 นาโนเมตร ในการท า inhibition assay จะใช้คิวเวตที่เป็น semi-micro quartz ที่มีระยะแสงผ่าน
เท่ากับ 1 เซ็นติเมตร ปริมาตรของปฏิกิริยาคือ 800 ไมโครลิตร ใน 100 mM sodium formate buffer, 
pH 3.1 หรือ 100 mM sodium acetate buffer, pH 4.7 

4.5.4 Kinetic analysis using non-linear estimation on Tightfitvar software 

ค่าพารามิเตอร์ทั้งหมดที่ได้จากการวิเคราะห์จลนศาสตร์ของเอ็นไซม์และตัวยับยั้งจะถูกน าไปค านวนแบบ 
nonlinear estimation assay โดยใช้โปรแกรม Tightfitvar ซึ่งใช้สมการของ Morrison ที่ถูกพัฒนาขึ้น
เพ่ือใช้วิเคราะห์กับตัวยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ประเภท tight-binding inhibitors 

จากการวิเคราะห์หน้าที่ทางชีวภาพในการเป็นตัวยับยั้งของ เปปไทด์ที่ออกแบบมา จนถึงขณะนี้ ได้ผลดัง
แสดงในตารางที่ 4-21. และ ตารางที่ 4-22. 

 



 
 

ตารางท่ี 4-21. Inhibitory activity เปลี่ยนกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง 18 19 และ 20 ในโครงสร้างของ S. 
cerevisiae -IA3  เมื่อทดสอบด้วย โปรตีเนส เอ จาก S. cerevisiae (ScPrA), โปรตีเนส เอ จาก 
Aspergillus fumigatus (AfPrA) และโปรตีเนส เอ จาก Pichia pastoris (PpPrA) 

 
เปปไทด์ 

Residue at position ScPrA Ki (nM) PpPrA Ki  

(nM) 

pH 4.7 

AfPrA Ki 
(nM) 

pH 4.7 18 19 20 pH 3.1 pH 4.7 

WT K L D 1.10.4 < 0.1 5511 NI 

1 M L L < 0.1 < 0.1 0.50.5 355 

2 I L I < 0.1 < 0.1 < 0.1 91 

3 I M I 20.3 < 0.1 0.60.15 132 

4 K L M 20.3 < 0.1 ND ND 

 

 

ตารางท่ี 4-22. Inhibitory activity ของตัวยับยั้งใหม่ที่ท าการการเปลี่ยนกรดอะมิโนในหลายๆต าแหน่ง 
(multiple mutations) ในโครงสร้างของ IA3 เมื่อทดสอบด้วย โปรตีเนส เอ จาก S. cerevisiae (ScPrA), 
โปรตีเนส เอ จาก Aspergillus fumigatus (AfPrA)  
 
 

No. Name Amino acid sequence (Residue 2-32) 

 

Ki (nM) 

(vs ScPrA pH 

4.7) 

Ki (nM) 

(vs AfPrA pH 

4.7) 

1 Multiple-1 NTDQQKVSE IFQSSKEKLK GDFKRVIKVF KK 2.45 0.08 55.16 10.14 

2 Multiple-2 NTDQQKVSE IFQSSKEKLK GDRKRVIKVF KK 5.19 0.31 32.68 6.54 

3 Multiple-3 NTDQQKVSE IFQSSKEKLK GDRWRVIKVF KK 2.39 ±0.10  107.47 
5.65 

 
 
 

 

 

 



 
 

บทท่ี 5 

อภิปราย สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 

 ในโครงงานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาเกี่ยวกับโปรตีน IA3 ที่แยกได้จากยีสต์ S. cerevisiae ท าหน้าที่
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรตีเนส เอ ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปรตีเนสที่อยู่ภายในเซลล์ยีสต์ 
S. cerevisiae ซึ่งการท างานของเอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปรตีเนสมีกลไกที่น าไปสู่การเกิดโรคต่าง ๆ ท า
ให้การศึกษาโครงสร้างของเอนไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปรตีเนส และตัวยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปร
ตีเนสนี้สามารถน าไปสู่การยับยั้งการเกิดโรคหลาย ๆ ชนิดได้ เช่นโรคอัลไซเมอร์ โรคมะเร็งเต้านมที่เกิดจาก
เอนไซม์คาร์เทปซิน ดี (Garcia et al., 1996; Llorca et al., 2005) แลโรคไตเรื้อรังที่เกิดจากเอนไซม์
เรนนิน (Remuzzi et al., 2005) เป็นต้น 

 จากการศึกษาข้อมูลพ้ืนฐานของโปรตีน IA3 พบว่า โปรตีน IA3 เป็นโปรตีนในธรรมชาติ มีลักษณะ
เป็นเพปไทด์สายสั้นขนาด 68 กรดอะมิโน แยกได้จากยีสต์ S. cerevisiae ท าหน้าที่ยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์โปรตีเนส เอ หรือเอนไซม์ saccharopepsin โดยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของกรดอะมิโนตัวที่ 
2-34 เป็น α-helical เข้าจับตรงบริเวณ binding site ของเอนไซม์ท าให้สับเตรทไม่สามารถเข้าจับกับ
เอนไซม์ เอนไซม์จึงถูกยับยั้งการท างาน ภายในโครงสร้างของโปรตีน IA3 ในช่วงของกรดอะมิโนที่ 2-34 ตัว
แรกท่ีท าหน้าที่เป็นตัวยับยั้งจะมีบริเวณส าคัญท่ีประกอบไปด้วย บริเวณ N-terminal จะมีกรดอะมิโนส าคัญ 
คือ V8-X-X-I11-F12 บริเวณ C-terminal จะมีกรดอะมิโนที่ส าคัญ คือ V26-X-X-A29-F30 และบริเวณ
ของลิวซีนที่ต าแหน่ง K18-L19-X-X-D22 ดังแสดงในภาพที่ 4-2 โดย K18 และD22 เป็นกรดอะมิโน
หลักที่มีความส าคัญในการยับยั้งการท างานของโปรตีเนส เอ ของโปรตีน IA3 และ X สามารถแทนด้วย
กรดอะมิโนใดก็ได้  (Winterburn et al., 2007) ในการสืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับโครงสร้างของปฐมภูมิของ
โปรตีน IA3 จากฐานข้อมูลโปรตีนใน NCBI พบโครงสร้างของ protein sequence หมายเลข Accession: 
EDN64107.1 ซึ่งเป็นข้อมูลโครงสร้างปฐมภูมิของโปรตีน IA3 จากยีสต์ S. cerevisiae ที่มีล าดับกรดอะมิ
โนดังแสดงในภาพที่ 4-2 และการศึกษาโครงสร้างสามมิติของโปรตีน IA3 จากข้อมูลในฐานข้อมูล PBD พบ
โครงสร้างสามมิติของโปรตีน IA3 หมายเลข PDB ID: 1DPJ เป็นภาพโครงสร้างสามมิติของโปรตีน IA3 ที่จับอยู่
กับบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์โปรตีเนส เอ ดังแสดงในภาพที่ 4-16 จากนั้นได้มีการน าโครงสร้างสามมิติที่
ค้นหาได้ท าการดัดแปลงโครงสร้างเลือกเฉพาะส่วนของโปรตีน IA3 ด้วยโปรแกรม PyMOL ได้โครงสร้างของ
โปรตีน IA3 ตามต้องการ ดังแสดงในภาพที่ 4-17 

 ส าหรับการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 กับ
โปรตีนตัวอ่ืนที่อยู่ในฐานข้อมูล NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST พบโปรตีนตัวอ่ืนที่มีความคล้ายคลึงกันของกรดอะ
มิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 จ านวน 4 ตัว ได้แก่ โปรตีนจาก Saccharomyces kudriavzevii 
หมายเลข Accession: EJT41837, โปรตีนจาก Saccharomyces arboricola หมายเลข Accession: 
EJS44196, โปรตีนจาก Saccharomyces eubayanus หมายเลข Accession: XP_018220222 และ



 
 

โปรตีนจาก Naumovozyma castellii หมายเลข Accession: XP_003676342 เมื่อน าโปรตีนทั้ง 4 ตัว
ม า

ท าการ Multiple alignment sequence เพ่ือเปรียบเทียบความเหมือน และความคล้ายคลึงกันของกรดอะ
มิโนแต่ละตัวบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีนด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc และค าควณค่า 
%Identity เพ่ือบ่ งบอกถึงเปอร์ เซ็นต์ของ homology sequence ของโปรตีนตัว อ่ืนที่ ค้นพบเมื่ อ
เปรียบเทียบกับโปรตีน IA3 จากการค านวณจะได้ค่า %Identity เท่ากับ 82, 76, 80 และ 39 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ เมื่อท าการตัดล าดับกรดอะมิโนเฉพาะส่วนกรดอะมิโนตัวที่  2-34 ตัวแรกมาท า Multiple 
alignment sequence ด้ วย โปรแกรม ClustalX และ GeneDoc และค าควณ ค่ า  %Identity ของ 
homology sequence ของโปรตีน พบว่ามีค่า %Identity เท่ากับ 90, 93, 97 และ43 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ โดยล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนจาก S. Kudriavzevii, S. arboricola และS. Eubayanus มี
ล าดับของกรดอะมิโนหลักที่ส าคัญคือ K18 และD22 เหมือนกันกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 จึง
สามารถสันนิษฐานว่าโปรตีน 3 ตัวที่ค้นพบนั้น มีคุณสมบัติสามารถยับยั้งการท างานของโปรตีเนส เอ ได้
เช่นเดียวกันกับโปรตีน IA3 โดยอ้างอิงจากงานวิจัยก่อนหน้านี้  ส่วน N. castellii มีล าดับของกรดอะมิโน
หลักที่ส าคัญต่างจากโปรตีน IA3 จาก K18 เป็น M18 และD22 เป็น K22 ซึ่งในงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้
ทดสอบเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงล าดับกรดอะมิโนที่บริเวณหลักส าคัญของโปรตีน IA3 จาก K18 และD22 
เป็นกรดอะมิโนอ่ืน ๆ เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการท างานของโปรตีเนส เอ พบว่าที่ต าแหน่ง  
K18 เมื่อเปลี่ยนเป็น M18 และD22 เมื่อเปลี่ยนเป็น K22 โปรตีนสามารถยับยั้งการท างานของโปรตีเนส 
เอ ได้ โดยมีได้ค่า Ki เท่ากับ 0.2 nM ซึ่งถือว่าอยู่ในระดับที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรตีเนส 
เอได้ค่อนข้างดี จึงวิเคราะห์ได้ว่าโปรตีนจาก N. castellii น่าจะยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรตีเนส เอ 
ได้เช่นเดียวกันกับโปรตีน IA3 จาก S. cerevisiae (Winterburn et al., 2007)  

 ส าหรับการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนส เอ กับเอนไซม์ตัว
อ่ืนที่อยู่ในฐานข้อมูล NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST จากนั้นเลือกข้อมูลของกรดอะมิโนของเอนไซม์ที่มีที่มา
จากสิ่งมีชีวิตเดียวกันกับสิ่งมีชีวิตที่ค้นพบโปรตีนจากการ BLAST โปรตีน IA3 เพ่ือหาโปรตีนตัวอ่ืนที่มีล าดับ
กรดอะมิโนใกล้เคียงกับโปรตีน IA3 บนฐานข้อมูล NCBI โดยได้ข้อมูลของล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ 4 
ตัว จากS. Kudriavzevii, S. arboricola, S. Eubayanus และN. castellii เมื่อน าเอนไซม์ทั้ง 4 ตัวมาท า
การ Multiple alignment sequence เพ่ือเปรียบเทียบความเหมือน และความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิ
โนแต่ละตัวของเอนไซม์ด้วยโปรแกรม ClustalX และ GeneDoc และค าควณค่า %Identity เพ่ือบ่งบอก
ถึงเปอร์เซ็นต์ของ homology sequence ของเอนไซม์ตัวอ่ืนที่ค้นพบเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์โปรตีเนส 
เอ จากการค านวณจะได้ค่า %Identity เท่ากับ 97, 96, 95 และ84 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และจากการ
วิเคราะห์เปรียบเทียบข้อมูลต าแหน่งของกรดอะมิโนบนเอนไซม์โปรตีเนส เอ จากงานวิจัยก่อนหน้า (Parr 
et al., 2007) พบว่าบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์โปรตีเนส เอ ประกอบด้วยแอสพาร์ติกแอซิด 2 
ต าแหน่ง ได้แก่ Asp32 และ Asp215 เมื่อเทียบกับเอนไซม์จากสิ่งมีชีวิตตัวอ่ืนที่ค้นพบ พบว่าที่ต าแหน่ง 
Asp32 และ Asp215 ของเอน ไซม์ จ าก  S. Kudriavzevii, S. arboricola, S. Eubayanus และN. 
Castellii มี Asp อยู่ที่ต าแหน่ง 32 และ215 เช่นเดียวกัน จึงวิเคราะห์ได้ว่าเอนไซม์ที่ค้นพบเป็น PrA-like 
หรือเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติคล้ายกับโปรตีเนส เอ เนื่องจากในโครงสร้างของสิ่งมีชีวิตที่ค้นพบนั้นมีเอนไซม์ที่มี
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ล าดับกรดอะมิโนใกล้เคียงกันกับล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์โปรตีเนส เอ ใน S. cerevisiae และมีโปรตีน
ที่มีล าดับกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ใกล้เคียงกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน IA3 จาก S. cerevisiae อยู่
ภายในโครงสร้างของสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน ก็น่าจะสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์เป้าหมายใน
สิ่งมีชีวิตเดียวกันได้ 

 จากการทดลองเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนบางตัวในโครงสร้างของตัวยับยั้งนี้ พบว่า สามารถท าให้
ความเฉพาะเจาะจงกับสับสเตรทนั้นลดลง แต่ยังคงท าหน้าที่ยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรตีเอสได้ อีกทั้ง
ยังสามารถยับยั้งเอนไซม์ในกลุ่มเดียวกันนี้จากสิ่งมีชีวิตสายพันธือ่ืนๆได้อีกด้วย 

 นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการเปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์
ของโปรตีน IA3 กับโปรตีนตัวอ่ืนที่อยู่ในฐานข้อมูลด้วยโปรแกรม BLAST บนฐานข้อมูล Fungi พบโปรตีนตัว
อ่ืนจากเห็ด เชื้อรา ยีสต์ และสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ในที่จัดอยู่ในอาณาจักรฟังไจทั้งหมด 172  ตัวจากสิ่งมีชีวิต
ทั้งหมด 811 สายพันธุ์ แสดงผลแยกเป็นไฟลัมดังแสดงในตารางที่ 4-7 ถึงตารางที่ 4-12 โดยแบ่งเป็น 
โปรตีนตัวอ่ืนที่ค้นพบใน Phylum Chytridiomycota ทั้งหมด 1 ตัว, Phylum Ascomycota ทั้งหมด 
105 ตัว , Phylum Basidiomycota ทั้งหมด 32 ตัว , Phylum Microsporidia ทั้งหมด 22 ตัว และ
Phylum Mucoromycota ทั้งหมด 12 ตัว บ่งบอกความเหมือนของ sequence ด้วยค่าของ %Identity 
หรือความคล้ายคลึงกันของ sequence ด้วยค่าของ %Similarity โดยแทนต าแหน่งกรดอะมิโนที่มีความ
เหมือนกันกับกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 ด้วยพื้นหลังสีเหลือง และแทนต าแหน่งกรดอะมิโน
ที่มีความคล้ายคลึงกันกับกรดอะมิโนบนพอลิเพปไทด์ของโปรตีน IA3 ด้วยพ้ืนหลังสีเขียว จากการวิเคราะห์
ข้อมูลด้วย Multiple alignment sequence แบบอัตโนมัติของโปรแกรม BLAST บนฐานข้อมูล Fungi 
ของเว็บไซต์ https://fungi.ensembl.org/Multi/Tools/Blast  
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