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ทําการจําลองพลวตัิของแบบจําลอง เพ่ือศึกษาขอมูลรูปแบบการจดจําลําดับเบสของ ZFP และคํานวณหา
พลังงานยึดจับสัมพัทธดวยวิธี molecular mechanics/generalized Born surface area (MM/GBSA) ซึ่ง
พบวา ZFP มีพลังงานยึดจับระหวางลําดับเบสเปาหมายและที่ไมใชเปาหมายท่ีแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
หลังจากน้ันจึงทําการศึกษาพลังงานการสลายพันธะยึดจับของกรดอะมิโนแตละตาํแหนงบน recognition 
helix ของแบบจําลองโมเลกุลที่จําเพาะระหวาง ZFP กับ 2LTR ซึ่งพบวาหากทาํการปรับเปลีย่นกรดอะมิโน 
E162 ที่อยูในตําแหนง +6 ของ recognition helix ไปเปนกรดอะมิโนที่มีประจุบวกมีแนวโนมที่จะเพ่ิมความ
แข็งแรงในการเขาจับและอาจเพิ่มความจําเพาะในการเขาจับของ ZFP ตอเปาหมาย 2LTR ไดอีกดวย ดังนั้น
ผลการศึกษานี้อาจเปนประโยชนในการปรับปรุงการออกแบบโปรตีน zinc finger ใหมีความสามารถในการ
เขาจับกับลําดับเบสเปาหมายไดดียิ่งขึ้น 
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 The interactions of a designed zinc-finger protein (ZFP) with DNA containing the specific 
recognition sequence of the HIV-1 integrase and with a non-specific DNA were studied with molecular 
dynamics simulation techniques. Molecular models of the designed ZFP bound to the 2-long terminal 
repeat (2LTR) circle junction and to a non-specific sequence were constructed based on an X-ray 
crystallographic structure of a designed six finger motif-DNA complex (PDB code 2I13). Molecular 
dynamics simulations were employed to gain structural insights into DNA recognition patterns of the 
designed ZFP. The molecular mechanics/generalized Born surface area (MM/GBSA) approach was 
then used to calculate relative binding interactions. The results showed that the binding enthalpies of 
the specific and non-specific DNA binding to the designed ZFP differed significantly. The pairwise 
decomposition method was further applied to calculate the interactions between each recognition 
residue and the 2LTR target. Mutations of E162 at the position +6 of the recognition helix to positively 
charged amino acid residues are likely to enhance the binding affinity of the designed ZFP to the 
2LTR site. This finding may have significant implications for zinc finger design toward improvement of 
its binding affinity 
 
Keywords : HIV-1; integrase inhibitor; zinc finger protein; 2-LTR-circle junctions; molecular 
dynamics simulation 
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      ในโปรตีน ZFPv1 และสายดีเอนเอในชุดแบบจําลอง Zif1 และ Zif2    26 

3.3  การเปรียบเทียบความแตกตางของพลังงานในการยึดจับระหวางโปรตีน 

      ZFPv1 กับสายดีเอนเอในแบบจําลอง Zif1 และ Zif2      29 

3.4  เปรียบเทียบคาพลังงานการยึดจับของโมเลกุลระหวางโปรตีนและสายดีเอนเอ 

      ดวยวิธี MM/GBSA และ MM/PBSA        31 

3.5  กรดอะมิโนบน recognition helix กับเบสในตําแหนงที่เกิดอันตรกิริยาที่ไมเหมาะสม 

      ในแบบจําลอง ZFPv1-GAT         37 

3.6  พลังงานการยึดจับสัมพัทธของแบบจําลองที่มีการปรับเปลี่ยนชนิดกรดอะมิโน 

      เทียบกับแบบจําลองตนแบบ ZFPv1-GAT โดยวิธี MM/GBSA    41 
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1. บทนํา 
 1.1 โปรตีน zinc finger (ZF) 

  โปรตีน zinc finger (ZF) จัดเปนลักษณะพิเศษหนึ่งของการมวนพับของโปรตีน ไดเปน

โครงสรางตติยภูมิ (tertiary structure) ที่เกิดแรงยึดเหนี่ยวระหวางกรดอะมิโน เชน ซิสเทอีน (cysteine) 

และฮิสทิดีน (histidine) กับโลหะสังกะสีอยางนอย 1 อะตอม เกิดเปนโครงสรางที่มีลักษณะคลายนิ้วมือ

และมีความเสถียร สามารถจัดแบงไดเปน 8 ประเภทตามรูปรางการจัดเรียงตัวของโปรตีน zinc finger[1] 

ซึ่งโปรตีน ZF ชนิด Cys2His2 เปนชนิดที่พบมากที่สุด พบไดมากถึง 2% ในจีโนมมนุษย[2] โดยเฉพาะ

ในสวนโปรตีน transcription factor ตางๆ และพบวาสวนโปรตีน ZF นี้เปนการจัดเรียงตัวของโปรตีนที่

มีความสําคัญในการเขาจับกับสายดีเอนเอ หรืออารเอนเอในกระบวนการเปลี่ยนแปลงของพันธุกรรม 

(gene manipulation) 

  โปรตีน ZF ชนิด Cys2His2 มีกรดอะมิโนซิสเทอีนและฮิสทิดีนอยางละ 2 โมเลกุลในการเกิด

พันธะโคออดิเนต (coordinate bond) กับโลหะสังกะสี 1 อะตอม (รูป 1.1) โดยมีลําดับกรดอะมิโน

พ้ืนฐานความยาวประมาณ 30 กรดอะมิโนตอโปรตีน ZF 1 โมดูล (หรือ finger) จัดเรียงในรูปแบบทั่วไป

เปน (Phe/Tyr)-X-Cys-X2-5-Cys-X3-(Phe/Tyr)-X5--X2-His-X3-5-His[3] โดย X คือ กรดอะมิโนใดๆ 

และ  คือ กรดอะมิโนที่มีสายโซขาง (sidechain) เปนหมูที่มีสมบัติ hydrophobicity เชน วาลีน 

(valine) ลิวซีน (leucine) ฟนิลอะลานีน (phenylalanine) และไทโรซีน (tyrosine) เปนตน โครงสราง

ของ โปรตีน ZF นี้จะมีการมวนพับเปนลักษณะ  คือ ประกอบดวย -sheet 2 ชุด และ -helix 

1 ชุด รอบๆ โลหะสังกะสี ซึ่งทําใหโครงสรางน้ีเสถียรและมีความสามารถในการเขาจับหรือจดจําลําดับ

เบสบนสายดีเอนเอไดเปนอยางดี  

 

 

 

 

 

 

 

รูป 1.1  โครงสรางการจัดเรียงตัวพ้ืนฐานของโปรตีน ZF ชนิด Cys2His2 1 โมดูล  
(ดัดแปลงจาก http://en.wikipedia.org/wiki/File:Zinc_finger_rendered.png โดย Thomas Splettstoesser) 
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 1.2 การจดจําลําดับเบสบนสายดีเอนเอของโปรตีน ZF  

  การศึกษาความสามารถจดจําลําดับเบสบนสายดีเอนเอของโปรตีน ZF (DNA recognition of 

zinc-finger proteins) มีการพัฒนาไปอยางมาก หลังจากการคนพบโครงรางผลึกสามมิติของ 

transcription factor โปรตีน Zif268 ที่เขาจับกับสายดีเอนเอเปาหมายในป 1991[4] ซึ่งโปรตีน Zif268 

จัดเปนโปรตีน ZF ชนิด Cys2His2 ที่ประกอบดวยโปรตีน ZF จํานวน 3 โมดูลที่ทํางานรวมกันในการ

จดจําลําดับเบสเปาหมาย 9 คูเบส ไดแก 5'-GCG[G/T]GGGCG-3'[5, 6] ทําใหทราบถึงการจัดเรียงตัว

ของโปรตีน ZF ที่มีลักษณะเปนน้ิวมือน้ี จําเปนตองมีโลหะสังกะสีเปนองคประกอบเสมอและโครงสรางนี้

มีขนาดและรูปรางที่ความเหมาะสมในการเขาจับกับบริเวณ major groove บนสายดีเอนเอ และที่สําคัญ 

คือ สวน -helix ในตําแหนง -1 ถึง +9 ในรูป 1.2(c) ของแตละโมดูลของโปรตีน ZF มีสวนสําคัญที่

เก่ียวของกับการจดจําลําดับเบสจํานวน 3 คูเบส (triplet) อยางจําเพาะเจาะจง (รูป 1.2) 
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รูป 1.2  โครงสรางผลึกของโปรตีน Zif268 และดีเอนเอเปาหมาย (a) แบบจําลองโมเลกุลสามมิติ      

(b) อันตรกิริยาระหวางกันและ (c) ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน ZF ทั้ง 3 โมดูลของ Zif268[3, 7] 
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  ขอมูลโครงสรางสามมิติรวมกับการวิเคราะหโครงสรางการเขาจับระหวางโปรตีน Zif268 กับ

สายดีเอนเอเปาหมายในรายละเอียด ดังแสดงในรูป 1.2(a) และ (b) สามารถชวยทําความเขาใจและ

อธิบายธรรมชาติในการทํางานของโปรตีน ZF ไดอยางดี พบวาโปรตีน Zif268 จํานวน 3 โมดูล ซึ่งเขา

จับกับสายดีเอนเอเปาหมายที่บริเวณ major groove โดยอาศัยโครงสรางเคมีของสายโซขางของกรดอะ

มิโนในตําแหนงที่จําเพาะของสวน -helix (sequence-specific) ไดแก ตําแหนง -1 +3 และ +6 ในการ

เกิดอันตรกิริยากับเบสเปาหมาย 3 คูเบสจากตําแหนง 3’ ไปยัง 5’ ตามลําดับ อาทิ 

  

 ในตําแหนง -1 และ +6 หมูกัวนิดีนที่มีประจุบวกของกรดอะมิโน Arg จะเกิดอันตรกิริยาไดดีกับ

หมูคารบอนิลที่มีประจุลบของเบสกัวนีน แตไมพบอันตรกิริยาระหวางกรดอะมิโน Thr ใน

ตําแหนงที่ +6 ของโมดูลที่ 2 กับเบสไทมีน 

 ในตําแหนง +3 กรดอะมิโน His ของโมดูลที่ 2 สามารถเกิดอันตรกิริยาไดดีกับเบสกัวนีน หรือ

หมูกรดคารบอกซิลิกที่เปนประจุลบของกรดอะมิโน Glu ของโมดูลที่ 1 และ 3 สามารถเกิด

อันตรกิริยาไดดีกับหมูเอมีนของเบสไซโตซีน  

 ในตําแหนง +2 สวนกรดอะมิโน Asp อาจมีผลเกิดอันตรกิริยากับเบสบนสายดีเอนเอตรงขามได  

  อันตรกิริยาดังกลาวขางตนทําใหเกิดการเขาจับระหวางโปรตีน ZF กับสายดีเอนเอไดอยาง

จําเพาะและแข็งแรง ซึ่งลําดับกรดอะมิโนในแตละโมดูลน้ันมีลักษณะที่สงวนไวอยางดี (well-conserved) 

โดยมีรูปแบบทั่วไปเปน (Phe/Tyr)-X-Cys-X2-5-Cys-X3-(Phe/Tyr)-X5--X2-His-X3-5-His และมีความ

แตกตางกันเพียงสวน -helix ที่สัมพันธกับการเขาจับกับลําดับเบสที่จําเพาะ ซึ่งพบวาในกรณีของ

โปรตีน ZF อ่ืนๆ ที่มีลําดับกรดอะมิโนที่ตางจาก Zif268 อยางชัดเจน (non-standard ZF) จะอาศัย

กรดอะมิโนในตําแหนง +3 และ +6 เปนสําคัญเชนเดียวกับโปรตีน Zif268 แตในตําแหนง -1 และ +2 มี

รูปแบบการจดจําที่ตางออกไป[3]  

  จากการวิเคราะหขอมูลการเขาจับหรือจดจําลําดับเบสของโปรตีน Zif268 สามารถนําไป

เปรียบเทียบกับโปรตีน ZF ชนิดอ่ืนๆ ทําใหสามารถประเมินรูปแบบการจดจําที่เปนมาตรฐานสําหรับ

โปรตีน ZF ได ดังแสดงในรูป 1.3 ซึ่งระบุชนิดของกรดอะมิโนในตําแหนง -1 +2 +3 และ +6 ในสวน -

helix ที่สามารถเกิดอันตรกิริยาไดกับลําดับเบสทั้ง 4 ชนิดในตําแหนงตางๆ กัน บนสายดีเอนเอจาก 5’ 

ไปยัง 3’ และเบสบนสายดีเอนเอตรงขาม โดยกรดอะมิโนที่เปนตัวอักษรเขม หมายถึง ขอมูลกรดอะมิโน

ที่พบการเกิดอันตรกิริยากับเบสชนิดน้ันไดบอยคร้ังจากการทดลอง phage display สวนเครื่องหมาย
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ดอกจัน หมายถึง กรดอะมิโนที่พบการเกิดอันตรกิริยากับเบสชนิดน้ันที่ไดจากการทดลองทางการสราง

แบบจําลอง และเคร่ืองหมายคําถาม หมายถึง การเกิดอันตรกิริยาระหวางกรดอะมิโนกับเบสน้ันยังไม

ชัดเจน  

  อยางไรก็ตาม จากรูป 1.3 จะพบวายังมีความไมชัดเจนในรูปแบบการจดจําการเขาจับระหวาง

โปรตีน ZF กับสายดีเอนเอในหลายๆ ตําแหนง เชน ตําแหนง +6 มีเพียงอันตรกิริยาระหวางกรดอะมิโน 

Arg และเบสกัวนีนเทาน้ันที่มีความชัดเจน นอกจากนั้นแลวยังไมพบรูปแบบการเขาจับระหวางกันที่

จําเพาะ และสําหรับเบสไทมีนไมวาจะอยูตําแหนงใดบนสายดีเอนเอก็ยังไมพบกรดอะมิโนที่จําเพาะใน

การเขาจับจากการศึกษาทั้งในหลอดทดลองและในเชิงทฤษฎี เปนตน ดังน้ัน จะเห็นวารูปแบบการ

จดจําลําดับเบสของโปรตีน ZF ยังไมสามารถสรุปไดชัดเจน ซึ่งปจจัยเก่ียวของที่ควรจะพิจารณาสําหรับ

การศึกษาการจดจําลําดับเบสของโปรตีน ZF ไดแก 

 การเกิดอันตรกิริยาระหวางสายโซขางของกรดอะมิโนกับเบส 

 ลําดับเบสที่แตกตางกันของสายดีเอนเอมีผลตอการจัดเรียงตัวและความยืดหยุน (flexibility) 

ของสายดีเอนเอนั้นๆ 

 บทบาทของโมเลกุลนํ้าในการเกิดอันตรกิริยาระหวางกรดอะมิโนและเบส เชน การเกิดอันตร

กิริยาระหวางสายโซขางของกรดอะมิโนกับเบสบนสายดีเอนเอตรงขามที่อาจตองอาศัย

โมเลกุลนํ้าเปนตัวเชื่อมตอ เปนตน 

 การเกิดอันตรกิริยาระหวางสายโซขางที่มีประจุบวกของกรดอะมิโนกับหมูฟอสเฟตที่มีประจุลบ
บนแกนหลักของสายดีเอนเอ ซึ่งทําใหโปรตีน ZF สามารถเขาจับกับสายดีเอนเอไดอยาง

แข็งแรง และดึงใหโครงสรางแตละโมดูลของโปรตีน ZF จับกับ major groove ของดีเอนเอได

อยางพอเหมาะ 

 ผลของโมดูลขางเคียงที่มีผลใหการเขาจับของแตละโมดูลมีความเหมาะสมตอลําดับเบสนั้นๆ  
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รูป 1.3  รูปแบบการจดจําลําดับเบสระหวางสายโซขางของกรดอะมิโนกับลําดับเบสบนสายดีเอนเอ[3] 

 

 1.3 การออกแบบโปรตีน ZF ชนิด Cys2His2 

  การออกแบบโปรตีน ZF (ZF protein design) เปนเทคนิคหนึ่งที่ไดรับความนิยมมากสําหรับ

การวิจัยเพื่อควบคุมการแสดงออกหรือการปรับเปลี่ยนการทํางานของยีนใดๆ ที่ตองการ เพ่ือใช

ประโยชนในการศึกษาทําความเขาใจการเกิดโรคและพัฒนาเปนยารักษาโรค โดยความพยายามใช

เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมในการสรางโปรตีน ZF เลียนแบบธรรมชาติ (artificial ZF protein) ที่มี

ความสามารถในการเขาจับกับลําดับเบสบนสายดีเอนเอตามตองการ และสวนใหญจะอาศัยโครงสราง

พ้ืนฐานที่ไดจากโปรตีน ZF ชนิด Cys2His2 ซึ่งมีขอมูลศึกษาคอนขางชัดเจนเก่ียวกับโครงสรางพ้ืนฐาน

และรูปแบบในการจดจําลําดับเบส 

  จากขอมูลการศึกษาวิเคราะหโครงสรางของโปรตีน ZF พบวาโครงสรางหลักของโปรตีน ZF 

ประกอบดวย 4 องคประกอบหลัก ไดแก 1) N-terminal backbone จํานวน 9 กรดอะมิโน 2) 

recognition helix จํานวน 9 กรดอะมิโน 3) C-terminal backbone จํานวน 5 กรดอะมิโน และ 4) linker 

จํานวน 5 กรดอะมิโน จากขอมูลน้ีนําไปใชในการออกแบบและสังเคราะหโปรตีน ZF ในแตละโมดูลซ่ึงมี

โครงหลัก (scaffold) เชนเดียวกัน แตมีการเปลี่ยนแปลงลําดับกรดอะมิโนเฉพาะในสวน recognition 

helix ของ -helix ใหมีความจําเพาะกับลําดับเบสบนสายดีเอนเอเปาหมายได 

  หลักการทั่วไปในการออกแบบโปรตีน ZF เพ่ือใหมีความจําเพาะตอลําดับเบส สามารถแบงได

เปน 2 หลักการ ไดแก 1) Modular Assembly และ 2) Oligomerized Pool Engineering (OPEN) วิธี 

Modular Assembly มีขอดีคือ อาศัยขอมูลที่ไดจากการทดลอง phage display และ site-directed 

mutation ในการเขาจับของโปรตีน ZF จํานวน 3 โมดูลกับดีเอนเอเปาหมายโดยพิจารณาความสามารถ

ในการเขาจับของโมดูลที่ 2 กับลําดับเบสเปาหมายจนสามารถสรุปไดถึงลําดับกรดอะมิโนที่เหมาะสมใน

สวน recognition helix กับลําดับเบส 5’-GNN-3’ และสวนใหญของ 5’-ANN-3’ 5’-CNN-3’ และสวนนอย

ของ 5’-TNN-3’ เม่ือ N คือนิวคลิโอไทดใดๆ[8-12] รวมกับสมมติฐานท่ีวาโปรตีน ZF 1 โมดูล มี

ความสามารถในการจดจําลําดับเบสได 3 คูเบส โดยไมไดคํานึงถึงตําแหนงของคูเบสน้ันบนสายดีเอนเอ

หรือตําแหนงของโมดูลในโปรตีน ZF (context-independent) ดังนั้นวิธี Modular Assembly จึงเปนวิธีที่

งาย สามารถออกแบบไดโดยคนหาลําดับเบสที่เหมาะสมสําหรับใชเปนเปาหมายเสียกอน และให

โปรแกรมทํานายลําดับกรดอะมิโนที่เหมาะสมสําหรับแตละ recognition helix ในการเขาจับกับแตละ 3 

คูเบส แลวนํามาเชื่อมตอกันดวยโครงรางหลักในสวน N-terminal สวน C-terminal และสวน linker 
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สําหรับแตละโมดูล แตอยางไรก็ตามวิธี Modular Assembly ยังมีขอจํากัดถึงการทํานาย recognition 

helix สําหรับลําดับเบสเปาหมายที่เปน 5’-ANN-3’ 5’-CNN-3’ โดยเฉพาะ 5’-TNN-3’ ซึ่งยังไมมีอยูใน

ฐานขอมูล และนอกจากน้ันยังพบรายงานความลมเหลวของโปรตีน ZF ที่ออกแบบดวยวิธี Modular 

Assembly นี้ ในการเขาจับกับสายดีเอนเอเปาหมายจากการทดลองในเซลล[13] สวนวิธี OPEN จะนิยม

ใชในการออกแบบโปรตีน ZF จํานวน 3 โมดูลและเชื่อมตอกับเอนไซม nuclease เพื่อทําการตัดสายดี

เอนเอ โดยวิธี OPEN จะคํานึงถึงตําแหนงของโปรตีน ZF แตละโมดูลวาอยูในลําดับที่เทาใด (context-

dependent) วิธี OPEN มีหลักการเพื่อเลียนแบบโครงสรางของ transcription factor สวนใหญที่มี

โปรตีนที่ทําหนาที่ตัดสายดีเอนเอรวมอยูดวย และนิยมใชโปรแกรม ZiFiT (Zinc Finger Targeter)[14] 

ในการออกแบบ  

  การออกแบบและสังเคราะหโปรตีน ZF เลียนแบบธรรมชาตินี้ มีการศึกษาวิจัยหลากหลาย

ตัวอยางเชน การออกแบบโปรตีน ZF เพ่ือใหจับกับลําดับเบส 18 คูเบสของ checkpoint kinase 2 

(CHK2) gene ซึ่งเปนยีนที่มีสวนเก่ียวของกับการควบคุมวงจรชีวิตของเซลล การซอมแซมดีเอนเอ 

และการตายของเซลล พบวา การใชโปรตีน ZF นี้ไปจับกับยีนดังกลาวสามารถลดการสราง CHK2 

mRNA และโปรตีน CHK2 ลงไดมากกวา 10 เทาของการที่ไมมีโปรตีน ZF [15] นี้ ซึ่งเปนทางเลือกหน่ึง

ในการพัฒนาเพื่อรักษาโรคมะเร็ง หรือการประยุกตโปรตีน ZF รวมกับเอนไซม nuclease เพื่อตัดสายดี

เอนเอใหเกิดเปน double strand break ที่ยีนเปาหมาย รวมถึงมีการพัฒนาการทํานายความสามารถใน

การจดจําลําดับเบสของโปรตีน ZF โดยอาศัยวิธีทางชีวสารสนเทศ[16] 

  ขอควรคํานึงในการออกแบบและประยุกตโปรตีน ZF ในทางปฏิบัติมี 2 ประเด็นที่ตองคํานึง 

คือ ตองการใหโปรตีนที่ออกแบบน้ันมีความจําเพาะ (specificity) ตอดีเอนเอเปาหมายเทาน้ันไมไปเกิด

การจับกับดีเอนเอที่ไมใชเปาหมายในรางกาย และมีความสามารถในการเขาจับ (binding affinity) กับดี

เอนเอเปาหมายไดอยางแข็งแรงหรือสามารถเอาชนะโปรตีนหรือเอนไซมอ่ืนที่สามารถเขาจับกับดีเอนเอ

เปาหมายเดียวกัน ดังนั้นการเลือกลําดับเบสเปาหมายและจํานวนโมดูลของโปรตีนที่ตองการสรางขึ้นมา

จึงมีความสําคัญ พบวาคูเบสความยาว 9 คูเบส สามารถพบซ้ําไดประมาณ 13000 คร้ังในจีโนมมนุษย 

แตถาหากความยาว 18 คูเบสจะสามารถพบซํ้าไดเม่ือมีขนาดจีโนมที่ใหญกวาจีโนมมนุษยถึง 20 เทา
[17] ดังนั้นในการเลือกลําดับเบสเปาหมายจึงนิยมใหมีความยาว 18 คูเบสเพ่ือปองกันการเกิดการเขาจับ

ของโปรตีน ZF ในลําดับเบสอ่ืนที่ไมตองการ นอกจากน้ันแลวการที่เลือกใชเบสเปาหมายความยาว 18 

คูเบสทําใหตองมีโปรตีน ZF จํานวน 6 โมดูล ซึ่งพบวามีความแข็งแรงในการเขาจับกับเปาหมายได

ดีกวาการใชโปรตีน ZF จํานวน 3 โมดูลอีกดวย[3]  
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  การทํานายลําดับกรดอะมิโนที่เหมาะสมของโปรตีน ZF ที่จําเพาะตอลําดับเบสของสายดีเอนเอ

หน่ึงๆ สามารถจะกระทําไดโดยงายผานโปรแกรมสําเร็จรูปตางๆ แตอยางไรก็ตามผลที่ไดเปนเพียง

โครงสรางปฐมภูมิของโปรตีนเทาน้ัน ยังไมทราบถึงการจัดเรียงตัวเปนโครงสรางตติยภูมิหรือโครงสราง

สามมิติของโปรตีนและดีเอนเอในขณะที่เกิดเปนสารประกอบและเกิดอันตรกิริยาซึ่งกันและกัน ดังน้ัน

การศึกษาโดยการจําลองโครงสรางสามมิติของโปรตีนและดีเอนเอทางคอมพิวเตอร จึงมีความสําคัญใน

การตรวจสอบความถูกตองของโครงสรางปฐมภูมิที่ไดจากการทํานาย กอนลงมือทําการทดลองจริง 

ดังน้ันการใชเทคนิคการสรางแบบจําลองโมเลกุลและการศึกษาพฤติกรรมทางพลศาสตร (dynamic 

behaviour) ของทั้งโปรตีนและดีเอนเอในขณะที่เขาจับกันเกิดเปนสารเชิงซอนน้ัน เปนวิธีการหน่ึงที่ทํา

ใหสามารถเขาใจธรรมชาติของโปรตีน ZF และสายดีเอนเอ เพ่ือเปนประโยชนในการทํานายและ

ปรับปรุงโปรตีน ZF ที่ออกแบบไดใหมีประสิทธิภาพสูงขึ้น โดยที่สามารถประหยัดทั้งเวลาและคาใชจาย

มากกวาการทดลองจริง 

 

 1.4 การสรางแบบจําลองโมเลกุล และการจําลองพลวัติ  

  การสรางแบบจําลองโมเลกุล (molecular modelling) เปนวิธีการหนึ่ง ในการใชเทคนิคทาง

คอมพิวเตอรมาประกอบในการอธิบายใหเห็นภาพ อธิบายหรือการประเมินถึงสมบัติตางๆ ของ

โครงสรางโมเลกุลไดในทางทฤษฎี[18] ซึ่งเปนเทคนิคที่สามารถประยุกตกับสารเคมีที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก 

สารโพลิเมอร หรือแมกระทั่งสารชีวโมเลกุล หลักการพ้ืนฐานในการสรางแบบจําลองโมเลกุล คือ การ

ระบุตําแหนงของอะตอมแตละอะตอมในโมเลกุลในลักษณะ 3 มิติ ในแนวแกน X Y และ Z ทําให

สามารถใชโปรแกรมสําเร็จรูปบางชนิด เชน ชุดโปรแกรม Discovery Studio จากบริษัท Accelrys และ

โปรแกรม Visual Molecular Dynamics (VMD)[19] เปนตน ในการทําใหเห็นเปนภาพสามมิติได และยัง

สามารถจัดการกับโครงสรางโมเลกุลที่สรางขึ้นไดอยางมีเหตุมีผล โดยท่ีทําไดยากหรือเปนไปไมไดใน

การทําการทดลองจริง ตัวอยางเชน การสรางแบบจําลองโมเลกุลดีเอนเอที่มีลักษณะเปนเกลียวคูคลาย

บันไดวนที่ถูกนําเสนอโดย James Watson และ Francis Crick ในป 1953 ในภาพ 2 มิติ หรือการสราง

เปนแบบจําลองพลาสติก ถูกแปลงใหเปนภาพ 3 มิติดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร ทําใหสามารถระบุถึง

สมบัติตางๆ เชน ความยาวของพันธะไฮโดรเจนระหวางเบสอะดีนีน (adenine) กับเบสไทมีน 

(thymine) ในสายดีเอนเอได ซึ่งเคร่ืองมือวิทยาศาสตรในปจจุบันทําใหเห็นสายดีเอนเอไดเพียงลักษณะ

เปนเหมือนเสนดายดวยเครื่อง Atomic Force Microscope (AFM) ดังแสดงในรูป 1.4 เปนตน นอกจาก

การทําใหเห็นภาพแลวการสรางแบบจําลองยังสามารถนําความรูทางเคมีของอะตอม มวลอะตอม ขนาด

อะตอม การเกิดแรงหรือพันธะระหวางอะตอมแวดลอมซึ่งเราสามารถระบุตําแหนงของแตละอะตอมได
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แลวน้ัน นํามาประเมินสมบัติตางๆ ของโมเลกุลได เชน พลังงานศักยในโมเลกุล เอนทาลป (enthalpy) 

และสภาพขั้ว เปนตน  

  เทคนิคการคํานวณในทางการสรางแบบจําลองโมเลกุล สามารถจําแนกไดเปน 2 เทคนิค 

ไดแก กลศาสตรควอนตัม (quantum mechanics) และกลศาสตรโมเลกุล (molecular mechanics) ใน

งานวิจัยน้ีจะทําการคํานวณดวยเทคนิคกลศาสตรโมเลกุลซ่ึงจะไมคํานึงถึงการเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอน

รอบอะตอมเชนในเทคนิคกลศาสตรควอนตัม กลศาสตรโมเลกุลอาศัยหลักการพื้นฐานใหอะตอมแตละ

อะตอมเปนลูกบอลทรงกลมที่มีมวล (mass) และประจุ (charge) ที่แนนอน และอะตอมแตละอะตอมเกิด

แรงกระทําตอกันหรือเกิดพันธะกันในลักษณะคลายสปริงที่เชื่อมตอระหวางแตละอะตอม ซึ่งจะอาศัย

เวลาในการคํานวณที่นอยกวาและเหมาะสมในการศึกษากับระบบที่เปนสารชีวโมเลกุลขนาดใหญ เชน 

โปรตีนหรือดีเอนเอ มากกวาเทคนิคกลศาสตรควอนตัม  

 a       b  

 

 

 

 

 

 

 

 

     c   

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป 1.4  ภาพเปรียบเทียบโครงสรางดีเอนเอ (a) ภาพวาดโครงสราง 2 มิติของดีเอนเอที่นําเสนอโดย 
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Watson และ Crick (b) ภาพโมเลกุลสายดีเอนเอจากเคร่ือง AFM และ (c) ภาพจําลองโครงสราง 3 มิติ

ของสายดีเอนเอแสดงอะตอมและความยาวพันธะไฮโดรเจนของเบสอะดีนีน (DA) กับเบสไทมีน (DT) 

 

  การคํานวณทางกลศาสตรโมเลกุลมีวิธีการคํานวณไดหลายวิธีขึ้นกับแหลงที่มาหรือหลักฐาน

อางอิงและวิธีการคํานวณที่เลือกใชหรือที่เรียกวา สนามพลังงาน (force field) การศึกษาน้ีจะอาศัย

ฐานขอมูลจาก AMBER force field[20] ซึ่งเปนสนามพลังงานหน่ึงที่นิยมใชในการสรางแบบจําลอง

โมเลกุลสําหรับสารชีวโมเลกุล มีหลักการประเมินคาพลังงานศักยทางกลศาสตรโมเลกุล (EMM) ใหเปน

ผลรวมของพลังงานที่เกิดขึ้นจากตัวแปรตางๆ ไดแก ความยาวพันธะ มุมที่เกิดขึ้นระหวางพันธะ 2 

พันธะ มุม dihedral และ แรงแวนเดอรวาลและศักยไฟฟาสถิตของแตละอะตอม ที่เบี่ยงเบนไปจากคา

มาตรฐานทางทฤษฎีเม่ืออะตอมอยูในภาวะสมดุล (ดูสมการ 1) เชน ระยะหางที่เหมาะสมระหวาง

อะตอมออกซิเจนและไฮโดรเจน คามุมที่เหมาะสมระหวางอะตอมออกซิเจนและไฮโดรเจนในโมเลกุลนํ้า 

เปนตน ซึ่งขอมูลคามาตรฐานเหลาน้ีถูกรวบรวมและจัดเก็บไวในฐานขอมูลของสนามพลังงานที่เลือกใช 

เม่ือสามารถคํานวณคา EMM ของแตละโมเลกุลไดแลว จะทําใหประเมินไดถึงความเสถียรของโมเลกุล

นั้นๆ เปนอันดับแรก หรือเม่ือตองการหาการจัดเรียงตัวของโมเลกุลในสามมิติที่มีความเสถียรใน

ธรรมชาติ ก็สามารถทําไดโดยการลดระดับพลังงานศักยของโมเลกุลใหต่ําลงมา ซึ่งเชื่อวาจะเปน

โครงสรางสามมิตจิริงของโมเลกุลน้ันในธรรมชาติ  
 

 

  อยางไรก็ตาม จากการคํานวณพลังงานของโมเลกุลน้ัน ทําใหทราบวาอะตอมแตละอะตอมมี

พลังงานอยูภายใน รวมถึงการเกิดอันตรกิริยากับอะตอมแวดลอม หรือการไดรับพลังงานจากอุณหภูมิ

ภายนอก ทําใหทราบวาในสภาพความเปนจริงแลวอะตอมแตละอะตอมในโมเลกุลมีแนวโนมที่จะ

เคลื่อนที่อยูตลอดเวลา ดังน้ันถาตองการศึกษาถึงพฤติกรรมทางพลศาสตรของโมเลกุลน้ันๆ ในชวง

ระยะเวลาที่กําหนด จําเปนตองอาศัยเทคนิคที่เรียกวา “การจําลองพลวัติ (molecular dynamics 

simulation)” เพ่ือใหทราบวาในระยะเวลาที่กําหนดน้ัน อะตอมแตละอะตอมซึ่งมีพลังงานอยูภายในนั้น 

มีการเคลื่อนที่จากจุดเร่ิมตนอยางไรในสภาวะที่กําหนดขึ้นในแบบจําลองโมเลกุล โดยมีหลักการพ้ืนฐาน

เปนไปตามกฎขอที่สองของนิวตัน คือ ความเรงของวัตถุ (a) จะแปรผันตามแรงที่กระทําตอวัตถุ (F) แต

จะแปรผกผันกับมวลของวัตถุ (m) ซึ่งแรงที่กระทําตอแตละอะตอมสามารถคํานวณไดจากการ

เปลี่ยนแปลงของคาพลังงาน EMM และตําแหนงในสามมิติ (r) ของอะตอมนั้น[21] ดังสมการที่ 2 และ

ผลรวมของแรงที่เกิดขึ้นตออะตอมแตละอะตอมในโมเลกุล ณ เวลา t ใดๆ จากสมการ 2 นั้น จะสามารถ
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นํามาคํานวณหาคาความเรงที่เกิดขึ้น และเม่ือเวลาเปลี่ยนแปลงไปในแตละขั้นเวลา (time step, t) จะ

สามารถคํานวณหาตําแหนงในสามมิติใหมของแตละอะตอมได โดยอาศัย Verlet algorithm[22] ใน

สมการที่ 3 คา t ที่นิยมใชในการจําลองพลวัติ คือ 1 หรือ 2 fs จากหลักการน้ีทําใหสามารถเก็บขอมูล

การเคลื่อนที่ของอะตอมแตละอะตอมในระบบแบบจําลองโมเลกุลที่สรางขึ้นเทียบกับเวลาตางๆ ได ซึ่ง

ขอมูลที่ไดนี้จะเรียกวา trajectory เพ่ือจะนําไปใชในการวิเคราะหผลพฤติกรรมทางพลศาสตรตอไป 
 

 
 

  
 

 1.5 Long Terminal Repeats (LTRs) 

  Long Terminal Repeats (LTRs) เปนลําดับเบสซ้ํากันที่อยูดานปลายทั้งสองของดีเอนเอไวรัส 

(cDNA) ที่ถูกสรางขึ้นมาจากกระบวนการ reverse transcription จากอารเอนเอของไวรัส HIV-1 

ภายในเซลลที่มีการติดเชื้อ ซึ่งลําดับเบสบนสาย LTR ประกอบดวยสวนสําคัญ 3 สวน คือ U3 (unique 

3' RNA region) R (repeat RNA) และ U5 (unique 5'RNA region) ดังรูป 1.5 ซึ่งมีผลในการควบคุม

การแสดงออกของยีนไวรัส เน่ืองจากประกอบดวยสวน promoter ที่มี ‘TATA’ box เปนองคประกอบ 

สวน enhancer และ สวน polyadenylation signals  
 

 

 
รูป 1.5  สวน Long Terminal Repeats (LTRs) ที่ประกอบดวยสวน U3 R และ U5  

บริเวณปลายทั้งสองของ cDNA[23] 
 

  สวน cDNA นี้ พบวามี 2 รูปแบบหลังจากการติดเชื้อ retrovirus (รูป 1.6) ไดแก 1) cDNA ที่

เปนสายตรง (linear form) ซึ่งอยูในรูป preintegration complexes (PICs) จะถูกเชื่อมตอ (integrate) 

กับสายดีเอนเอของเจาบานโดยอาศัยปลาย LTR เปนสวนเชื่อมตอและเอนไซมอินทิเกรสของไวรัส 

HIV-1 ดวย 2 ขั้นตอน เริ่มจากการตัดเบส จํานวน 2 คูเบสที่ปลาย 3’ จาก cDNA ออก แลวเกิด strand 
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transfer เชื่อมเขากับยีนของเจาบานไดเปน integration intermediate (II) แลวจึงเกิดการซอมแซมของ

ดีเอนเอไดเปน proviral DNA และ 2) สวน cDNA สายตรงที่ไมถูกเชื่อมตอเขากับยีนของเซลลเจาบาน

จะถูกซอมแซมดวยกระบวนการ non-homologous DNA end-joining (NHEJ) ของเซลลเจาบาน[24] 

เชื่อมใหเปนวง cDNA (circular form) ที่มีปลายเปนลําดับเบส LTR ทั้งสองปลาย (2LTR) หรือหน่ึง

ปลาย (1LTR) เชื่อมตอกัน และการที่ภายในเซลลที่ติดเชื้อ HIV-1 มี cDNA ที่มีปลาย LTR อิสระนั้นจะ

เกิด double-strand breaks ซึ่งสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเกิด apoptosis ได ดังน้ันการเชื่อม cDNA 

แบบสายตรงใหเปนวงนั้น เปนกระบวนการหนึ่งในการปองกันการเกิด apoptosis ของเซลลอีกดวย แต

อยางไรก็ตามยังมีประเด็นถกเถียงถึงความคงตัวและปริมาณของ cDNA ที่เปนวงภายในเซลล 

เน่ืองจากการท่ีปลาย LTR ถูกเชื่อมเขาดวยกันทําใหไมสามารถเกิดการเพ่ิมจํานวนไดเม่ือเซลลมีการ

แบงตัว หรืออาจถูกยอยสลายไดดวยเอนไซมนิวคลิเอส (nuclease) ภายในเซลล 

  จากการศึกษาหาปริมาณของ cDNA ที่ไดจากการทํา PCR โดยวิธีวิเคราะหการเรืองแสงนั้น 

พบวาเม่ือเซลลที่มีการติดเชื้อ HIV-1 ในระยะเริ่มตนจะพบปริมาณของ cDNA แบบสายตรงสะสมมาก

ขึ้นจนถึงปริมาณสะสมมากที่สุดภายใน 12 ถึง 24 ชั่วโมง สวนชนิดที่เปนวงนั้นจะมีปริมาณสะสมจนถึง

ระดับสูงที่สุดภายหลังจาก 24 ชั่วโมง[25] และ cDNA ที่เปนวงชนิด 2LTR นั้น พบวามีความคงตัวไดดี

ภายในเซลล[26, 27]  
 

 
 

รูป 1.6  รูปแบบของ cDNA ที่พบไดหลงัจากการติดเชื้อ retrovirus และการเชื่อมตอกับยีนเจาบาน[24] 
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 1.6 วัตถุประสงค 

  โครงการ การออกแบบโปรตีน ZF โดยวิธีทางคอมพิวเตอร สําหรับการจดจําลําดับเบสบนสาย

ดีเอนเอ (Computational design of zinc-finger proteins for recognition of DNA sequences) 

เลือกใชลําดับเบสเปาหมายในสวน 2LTR ซึ่งเปนสวนที่มีความสําคัญสําหรับเอนไซมอินทิเกรสในการ

เชื่อมตอปลายสายของ cDNA เขากับยีนของเซลลเจาบาน ทําใหดีเอนเอของไวรัสสามารถเพ่ิมปริมาณ

ไดอยางรวดเร็ว ดังน้ันการออกแบบโปรตีน ZF เพ่ือใหจับกับลําดับเบส 2LTR ในการศึกษาน้ี เปน

กระบวนการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของดีเอนเอของไวรัส ที่เปนสารตั้งตนในธรรมชาติของเอนไซมอินทิ

เกรส และมีวัตถุประสงคในการออกแบบโปรตีน ZF ที่มีความจําเพาะสูงในการเขาจับลําดับเบส

เปาหมาย โดยวิธีทางคอมพิวเตอร ทําการศึกษาพฤติกรรมทางพลศาสตร (dynamic behavior) ในขณะ

เกิดสารเชิงซอนระหวางโปรตีน ZF และสายดีเอนเอที่มีลําดับเบสที่แตกตางกัน ทําความเขาใจถึง

ความจําเพาะ (specificity) และความสามารถในการเขาจับ (binding affinity) ของโปรตีนที่ออกแบบ

ขึ้นมา รวมถึงเพ่ือสรางฐานขอมูลเบื้องตนสําหรับการออกแบบโปรตีน ZF ที่มีความจําเพาะและสามารถ

จับกับลําดับเบสเปาหมายไดแข็งแรงตอลําดับเบส ซึ่งอาจนํามาพัฒนาเปนทางเลือกหนึ่งในการรักษา

โรคเอดสจากเชื้อ HIV-1 โดยการยับยั้งการทํางานของเอนไซมอินทิเกรส ซึ่งเปนกระบวนการที่เกิดขึ้น

เฉพาะในเซลลที่ติดเชื้อ HIV-1 และไมพบกระบวนการนี้ในเซลลของมนุษยทั่วไป 
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2. วิธีการทดลอง 
 2.1 การออกแบบโปรตีน ZF ที่จําเพาะตอ 2LTR ของสายดีเอนเอไวรัส HIV-1 

  เปาหมายที่ใชในการศึกษานี้ คือ ลําดับเบสจําเพาะที่พบบริเวณที่เชื่อมตอระหวางปลาย 5’ และ

ปลาย 3’ ของดีเอนเอไวรัส HIV-1 ที่อยูในรูป cDNA ที่เปนวง ซึ่งจะมีลําดับเบสที่แนนอนของปลาย 5’ 

และปลาย 3’ นี้ เรียกวา บริเวณ long terminal repeat (LTR) ดังแสดงในรูป 2.1 ลําดับเบสเปาหมายที่

เหมาะสมในการใชในการออกแบบโปรตีน ZF ที่ไดจากการทํานายโดยเว็บไซต ZF Tools เปนเบส

จํานวน 18 คูเบส คือ 5’-CTA GCA GTA CTG GAT GGG-3’[28] ซึ่งเปนบริเวณที่เอนไซมอินทิเกรส

ของเชื้อไวรัส HIV-1 สามารถเขาจับและทําการเชื่อมตอเอาดีเอนเอของไวรัสกับของเซลลเจาบานเขา

ดวยกัน และเกิดการเพ่ิมจํานวนของดีเอนเอไวรัส HIV-1 ตอไป จากลําดับเบสเปาหมายน้ีไดนํามาใช

เปนตนแบบ เพ่ือทํานายลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน ZF ที่จําเพาะกับลําดับเบสเปาหมาย (target site) 

โดยอาศัยเว็บไซตฐานขอมูล Zinc Finger Tools (http://www.scripps.edu/mb/barbas/zfdesign/ 

zfdesignhome.php) ซึ่งเปนการทํานายลําดับกรดอะมิโนดวยหลักการของ Modular Assembly 

ตัวอยางการใชงาน ZF Tools แสดงในรูป 2.2 ไดผลลําดับกรดอะมิโนที่ประกอบดวยโปรตีน ZF จํานวน 

6 โมดูล (ZFPv1) ความยาว 176 กรดอะมิโน ไดแก  

LEPGEKPYKC PECGKSFSRS DKLVRHQRTH TGEKPYKCPE CGKSFSTSGN LVRHQRTHTG 

EKPYKCPECG KSFSRNDALT EHQRTHTGEK PYKCPECGKS FSQSSSLVRH QRTHTGEKPY 

KCPECGKSFS QSGDLRRHQR THTGEKPYKC PECGKSFSQN STLTEHQRTH TGKKTS 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 2.1  ลําดับเบสในสวน 2LTR ที่เชื่อมกันของ circular HIV-1 DNA 
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  a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  b 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 2.2  การใชงานโปรแกรม ZF Tools  
(a) การระบุเปาหมาย (target site) ของลําดับเบสจาก 5’ ไปยัง 3’   
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(b) ผลลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน ZF ที่เหมาะสมกับลําดับเบสเปาหมาย  
  2.2 การสรางแบบจําลองโปรตีน ZF ที่เขาจับกับสายดีเอนเอ 

จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน ZF ที่ทํานายไดจากเว็บไซต ZF Tools นํามาสราง

แบบจําลองโมเลกุลโดยอาศัยขอมูลของ Segal และคณะ[29] ที่ไดรายงานโครงสรางสามมิติที่มีความ

ละเอียด (resolution) สูงถึง 1.96 Å จากการทดลองตกผลึกของสารประกอบระหวางโปรตีน ZF ความ

ยาว 6 โมดูลที่ออกแบบโดยเว็บไซต ZF Tools ที่มีชื่อวา “Aart” และสายดีเอนเอ 5’-ATG TAG AGA 

AAA ACC AGG-3’ ซึ่งถูกจัดเก็บไวในฐานขอมูล Protein Data Bank (PDB) ในรหัส 2I13 เปนตนแบบ

ในการสรางแบบจําลองแทนการทําด็อกก้ิง เน่ืองจากการทดลองด็อกก้ิงโดยใชชุดโปรแกรม Discovery 

Studio พบวาโครงสรางที่ไดมีความแตกตางจากโครงสรางผลึกที่มีการรายงานอยางมาก และโดย

หลักการทั่วไปแลวโครงสรางผลึกจะมีความนาเชื่อถือมากกวา เน่ืองจากเปนขอมูลที่ไดจากการทดลอง

ตกผลึกระหวางสารละลายโปรตีน ZF และสารละลายของดีเอนเอรวมกันซ่ึงคาดวาเปนเหตุการณที่

เกิดขึ้นจริงในเซลลเม่ือมีสารทั้งสองชนิดน้ีอยูดวยกัน ดังน้ันการเลือกใชตนแบบจาก PDB id 2I13 จึงมี

ความเหมาะสมมากกวา และทําการสรางแบบจําลองโมเลกุลเพ่ิมเติมเพื่อศึกษาความจําเพาะ 

(specificity) และความสามารถในการเขาจับ (affinity) ของโปรตีน zinc finger ในหัวขอ 2.6 และ 2.7 

ตอไป 

 

  2.3 การจัดเตรียมระบบและการจําลองพลวตั ิ

  ในการศึกษานี้แบบจําลองโครงสรางโมเลกุลที่ไดปรับเปลี่ยนตามตองการแลว จะอาศัยชุด

โปรแกรม Assisted Model Building with Energy Refinement (AMBER) version 10 และ 

AmberTools version 1.2 และใช AMBER ff03 เปนฐานขอมูลในการเตรียมระบบ (system 

preparation) ของแบบจําลอง สวนโลหะสังกะสีนั้นใชคาตัวแปรที่รายงานโดย Stote และ Karplus[30] 

( = 1.70 Å,  = 0.67 kcal/mol) แทนตัวแปรมาตรฐาน ( = 1.10 Å,  = 0.0125 kcal/mol) จาก 

AMBER ff03 เพ่ือใหโมเลกุลสังกะสีสามารถเกิดอันตรกิริยากับซิสเทอีนและฮิสทิดีนไดแข็งแรงมากขึ้น 

ทําใหโปรตีน ZF คงสภาพตลอดระยะเวลาการจําลองพลวัติ (Molecular Dynamics Simulations) 

  การจัดเตรียมระบบอาศัยโปรแกรม leap จากชุดโปรแกรม AmberTools เร่ิมจากการจัดวาง

โมเลกุลที่จะศึกษาลงในกลองทรงแปดเหลี่ยมปลายตัด (truncated octahedral box) ที่แตละดานของ

กลองจะตองหางจากอะตอมของโมเลกุลที่จะศึกษาอยางนอย 10 Å และภายในกลองน้ีบรรจุดวยตัวทํา

ละลาย (solvation) คือ แบบจําลองโมเลกุลน้ําชนิด TIP3P[31] แลวจึงทําการสะเทินประจุรวมของทั้ง

ระบบโดยเฉพาะสวนหมูฟอสเฟตของสายดีเอนเอที่มีประจุลบใหเปนกลาง (neutralization) ดวย
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โซเดียมไอออน นอกจากน้ันระบบทั้งหมดนี้หรือกลาวคือกลองทรงแปดเหลี่ยมปลายตัดที่ภายในบรรจุ

ดวยโมเลกุลของโปรตีน ZF สายดีเอนเอ น้ําและโซเดียมไอออน จะถูกทําใหอยูในสภาพ periodic 

boundary condition (PBC) ที่ทุกๆ ดานของกลองทรงแปดเหลี่ยมปลายตัดน้ี จะมีกลองในลักษณะ

เดียวกันนี้ตอไปในสามมิติอยางไมมีที่สิ้นสุด เพ่ือใหในระหวางการจําลองพลวัติ ถามีอะตอมใดอะตอม

หนึ่งเคลื่อนที่ออกจากกลองนี้ จะมีอะตอมที่เหมือนกันน้ีจากกลองใกลเคียงมาแทนที่เสมอเพ่ือให

โมเลกุลในกลองที่เราศึกษาน้ีอยูในสภาพสมดุลเสมอ รวมทั้งใหการจําลองพลวัติมีความคลายคลึงกับ

สภาพความเปนจริงมากที่สุด คือ โมเลกุลที่เราศึกษามักไมไดอยูเปนโมเลกุลเด่ียวๆ จะตองอยูใน

ลักษณะที่เปนสารละลายที่สมดุลมีหลายๆโมเลกุลอยูดวยกันเสมอ 

  หลังจากการเตรียมระบบเบื้องตนแลว โมเลกุลที่ศึกษาจะเขาสูกระบวนการลดพลังงานศักย 

(energy minimisation) ของระบบใหต่ําลง โดยอาศัยโปรแกรม sander ในชุดโปรแกรม AMBER10 ทํา

เปน 2 ขั้นตอน คือ เร่ิมทําการลดพลังงานของโมเลกุลตัวทําละลายและไอออนกอน แลวจึงทําการลด

พลังงานศักยของโมเลกุลโปรตีน ดีเอนเอ ตัวละลายและไอออนอีกคร้ังหน่ึง แลวจึงเขาสูการทําใหระบบ

สมดุล (equilibration) โดยอาศัยหลักการเพิ่มอุณหภูมิของระบบอยางชาๆ จนกระทั่งถึง 300 K พรอม

ทั้งลดพลังงานที่ใชตรึงโมเลกุลที่ตองการศึกษาลงอยางชาๆ จนกระทั่งโมเลกุลน้ัน สามารถเคลื่อนที่ได

อยางอิสระ ซึ่งใชเวลาในการจําลองอยูที่ 190 ps หลังจากนั้นจึงทําการจําลองพลวัติเพ่ือเร่ิมเก็บขอมูล

พฤติกรรมทางพลศาสตรของระบบแบบจําลองเปนเวลา 5 ns ที่อุณหภูมิและความดันคงที่ (300 K และ 

1 atm) โดยการเก็บขอมูลการเคลื่อนที่ของแตละอะตอมในระบบทุกๆ 1 ps หรือที่เรียกวา “trajectory” 

เพ่ือทําการวิเคราะหผลการศึกษาตอไป 

  

  2.4 การวิเคราะหโครงสรางหลังจากการจําลองพลวตัิ 

  ขอมูล trajectory ที่บันทึกไดจะตัดเอาสวนขอมูลการเคลื่อนที่ของโมเลกุลนํ้า TIP3P และ

โซเดียมไอออนออก เพ่ือความสะดวกและรวดเร็วในการวิเคราะหขอมูลพฤติกรรมทางพลศาสตรของ

โปรตีน ZF และสายดีเอนเอ โดยอาศัยโปรแกรม ptraj จากชุดโปรแกรม AmberTools ขอมูลพ้ืนฐานที่

ทําการวิเคราะห ไดแก ระยะหางระหวาง H-bond donor และH-bond acceptor เพ่ือดูความสามารถใน

การเกิดพันธะไฮโดรเจนของอะตอม 2 อะตอม และคา root mean square deviation (RMSD) เพ่ือ

ประเมินถึงเสถียรภาพของการจัดเรียงตัว (conformational stability) ของโมเลกุลที่ศึกษาในชวงเวลาที่

ทําการจําลองพลวัติ ซึ่งคา RMSD สามารถคํานวณไดจาก 
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เม่ือ N เปนจํานวนของตําแหนงในสามมิติตามแกน X Y และ Z ของอะตอมทั้งหมดในโครงสราง

โมเลกุล และ Di เปนระยะหางระหวางตําแหนงบนแกนแตละแกนของอะตอม i เม่ือโมเลกุลทั้งสอง

โมเลกุลมาซอนทับกัน ตัวอยางในการคํานวณ เชน การหาคา RMSD ระหวางโมเลกุลที่ศึกษา ณ เวลา 

0 ps เทียบกับ ณ เวลา 2 ps มีความแตกตางกันเทาใด หากคา RMSD มีคาคงที่ แสดงวาโครงสราง

โมเลกุลที่ศึกษานั้นมีเสถียรภาพดีในการจัดเรียงตัว ไมมีการแตกของพันธะหรือไมมีการเคลื่อนที่ของ

อะตอมบางอะตอมอยางรวดเร็วจากพลังงานศักยภายในอะตอมที่สูงเกินไป 

 

  2.5 การวิเคราะหเชิงพลงังานของโมเลกุล  

การคํานวณหาพลังงานในการยึดจับระหวางโปรตีน ZF ทั้ง 6 โมดูลกับสายดีเอนเอเปาหมาย

สามารถคํานวณไดจากวิธี Molecular Mechanics/Generalised Born Surface Area (MM/GBSA) ซึ่ง

เปนแนวคิดหน่ึงในผสมผสานแนวคิดทางกลศาสตรโมเลกุลรวมกับการใชแบบจําลองของตัวทําละลาย

ชนิด generalized Born (GB) และพ้ืนที่ผิวของโมเลกุลที่ตัวทําละลายสามารถสัมผัสได (solvent 

accessible surface area) เพ่ือการคํานวณหาพลังงานทางกลศาสตรโมเลกุล (molecular mechanics 

energy) ของโมเลกุลหนึ่งๆ (Gx) จากสมการ 1 ซึ่งเปนผลรวมของแรงแวนเดอรวาล (van der Waals 

interaction, EvdW) แรงไฟฟาสถิต (electrostatic interaction, Ees) พลังงานภายในโมเลกุล (internal 

energy, Ein) พลังงานอิสระของระบบที่ถูกเติมดวยตัวทําละลาย GB (Gpol) และพลังงานอิสระที่เปนผล

จากความไมชอบนํ้าของโมเลกุล (Gnonpol) ซึ่งคํานวณไดจากพ้ืนผิวของโมเลกุลที่ตัวทําละลายสามารถ

สัมผัสไดในสมการ 2  
 

 

 
 

 

จากหลักการคํานวณในสมการ 1 ทําใหสามารถหาคาพลังงานทางกลศาสตรโมเลกุลของ

โมเลกุลหนึ่งๆ ได ดังน้ันหากแยกคํานวณคาพลังงานเหลาน้ีเฉพาะของโปรตีน ZF และกําหนดใหเปน 

ligand (Gligand) พลังงานเฉพาะของสายดีเอนเอและกําหนดใหเปน receptor (Greceptor) และพลังงานของ

สารประกอบของโปรตีน ZF และสายดีเอนเอ กําหนดใหเปน complex (Gcomplex) ดังน้ันความแตกตาง

ระหวางพลังงานของ complex หักลบดวย receptor และ ligand จึงสามารถระบุไดวาพลังงานการยึด

จับระหวางโปรตีน ZF กับสายดีเอนเอ ที่เกิดขึ้น (∆Gbinding) คํานวณไดจากสมการ 3 ยิ่งคาน้ีมีคาเปนลบ

มากเทาใด แสดงวาการยึดจับระหวาง ligand และ receptor มีความแข็งแรงสูง ซึ่งในการศึกษานี้จะทํา
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การคํานวณหาคา Gx และคา ∆Gbinding ทุกๆ 2 ps และคํานวณหาคา Gpol อาศัย GB solvent model ที่

พัฒนาโดย Onufriev และคณะ (igb =2)[32] ซึ่งเหมาะสมสําหรับการคํานวณหาคา Gpol ของสารชีว

โมเลกุล 

 

 

2.6 ความจําเพาะของโปรตีน ZFPv1 

เพ่ือใหไดแบบจําลองโครงสรางโมเลกุลของโปรตีน ZF ZFPv1 และสายดีเอนเอเปาหมาย 5’-

CTA GCA GTA CTG GAT GGG-3’ ใหมีการจัดเรียงตัวในสามมิติใกลเคียงกับที่มีการรายงานจาก

โครงรางผลึกของโปรตีน Aart ที่เขาจับกับสายดีเอนเอ จึงทําการปรับเปลี่ยนทั้งในสวนลําดับกรดอะมิโน

จาก recognition helix และลําดับเบสจากโครงสรางตนแบบ PDB id 2I13 ใหเปนไปตามลําดับกรดอะมิ

โนและเบสตามตองการ (รูป 2.3) โดยทําการปรับเปลี่ยนเฉพาะสวนโครงสรางของหมูสายโซขาง และ

คงตําแหนงแกนหลัก (backbone) ของทั้งโปรตีนและดีเอนเอไวเชนเดียวกับโครงสรางตนแบบ PDB id 

2I13 โดยอาศัยชุดโปรแกรม Discovery Studio และใหชุดขอมูลแบบจําลองของโปรตีน ZFPv1 ที่เขา

จับกับลําดับเบส 2LTR ซึ่งเปนเปาหมายท่ีจําเพาะนี้ใหเปนชุดแบบจําลอง “Zif1” และยังไดทดลอง

ปรับเปลี่ยนลําดับเบสใหเปนลําดับที่ไมจําเพาะตอ ZFPv1 คือ 5’-TGC TAG CGT ATC ATC TAG-3’ 

ใหเปนชุดแบบจําลอง “Zif2” ซึ่งมีความแตกตางของดีเอนเอเปาหมายอยางชัดเจนกับโปรตีน ZF 

เปาหมายโมเลกุลเดียวกัน 

  นอกจากนั้นแลว พบวาลําดับเบสที่เปนไปไดของบริเวณปลายสายดีเอนเอของเชื้อไวรัส HIV-1 

ที่พบในธรรมชาติมี 2 แบบ ไดแก 5’-CTA GCA GTA CTG GAT GGG-3’ (เรียกยอวาเปน “GAT”) 

และ 5’-CTA GCA GTA CTG GAA GGG-3’ (GAA) ซึ่งมีความแตกตางกันเพียงลําดับเบสหนึ่ง

ตําแหนงสําหรับการจับกับโปรตีน ZF โมดูลที่ 2 ดังนั้นจึงไดทําการออกแบบลําดับกรดอะมิโนของ

โปรตีน ZF ที่จําเพาะตอลําดับเบสของเชื้อไวรัส HIV-1 ทั้งสองแบบโดยวิธีการเดียวกับขางตน ไดแก 

ZFPv1 และ ZFPv2 ซึ่ง ZFPv1 เปนโปรตีนที่ออกแบบสําหรับการเขาจับกับลําดับเบส GAT สวน 

ZFPv2 เปนโปรตีนที่ออกแบบมาสําหรับลําดับเบส GAA ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนในสวน recognition 

helix ของโมดูลที่ 2 เปน FSQSSNLVR แทน FSTSGNLVR ใน ZFPv1 จากน้ันผูวิจัยจึงไดทําการ

จําลองโครงสรางโมเลกุลสามมิติของสารประกอบทั้งหมด 4 ชุด ไดแก ZFPv1-GAA, ZFPv1-GAT, 

ZFPv2-GAA และ ZFPv2-GAT เพ่ือศึกษาความจําเพาะเจาะจงของโปรตีนที่ออกแบบไดในการจําแนก

ความแตกตางของลําดับเบสเปาหมายเพียงหนึ่งตําแหนง และแบบจําลองแตละชุดจะทําการจัดเตรียม
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ระบบ ทําการจําลองพลวัติเปนเวลา 5 ns และทําการวิเคราะหเชิงโครงสรางและเชิงพลังงานหลังจาก

การจําลองพลวัติตอไปตามหัวขอ 2.3 ถึง 2.5 ขางตนเชนเดียวกัน 

 

    a 
 
 

 b  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 2.3  การเปรียบเทยีบลาํดับเบสและกรดอะมิโนระหวางโครงสรางผลึกตนแบบ PDB id 2I13 และ
แบบจําลองโมเลกุลที่ศึกษา (a) ลําดับเบสในโครงรางผลึก PDB id 2I13 และเบสเปาหมาย 2LTR  

(b) ลําดับกรดอะมิโน Aart ZFPv1 และ ZFPv2 โดยอักษรที่ขีดเสนใต คือ กรดอะมิโนที่ปรับเปลี่ยนจาก
โปรตีน Aart 

  

2.7 ความสามารถในการเขาจับของโปรตีน ZFPv1 

  จากขอมูลการจําลองพลวัติของแบบจําลอง ZFPv1-GAT เปนแบบจําลองซึ่งเปนตัวแทนของ

โมเลกุลที่จําเพาะระหวางโปรตีน ZF ที่ออกแบบกับลําดับเบสเปาหมาย 2LTR ที่ไดมีการพิสูจนใน

หองทดลองแลววาสามารถเกิดการเขาจับกันไดจริงจากงานวิจัยที่ตีพิมพกอนหนา[28] จึงอาศัยเทคนิคใน
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การสรางแบบจําลองเพ่ิมเติมในการปรับเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนบางตําแหนงที่ใหคาพลังงานการยึด

จับที่ไมเหมาะสมไปเปนกรดอะมิโนชนิดอ่ืน เพ่ือเปนการเพ่ิมความแข็งแรงในการเขาจับของโปรตีน 

ZFPv1 โดยมีสมมติฐานในการปรับเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนเร่ิมจากผลขอมูลการวิเคราะหเชิง

พลังงานการยึดจับของกรดอะมิโนแตละหนวยของ recognition helix ทั้ง 6 โมดูลของโปรตีน ZFPv1 

(decompose energy residue by residue) กับลําดับเบสเปาหมาย 2LTR พบวากรดอะมิโน Glu ที่

ตําแหนง 162 ของโมดูลที่ 6 สามารถใชเปนตนแบบในการพิสูจนสมมติฐานดังกลาว โดยอาศัยชุด

โปรแกรม Discovery Studio ในการปรับเปลี่ยนกรดอะมิโน Glu ในตําแหนง 162 ไปเปน 

1. กรดอะมิโนที่มีประจุลบ แตมีสายโซขางสั้นลง ไดแก Asp (E162D) 

2. กรดอะมิโนที่มีประจุบวก ไดแก His (E162H) Lys (E162K) และ Arg (E162R) 

3. กรดอะมิโนที่เปนกลาง ไดแก Gln (E162Q) 
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O
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O
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Glutamine (Gln,Q)

Histamine (His,H)

Glutamic acid (Glu,E)

Lysine (Lys,K)
Arginine (Arg,R)

Aspartic acid (Asp,D)

 
 

แบบจําลองโมเลกุลที่มีการปรับเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนในตําแหนงที่ 162 ใหแตกตางไปจาก

ตนแบบ ZFPv1 ทั้งหมด 5 ชุดแบบจําลองนี้ จะทําการจัดเตรียมระบบ ทําการจําลองพลวัติเปนเวลา 5 

ns หลังจากน้ันจึงทําการวิเคราะหเชิงโครงสรางในสวนโมดูลที่ 6 และวิเคราะหเชิงพลังงานหลังจากการ
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จํ า ล อ ง พ ล วั ติ ต อ ไ ป ต า ม หั ว ข อ  2 . 3  ถึ ง  2 . 5
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3. ผลการทดลอง 
 3.1 ความจําเพาะเจาะจงของโปรตีน ZFPv1 

  จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน ZF ที่ทํานายไดจากเว็บไซต ZF Tools โดยเฉพาะใน

สวนลําดับกรดอะมิโนบน recognition helix ตั้งแตตําแหนง -1 ถึง +6 ทดลองนํามาเปรียบเทียบกบัผลที่

ไดจากการทํานายโดย ZF Database (ZiFDB)[33] ซึ่งเปนฐานขอมูลรวบรวมโปรตีน ZF ที่ไดจาก

ธรรมชาติและที่ไดจากการทดลองสรางโปรตีน ZF ขึ้นมาจากเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม จากหลายกลุม

การทดลอง อาทิ กลุม Sangamo ที่ใหผลการทํานายลําดับกรดอะมิโนบนโปรตีน ZF โดยพิจารณาถึง

แตละโมดูลภายในโปรตีน ZF เดียวกัน จะมีผลตอกันในการจดจําและเขาจับกับสายดีเอนเอ หรือจาก 

ToolGen ซึ่งรวบรวมขอมูลจากโปรตีน ZF ที่สามารถจับกับลําดับเบสที่จําเพาะที่พบในเซลลมนุษย  

  ผลการเปรียบเทียบความถี่ของการพบชนิดของกรดอะมิโนในแตละตําแหนงที่ไดจาก ZF Tools 

และ ZiFDB แสดงไวในตาราง 3.1 เพ่ือตรวจสอบโดยรวมถึงกรดอะมิโนที่ทํานายไดจาก ZF Tools นั้น

มีความแตกตางเพียงใดเปรียบเทียบกับผลท่ีรายงานไดจาก ZiFDB ในแตละตําแหนงของกรดอะมิโน

บน recognition helix ของแตละโมดูลทั้ง 6 โมดูล ซึ่งลําดับกรดอะมิโนที่ทํานายไดจาก ZF Tools และ 

3 ลําดับคูเบสเปาหมาย แสดงไวในคอลัมนที่ 1 ซายมือ และกรดอะมิโนที่พบในแตละตําแหนงตั้งแต -1 

ถึง +6 บน recognition helix แสดงไวในคอลัมนถัดไปตามลําดับ รวมถึงโอกาสการพบไดของกรดอะมิ

โนแตละชนิดน้ัน และกรดอะมิโนที่เปนอักษรเขม คือ กรดอะมิโนชนิดที่ตรงกับที่ทํานายไดจาก ZF 

Tools สวนกรดอะมิโนบางชนิดที่มีโอกาสพบไดเทาๆ กันในฐานขอมูล ZiFDB ไดรวมไวในระดับ

เดียวกัน เชน กรดอะมิโนตําแหนง +6 ของโมดูล 1 จาก ZF Tools ทํานายวาควรจะตองเปนกรดอะมิโน

อารจินีน (Arg หรือ R) ในการจดจําลําดับเบสกัวนีน และจากการวิเคราะหดวย ZiFDB พบวาใน

ตําแหนงน้ีมีรายงานความเปนไปไดของการพบชนิดของกรดอะมิโนเปนอารจินีน (R) 64% เปนแอสพา

ราจีน (N) 10% โปรลีน (P) 5% อะลานีน (A) หรือกรดแอสพาติก (D) หรือกลัยซีน (G) หรือฮิสทิดีน 

(H) หรือไลซีน (K) หรือเซอรีน (S) หรือทรีโอนีน (T) หรือวาลีน (V) ชนิดละ 3% เปนตน ซึ่งจากขอมูล

เหลาน้ีพบวาชนิดของกรดอะมิโนที่ทํานายโดย ZF Tools สวนใหญจะเปนชนิดที่มีโอกาสพบไดมาก

ที่สุดอยูแลวจาก ZiFDB ยกเวนโมดูล 1 ตําแหนง +3 พบวาฮิสทิดีนปรากฏในฐานขอมูล 62% แต ZF 

Tools แนะนําใหเปนไลซีนที่พบไดเปนลําดับสอง คือ 23% ซึ่งทั้งกรดอะมิโนฮิสทิดีนและไลซีนตางเปน

กรดอะมิโนในกลุมที่เปนดางและมีประจุบวกเชนกันและมักใชแทนที่กันได หรือกรดอะมิโนในตําแหนง 

+2 ของโมดูล 2 เปนกลัยซีนซ่ึงพบเปนลําดับที่ 2 แทนฮิสทิดีนที่พบมากท่ีสุด และมีสายโซขางที่มีขนาด
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ใหญกวาและมีประจุมากกวากลัยซีน ซึ่งอาจมีผลตอการเขาจับสายดีเอนเอตรงขามไดเพ่ิมขึ้นหาก

เปลี่ยนเปนฮิสทิดีน หรือในตําแหนง +5 ของโมดูล 4 และ 5 
 

ตาราง 3.1  ผลวิเคราะหชนิดของกรดอะมิโนในตําแหนง -1 ถึง +6 บน recognition helix จากท้ัง 6 

โมดูล ที่ทํานายไดจากฐานขอมูล ZF Tools และ ZiFDB 
 Position -1 Position +1 Position +2 Position +3 Position +4 Position +5 Position +6 

Finger 1 
5’-GGG-3’ 

RSDKLVR 

R (87%) 

K (13%) 

S (28%) 

R (18%) 

G (13%) 

K/N/Q (8%) 

I/V (5%) 

A/D/M (3%) 

D (54%) 

E (26%) 

S (5%) 

A/H/L/P/T/W  

(3%) 

H (62%) 

K (23%) 

G (8%) 

R (5%) 

N (3%) 

L (100%) V (23%) 

T (21%) 

G (18%) 

A (8%) 

H/N/Q/R/S (5%) 

M/P (3%) 

R (64%) 

N (10%) 

P (5%) 

A/D/G/H/K/S/ 

T/V (3%) 

Finger 2 

5’-GAT-3’ 

TSGNLVR 

T (33%) 

V (26%) 

L (13%) 

I (10%) 

Q (8%) 

S (5%) 

E/M (3%) 

S (28%) 

K (18%) 

R (15%) 

G (13%) 

N (8%) 

A/Q (5%) 

L/M/P (3%) 

H (28%) 

G/Q (23%) 

S (13%) 

E (8%) 

A/N (3%) 

N (77%) 

R (10%) 

A/T (5%) 

H (3%) 

L (97%) 

R (3%) 

A/T/V (18%) 

K (13%) 

D/S (8%) 

G/Q (5%) 

H/M/R (3%) 

 

R (77%) 

V (18%) 

K/T (3%) 

 

Finger 3 
5’-CTG-3’ 

RNDALTE 

R (100%) N (50%) 

S (50%) 

D (100%) A (100%) L (100%) T (50%) 

R (50%) 

E (100%) 

Finger 4 

5’-GTA-3’ 

QSSSLVR 

Q (100%) S (61%) 

G (11%) 

A/D/P/Q/R (6%) 

 

S (61%) 

G (17%) 

T (11%) 

A/Q (6%) 

S (61%) 

A (28%) 

T (11%) 

L (100%) T (33%) 

V (22%) 

A (17%) 

I/L/Q/R/S (11%) 

R (100%) 

Finger 5 

5’-GCA-3’ 

QSGDLRR 

Q (70%) 

R (13%) 

N (6%) 

L (4%) 

A (2%) 

H (2%) 

S (2%) 

T (2%) 

S (26%) 

G (21%) 

R (11%) 

K (9%) 

A (8%) 

N/P/T (6%) 

Q (4%) 

D/M (2%) 

G (32%) 

E/N (13%) 

Q/T (11%) 

A (9%) 

V (4%) 

C/H/S (2%) 

 

T (43%) 

D (23%) 

E (13%) 

Q/S (6%) 

V (4%) 

G/I/M (2%) 

 

L (100%) T (25%) 

K (21%) 

R (11%) 

N/V (9%) 

G/Q (6%) 

D (4%) 

A/H/L/M/S (2%) 

R (100%) 

Finger 6 
5’-CTA-3’ 

QNSTLTE 

Q (100%) N (100%) S (100%) T (100%) L (100%) T (100%) E (100%) 
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 จากขอมูลการเปรียบเทียบผลการทํานายชนิดของกรดอะมิโนจากฐานขอมูลขางตน พบวา

โปรแกรม ZF Tools ทํานายใหชนิดของกรดอะมิโนสวนใหญเปนชนิดที่พบมากที่สุดในอันดับที่ 1 และ 

2 จากฐานขอมูลโดยเฉพาะในตําแหนง -1 และ +6 ที่มีความสําคัญในการเขาจับกับเบสเปาหมายใน

ตําแหนง 3’ และ 5’ ตามลําดับ สวนกรดอะมิโนตําแหนง +3 ซึ่งมีผลตอการเขาจับกับเบสคูกลางจาก 3 

คูเบสเปาหมายในโมดูลที่ 1 และ 5 และกรดอะมิโนตําแหนง +2 ซึ่งมีผลตอการเขาจับกับเบสในสายดี

เอนเอตรงขาม โปรแกรม ZF Tools ทํานายใหผลชนิดของกรดอะมิโนที่มีความถี่เปนอันดับที่ 2 จาก

ฐานขอมูล สวนกรดอะมิโนตําแหนง +1 และ +5 เปนตําแหนงที่มีความแปรปรวนของชนิดกรดอะมิโน

สูงที่สุด แตตําแหนงเหลาน้ีมีผลตอการเขาจับกับสายดีเอนเอโดยตรงนอย แตอาจจะมีผลตอการจัดเรียง

ตัวของ recognition helix ก็เปนได ซึ่งขอมูลเหลาน้ีอาจมีประโยชนในการใชประกอบการทดลอง

ปรับเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนบน recognition helix เพื่อเปนการเพิ่มความจําเพาะหรือ เพ่ิมความ

แรงในการยึดจับของโปรตีน ZF ได 

หลังจากการตรวจสอบลําดับและชนิดของกรดอะมิโนของโปรตีน ZF ที่ทํานายไดจากโปรแกรม 

ZF Tools จึงสรางแบบจําลองโมเลกุลระหวางโปรตีน ZF กับลําดับเบสเปาหมายชนิดที่จําเพาะและไม

จําเพาะไดแก แบบจําลอง Zif1 และ Zif2 ตามลําดับ ซึ่งแบบจําลองทั้งสองเปนการปรับเปลี่ยน

โครงสรางจากโครงรางผลึกตนแบบของโปรตีน Aart ที่จับกับสายดีเอนเอที่มีอยูในฐานขอมูล PDB โดย

ทั้ง Zif1 และ Zif2 มีโปรตีน ZF จํานวน 6 โมดูล คือ ZFPv1 เชนกัน แตมีดีเอนเอเปาหมายแตกตางกัน

อยางชัดเจน คือ Zif1 มีสายดีเอนเอเปาหมายเปน 5’-CTA GCA GTA CTG GAT GGG-3’ ซึ่งเปน

ลําดับเบสในสวน 2LTR ที่สามารถเกิดสารประกอบที่จําเพาะ (specific complex) กับ ZFPv1 สวน Zif2 

มีลําดับเบสเปน 5’-TGC TAG CGT ATC ATC TAG-3’ ซึ่งเปนลําดับเบสที่ไมจําเพาะสําหรับ ZFPv1 

และอาจเกิดสารประกอบที่ไมจําเพาะ (non-specific complex) ขึ้นได หลังจากการปรับเปลี่ยน

โครงสรางไดตามเปาหมายแลวจึงจัดเตรียมระบบและทําการลดพลังงานโมเลกุลลงสําหรับแบบจําลอง 

Zif1 และ Zif2 และสามารถคํานวณคา root mean square deviation (RMSD) ระหวางแบบจําลองทั้ง

สองที่ทําการลดพลังงานภายในโมเลกุลแลว ไดเทากับ 0.51 และ 0.94 Å ของโปรตีนและดีเอนเอในทั้ง

สองระบบ ตามลําดับ แสดงวาการจัดเรียงตัวในแบบจําลองทั้งสองมีความคลายคลึงกันมากทั้งในสวน

ของโปรตีน ZFPv1 และสายดีเอนเอ (รูป 3.1) 
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รูป 3.1  โครงสรางโมเลกุลเปรียบเทยีบระหวางชุดแบบจําลอง Zif1 และ Zif2 

 

ขอมูลโครงสรางความสัมพันธของตําแหนงของกรดอะมิโนกับการจดจําลําดับเบสบนสายดีเอนเอ

ของโปรตีน ZF ตนแบบ Zif268 พบวาตําแหนงกรดอะมิโนที่ -1 +3 และ +6 มีความสําคัญในการเขาจับ

กับดีเอนเอเปาหมาย ดังน้ันการพิจารณาความแตกตางระหวางแบบจําลอง 2 ชุดน้ีเพ่ือทําความเขาใจ

ความจําเพาะของโปรตีน ZFPv1 จึงใหความสําคัญในการพิจารณาในสวน recognition helix เปนอันดับ

แรก โดยการวิเคราะหโครงสรางแบบจําลองโมเลกุลทั้งสองที่ไดหลังจากการทําการลดพลังงานแลว

เปรียบเทียบกัน ซึ่งคาระยะหางระหวาง hydrogen bond (H-bond) donor และ H-bond acceptor ของ

อะตอมที่เก่ียวของ (ระบุในวงเล็บทายลําดับกรดอะมิโนหรือเบส) และตําแหนงของกรดอะมิโนบน 

recognition helix (ระบุในวงเล็บกามปู) แสดงไวในตาราง 3.2 และโครงสรางโมเลกุลในแตละโมดูล

แสดงการเกิดพันธะไฮโดรเจนทั้งหมดที่ระบุไวในตาราง 3.2 แสดงไวในรูป 3.2 ประกอบ  

จากการวิเคราะหโครงสรางโมเลกุลการเกิดแรงยึดเหนี่ยวระหวางโปรตีน ZFPv1 และสายดีเอนเอ

เปาหมายทั้งสองในชุดแบบจําลอง Zif1 และ Zif2 พบวาสวนสําคัญในการทําใหเกิดความจําเพาะในการ

เขาจับสวนหนึ่งเกิดจากแรงประเภทไฟฟาสถิตเปนหลัก คือ พันธะไฮโดรเจนระหวางกรดอะมิโนกับสาย
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ดีเอนเอโดยไมมีโมเลกุลอ่ืน เชน น้ํา มาเก่ียวของ หากวิเคราะหการเกิดพันธะในแตละโมดูล พบวา

อะตอมที่เก่ียวของในการเกิดพันธะไฮโดรเจนน้ัน จะมาจากกรดอะมิโนในตําแหนง -1 +3 และ +6 ของ 

recognition helix เปนสวนใหญ ซึ่งเปนขอมูลที่ทราบโดยทั่วไปอยูแลว นอกจากน้ันแลว จะเห็นวามี

กรดอะมิโนในตําแหนง +2 ในโมดูลที่ 3 ที่พบวาเกิดพันธะกับเบสในสายดีเอนเอตรงขามไดตามที่เคยมี

การรายงานไวแลว แตที่สําคัญประการหนึ่งที่พบจากขอมูล คือ กรดอะมิโนเซลีนที่อยูในตําแหนง -2 

ของ recognition helix ในโมดูลที่ 2 4 5 และ 6 มีสวนสําคัญในการเพิ่มความแข็งแรงในการเขาจับสาย

ดีเอนเอ แตอยางไรก็ตามเปนการเกิดอันตรกิริยาระหวางหมูไฮดรอกซีของกรดอะมิโนเซลีนกับหมู

ฟอสเฟต (อะตอม O2P) บนโครงสรางแกนของสายดีเอนเอ (DNA backbone) ทั้งหมด ซึ่งอาจไมมี

ความสัมพันธกับความสามารถในการจําแนกหรือความจําเพาะในการจดจําลําดับเบสที่จําเพาะ แต

ใหผลในการเพิ่มความแข็งแรงในการเขาจับระหวางโปรตีน ZF กับลําดับเบสเปาหมาย 

จากรูป 3.2 จะเห็นวารูปแบบการเขาจับระหวางโปรตีน ZFPv1 กับสายดีเอนเอทั้งสอง ไมไดมี

ความแตกตางกันอยางชัดเจน มีเพียงโมดูลที่ 3 ที่ใน Zif2 ไมสามารถตรวจพบพันธะไฮโดรเจนใดๆ ใน

สวน recognition helix ตําแหนง Arg72 (ตําแหนง -1) Asp74 (ตําแหนง +2) Glu78 (ตําแหนง +6) กับ

ในสวนเบสเปาหมาย ATC เลย อาจเนื่องจากการเกิดแรงผลักกันระหวางประจุบวกของหมูกัวนิดีนของ

อารจินีน (Arg72) กับหมูเอมีนของไซโตซีน (DC181) การที่หมูเมทิลของไทมีนในตําแหนง DT195 อาจ

มีผลรบกวนหรือบดบัง (steric effect) การเกิดพันธะไฮโดรเจนได รวมทั้งหมูเอมีนของอะดีนีน DA179 

อยูในตําแหนงที่ไมเหมาะสมในการเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดกลูตามิค Glu78 ซึ่งความแตกตางใน

โมดูลที่ 3 นี้อาจมีสวนสําคัญในการจําแนกความแตกตางระหวางดีเอนเอที่เปนเปาหมายและที่ไมใช

เปาหมายได 
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ตาราง 3.2  ระยะหาง (Å) ระหวางอะตอมของ H-bond donor และ H-bond acceptor ในโปรตีน 

ZFPv1 และสายดีเอนเอในชุดแบบจําลอง Zif1 และ Zif2 

 

  
ZFPv1 

residues 
DNA 

residues 
Distance 

(A°)   
ZFPv1 

residues 
DNA 

residues 
Distance 

(A°) 

Finger 1 Arg16(NH) Zif1:DG187(O6) 2.97 Finger 4 Ser99(OH) Zif1:DT177(O2P) 2.56 

 [ตําแหนง -1] Zif2:DG187(O6) 3.29  [ตําแหนง -2] Zif2:DT177(O2P) 2.56 

 Lys19(NZ) Zif1:DG186(O6) 2.73  Gln100(O) Zif1:DA178(N6) 2.86 

 [ตําแหนง +3] Zif2:DA186(N6) 3.21  [ตําแหนง -1] Zif2:DT178 - 

 Arg22(NH) Zif1:DG185(O2P) 2.77  Arg106(NH) Zif1:DG176(O6) 3.16 

   [ตําแหนง +6] Zif2:DT185(O2P) 2.74    [ตําแหนง +6] Zif2:DC176(N4) 3.13 

Finger 2 Ser43(OH) Zif1:DA183(O1P) 2.66 Finger 5 Ser127(OH) Zif1:DC174(O2P) 2.57 

 [ตําแหนง -2] Zif2:DT183(O1P) 2.61  [ตําแหนง -2] Zif2:DA174(O2P) 2.58 

 Asn47(ND) Zif1:DA183(O2P) 2.80  Asp131(OH) Zif1:DC174(N4) 2.95 

 [ตําแหนง +3] Zif2:DT183(O2P) 2.77  [ตําแหนง +3] Zif2:DA174 - 

 Arg50(NH) Zif1:DG182(O6) 2.82  Arg134(NH) Zif1:DG173(O6) 2.99 

   [ตําแหนง +6] Zif2:DA182(N6) 2.94    [ตําแหนง +6] Zif2:DT173(O4) 2.99 

Finger 3 Arg72(NH) Zif1:DG181(O6) 2.75 Finger 6 Ser155(OH) Zif1:DT171(O2P) 2.57 

 [ตําแหนง -1] Zif2:DC181 -  [ตําแหนง -2] Zif2:DG171(O2P) 2.52 

 Asp74(OH) Zif1:DC195(N4) 2.76  Gln156(NH) Zif1:DT171(O2P) 2.82 

 [ตําแหนง +2] Zif2:DT195 -  [ตําแหนง -1] Zif2:DG171(O2P) 2.83 

 Glu78(OH) Zif1:DC179(N4) 2.87  Glu162(OH) Zif1:DC170(N4) 2.85 

   [ตําแหนง +6] Zif2:DA179 -    [ตําแหนง +6] Zif2:DT170 - 
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รูป 3.2  เปรียบเทียบพันธะไฮโดรเจน (< 3.5 Å) ที่อาจเปนไปไดในแตละโมดูลของโปรตีน ZFPv1 ใน

แบบจําลอง Zif1 และ Zif2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป 3.2 (ตอ)  เปรียบเทยีบพันธะไฮโดรเจน (< 3.5 Å) ที่อาจเปนไปไดในแตละโมดูลของโปรตนี 

ZFPv1 ในแบบจําลอง Zif1 และ Zif2 
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หากพิจารณารูปแบบการเกดิพันธะไฮโดรเจนเฉพาะในสวนที่เกิดอันตรกิริยาระหวางกรดอะมิโน

กับเบสเปาหมาย 2LTR เทาน้ัน โดยไมสนใจพันธะทีเ่กิดกับหมูฟอสเฟตของสายดีเอนเอ พบวาในแตละ

โมดูลของแบบจําลอง Zif1 จะมีความยาวพันธะไฮโดรเจนที่สั้นกวาในแบบจําลอง Zif2 ซึ่งแสดงใหเห็น

ถึงความแข็งแรงของพันธะที่เกิดขึ้นในสารประกอบที่จําเพาะระหวางโปรตีน ZFPv1 กับ 2LTR ไดดีกวา

ลําดับเบสที่ไมจําเพาะใน Zif2 ตัวอยางเชน ในโมดูลที่ 1 กรดอะมิโน Arg16 และ Lys19 เกิดพันธะกับ 

DG187 และ DG186 ใน Zif1 ไดดีกวา DG187 และ DA186 ใน Zif2 สวนโมดูลที่ 2 Arg50 เกิดพันธะ

ไฮโดรเจนกับ DG182 (Zif1) ไดดีกวา DA182 (Zif2) ในโมดูลที่ 3 มีความแตกตางกันอยางชัดเจนดังที่

กลาวแลวขางตน โมดูลที่ 4 5 และ 6 พบวามีลักษณะคลายคลึงกัน คือ Gln100 ในโมดูลที่ 4 สามารถ

เกิดพันธะกับ DA178 (Zif1) ได แตไมพบพันธะใน Zif2 สวน Asp131 ในโมดูลที ่ 5 และ Glu162 ใน

โมดูลที่ 6 สามารถเกิดพันธะกับเบสเหมายใน Zif1 ได แตไมเกิดพันธะกับเบสทีไ่มใชเปาหมายใน Zif2 

หลังจากการวิเคราะหโครงสรางขางตน จึงไดทําการคํานวณพลังงานการยึดจับระหวางโปรตีน 

ZFPv1 และสายดีเอนเอในแบบจําลอง Zif1 และ Zif2 ดวยวิธี MM/GBSA จากการทดลองการจําลองพล

วัติและเปรียบเทียบคาความแข็งแรงของพลังงานในการยึดจับ (ΔGbinding) ระหวางโปรตีน ZFPv1 กับ

สายดีเอนเอในแบบจําลอง Zif1 และ Zif2 พบวาความสามารถในการเขาจับของโปรตีน ZFPv1 กับดี

เอนเอเปาหมาย 2LTR ใน Zif1 มีความชอบจับกันมากกวาการจับกับดีเอนเอที่ไมใชเปาหมายใน Zif2 

สูงมากถึง 35.0 kcal/mol (คา ΔΔGbinding) มีปจจัยสําคัญที่เก่ียวของที่คา ΔEes ดังน้ันจากขอมูลพ้ืนฐาน

นี้อาจเสนอไดวาโปรตีน ZF ที่ออกแบบไดนี้มีความสามารถในการจําแนกลําดับเบสเปาหมายและที่

ไมใชเปาหมายไดดวยความชอบจับที่แตกตางกันไดดวยพลังงานการยึดจับที่แตกตางกันอยางมาก 

เน่ืองจากอันตรกิริยาชนิดไฟฟาสถิตย (electrostatic interactions, Ees) เชน แรงระหวางประจุบวกและ

ลบ แรงระหวางประจุกับสภาพขั้ว และพันธะไฮโดรเจน เปนสําคัญ 

 

ตาราง 3.3  การเปรียบเทียบความแตกตางของพลังงานในการยึดจับระหวางโปรตีน ZFPv1 กับสายดี

เอนเอในแบบจําลอง Zif1 และ Zif2 

 

sequence EvdW Ees Gpol Gnonpol Gbinding 
  (kcal mol-1) (kcal mol-1) (kcal mol-1) (kcal mol-1) (kcal mol-1) 
Zif1-Zif2 -3.1 ±1.7 -255.9 ±9.0 226.3 ±8.2 -2.3 ±0.0 -35.0 ±0.5 
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ในสวนการศึกษาตอมา ไดสรางแบบจําลองโครงสรางโมเลกุลสามมิติอีกจํานวน 4 ชุด ไดแก 

ZFPv1-GAT ZFPv1-GAA ZFPv2-GAT และ ZFPv2-GAA ซึ่งลําดับเบสเปาหมาย GAT (5’-CTA 

GCA GTA CTG GAT GGG-3’) จัดเปนเปาหมายสําหรับโปรตีน ZFPv1 และลําดับเบสเปาหมาย GAA 

(5’-CTA GCA GTA CTG GAA GGG-3’) จัดเปนเปาหมายสําหรับโปรตีน ZFPv2 ดังนั้นจะเห็นวาชุด

แบบจําลองที่เปนสารประกอบจําเพาะ คือ ZFPv1-GAT และ ZFPv2-GAA ควรจะมีความแข็งแรงใน

การยึดจับสูงกวาสวนแบบจําลองที่เปนสารประกอบที่ไมจําเพาะ คือ ZFPv1-GAA และ ZFPv2-GAT 

โดยที่ความไมจําเพาะน้ีคาดวาจะเกิดจากความแตกตางของลําดับเบสเพียง 1 ตําแหนง หลังจากการ

ปรับเปลี่ยนโครงสราง การจัดเตรียมระบบ การลดพลงังานศักยของโมเลกุล การทําใหระบบสมดุล และ

การจําลองพลวัติเปนเวลา 5 ns แลวจึงทําการคํานวณหาคา RMSD ของโครงสรางทุกๆ 2 ps จาก

ชวงเวลา 5 ns เทียบกับโครงสรางเฉลี่ยที่ไดจากการจําลองพลวตัิแตละชุดแบบจําลอง (รูป 3.3) พบวา 

แบบจําลอง ZFPv1-GAT ZFPv2-GAT และ ZFPv2-GAA มีคา RMSD อยูในชวงประมาณ 1.5 - 3.0 Å 

สวน ZFPv1-GAA พบวามีคา RMSD สูงที่สุดอยูในชวง 2.0 - 3.5 Å แตอยางไรก็ตาม สามารถยอมรับ

ไดวาแบบจําลองทั้ง 4 ชุดอยูในสภาวะที่เสถียร ไมมีการแตกของพันธะในโครงสราง สามารถใชเปน

ตัวอยางในการวิเคราะหพลงังานในขั้นตอนตอไปได 
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รูป 3.3  คา RMSD ของโครงสรางทุกๆ 2 ps จากชวงเวลา 5 ns เทียบกับโครงสรางเฉลี่ยที่ไดจากการ

จําลองพลวัตแิตละชุดแบบจําลอง ZFPv1-GAT ZFPv1-GAA ZFPv2-GAT และ ZFPv2-GAA 

 

จากขอมูลการจําลองพลวัติของแตละชุดแบบจําลอง และทําการวิเคราะหเชิงพลังงานการยึดจับ

ของโมเลกุลระหวางโปรตีนและสายดีเอนเอดวยวิธี MM/GBSA และ MM/PBSA ระหวางแบบจําลองทั้ง 

4 ชุด พบวา สําหรับแบบจําลองโปรตีน ZFPv1 กับลําดับเบส GAT ไดผลการทดลองเปนไปตาม

คาดหมาย คือ ZFPv1 มีความชอบเขาจับ GAT ไดมากกวา GAA ดวยพลังงานที่แข็งแรงกวาประมาณ 

8.5 kcal/mol ดวยวิธี MM/GBSA และประมาณ 13.4 kcal/mol ดวยวิธี MM/PBSA ซึ่งเปนผลเนื่องจาก

ความแตกตางกันเพียง 1 คูเบสจาก DT184 ใน GAT ไปเปน DA184 ใน GAA กรดอะมิโน Thr44 ใน

ตําแหนง -1 เปนตําแหนงที่รับผิดชอบในการจําแนกความแตกตางระหวางเบส DT184 และ DA184 แต

อยางไรก็ตามจากการวิเคราะหโครงสรางของ ZFPv1-GAT (รูป 3.2 Finger 2 ของ Zif1) และ ZFPv1-

GAA จากการจําลองพลวัติ 5 ns ไมพบการเกิดอันตรกิริยาใดๆ ตอกัน และจากผลการคํานวณ RMSD 

ของระบบ ZFPv1-GAA มีคาสูงกวา ZFPv1-GAT สามารถบอกไดวาแตละอะตอมภายในโมเลกุลของ

โปรตีน ZFPv1 และสายดีเอนเอ GAA มีอิสระในการเคลื่อนที่ภายในชวงเวลาที่ศึกษามากกวา กลาวคือ 

มีการเกิดอันตรกิริยาระหวางโมเลกุลโปรตีน ZFPv1 และสายดีเอนเอ GAA นอยกวา ZFPv1-GAT ซึ่ง

สามารถยืนยันไดจากผลการคํานวณคาพลังงานการยึดจับของโมเลกุลระหวาง ZFPv1-GAA มีความ

แข็งแรงนอยกวา ZFPv1-GAT เชนกัน 

 

ตาราง 3.4  เปรียบเทียบคาพลังงานการยึดจับของโมเลกุลระหวางโปรตีนและสายดีเอนเอดวยวิธี 

MM/GBSA และ MM/PBSA 
 ΔGbinding [MM/GBSA] 

(kcal mol-1) 
ΔΔGbinding [MM/GBSA] 

(kcal mol-1) 
ΔGbinding [MM/PBSA] 

(kcal mol-1) 
ΔΔGbinding [MM/PBSA] 

(kcal mol-1) 

ZFPv1-GAA     -318.4 ±30.0     -315.9 ±26.3 
ZFPv1-GAT     -326.9 ±19.1 

8.5 ±35.6 
    -329.3 ±24.8 

13.4 ±36.1 

ZFPv2-GAA     -340.4 ±20.9     -347.8 ±30.4 
ZFPv2-GAT     -354.6 ±16.1 

14.2 ±26.4 
    -367.2 ±23.6 

19.4 ±38.5 

 

กรณีแบบจําลองโปรตีน ZFPv2 ที่ออกแบบมาใหมีความจําเพาะตอสายดีเอนเอ GAA มีการ

ปรับเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโน 2 ตําแหนง (ดูรูป 2.3) คือ Thr44 ไปเปน Gln44 และ Gly46 ไปเปน 

Ser46 พบวา สวนพันธะไฮโดรเจนระหวาง Arg50 กับ DG182 และ Asn47 กับ DA183 มีลักษณะ



34 

 
 

เชนเดียวกับใน ZFPv1-GAA และ ZFPv1-GAT แตสิ่งที่ตางกันชัดเจน ไดแก Gln44 มีความชอบเขาจับ

กับลําดับเบส DA184 หรือ DT184 ไดดีกวา Thr44 ใน ZFPv1 โดยอาศัยหมูคารบอนิลของ Gln44 ใน

การเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมูเอมีนของ DA184 (รูป 3.4 บน) และอาศัยหมูเอมีนของ Gln44 ในการ

เกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมูคารบอนิลของ DT184 (รูป 3.4ลาง) ซึ่งเปนสาเหตุหน่ึงที่ทําใหคาพลังงาน

การยึดจับระหวางโปรตีน ZFPv2 กับสายดีเอนเอมีความแข็งแรงมากกวา ZFPv1 ที่ตรวจไมพบการเกิด

พันธะไฮโดรเจนระหวาง Thr44 กับลําดับเบส DA184 หรือ DT184 และการเปรียบเทียบพลังงานใน

การยึดจับของ ZFPv2 กับสายดีเอนเอ GAT มีความแข็งแรงมากกวา GAA ประมาณ 14.2 kcal/mol 

ดวยวิธี MM/GBSA ซึ่งใหผลตรงขามกับที่คาดการณไว รวมถึงการทดลองเปลี่ยนวิธีการคํานวณเปน 

MM/PBSA ตางก็ใหขอมูลที่คลายคลึงกัน คือ ประมาณ 19.4 kcal/mol ดังแสดงในตาราง 3.4 ซึ่งยังไม

สามารถอธิบายไดจากผลการคํานวณที่พบ ดังน้ันในการสรุปถึงความสามารถในจําแนกความแตกตาง

หรือความจําเพาะของโปรตีน ZF ที่ออกแบบและสังเคราะหขึ้นน้ัน ในทางทฤษฎียังไมสามารถยืนยัน

ความสามารถในการจําแนกไดในกรณีที่ลําดับเบสมีความแตกตางกันเพียงเล็กนอยระหวางลําดับเบส

เปาหมายและที่ไมใชเปาหมาย เชน ในสายดีเอนเอ GAT และ GAA แตในกรณีที่ลําดับเบสแตกตางกัน

อยางชัดเจน เชน ในแบบจําลอง Zif1 และ Zif2 พบวาสามารถทํานายความแตกตางไดอยางชัดเจน 

โดยอาศัยวิธีคํานวณคาพลังงานการยึดจับระหวางโปรตีน ZF กับสายดีเอนเอ และพบวาการคํานวณ

ดวยหลักการ MM/GBSA หรือ MM/PBSA ตางใหผลการคํานวณไปในแนวทางเดียวกัน แตวิธี 

MM/GBSA ประหยัดเวลาในการคํานวณมากกวา ดังนั้นในการทดลองตอมาจึงคํานวณเฉพาะวิธี 

MM/GBSA 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป 3.4  พันธะไฮโดรเจนที่พบไดระหวาง Arg50-DG182 Asn47-DA183 และ  

Gln44-DA183/DT183 จากการจําลองพลวัติของ ZFPv2-GAA และ ZFPv2-GAT 
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 3.2 ความสามารถในการเขาจับของโปรตีน ZFPv1 

จากการจําลองพลวัติของแบบจําลอง ZFPv1-GAT ในขอ 3.1 ซึ่งเปนแบบจําลองที่จําเพาะ

ระหวางโปรตีน ZF ที่ออกแบบกับลําดับเบสเปาหมาย 2LTR พบวามีความแข็งแรงในการเกิดเปน

สารประกอบระหวางโปรตีนกับลําดับเบสเปาหมายไดดีกวาลําดับเบสที่ไมใชเปาหมาย (ZFPv1-GAA) 

ดวยพลังงานการยึดจับที่ตางกันประมาณ 8.5 kcal/mol ซึ่งจัดวาไมมีความแตกตางกันอยางชัดเจนมาก

นัก จึงเริ่มทําการวิเคราะหความสามารถในการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางกรดอะมิโนในตําแหนง -1 

+3 และ +6 ของ recognition helix ทั้ง 6 โมดูลของโปรตีน ZFPv1 กับลําดับเบสเปาหมาย 2LTR ใน

แบบจําลอง ZFPv1-GAT โดยคํานวณจากระยะหางที่เปนไปไดระหวางอะตอมที่มีสมบัติ hydrogen 

bond donor และ acceptor ในแตละโมดูล ดังแสดงในรูป 3.5  

 โมดูล 1 พบการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางหมูกัวนิดีนของ Arg16 (ตําแหนง -1) กับหมู

คารบอนิลของ DG187 และหมูเอมีนของ Lys19 (ตําแหนง +3) กับหมูคารบอนิลของ 

DG186 ไมพบการเกิดพันธะไฮโดรเจนในตําแหนง +6 ของ Arg22 

 โมดูล 2 พบการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางหมูกัวนิดีนของ Arg50 (ตําแหนง +6) กับหมู

คารบอนิลของ DG182 และอาจเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมูเอมีนของ DA183 ไดดวย ไมพบ

การเกิดพันธะไฮโดรเจนในตําแหนง -1 ของ Thr44 และตําแหนง +3 ของ Asn47 

 โมดูล 3 พบการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางหมูกัวนิดีนของ Arg72 (ตําแหนง -1) กับหมู

คารบอนิลของ DG181 สวนหมูคารบอนิลของ Glu78 (ตําแหนง +6) อาจเกิดอันตรกิริยากับ

หมูเอมีนของ DC179 ไดบาง แตอาจเกิดแรงผลักกันไดดวย และไมพบการเกิดพันธะ

ไฮโดรเจนในตําแหนง +3 ของ Ala75 

 โมดูล 4 พบการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางหมูคารบอนิลของ Gln100 (ตําแหนง -1) กับ

หมูเอมีนของ DA178 และหมูกัวนิดีนของ Arg106 (ตําแหนง +6) กับหมูคารบอนิลของ 

DG176 ไมพบการเกิดพันธะไฮโดรเจนในตําแหนง +3 ของ Ser103 

 โมดูล 5 พบการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางหมูคารบอนิลของ Gln128 (ตําแหนง -1) กับ

หมูเอมีนของ DA175 หมูคารบอนิลของ Asp131 (ตําแหนง +2) กับหมูเอมีนของ DC174 

และหมูกัวนิดีนของ Arg134 (ตําแหนง +6) กับหมูคารบอนิลของ DG173 
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 โมดูล 6 พบการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางหมูคารบอนิลของ Gln156 (ตําแหนง -1) กับ

หมูเอมีนของ DA172 และไมพบการเกิดพันธะไฮโดรเจนในตําแหนง +3 ของ Thr159 และ

ตําแหนง +6 ของ Glu162
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รูป 3.5  การเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางกรดอะมิโนในตําแหนง -1 +3 และ +6  

ของ recognition helix ทั้ง 6 โมดูลในแบบจําลอง ZFPv1-GAT 
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รูป 3.5(ตอ)  การเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางกรดอะมิโนในตําแหนง -1 +3 และ +6  

ของ recognition helix ทั้ง 6 โมดูลในแบบจําลอง ZFPv1-GAT
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นอกจากการวิเคราะหระยะหางระหวางอะตอมที่สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนจากโครงสราง

โมเลกุลที่ไดจากการจําลองพลวัติขางตนแลว ตอมาเพื่อพยายามปรับปรุงใหโปรตีนที่ออกแบบไดจาก 

ZF Tools มีความชอบจับกับลําดับเบสเปาหมายมากขึ้น จึงไดทําการประเมินพลังงานในการสลาย

พันธะยึดจับ (decompose energy) ของกรดอะมิโนแตละหนวยของ recognition helix ทั้ง 6 โมดูลของ

โปรตีน ZFPv1 กับลําดับเบสเปาหมาย 2LTR วากรดอะมิโนในสวน recognition helix ใดที่มี

ความสามารถในการยึดจับกับเปาหมายยังไมดีพอ หรือมีแนวโนมที่สามารถนํามาปรับเปลี่ยนในทาง

แบบจําลองแลวนาจะเพ่ิมความสามารถในการยึดจับไดดีขึ้น โดยไมจําเปนตองทําการทดลองในหลอด

ทดลองจริง ซึ่งผลการวิเคราะหแสดงไวในรูป 3.6  

 

 
รูป 3.6  พลังงานการสลายพันธะยึดจับ (decompose energy) ระหวางกรดอะมิโนในตําแหนง  

-2 ถึง +6 ของ recognition helix ทั้ง 6 โมดูลของโปรตีน ZFPv1 กับลําดับเบสเปาหมาย 2LTR 

 

ในแตละโมดูลแสดงพลังงานในการสลายพันธะการยึดจับระหวางกรดอะมิโนในตําแหนง -2 ถึง 

+6 ของ recognition helix ไดแก โมดูลที่ 1 (F1) ประกอบดวยกรดอะมิโนในตําแหนงที่ 15 ถึง 22 
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(SRSDKLVR) โมดูลที่ 2 (F2) ตําแหนงที่ 43 ถึง 50 (STSGNLVR) โมดูลที่ 3 (F3) ตําแหนงที่ 71 ถึง 

78 (SRNDALTE) โมดูลที่ 4 (F4) ตําแหนงที่ 99 ถึง 106 (SQSSSLVR) โมดูลที่ 5 (F5) ตําแหนงที่ 

127 ถึง 134 (SQSGDLRR) และโมดูลที่ 6 (F6) ตําแหนงที่ 155 ถึง 162 (SQNSTLTE) จากรูป 3.6 จะ

พบวาพลังงานการสลายพันธะยึดจับที่มีคาบวก จะเปนอันตรกิริยาที่ไมเหมาะสม (unfavourable 

interactions) ในการเกิดเปนสารประกอบ และกรดอะมิโนกับเบสในตําแหนงที่เกิดอันตรกิริยาที่ไม

เหมาะสมพรอมทั้งพลังงานที่เก่ียวของเหลาน้ี แสดงไวในตาราง 3.5 

 

ตาราง 3.5  กรดอะมิโนบน recognition helix กับเบสในตําแหนงที่เกิดอันตรกิริยาที่ไมเหมาะสมใน

แบบจําลอง ZFPv1-GAT 

Zinc finger modules Amino acid-Base Interactions Relative decompose energy 
(kcal/mol) 

F1 Asp18(pos +2)---DG189 2.5 

F3 Asp74(pos +2)---DC195 

Glu78(pos +6)---DC179 

4.7 

7.3 

F5 Asp131(pos +3)---DC174 3.8 

F6 Glu162(pos +6)---DC170 5.8 

 

จากตาราง 3.5 พบวากรดอะมิโนที่เกิดอันตรกิริยาที่ไมเหมาะสมท้ังหมดเปนกรดอะมิโนที่มี

ประจุลบ ไดแก Glu และ Asp ซึ่งอาจเกิดการผลักกันระหวางประจุลบของกรดอะมิโนทั้งสองกับหมู

ฟอสเฟตของโครงสรางแกนของสายดีเอนเอ และสังเกตไดวาเบสที่เก่ียวของในการเกิดอันตรกิริยาที่ไม

เหมาะสมนี้จะมีเพียงเบสไซโตซีนและกัวนีนเทาน้ัน อาจเนื่องจากความหนาแนนของอิเลคตรอนของ

เบสทั้งสองชนิดน้ีที่มีมากกวาเบสอะดีนีนและไทมีน ดังน้ันในการปรับเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนจึงให

ความสนใจแกคาพลังงานที่ไมเหมาะสมที่มีคาสูงที่สุด ไดแก กรดอะมิโน Glu78 ที่ตําแหนง +6 ของ

โมดูล 3 ซึ่งมีคาพลังงานเทากับ +7.3 kcal/mol แตในโมดูล 3 นี้ ยังมีกรดอะมิโน Asp74 ในตําแหนง +2 

ที่มีคาพลังงานเทากับ +4.7 kcal/mol เชนกัน ดังน้ันถาหากตองการจะปรับเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโน

ทั้งสองในคราวเดียวกันอาจทําใหการแปลผลการทดลองมีความยุงยาก วาพลังงานการยึดจับที่ดีขึ้นหรือ

แยลงเปนผลมาจากการปรับเปลี่ยนกรดอะมิโนใด ดังน้ันจึงเลือกจะปรับเปลี่ยนกรดอะมิโน Glu162 ที่

ตําแหนง +6 ของโมดูล 6 ซึ่งมีคาพลังงานเทากับ +5.8 kcal/mol ซึ่งมีคาพลังงานสูงเปนลําดับรองลงมา
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และอยูในตําแหนง +6 เพียงตําแหนงเดียว เพ่ือทดสอบสมมติฐานที่คาดไววากรดอะมิโนที่มีประจุลบบน

สายโซขางอาจมีผลลดความสามารถในการเขาจับของโปรตีน ZF ได 

ตอมา จึงทําการสรางแบบจําลองโมเลกุลที่มีการปรับเปลี่ยนกรดอะมิโน Glu162 ขึ้นมาใหมอีก

จํานวน 5 ชุด ไดแก E162D E162H E162K E162R และ E162Q หลังจากน้ันจึงทําการจําลองพลวัติ

เปนเวลา 5 ns จากน้ันจึงคํานวณหาคา RMSD ของโครงสรางทุกๆ 2 ps จากชวงเวลา 5 ns เทียบกับ

โครงสรางเฉลี่ยที่ไดจากการจําลองพลวัติแตละชุดแบบจําลอง (รูป 3.7) พบวามีคา RMSD อยูในชวง

ประมาณ 1.5 – 3.5 Å สามารถยอมรับไดวาแบบจําลองทั้งหมดอยูในสภาวะที่เสถียร ไมมีการแตกของ

พันธะในโครงสราง สามารถใชเปนตัวอยางในการวิเคราะหพลังงานในขั้นตอนตอไปได  

 

 
รูป 3.7  คา RMSD ของโครงสรางทุกๆ 2 ps จากชวงเวลา 5 ns เทียบกับโครงสรางเฉลี่ย 

ที่ไดจากการจําลองพลวตัิของชุดแบบจําลอง E162D E162H E162K E162R และ E162Q 

 

การวิเคราะหรูปแบบการเกิดอันตรกิริยาในสวนโมดูล 6 กับลําดับเบสเปาหมาย พบวารูปแบบ

การเขาจับของกรดอะมิโนกับลําดับเบสของทั้ง 5 ชุดแบบจําลอง (E162D E162H E162K E162R และ 

E162Q) และแบบจําลองตนแบบ (ZFPv1-GAT) มีความคลายคลึงกัน กลาวคือ พบการเกิดพันธะ

ไฮโดรเจนระหวางหมูคารบอนิลของ Gln156 (ตําแหนง -1) กับหมูเอมีนของ DA172 และไมพบการเกิด
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พันธะไฮโดรเจนในตําแหนง +3 ของ Thr159 ดังนั้นในการวิเคราะหแบบจําลองทั้ง 5 ชุดที่มีการ

ปรับเปลี่ยนจึงเนนพิจารณาความสามารถในการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางกรดอะมิโนในตําแหนง 

162 ที่ถูกปรับเปลี่ยนไป กับเบสไซโตซีนในตําแหนงที่ 170 ของทั้ง 5 ชุดแบบจําลอง ซึ่งจาก

แบบจําลองตนแบบ ZFPv1-GAT ไมสามารถตรวจพบการเกิดอันตรกิริยาระหวาง Glu162 และ DC170 

ไดตลอดระยะเวลาที่ทําการจําลองพลวัติ และคาดวาสามารถตรวจพบไดในกลุมกรดอะมิโนที่เปนกลาง

หรือประจุบวก แตพบวาสามารถพบการเกิดอันตรกิริยา (ระยะนอยกวา 3.5 Å) ระหวาง Lys162 หรือ 

Asp162 กับ DC170 ไดเพียง 2 ชุดแบบจําลองเทาน้ัน ดังแสดงในรูป 3.8 ในแบบจําลอง E162D พบวา

หมูคารบอนิลของ Asp162 สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมูเอมีนของ DC170 ไดในชวง 0.5 – 2.8 

ns ของการจําลองพลวัติ สวนในแบบจําลอง E162K หมูเอมีนของ Lys162 สามารถเกิดอันตรกิริยากับ

หมูเอมีนของ DC170 ไดในชวง 4 ns แรก แตเปนที่นาสังเกตวาในแบบจําลองอ่ืน ไดแก E162H 

E162R และ E162Q ไมพบวากรดอะมิโน His162 หรือ Arg162 หรือ Gln162 มีการเคลื่อนที่เขาใกล 

DC170 แตอยางใด อาจเนื่องจากการเกิดอันตรกิริยาระหวางกรดอะมิโนเหลาน้ีกับเบสเปาหมายน้ันอาจ

ตองอาศัยโมเลกุลน้ําเปนตัวเชื่อมใหเกิดแรงยึดเหน่ียวระหวางโปรตีน ZF กับเบสเปาหมาย ซึ่งการ

วิเคราะหในเชิงอันตรกิริยาที่อาจเกิดขึ้นจากโครงสรางของแบบจําลองอาจยังไมเพียงพอ จึงตองทําการ

คํานวณพลังงานการยึดจับระหวางโปรตีน ZFPv1 ที่ถูกปรับเปลี่ยนและสายดีเอนเอในแบบจําลองตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

รูป 

3.8  การเกิดพันธะ ไฮโดรเจนระหวางกรดอะมิโนในตําแหนง +6 (Lys162 และ Asp162) 

ของ recognition helix ในโมดูล 6 ของแบบจําลอง E162K และ E162D 
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การคํานวณพลังงานในการยึดจับสัมพัทธ (relative binding energy) ของแตละชุดแบบจําลอง 

อาศัยหลักการ MM/GBSA ไดผลดังแสดงในตาราง 3.6 พบวาจากแบบจําลองที่มีการปรับเปลี่ยนจาก

กรดอะมิโน Glu162 (-323.2 kcal/mol) ไปเปนกรดอะมิโนที่ไมมีประจุ เชน Gln (-349.3 kcal/mol) หรือ

กรดอะมิโนที่มีประจุบวก เชน His (-359.8 kcal/mol) Lys (-372.8 kcal/mol) และ Arg (-342.5 

kcal/mol) ตางใหคาพลังงานในการยึดจับกับลําดับเบสเปาหมายไดดีกวาโปรตีนตนแบบ ZFPv1 ตั้งแต 

-19.3 ถึง -49.6 kcal/mol สวนการปรับเปลี่ยนเปนกรดอะมิโน Asp (-308.6 kcal/mol) ซึ่งมีประจุลบและ

สายโซขางขนาดเล็กกวา Glu กลับมีผลใหพลังงานในการยึดจับที่แยลง และจากการคํานวณพลังงานใน

การสลายพันธะยึดจับของกรดอะมิโนตําแหนง -2 ถึง +6 ของโมดูล 6 ในแบบจําลองที่มีการปรับเปลี่ยน

ชนิดกรดอะมิโน Glu162 ทั้ง 5 ชุดจากรูป 3.9 พบวาแบบจําลอง E162K มีคาพลังงานการยึดจับ

แข็งแรงที่สุด คือ -372.8 kcal/mol จากการคํานวณดวยวิธี MM/GBSA ซึ่งมีคาพลังงานที่สูงกวาโปรตีน

ตนแบบ ZFPv1 ถึง -49.6 kcal/mol เปนผลจากการเพิ่มความแข็งแรงของอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นของ

กรดอะมิโนในตําแหนง Ser155 Gln156 Ser158 Thr159 อยางชัดเจน (กราฟแทงสีแดง) ซึ่งไดจาก

การพลังงานการสลายพันธะยึดจับของ Lys162 แตเปนที่นาสังเกตวาการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจาก 

Glu162 ไปเปน Lys162 นี้ ไมมีผลเพ่ิมการยึดจับมากขึ้นโดยตรงจาก Lys162 ตามที่คาดไวจากการ

วิเคราะหระยะหางระหวางอะตอมที่สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนได แตมีผลลดอันตรกิริยาที่ไม

เหมาะสมของ Glu162 หรือ Asp162 ที่เกิดขึ้น สวนกรดอะมิโน Arg162 มีผลเพิ่มความแข็งแรงในการ

ยึดจับไดโดยตรงกับ DC170 ซึ่งคาดวาเกิดผานโมเลกุลนํ้าเปนตัวกลาง แตไมมีผลเสริมความแข็งแรง

ของการเกิดอันตรกิริยาของกรดอะมิโนอ่ืนในโมดูลเดียวกันเชนในกรณีของ Lys162 อยางไรก็ตามการ

ประเมินความแข็งแรงหรือพลังงานในการยึดจับดวยวิธี MM/GBSA เปนการคํานวณจากทั้งโมเลกุลของ

โปรตีน ZF และสายดีเอนเอเปาหมายในขณะเขาจับกันเกิดเปนสารประกอบ สวนการคํานวณพลังงาน

การสลายพันธะยึดจับเปนการพิจารณาแตละหนวยของกรดอะมิโนที่ศึกษาในรายละเอียด ดังนั้นการ

ยืนยันถึงผลการศึกษาควรตองอาศัยวิธีการทั้งสองในการพิสูจน ซึ่งจากผลการทดลองนี้พบวาการ

ปรับเปลี่ยนกรดอะมิโน Glu162 ที่อยูในตําแหนง +6 ของ recognition helix ในโมดูล 6 จากกรดอะมิโน

ที่มีประจุลบไปเปนกรดอะมิโนอ่ืนที่มีประจุบวกหรือไมมีประจุ คาดวาจะสามารถเพิ่มความสามารถใน

การเขาจับของโปรตีน ZFPv1 ตอดีเอนเอเปาหมายไดดียิ่งขึ้น ซึ่งสามารถนําไปประยุกตในการ

พัฒนาการออกแบบโปรตีน ZF ใหมีความสามารถในการเขาจับกับดีเอนเอเปาหมายได โดยเฉพาะกรณี

ที่ตองมีการแขงขันการเขาจับกับเอนไซมในธรรมชาติที่มีความจําเพาะตอสายดีเอนเอเชนกัน เชน ใน

ก ร ณี ข อ ง เ อ น ไ ซ ม อิ น ทิ เ ก ร ส  เ ป น ต น
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ตาราง 3.6  พลังงานการยึดจับสัมพัทธของแบบจําลองที่มีการปรับเปลี่ยนชนิดกรดอะมิโนเทียบกับ

แบบจําลองตนแบบ ZFPv1-GAT โดยวิธี MM/GBSA 

ZFP-DNA models Relative binding energy  
(kcal/mol) 

ZFPv1-GAT -323.2 ±19.1 

E162D -308.6 ±15.0 

E162H -359.8 ±26.4 

E162K -372.8 ±33.5 

E162R -342.5 ±20.6 

E162Q -349.3 ±14.6 

 

 

 
รูป 3.9  พลังงานการสลายพันธะยึดจับของกรดอะมิโนตําแหนง -2 ถึง +6 ของโมดูล 6  

ในแบบจําลอง ZFPv1-GAT E162D E162H E162K E162R และ E162Q 
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4. วิจารณผลการทดลอง 
 

โปรตีน ZF ชนิด Cys2His2 เปนโครงสรางตติยภูมิที่ถูกคนพบวามีความสามารถจดจําลําดับเบส

ที่จําเพาะได[9-11, 34, 35] จึงมีความพยายามในการสังเคราะหโปรตีน ZF เลียนแบบธรรมชาติใหมี

ความสามารถในการจับกับลําดับเบสเปาหมายตามตองการ ในการศึกษาน้ีอาศัยลําดับเบสในสวน 

2LTR ซึ่งมีความยาว 18 คูเบสเปนเปาหมายสําหรับการออกแบบโปรตีน ZF โดยอาศัยโปรแกรม

สําเร็จรูปจากเว็บไซต ZF Tools ไดโปรตีน ZF จํานวน 6 โมดูลที่มีโครงสรางหลักเปนชนิด Cys2His2 

ไดแก ZFPv1 และไดอาศัยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมในการสังเคราะหโปรตีน ZFPv1 นี้ขึ้นมาภายใน

เซลลและพิสูจนความสามารถในการเขาจับกับสายดีเอนเอเปาหมายเพ่ือประโยชนในการเปนสารยับยั้ง

สําหรับเอนไซมอินทิเกรสจากรายงานวิจัยกอนหนาน้ี[28] โปรตีน ZFPv1 ถูกออกแบบโดยหลักการ 

Molecular Assembly ที่เปนการเชื่อมตอแตละโมดูลในสวน recognition helix ที่จําเพาะตอแตละ 3 คู

เบส (triplet) บนสายดีเอนเอเปาหมาย 2LTR ซึ่งในแตละ recognition helix จะประกอบดวยกรดอะมิโน

ที่สําคัญ 3 ตําแหนง ไดแก ตําแหนง -1 +3 และ +6 ที่สายโซขางของกรดอะมิโนเหลาน้ีอยูในตําแหนงที่

สามารถเกิดอันตรกิริยากับ 3 คูเบสบนสายดีเอนเอได และคาดวาจะเปนสวนสําคัญที่เก่ียวของกับ

รูปแบบการจดจํา (recognition pattern) ลําดับเบสของโปรตีน ZF และในตําแหนง +2 ที่สามารถเกิด

อันตรกิริยากับเบสบนสายดีเอนเอตรงขามได 

จากการเปรียบเทียบผลการทํานายลําดับกรดอะมิโนที่ไดจาก ZF Tools และ ZiFDB ในตาราง 

3.1 พบวาขอมูลของลําดับกรดอะมิโนบน recognition helix สําหรับเบสเปาหมาย 5’-GNN-3’ ไดแก 5’-

GGG-3’(F1)  5’-GAT-3’(F2)  5’-GTA-3’(F4) และ 5’-GCA-3’(F5) มีความหลากหลายสูง และมีหลาย

กลุมวิจัยที่ทําการศึกษาทั้งผลท่ีไดจากการทดลองและจากการสืบคนขอมูลจากโปรตีน ZF ที่พบบอยใน

ธรรมชาติ พบวาสวน 5’-CTG-3’(F3) และ 5’-CTA-3’(F6) ความหลากหลายต่ํา ดังน้ันการทํานายลําดับ

กรดอะมิโนของโปรตีน ZF สําหรับ 3 คูเบสเปาหมาย 5’-GNN-3’ คาดวาจะมีโอกาสความถูกตองสูงกวา 

3 คูเบสอ่ืนๆ เนื่องจากมีขอมูลทั้งในเชิงการทดลองและทางทฤษฎีรองรับเปนจํานวนมาก โดยเฉพาะ

การทํานายชนิดของกรดอะมิโนในตําแหนงที่สําคัญ ไดแก ตําแหนง +6 ที่เกิดอันตรกิริยากับเบส DG 

ในตําแหนง 5’ พบวากรดอะมิโนที่เหมาะสมควรเปน Arg และมีโอกาสพบไดมากถึง 64 – 100% และ

ตําแหนง -1 ที่เกิดอันตรกิริยากับเบสตําแหนง 3’ พบวาถาเปนเบส DG สามารถพบกรดอะมิโน Arg ใน

ตําแหนงที่เกิดอันตรกิริยาไดมากถึง 87 – 100% สวนเบสเปาหมาย DA สามารถพบกรดอะมิโน Gln 
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ไดมากถึง 87 – 100% และถาเปนเบสเปาหมาย DT สามารถพบกรดอะมิโน Thr ไดเพียง 33% สวน

ตําแหนง +2 และ +3 ที่มีรายงานความสําคัญตอการเขาจับกับเบสเปาหมาย พบวายังมีความ

หลากหลายของขอมูลที่พบ แตอยางไรก็ตามผลทํานายที่ไดจาก ZF Tools ก็ยังใหผลทํานายกรดอะมิ

โนที่มีโอกาสพบสูงเชนเดียวกับจากฐานขอมูล ซึ่งอาจเนื่องจากเปนตําแหนง +2 และ +3 ที่อยูใน

ตอนกลางของ recognition helix ซึ่งรับผิดชอบเกิดอันตรกิริยากับเบสตัวกลางของ 3 คูเบสเปาหมาย 

จึงอาจมีความสําคัญนอยกวาตําแหนง -1 และ +6 ที่อยูตอนตนและปลายของ recognition helix ที่

รับผิดชอบเบสในตําแหนง 5’ และ 3’ ดังน้ันจึงคาดวาผลการทํานายของโปรตีน ZFPv1 ที่ไดจะมีความ

เหมาะสมตอลําดับเบสเปาหมาย 2LTR สูง 

ในการศึกษาน้ีไดสรางแบบจําลองโมเลกุลของสารประกอบของโปรตีน ZFPv1 และลําดับเบส

เปาหมาย 2LTR ขึ้นจากโครงสรางผลึกของโปรตีน ZF ความยาว 6 โมดูลที่ถูกจัดเก็บอยูในฐานขอมูล 

PDB เปนตนแบบ เร่ิมทําการศึกษาความจําเพาะในการเขาจับของโปรตีน ZFPv1 จากลําดับเบส

เปาหมายและที่ไมใชเปาหมาย คือ Zif1 (ZFPv1-GAT) และ Zif2 ตามลําดับ พบวาการเกิดการเขาจับ

ระหวางโปรตีน ZFPv1 กับสายดีเอนเอเปาหมายในแบบจําลอง Zif1 นั้น มีความแข็งแรงมากกวาการ

เขาจับกับสายดีเอนเอที่ไมใชเปาหมายในแบบจําลอง Zif2 อยางมาก คาดวาโปรตีน ZFPv1 อาจจับกับ

ดีเอนเอที่ไมจําเพาะไดโดยอาศัยลักษณะโครงสรางการจัดเรียงตัวของโปรตีน ZF ชนิด Cys2His2 ที่มี

ความเหมาะสมในการเขาจับกับ major groove ของสายดีเอนเอโดยอาศัยการเกิดอันตรกิริยาระหวาง

กรดอะมิโนที่ถูกสงวนไว ไดแก His ที่มีวงอิมิดาโซลในสายโซขางซ่ึงอะตอม N ซึ่งมีสภาพขั้วบวกจะ

สามารถเกิดแรงยึดเหนี่ยวไฟฟาสถิตยกับหมูฟอสเฟตที่มีประจุลบได ทําใหโปรตีน ZF มาอยูใกลกับ

สายดีเอนเอมากขึ้น สวน N จะเกิดพันธะโคออดิเนตกับโลหะสังกะสีได รวมถึงกรดอะมิโน Lys หรือ 

Arg ที่อยูถัดจาก Cys ในสวน -sheet และ Lys ในสวน linker (TGEKP) สามารถเกิดแรงยึดเหนี่ยว

ไฟฟาสถิตยกับหมูฟอสเฟตที่มีประจุลบไดเชนกัน[3] รวมถึงอาจเหน่ียวนําใหสายดีเอนเอมีการผิดรูป 

เชน major groove ที่กวางขึ้น ทําใหเกิดการจับกันระหวางโปรตีน ZF และสายดีเอนเอไดดียิ่งขึ้น[36] 

เหตุการณเหลาน้ีชวยใหโปรตีน ZF ยึดจับกับสายดีเอนเอไดแตไมมีความจําเพาะหรือจับกันแบบไม

แข็งแรงพอ สวนชนิดของกรดอะมิโนในตําแหนง -1 +2 +3 และ +6 บน recognition helix จะสัมพันธ

กับอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นจําเพาะตอลําดับเบสเปาหมายซ่ึงคาดวาเปนปจจัยสําคัญที่ทําใหโปรตีน ZF ซึ่ง

สามารถเขาจับกับสายดีเอนเอทั่วไปไดอยูแลว มีความสามารถในการจดจําลําดับเบสที่จําเพาะและกับ

ชนิดของกรดอะมิโนในตําแหนงขางตน และเกิดเปนสารประกอบโปรตีน-ดีเอนเอที่เสถียรมากขึ้น ดังน้ัน

จึงคาดวาการทํางานของโปรตีน ZF จะสามารถจับกับสายดีเอนเอทั่วไปไดอยางไมแข็งแรงเกิดเปน

สารประกอบท่ีไมจําเพาะ และสามารถหลุดออกไปจนกระทั่งเคลื่อนที่ไปจับกับสายดีเอนเอเปาหมายจึง
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เกิดการจับกันอยางแข็งแรง คลายการทํางานกรณีของโปรตีนซอมแซมสายดีเอนเอ (DNA repair 

proteins) ที่สามารถตรวจพบความผิดปกติของเบสในสายดีเอนเอไดเพียงเล็กนอยจากการเคลื่อนที่ไป

ตามสายดีเอนเอจนกระทั่งพบจุดที่ผิดปกติบนสายดีเอนเอจึงเกิดการซอมแซม ณ จุดน้ัน 

หลังจากนั้นจึงทําการทดลองถึงความสามารถของโปรตีน ZF ที่ออกแบบในการแยกความ

แตกตางของเบสที่ตางกันเพียงตําแหนงเดียวบนสายดีเอนเอเปาหมาย คือ ZFPv1 และ ZFPv2 ตอ

ลําดับเบสเปาหมาย GAT และ GAA จากการคํานวณพลังงานการยึดจับระหวางทั้ง 2 โมเลกุล ในกรณี

ของ ZFPv1 สามารถเขาจับกับดีเอนเอเปาหมาย GAT ไดแข็งแรงกวา GAA ดวยพลังงาน 8.5 

kcal/mol ซึ่งสามารถบอกไดวา ZFPv1 มีความชอบจับ (affinity) กับเปาหมายไดดีกวา แตไมสามารถ

บอกไดถึงความจําเพาะ (specificity) ที่มากกวาหรือไม เน่ืองจากไมสามารถตรวจพบความแตกตางใน

การเกิดแรงยึดจับที่แตกตางกันระหวางโปรตีน ZFPv1 กับ DT184 หรือ DA184 รวมถึง ZFPv2 ที่

ออกแบบใหมีความจําเพาะตอลําดับเบส GAA กลับพบวาสามารถจับกับเบส GAT ไดแข็งแรงกวา และ

ไมพบความแตกตางในการเกิดแรงยึดจับที่แตกตางกันระหวางโปรตีน ZFPv2 กับ DT184 หรือ DA184 

เชนกัน ดังน้ันในกรณีที่ลําดับเบสเปาหมายมีความแตกตางกันเพียงเล็กนอยจึงยังไมสามารถสรุปไดถึง

ความสามารถในการจําแนกความแตกตางหรือความจําเพาะของโปรตีน ZF ที่ออกแบบได แตอยางไรก็

ตาม ในการศึกษานี้ใชลําดับเบสเปาหมายที่มีความยาว 18 คูเบส ซึ่งมีโอกาสซํ้ากันนอยมากในจีโนม

ของมนุษย เพ่ือเปนการปองกันการจับกับลําดับเบสที่ไมใชเปาหมาย และอาจเกิดผลเสียที่ติดตามมาได 

การออกแบบโปรตีน ZF โดยอาศัยหลักการ Molecular Assembly มีรายงานความสําเร็จในการ

สังเคราะหโปรตีน ZF เลียนแบบธรรมชาติ เพ่ือเขาจับกับดีเอนเอเปาหมายไดอยางมีประสิทธิภาพ เชน 

การสังเคราะหโปรตีน ZF เพ่ือใหเปน transcription factors[37] และการสังเคราะหโปรตีน ZF 

nucleases เพ่ือใหจับกับลําดับเบสตางๆในยีน CCR5 ของมนุษย[38] เปนตน แตก็พบรายงานความ

ลมเหลวในการทํานายและสังเคราะหโปรตีน ZF[13] ไดเชนกัน ซึ่งปจจัยที่ตองพิจารณาหน่ึง คือ 

ความสามารถในการเขาจับหรือความแข็งแรงในการเขาจับกับสายดีเอนเอเปาหมาย (binding affinity) 

ของโปรตีน ZF ที่ทํานายไดจากหลักการ Molecular Assembly ในการศึกษานี้พยายามสราง

แบบจําลองโมเลกุลที่มีการปรับเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนในสวน recognition helix เพ่ือเพ่ิม

ความสามารถในการเขาจับกับสายดีเอนเอเปาหมายของโปรตีน ZFPv1 โดยการศึกษาเชิงพลังงานการ

ยึดจับสัมพัทธ (relative binding energy) รวมกับพลังงานในการสลายพันธะยึดจับ (decompose 

energy) ของกรดอะมิโน พบวาในลําดับเบสเปาหมาย 18 คูเบสหรือ 6 โมดูลของโปรตีน ZFPv1 ที่ถูก

ทํานายดวยโปรแกรม ZF Tools นั้น มีจํานวน 4 โมดูลที่มีเบสเปาหมายเปน 5’-GNN-3’ ไดแก  

 โมดูล 1 RSDKLVR สําหรับ 5’-GGG-3’  
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 โมดูล 2 TSGNLVR สําหรับ 5’-GAT-3’  

 โมดูล 4 QSSSLVR สําหรับ 5’-GTA-3’ และ 

 โมดูล 5 QSGDLRR สําหรับ 5’-GCA-3’  

ซึ่งโมดูลสําหรับ 5’-GNN-3’ คาดวาจะมีโอกาสความถูกตองสูงกวาการทํานายโมดูลสําหรับ 5’-CNN-3’ 

ในโมดูล 3 และ 6 ซึ่งมีเปาหมายเปน 5’-CTG-3’ และ 5’-CTA-3’ ตามลําดับ แมวาการศึกษาสําหรับ 5’-

CNN-3’ จะมีรายงานการทํานายโมดูลถึง 15 แบบใน 16 แบบที่เปนไปไดทั้งหมดของ 5’-CNN-3’ 

ยกเวน 5’-CTC-3’[10] ซึ่งทั้ง 5’-CTG-3’ และ 5’-CTA-3’ ที่เปนเปาหมายมีคา KD ในระดับ nM เชนกัน 

ดังน้ันจึงคาดวานาจะมีความเหมาะสมในการทํานายโมดูลของ recognition helix แตอยางไรก็ตาม

ขอมูลการทํานาย recognition helix สําหรับ 5’-CNN-3’ ที่ไดจากการทดลองยังมีความหลากหลายต่ํา มี

เพียงรายงานจากกลุมวิจัยของ Barbas เปนสวนใหญ ดังน้ันในการทดลองเพ่ือปรับเปลี่ยนชนิดของ

กรดอะมิโนจึงใหความสนใจในสวนของ 5’-CNN-3’ เปนพิเศษ รวมถึงผลการคํานวณพลังงานการสลาย

พันธะยึดจับของกรดอะมิโนแตละตําแหนงของ recognition helix ทั้ง 6 โมดูล (รูป 3.6) พบวามีอันตร

กิริยาที่ไมเหมาะสมในการเกิดการยึดจับกันระหวางโปรตีน ZFPv1 กับเบสเปาหมาย 2LTR ในโมดูลที่ 

1 (5’-GGG-3’) 3 (5’-CTG-3’) 5 (5’-GCA-3’) และ 6 (5’-CTA-3’) โดยกรดอะมิโนที่สําคัญที่เกิดพลังงาน

ที่ไมเหมาะสมสูงที่สุดในสองลําดับแรก คือ Glu78 ในตําแหนง +6 กับ DC179 ในโมดูลที่ 3 ดวย

พลังงาน 7.3 kcal/mol และ Glu162 ในตําแหนง +6 กับ DC170 ในโมดูลที่ 6 ดวยพลังงาน 5.8 

kcal/mol 

จากฐานขอมูลการทํานายชนิดของกรดอะมิโนในตําแหนง +6 ของ recognition helix ซึ่ง

รับผิดชอบในการจดจําสําหรับเบสไซโตซีนที่ปลาย 5’ ของ 3 คูเบสเปาหมาย 5’-CNN-3’ จะใหผลการ

ทํานายเปนกรดอะมิโน Glu เสมอ ซึ่ง Glu เปนกรดอะมิโนที่มีประจุลบบริเวณสายโซขาง ที่มีความ

เปนไปไดวาอันตรกิริยาที่ไมเหมาะสมที่เกิดขึ้นน้ัน อาจเปนผลจากการเกิดการผลักกันระหวางความ

เปนประจุลบของสายโซขางกับสภาพขั้วที่เปนลบของอะตอมไนโตรเจนของหมูเอมีนของเบส DC ได 

ดังนั้นจึงทดลองปรับเปลี่ยนกรดอะมิโน Glu162 ไปเปน Asp ซึ่งเปนกรดอะมิโนที่มีประจุลบบริเวณสาย

โซขางเชนเดียวกับ Glu ใหผลการยึดจับที่มีความแข็งแรงลดลงจากตนแบบ จึงสันนิษฐานวากรดอะมิโน

กลุมที่มีประจุลบบริเวณสายโซขางที่ตําแหนง +6 ไมเหมาะสมในการเกิดแรงยึดจับกับเบสไซโตซีนที่

ปลาย 5’ หลังจากนั้นจึงทดลองปรับเปลี่ยนไปเปนกรดอะมิโนกลุมที่มีประจุบวกหรือไมมีประจุบริเวณ

สายโซขาง ไดแก His Lys Arg และ Gln พบวาสามารถเพิ่มความแข็งแรงในการยึดจับระหวางโปรตีน 

ZFPv1 กับเบสเปาหมาย GAT ไดดวยพลังงานตั้งแต -19.3 ถึง -49.6 kcal/mol จากผลการคํานวณ
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พลังงานการยึดจับสัมพัทธ (ตาราง 3.6) ซึ่งคาดวาเปนผลจากการเพิ่มแรงยึดจับระหวางกรดอะมิโนที่

ปรับเปลี่ยนกับเบส DC โดยตรง แตจากการคํานวณพลังงานการสลายพันธะยึดจับของกรดอะมิโนที่

ปรับเปลี่ยนไปน้ัน (รูป 3.9) พบวามีเพียงกรดอะมิโน Arg เทาน้ันที่พบวามีการเกิดแรงยึดจับกับ DC ได

ดียิ่งขึ้นโดยตรง สวนกรดอะมิโนอ่ืน เชน His Lys และ Gln มีผลลดอันตรกิริยาที่ไมเหมาะสมระหวาง

กรดอะมิโนประจุลบกับประจุลบของหมูฟอสเฟตบนสายเบสเปาหมาย และยังชวยเพ่ิมแรงยึดจับของ

กรดอะมิโนที่ปรับเปลี่ยนรวมกับการเพ่ิมความแข็งแรงของกรดอะมิโนตําแหนงอ่ืนบน recognition helix 

ของโมดูล 6 นี้ดวย โดยเฉพาะในกรณีของ E162K มีความนาสนใจในการทดลองปรับเปลี่ยนชนิดของ

กรดอะมิโนในการทดลองจริง เน่ืองจากใหคาพลังงานในการยึดจับไดสูงที่สุด และยังสามารถเพิ่มความ

แข็งแรงของการยึดจับของกรดอะมิโนในตําแหนง +3 ตอเบสไดดียิ่งขึ้น ซึ่งอาจเปนการเพ่ิม

ความจําเพาะในการเขาจับของโปรตีน ZFPv1 ไดอีกดวย ดังน้ันจากการวิเคราะหเชิงโครงสรางและเชิง

พลังงานในการยึดจับที่ไดจากแบบจําลองโมเลกุลจะเห็นวามีแนวโนมที่สามารถเพ่ิมความแข็งแรงใน

การยึดจับของโปรตีน ZFPv1 ที่ออกแบบตอลําดับเบสเปาหมาย เพ่ือเอาชนะการเขาจับของเอนไซม

อินทิเกรส และอาจเพ่ิมความจําเพาะในการยึดจับกับลําดับเบสเปาหมายไดดวย    
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5. สรุปผลการทดลอง 
  

เทคนิคการออกแบบโปรตนี ZF ชนิด Cys2His2 โดยวิธีทางคอมพิวเตอร สามารถทํานายลําดับ

กรดอะมิโนของโปรตีน ZFPv1 ที่จําเพาะตอลําดับเบสเปาหมาย 2LTR ซึ่งเปนลําดับเบสเปาหมายตาม

ธรรมชาตขิองเอนไซมอินทิเกรสไดอยางมีประสิทธิภาพ แบบจําลองโมเลกุลระหวางโปรตีน ZFPv1 ซึ่ง

เขาจับกับลําดับเบสบนสายดีเอนเอที่แตกตางกันไดถูกพัฒนาขึ้นและทําการจําลองพลวตัิ เพ่ือศกึษาถึง

ปจจัยในดานความจําเพาะและความแข็งแรงในการเขาจับกับสายดีเอนเอเปาหมาย พบวาโปรตีน 

ZFPv1 นั้น มีความสามารถในการจําแนกลําดับเบสเปาหมาย 2LTR ไดอยางดีเยี่ยม สวนในกรณีที่สาย

ดีเอนเอเปาหมายมีความแตกตางกันเพยีงลําดับเบส 1 ตําแหนง อาจยังไมสามารถสรุปไดแนชัดจาก

การทดลองนี้ แตอยางไรก็ตามเปนโอกาสที่เกิดขึ้นไดนอยมากในธรรมชาติ สวนในดานความแขง็แรงใน

การเขาจับของโปรตีน ZFPv1 กับสายดีเอนเอของ 2LTR จากการวิเคราะหโครงสรางแบบจําลอง

โมเลกุลและพลังงานการยึดจับระหวางกันจากการจําลองพลวัต ิ พบวาการปรับเปลี่ยนกรดอะมิโนใน

ตําแหนง +6 ของ recognition helix ที่เปนกรดอะมิโนที่มีประจุลบบริเวณสายโซขาง ไปเปนกรดอะมิโน

ที่ไมมีประจุหรือมีประจุบวกมีแนวโนมที่สามารถเพ่ิมความแข็งแรงในการยึดจับของโปรตีน ZFPv1 กับ

สายดีเอนเอ 2LTR ไดเปนอยางดี เพ่ือใหสามารถเอาชนะการเขาจับของเอนไซมอินทิเกรส และยังอาจ

เพ่ิมความจําเพาะในการยึดจับกับสายดีเอนเอเปาหมายไดอีกดวย ซึ่งมีความนาสนใจเปนอยางยิ่งใน

การทดสอบในหลอดทดลองตอไปในอนาคต และอาจเปนขอแนะนําเพ่ิมเติมหน่ึง สําหรับนักวิจัยที่สนใจ

การออกแบบโปรตีน ZF ใหมีความจําเพาะและสามารถจับกับลําดับเบสเปาหมายไดอยางแข็งแรง 
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MOLECULAR MODELING OF ZINC FINGER PROTEIN 
FOR RECOGNITION OF HIV-1 DNA SEQUENCES

1. Introduction
● Molecular modeling is a science for studying molecules 

and their interaction using computer simulation. 
● Cys2His2 zinc finger protein (ZFP) is the most common 

DNA-binding domain in the human and metazoan 
genome.

● ZFPs function as modular units 
that primarily recognize DNA 
sites of 3 bps with the positions 
-1, 3 and 6 in the recognition 
helix.
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2. Motivation
● The long terminal repeat (LTR) at the junction of the 5’-

and 3’-termini of the circular HIV-1 DNA has been used 
as a target for designing a specific ZFP via a web-based 
program, the ZF Tools[1].

● This could be a novel approach for inhibiting the viral 
replication using artificial ZFPs[2]. 

3. Molecular modeling of 2LTRZFP-DNA models
● A molecular model of the designed ZFP bound to the 

2LTR sequence was then constructed based on an X-ray 
structure of a designed six finger motif-DNA complex 
(Aart; PDB code 2I13).

● The DNA duplex from Aart-DNA complex was remodeled;
Zif1 : 5’-CTCTAGCAGTACTGGATGGGC-3’  (specific target)
Zif2 : 5’-AGTGCTAGCGTATCATCTAGT-3’ (nonspecific target)

5. Conclusions
The results suggested that hydrogen bonding plays a key role in the DNA 
recognition process of some specific amino acid residues in the designed 
ZFP. This study provides general information to enhance selectivity of the 
designed ZFP to the 2LTR-circle junction of HIV-1 DNA.

4. Results
● After a 2500-cycle minimization for each of Zif1 and Zif2 complex using 

the AMBER ff03 force field, the root mean square deviation of 2LTRZFP 
and DNA backbones were 0.51 and 0.94 Å, respectively. 

Table 1 Hydrogen-bonding distances between 2LTRZFP and DNA residues

● The molecular mechanics/generalized Born surface area (MM/GBSA) 
approach was then used to calculate relative binding energies of Zif1 
and Zif2 models, in which the ZFP was ligand and DNA was receptor. 

Table 2 Estimated relative binding energies from the MM/GBSA approach

Sequence EvdW

(kcal mol-1)

Ees

(kcal mol-1)

Gpol

(kcal mol-1)

Gnonpol

(kcal mol-1)

Gbinding

(kcal mol-1)

Zif1-Zif2 -3.1 1.7 -255.9 9.0 226.3 8.2 -2.3 0.0 -35.0 0.5

 2LTRZFP DNA Distance  2LTRZFP  DNA Distance
 residue residue (A°)  residue residue (A°)
Finger 1 ARG16(NH) Zif1:DG187(O6) 2.97 Finger 4 SER99(OH) Zif1:DT177(O2P) 2.56

Zif2:DG187(O6) 3.29 Zif2:DT177(O2P) 2.56
LYS19(NZ) Zif1:DG186(O6) 2.73 GLN100(O) Zif1:DA178(N6) 2.86

Zif2:DA186(N6) 3.21 Zif2:DT178 -

ARG22(NH) Zif1:DG185(O2P) 2.77 ARG106(NH) Zif1:DG176(O6) 3.16
Zif2:DT185(O2P) 2.74 Zif2:DC176(N4) 3.13

Finger 2 SER43(OH) Zif1:DA183(O1P) 2.66 Finger 5 SER127(OH) Zif1:DC174(O2P) 2.57

Zif2:DT183(O1P) 2.61 Zif2:DA174(O2P) 2.58
ASN47(ND) Zif1:DA183(O2P) 2.80 ASP131(OH) Zif1:DC174(N4) 2.95

Zif2:DT183(O2P) 2.77 Zif2:DA174 -

ARG50(NH) Zif1:DG182(O6) 2.82 ARG134(NH) Zif1:DG173(O6) 2.99
Zif2:DA182(N6) 2.94 Zif2:DT173(O4) 2.99

Finger 3 ARG72(NH) Zif1:DG181(O6) 2.75 Finger 6 SER155(OH) Zif1:DT171(O2P) 2.57
Zif2:DC181 - Zif2:DG171(O2P) 2.52

ASP74(OH) Zif1:DC195(N4) 2.76 GLN156(NH) Zif1:DT171(O2P) 2.82

Zif2:DT195 - Zif2:DG171(O2P) 2.83

GLU78(OH) Zif1:DC179(N4) 2.87 GLU162(OH) Zif1:DC170(N4) 2.85
  Zif2:DA179 -   Zif2:DT170 -

Residue-by-residue 
Analysis 

(for H-bonding)
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Abstract: Integration of HIV-1 cDNA into the host genome is a crucial step for viral propagation.

Two nucleotides, cytosine and adenine (CA), conserved at the 30 end of the viral cDNA genome, are
cleaved by the viral integrase (IN) enzyme. As IN plays a crucial role in the early stages of the

HIV-1 life cycle, substrate blockage of IN is an attractive strategy for therapeutic interference.

In this study, we used the 2-LTR-circle junctions of HIV-1 DNA as a model to design zinc finger
protein (ZFP) targeting at the end terminal portion of HIV-1 LTR. A six-contiguous ZFP, namely

2LTRZFP was designed using zinc finger tools. The designed motif was expressed and purified

from E. coli to determine its binding properties. Surface plasmon resonance (SPR) was used to
determine the binding affinity of 2LTRZFP to its target DNA. The level of dissociation constant (Kd)

was 12.0 nM. The competitive SPR confirmed that 2LTRZFP specifically interacted with its target

DNA. The qualitative binding activity was subsequently determined by EMSA and demonstrated the
aforementioned correlation. In addition, molecular modeling and binding energy analyses were

carried out to provide structural insight into the binding of 2LTRZFP to the specific and

nonspecific DNA target. It is suggested that hydrogen-bonding interactions play a key role in the
DNA recognition mechanisms of the designed ZFP. Our study suggested an alternative HIV

therapeutic strategy using ZFP interference of the HIV integration process.
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Introduction
Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is the

etiologic agent of acquired immune deficiency syn-

drome (AIDS). It is one of the greatest health prob-

lems facing the world today.1 According to UNAIDS

and WHO, global estimates of the number of people

living with HIV/AIDS as of the end of 2007 were 33

million adults and children.2 HIV is a member of the

family Retroviridae and subfamily lentivirinae. Soon

after viral infection, the viral reverse transcriptase syn-

thesizes a double-stranded DNA (ds-DNA). The subse-

quent insertion of viral genome into the host genome

by integrase (IN) is a vital step in the HIV life cycle.3–5

Three forms of unintegrated viral DNA have been

identified: a linear form which is flanked by long ter-

minal repeat (LTR) copies at each terminus, and two

circular molecules containing either one or two LTRs.

The linear form is thought to be the substrate for inte-

gration.6–12 Integrase is involved in removing 2 bp

from the 30 ends of viral DNA, the so-called 30 proc-

essing. The second reaction catalyzed by IN, i.e.,

strand transfer, inserts both 30 ends of HIV-1 DNA

into the host genome.13,14

Current antiretroviral drugs therapy for AIDS

involves the use of a multidrug cocktail referred to as

highly active antiretroviral therapy (HAART).15 IN

inhibitors belong to a novel class of drugs that func-

tion by inhibiting integration of proviral DNA into the

host cell genome. IN inhibitors can be divided into

two groups: 30 processing and selective strand transfer

inhibitors. These drugs are currently undergoing clini-

cal trials.16,17 However, several questions concerning

the interaction of IN with its inhibitors remain

unclear, and resistant strains have been found.18–20

Therefore, a new approach targeting HIV-1 DNA at the

level of the end terminal sequence of LTR by gene

therapy may be a useful approach for inhibiting viral

replication.

Our strategy herein is based on the specific DNA

recognition by Cys2His2 zinc finger protein (ZFP). The

Cys2His2 ZFP is the most common DNA-binding do-

main in the human and metazoan genome and plays a

key role as a class of transcription factors. Its structure

consists of a simple bba fold of 30 amino acids in

length, which is stabilized by hydrophobic interactions

and chelation of a single zinc ion between two histi-

dine residues and two cysteine residues.21,22 Within

the residue at the N-terminus of the a-helix, the posi-

tions �1, 3, and 6 typically bind to three contiguous

base pairs in a major groove of the target DNA.23,24

Therefore, several artificial ZFPs have been designed

to target DNA sequences with high specificity and

affinity.25–29

The ZF Tools server30 implements an effective

algorithm to generate ZFPs for in silico or in vivo

applications. The program facilitates web-based design

of ZFPs that specifically recognize DNA sequence

motifs. In this study, we used the 2-LTR-circle junc-

tions of HIV-1 DNA as a model to design a ZFP tar-

geted at the end terminal part of HIV-1 LTR, which is

a region for 30 processing by IN of HIV-1. We designed

a six-contiguous ZFP. Binding affinity was carried out

by surface plasmon resonance (SPR) and an electro-

phoretic mobility shift assay (EMSA). Molecular mod-

eling was also used to gain structural insight into the

DNA recognition patterns of the designed ZFP, in the

cases of being bound to either a specific or a nonspe-

cific DNA sequence. Relative binding energies of the

specific and nonspecific complexes were also

calculated.

Results

Procurement of the target sequence and
designing the 2LTRZFP

To target the HIV-1 DNA sequence of 2-LTR-circle

junctions, the DNA sequence was submitted to the

zinc finger tools using ‘‘Search DNA Sequence for Con-

tiguous Target Sites’’ mode. Eight candidate DNA

sequences were obtained and the binding prediction

scores of these sequences were selected for designing

the ZFP. The sequence that had the highest score was

50 CTAGCAGTACTGGATGGG 30 (Fig. 1).

The design tool generated the full-length amino

acid sequence of 2LTRZFP. This protein was com-

posed of 176 amino acids [Fig. 2(A)] for a six zinc fin-

ger motif. Each finger was linked with the canonical

TGEKP linker.

The amino acid sequence of 2LTRZFP was

reverse-translated into a nucleotide sequence, and all

codons in this sequence were optimized [Fig. 2(B)].

The full-length optimized sequence was sent for full-

gene synthesis by Blue Heron Biotechnology. Predicted

properties of the resulting proteins were computed

using ExPaSy proteomics tools. The resulting theoreti-

cal pI/Mw was 9.46/20.1 kDa. Prediction of the pro-

tein subcellular localization using the LOCtree pro-

gram indicated that 2LTRZFP is a nuclear protein and

is found in the nucleus.

Construction of pTriEx-4- 2LTRZFP-GFP

The restriction endonucleases XcmI and SmaI in the

plasmid vector pTriEx-4-GFP was used as a cloning

sites for the 2LTRZFP gene fragment to construct the

pTriEx-4-2LTRZFP-GFP containing His6 at N-

Figure 1. Schematic representation of the circle junction

region of HIV-1.45 Predicted organization of U3, R, and U5

in 2-LTR-circle junctions shown above, whereas sequence

in box was selected for designing the ZFP.
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terminal and fused-GFP at C-terminal under the con-

trol of the CMV, T7, or p10 promoters. The plasmid

vector pTriEx-4-2LTRZFP-GFP was digested by the

restriction endonucleases XcmI and SmaI and the

product was subjected to 1% agarose gel electrophore-

sis and visualized by ethidium bromide staining.

Restriction digest analysis showed that the pTriEx-4-

2LTRZFP-GFP was constructed successfully at a 547

bp band (data not shown).

Protein expression and purification
2LTRZFP-GFP was expressed in its recombinant forms

in E. coli Origami B (DE3) Novagen (Madison, WI).

Protein purification was performed using His-Bind col-

umn chromatography. The entire expression and puri-

fication processes were monitored by SDS-PAGE [Fig.

3(A)]. Comparison between lane 2 [total lysate of

E. coli Origami B (DE3)] and lane 3 [Total lysate of

E. coli Origami B (DE3) with pTriEx-4-2LTRZFP-GFP

was induced by isopropyl b-D-thiogalactopyranoside
(IPTG) after OD600 reach 1.0 at 30�C for overnight]

indicates that the expression of fusion protein His6-

2LTRZFP-GFP (�50 kDa) was successful. Lane 6

shows that this fusion protein bound to the His-Bind

column chromatography, and it can be eluted by elu-

tion buffer containing 1M imidazole, 0.5M NaCl, 20

mM Tris-HCl, pH 7.9 (lane 7).

Figure 2. (A) Full-length amino acid sequence of 2LTRZFP.

The amino acids shown by underline were located at the

specific positions of �1, 3, and 6 from the N-terminal of the

a-helix, respectively. (B) Full-length optimized nucleotide

sequence of 2LTRZFP. (C) Primary sequence alignments of

Aart (PDB code 2I13) and 2LTRZFP with 80% sequence

identity. The underlined letters represent amino acid

residues of the ZFP those are different from the Aart

peptide. Positions �1, 3, and 6 above the recognition helix

column represent amino acid residues often involved in

DNA recognition. Numbers at the end of each line show the

running number of the last amino acid residue.

Figure 3. (A) SDS-PAGE analysis of His6-2LTRZFP-GFP at

different and purification steps. Lane 1: protein marker, lane

2: total bacterial lysate, lane 3: total bacterial lysate with

pTriEx-4-2LTRZFP-GFP after IPTG induction for overnight,

lane 4: pass through lysate, lanes 5, 6: solution after

washing the column with binding buffer and washing buffer,

respectively, lane 7: elution of purified His6-2LTRZFP-GFP.

The arrow indicates the size of 50 kDa of His6-2LTRZFP-

GFP. Numbers on left show size in kilo Dalton of protein

ladder. (B) Western blot analysis of His6-2LTRZFP-GFP at

different condition of protein expression. Lane 1: total

bacterial lysate, lanes 2, 3: total bacterial lysate with

pTriEx-4-2LTRZFP-GFP after IPTG induction for 4 h, and

overnight, respectively. The arrow indicates the size of 50

kDa of His6-2LTRZFP-GFP. Numbers on left show size in

kilo Dalton of protein ladder.
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Western blotting was performed by using anti-His

mAb as primary antibody [Fig. 3(B)]; the analysis

demonstrated that His6-2LTRZFP-GFP (�50 KDa)

was successfully expressed. To separate GFP and

2LTRZFP, the purified recombinant 2LTRZFP-GFP

containing the thrombin recognition sequence was

cleaved via thrombin, and 2LTRZFP was purified by

using His-Bind column chromatography. (Data not

shown).

Expression of 2LTRZFP-GFP in HeLa cells

To test the expression of the 2LTRZFP-GFP recombi-

nant protein in a mammalian system, pTriEx-4-

2LTRZFP-GFP was transfected into a HeLa cell line.

The emitted green fluorescence was observed under

the microscope 24 and 48 h after transfection. The

green fluorescence was observed in the nucleus in the

pTriEx-4-2LTRZFP-GFP transfection group and in the

cytoplasm for pTriEx-4-GFP control group (Fig. 4).

This result indicated that 2LTRZFP-GFP recombinant

protein is a nuclear protein and confirmed the success-

ful folding of the protein.

Evaluating of dissociation constants and

competitive DNA binding activity by SPR
To determine real-time binding kinetics between

2LTRZFP-GFP and its target DNA sequence, we used

SPR as a tool for qualitative analysis. Different concen-

trations of 2LTRZFP-GFP were injected into the im-

mobilized chip with specific ds-DNA. The 2LTRZFP-

GFP could bind to its target ds-DNA on a nanomolar

scale, with Kd ¼ 12.0 nM [Fig. 5(A)]. We also per-

formed a competitive SPR to determine the specificity

of binding between 2LTRZFP-GFP and its target DNA.

The concentration of 2LTRZFP-GFP (1.2 lM) was

used to compete with 26.5 lM of nonbiotinylated tar-

get ds-DNA and nonspecific ds-DNA before injection

onto the immobilized chip with specific ds-DNA. The

2LTRZFP-GFP could bind to its target DNA sequence

[result compared with nonspecific ds-DNA, Fig. 5(B)].

In addition, the specificity of binding activity was also

assayed by injection of GFP and bovine serum albu-

min (BSA) as controls. These results demonstrated

that the binding activity was involved with ZFP only

[Fig. 5(A)]. To obtain the binding properties, we also

tested the binding activity of 2LTRZFP-GFP and its

target DNA sequence in zinc buffer containing 1 lM, 1

mM, and 10 mM of EDTA. The binding activity was

decreased when the concentration of EDTA was high.

These findings supported the conclusion that the bind-

ing between 2LTRZFP-GFP and its target DNA

sequence depended on zinc ions, and that this metal

ion is important for stabilizing ZFP [Fig. 5(C)].

DNA binding activity by EMSA
To confirm the binding activity, EMSA was performed

using an EMSA kit as described in the section Materi-

als and Methods. A complete binding complex of 1 lM
of 2LTRZFP-GFP and 250 nM of its specific DNA

duplex could be observed [see Fig. 6(A), lane 8] until

no band of free DNA duplex was seen. At the same

time, a faint band of binding complex was observed in

the reaction of 2LTRZFP-GFP and nonspecific DNA

duplex [Fig. 6(A), lane 9], whereas the intensity of free

DNA duplex was not changed [Fig. 6(A), lanes 3 and

6]. This experiment also demonstrated that GFP in

Figure 4. Expression of green fluorescent protein in HeLa cells 24 h after transfection. (A, B) Transfected with recombinant

plasmid pTriEx-4-GFP. (C, D) Transfected with recombinant plasmid pTriEx-4-2LTRZFP-GFP.
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2LTRZFP-GFP recombinant protein was not involved

in the binding [lanes 4, 5, and 6 of Fig. 6(A)]. The

dilution effect of DNA binding complex can be

observed in Figure 6(B,C).

2LTRZFP-DNA models and their binding
energy analyses

Molecular models of the designed 2LTRZFP-DNA

complexes, Zif1 and Zif2, were remodeled based on the

crystal structure of Aart bound to DNA (PDB code

2I13, see more details in the Materials and Methods),

where all backbone atoms were maintained in the

same position as found in the crystal structure. Amino

acid residues within helical helices were modified

solely according to our 2LTRZFP sequence [Fig. 2(C)].

Pair-wise similarity comparison between Aart and

2LTRZFP proteins was also performed using the blastp

algorithm of the BLAST tool.31 The result showed a

relatively high sequence identity (80%).

Figure 5. Kinetic analysis between 2LTRZFP-GFP and its

target DNA sequence. (A) Binding kinetic of 2LTRZFP-GFP

(300, 200, and 100 nM), GFP, and BSA to the immobilized

chip with specific ds-DNA. (B) For the competitive SPR,

2LTRZFP-GFP was incubated with nonbiotinylated ds-DNA

of its target ds-DNA, and nonspecific ds-DNA in zinc buffer

for 15 min before injection. (C) 2LTRZFP-GFP was injected

to determine the binding activity with its target DNA

sequence in zinc buffer containing 1 lM, 1 mM, and 10 mM

of EDTA.

Figure 6. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA). (A)

The protein used for each reaction is 1 lM, whereas [0], no

DNA duplex; [þ], specific DNA duplex; [�], nonspecific

DNA duplex. The gel was stained with SYBRVR Green EMSA

stain (B) or with SYPROVR Ruby EMSA stain (C). In panels B

and C: lanes 1 to 9, the specific DNA duplex used for each

reaction was 250 nM, whereas 2LTRZFP-GFP was varied,

the concentration from 0, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5,

3.0 lM, respectively. Lane 10, 2LTRZFP-GFP was used 3.0

lM, but no DNA duplex.
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After a 2500-cycle minimization for each of Zif1

and Zif2 complex, the root mean square deviation

(RMSD) of the minimized structure of each model was

measured. The RMSDs of 2LTRZFP and DNA back-

bones were 0.51 and 0.94 A�, respectively, suggesting

that Zif1 and Zif2 are relatively similar in conforma-

tion (Fig. 7). As the first crystal structure of Zif268

bound to DNA was obtained, it has been suggested

that amino acid positions �1, 3, and 6, with respect to

the start of the recognition helix, play specific roles for

binding to three contiguous base pairs in each DNA

triplet.23,24 The residue-by-residue analysis of

2LTRZFP-DNA interaction for each residue in the rec-

ognition helix to each DNA triplet compared to its

nonspecific triplet was subsequently explored to

understand a DNA recognition pattern for 2LTRZFP.

Figure 8 demonstrates all possible hydrogen-bond-

ing interaction between each zinc finger motif and DNA

residues in both specific (Zif1) and nonspecific (Zif2)

complexes, and the distances are listed in Table I. In gen-

eral, a major contribution to stabilizing the 2LTRZFP-

DNA complexes is the electrostatic interactions between

amino acid residues in the zinc finger motif and nucleo-

tides in the DNA target, where there is no water-medi-

ated interaction apparent in these complexes.

In finger 1, although the hydrogen bonding net-

work among ARG16, LYS19, and ARG22 to its DNA tar-

get in Zif1 and Zif2 is similar, the hydrogen bonds in

Zif2 are weaker than those of Zif1 with respect to its lon-

ger bonding distances. The hydrogen-bond distances in

finger 2 are very similar in Zif1 and Zif2, whereas they

are completely different in finger 3. The amino N atom

of ARG72 is bonded to the carbonyl group of DG181 in

the Zif1 complex; however, there is no hydrogen bond-

ing between ARG72 and DC181 in Zif2 because of repul-

sive interaction of the positively charged amino group.

The O atom of ASP74 is hydrogen bonded to the N

atom of DC195 in Zif1, whereas, in Zif2, the steric effect

of the methyl group in DT195 could lead to an improper

formation of hydrogen bonds. A hydrogen bond donor

at the amino N4 atom of DC179 (Zif1) efficiently estab-

lishes a hydrogen bond with GLU78, where the amino

group of DA179 (Zif2) is located away from GLU78.

Hydrogen-bond patterns in fingers 4, 5, and 6 in Zif1

and Zif2 are similar. The negatively charged amino

acids, aspartic acid and glutamic acid, may play an im-

portant role in DNA recognition as being involved in

selective contacts with cytosine only. Moreover, serine

residues in position �2 of the recognition helices are

likely to selectively bind to the phosphate backbone of

the target DNA as well as arginine residues in position 6

that can bind to all bases of DNA. Finally, from the

minimized structure, 2LTRZFP is more probable to es-

tablish hydrogen bonds within Zif1 than Zif2, resulting

in the more selective binding to the target DNA.

In addition to the structural analysis, the molecu-

lar mechanics/generalized Born surface area (MM/

GBSA) approach was used to further calculate relative

binding energies between the designed peptide and the

target DNA compared to its nonspecific sequence

(Zif2). The DDGbinding reveals that 2LTRZFP is more

favorable for binding to the target DNA in Zif1 than

that of Zif2 by �35.0 � 0.5 kcal/mol (see Table II).

This suggests that the Zif1 complex is mainly stabilized

by the electrostatic interaction (Ees) as the better

hydrogen-bonding network is presented.

Figure 7. Comparisons of conformation of the recognition binding region in Zif1 (in left panel) and Zif2 (in right panel). The

nucleotides are shown in a licorice model and the protein backbone in a cartoon diagram.
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Discussion
The Cys2His2 ZFPs have been demonstrated to be spe-

cific binding proteins to the recognition sequences.25–29

In this study, a six-finger protein was constructed spe-

cifically to 18 bp of 2-LTR-circle junctions. The first,

second, and third fingers can target the terminal

sequence of 50 LTR, whereas the terminal sequence of

30 LTR can be targeted by the other three fingers. The

2LTRZFP-GFP was expressed and purified from E. coli

to investigate its binding properties. The binding activ-

ity was on the nanomolar scale, which is similar to the

affinity level of HIV-1 IN.32,33 This finding suggested

that the HIV-1 IN might be interfered with by the

2LTRZFP as well. The specificity of this binding was

Figure 8. Possible hydrogen bonding between the zinc finger residues and the target DNA triplet within distance < 3.5 A�

between H-bond donor and H-bond acceptor associated with the distance.

Table I. Hydrogen-Bonding Distances between 2LTRZFP Residues and DNA Residues

2LTRZFP
residue DNA residue

Distance
(Å)

2LTRZFP
residue DNA residue Distance (Å)

Finger 1 ARG16(NH) Zif1:DG187(O6) 2.97 Finger 4 SER99(OH) Zif1:DT177(O2P) 2.56
Zif2:DG187(O6) 3.29 Zif2:DT177(O2P) 2.56

LYS19(NZ) Zif1:DG186(O6) 2.73 GLN100(O) Zif1:DA178(N6) 2.86
Zif2:DA186(N6) 3.21 Zif2:DT178 –

ARG22(NH) Zif1:DG185(O2P) 2.77 ARG106(NH) Zif1:DG176(O6) 3.16
Zif2:DT185(O2P) 2.74 Zif2:DC176(N4) 3.13

Finger 2 SER43(OH) Zif1:DA183(O1P) 2.66 Finger 5 SER127(OH) Zif1:DC174(O2P) 2.57
Zif2:DT183(O1P) 2.61 Zif2:DA174(O2P) 2.58

ASN47(ND) Zif1:DA183(O2P) 2.80 ASP131(OH) Zif1:DC174(N4) 2.95
Zif2:DT183(O2P) 2.77 Zif2:DA174 –

ARG50(NH) Zif1:DG182(O6) 2.82 ARG134(NH) Zif1:DG173(O6) 2.99
Zif2:DA182(N6) 2.94 Zif2:DT173(O4) 2.99

Finger 3 ARG72(NH) Zif1:DG181(O6) 2.75 Finger 6 SER155(OH) Zif1:DT171(O2P) 2.57
Zif2:DC181 – Zif2:DG171(O2P) 2.52

ASP74(OH) Zif1:DC195(N4) 2.76 GLN156(NH) Zif1:DT171(O2P) 2.82
Zif2:DT195 – Zif2:DG171(O2P) 2.83

GLU78(OH) Zif1:DC179(N4) 2.87 GLU162(OH) Zif1:DC170(N4) 2.85
Zif2:DA179 – Zif2:DT170 –

Atom names are indicated in parentheses.
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obtained by competitive SPR, which indicated that

there was specific binding of 2LTRZFP-GFP and its

target DNA. However, this binding affinity was

decreased when the concentration of EDTA in binding

buffer was increased. This data demonstrated the

influence of zinc ion on correct folding of 2LTRZFP

domains in recognizing a specific DNA sequence.

Moreover, 2LTRZFP can specifically bind to its target

ds-DNA, whereas binding of GFP in the C-terminal

part was not facilitated.

Additionally, theoretical studies were used to

investigate at the atomic level the DNA recognition of

2LTRZFP. Although it is well known that amino acid

positions �1, 3, and 6 within the recognition helix

directly contact the DNA triplet, positions �2, 1, and 5

are also described as playing a role in binding to the

phosphate backbone.34 Our study suggests that serine

at position �2 and arginine at position 6 are very im-

portant in binding to the phosphate DNA backbone

and 50-nucleotide, respectively. However, the roles of

amino acid positions �1 and 3 remain unclear. The

results herein are particularly interesting because sin-

gle or multiple mutations of amino acid position �1

and 3 would be able to enhance selectivity of the ZFP

motif to the 2-LTR-circle junctions.

Mutation of the IN enzyme encoded by pol gene

can occur,18–20 while numerous studies have reported

that the important 2–7 base pairs upstream and the

well-conserved CA dinucleotide at the 30 end of viral

cDNA play key roles in processing and strand trans-

fer.35–40 Therefore, the advantage of targeting the 30-

end terminal part of HIV-1 LTR to interfere with the

IN enzyme is an attractive strategy for a new approach

to gene therapy.

Many investigations have targeted viral replication

by ZFP recognition of the DNA of viruses. The engi-

neered ZFPs targeting the Sp1 binding site in promoter

region of HIV-1 have been reported, and one of them

was found to inhibit HIV-1 replication by 75%.41 In

2004, Segal et al. demonstrated that a transcriptional

repressor protein, namely KRAB-HLTR3, was able to

achieve 100-fold repression of transcription from the

HIV-1 promoter. This transcription factor also

repressed the replication of several HIV-1 strains 10-to

100-fold in T-cell line and primary blood mononuclear

cells with no significant cytotoxicity.42 Recently, ZFPs

were designed to bind DNA sequences in the duck hep-

atitis B virus to inhibit viral transcription in tissue cul-

ture. Two candidate ZFPs decreased production of viral

products and progeny viral genomes.25 These studies

supported the use of ZFPs to inhibit viral replication,

opening new avenues in gene therapy. There are a vari-

ous methods available to deliver a protein for gene

therapy. The in vivo adenoviral gene transfer of ZFPs

has been performed to induce angiogenesis in a mouse

model,43 whereas retroviral and lentiviral gene transfer

have been delivered the artificial zinc finger transcrip-

tion factors to bind sites in the HIV-1 promoter to

repress the replication of several HIV-1 strains.42

Recently, various nonbiological and biological carrier

systems have been developed for HIV-1 gene therapy,

such as nanoparticles, liposomes, or synthetic poly-

mers, which can be taken up by many cell types.44

Our study has demonstrated that 2LTRZFP can

specifically bind to the HIV-1 integrase recognition

sequence at 2-LTR-circle junctions. The findings may

be applied for limiting viral integration to maximize

the impact of HIV gene therapy in the future.

Materials and Methods

Zinc finger protein design
Studying order to identify target sites within the DNA

sequence, the HIV-1 DNA sequence of 2-LTR-circle

junctions45 was submitted to the ZF Tools server of

the Barbas Laboratory of the Scripps Research Insti-

tute.30 The minimum target size of 18 base pairs was

set to obtain the output DNA target sequences and

amino acid sequences for the six fingers of the ZFP.

This amino acid sequence was then reverse-translated

into a nucleotide sequence. Codon usage of the amino

acid sequences of the selected ZFP was optimized by

using the JAVA Codon Adaptation Tool (JCat)46 and

by manual optimization. The designed ZFP was further

modified with flanking XcmI and SmaI restriction

endonuclease sites. The full-length optimized DNA

sequence was sent for full-gene synthesis to Blue

Heron Biotechnology (Bothell, WA). Predicted proper-

ties of the resulting proteins were computed using

ExPaSy proteomics tools.47 Prediction of protein sub-

cellular localization was done using the LOCtree

program.48

Plasmid construction
The full-length optimized DNA sequence of 2LTRZFP

was synthesized and cloned into pUC19 vectors by

Blue Heron Biotechnology. The 2LTRZFP gene frag-

ment was ligated to pTriEx-4-GFP using the flanking

XcmI and SmaI sites to construct pTriEx-4–2LTRZFP-

Table II. Estimated Relative Binding Energies of Specific (Zif1) and Nonspecific (Zif2)
Complexes from the MM/GBSA Approach

Sequence
DDEvdW

(kcal mol�1)
DDEes

(kcal mol�1)
DDGpol

(kcal mol�1)
DDGnonpol

(kcal mol�1)
DDGbinding

(kcal mol�1)

Zif1-Zif2 �3.1 � 1.7 �255.9 � 9.0 226.3 � 8.2 �2.3 � 0.0 �35.0 � 0.5
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GFP, creating an N-terminal His6-fusion protein with

GFP in the C-terminal part. This plasmid has a multi-

ple expression system driven by the CMV, T7, or p10

promoters. The ligation product was transformed into

the competent E. coli XL-1 Blue cells and plated on

Luria-Bertani (LB) agar containing 100 lg/mL of

ampicillin. The plasmid miniprep was performed using

a QIAGEN Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

The constructed plasmid was preliminary identified by

the restriction endonucleases XcmI and SmaI. PCR

and DNA sequencing were performed for

confirmation.

Expression and purification of
His6-2LTRZFP-GFP

We used E. coli Origami B (DE3) as the expression

strain. A 10 mL Terrific broth preculture, supple-

mented with 100 ug/mL ampicillin, 12.5 ug/mL kana-

mycin, and 12.5 ug/mL tetracycline was incubated at

37�C until reaching an absorbance at 600 nm of about

1.0–1.8. The preculture was diluted 1:100 into 100 mL

Terrific broth medium with 100 lg/mL ampicillin,

12.5 ug/mL kanamycin, 12.5 ug/mL tetracycline and

supplemented with 100 lM Zn2SO4. The culture was

incubated at 37�C. When an absorbance about 1.0 at

600 nm was reached, the bacterial culture was

induced by 0.1 mM IPTG at 30�C for overnight. Bacte-

ria were then harvested by centrifugation (7500g at

4�C for 15 min). The bacterial pellets were resus-

pended in 6.25 mL of B-PER II Bacterial Protein

Extraction Reagent (Pierce, Rockford, IL) and lysed by

ultrasonication in an ice bath. The lysate was centri-

fuged at 15,000g for 20 min at 4�C. The supernatant

was collected and filtered with microfiltration mem-

branes (0.22-lm pore size). The clear solution contain-

ing His6-2LTRZFP-GFP was applied to His-bind col-

umn chromatography (Novagen, San Diego, CA) for

protein purification. The eluated fraction containing

His6-2LTRZFP-GFP was observed using Coomassie

brilliant blue R250 stain (Bio-Rad, Hercules, CA). The

purified protein was kept in final concentration 25%

(W/V) glycerol for long-term storage at �80�C. The

protein concentration was quantified by using the

Micro-BCA protein assay (Pierce). All the samples

were analyzed by SDS-PAGE. Western blot analysis

was performed on a Hybond-P polyvinylidene fluoride

membrane. (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ).

After being blocked with 5% skim milk in PBS, the

proteins were probed with anti-his-tag monoclonal

antibody (Genscript, Piscataway, NJ) as a primary

antibody and horseradish peroxidase-labeled goat anti-

mouse (Sigma, St Louis, MO) as a secondary antibody,

using the ECL system (GE Healthcare, Buckingham-

shire, UK).

Cell culture and transfection of HeLa cells
HeLa cervical carcinoma cells were kindly obtained

from Dr. A. Lieber, University of Washington, Seattle,

WA. HeLa cells (1 � 105) were seeded onto 24-well

plate in humidified atmosphere under 5% CO2 at 37�C

in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM)

(Gibco, Grand Island, NY) containing penicillin (100

U/mL), streptomycin (100 lg/mL), and 2 mM L-gluta-

mine, supplemented with 10% fetal bovine serum

(FBS) (Gibco) for 24 h before transfection. Transfec-

tion mixture was prepared by adding 1 lg of the

pTriEx-4-2LTRZFP-GFP or control vector pTriEx-4-

GFP and 2 lL of GeneJamer (Stratagene, La Jolla, CA)

into DMEM up to 200 lL. Then, the mixture was

incubated at room temperature for 10 min. The culture

supernatant was discarded and 300 lL of fresh

DMEM containing 10% FBS and antibiotics was

added. The transfection mixture was added to the cells

and incubated at 37�C in 5% CO2 for 5 h. A total of

500 ll of DMEM containing 10% FBS and antibiotics

was added and further cultured at 37�C in 5% CO2 for

24–48 h. Green fluorescent protein (GFP) was

observed under a fluorescent microscope.

Double-stranded DNA preparation

ds-DNA of specific and nonspecific target DNA was

prepared for testing the binding activity of 2LTRZFP-

GFP. A pair of specific ds-DNA (sense) was designed

as follows: 50-AAA TCT CTA GCA GTA CTG GAT GGG

CTA ATT-30 and a pair of nonspecific ds-DNA (sense)

was also designed as follows 50-TGA CAG TGC TAG

CGT ATC ATC TAG TCG ACG-30. The specific sequen-

ces to 2LTRZFP-GFP are shown in italic. The reaction

mixture (100 lL) for annealing was composed of each

600 pmol single-stranded DNA (ss-DNA) and comple-

mentary strand in 50 mM NaCl. The mixture was

heated at 95�C for 5 min and then slowly cooled to

room temperature for 90 min. For immobilization of

ds-DNA on a sensor chip SA (Biacore AB, Uppsala,

Sweden) for SPR, the 30 end of the antisense strand of

specific target DNA was labeled with biotin.

Surface plasmon resonance

SPR was carried out on a BIACORE 2000TM biosensor

(Biacore AB). The target DNA duplexes were immobi-

lized by injecting the biotinilated specific ds-DNA of

0.5 lg/mL in 0.3M NaCl on a Sensor Chip SA (Biacore

AB) at a flow rate 5 lL/min in running buffer (HBS-

EP), containing 10 mM HEPES (pH 7.4), 150 mM

NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% (v/v) surfactant P20 (Bia-

core AB). Typically 800–1000 RUs of the target ds-

DNA were immobilized. After DNA immobilization,

the chip was washed with 50 mM NaOH/1M NaCl and

then primed with zinc buffer [10 mM Tris-HCl, pH

7.5, 90 mM KCl, 1 mM MgCl2, 90 lM ZnSO4, 5 mM

dithiothreitol, and 0.5 mM phenylmethylsulfonylfluor-

ide), which was used as a running buffer for a period

of binding analysis. ZFP was diluted in zinc buffer and

60 lL was injected at a flow rate of 20 lL/min, fol-

lowed by a dissociation phase of 180 s. Before each

injection, the baseline stability was achieved by
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injecting 1M NaCl for 2 min. To calculate the binding

constants (Kd), the kinetic parameters were evaluated

with BIA evaluation software 3.1 (Biacore AB) using a

1:1 binding model with mass transfer. For competitive

SPR, 2LTRZFP-GFP was incubated with different con-

centrations of nonbiotinylated ds-DNA of its target ds-

DNA, and nonspecific ds-DNA in zinc buffer for 15

min before injection.

Electrophoretic mobility shift assay

2LTRZFP-GFP or GFP was incubated with 250 nM of

DNA duplex at room temperature for 1 h in zinc

buffer. Total volumes were 10 lL per reaction. The

reaction mixtures were mixed with 2 lL of 6� EMSA

gel-loading solution (component D) of EMSA kit

[E33075] (Invitrogen, Paisley, UK) before being loaded

on 5% nondenaturing polyacrylamide gels using 100

V, 30 min. Gels were stained by using two fluorescent

dyes for detection—SYBRVR green EMSA nucleic acid

gel stain (component A) and SYPROVR ruby EMSA pro-

tein gel stain (component B) by following the protocol

from the same kit. The stained gels were imaged at an

excited state of 488 nm using a Typhoon Trio

phosphorImager (GE Healthcare Biosciences, Piscat-

away, NJ).

Molecular modeling of 2LTRZFP-DNA

complexes

Construction of the 2LTRZFP-DNA complexes was ini-

tiated using an X-ray crystallographic structure of a

designed six zinc finger motif (Aart) bound to an oli-

gonucleotide from PDB entry 2I1334 as a template.

The sequence of the Aart peptide was then modified

(using the Discovery Studio version 1.7 program pack-

age) in recognition helices according to our designed

ZFP resulting from ZF Tools.30 The DNA duplex from

the crystal structure of the Aart-DNA complex was fur-

ther remodeled to 21-mers oligonucleotides of 2-LTR-

circle junctions, as follows:

50-CTCTAGCAGTACTGGATGGGC-30

30-GAGATCGTCATGACCTACCCG-50 termed Zif1

as a specific complex

and

50-AGTGCTAGCGTATCATCTAGT-30

30-TCACGATCGCATAGTAGATCA-50 termed Zif2

as a nonspecific complex.

All backbone atoms of the protein and DNA

sequences for both modified models were maintained

as in the crystal structure. The ZFP was thoroughly

prepared before performing the energy calculations.

Protonation states of ZF residues were decided by

reassignments of all histidine residues to d-histidine
(HID) and all cysteine to CYM (cysteine with a nega-

tive charge). Finally, a longer range electrostatic model

(r ¼ 1.70 Å, e ¼ 0.67 kcal/mol) of the zinc ion

(Zn2þ)49 was used instead of the original nonbonded

zinc parameters from the AMBER force field, avoiding

a disorder of the ZFP during minimizations. The Zn2þ

was coordinated within the ZFP by two CYM and two

HID residues. A geometry with a tetrahedrally coordi-

nated Zn2þ in the center of the ZFP was subsequently

maintained throughout the minimizations. The

remaining protein and nucleic acid parameters were

determined using the AMBER ff03 force field.50

Both Zif1 and Zif2 models were then solvated with

an explicit TIP3P water model51 in a truncated octahe-

dral box with a minimum 10 Å distance between any

solute atom and a box edge. Periodic boundary

conditions were applied for avoiding the impacts

from the atoms on the outer surfaces drifting away

from the simulation box. The systems were neutralized

with a minimum number of sodium ions and were

then energy minimized in two stages (only solvent

and ions at first, then all atoms). Each minimization

stage was performed using the first 100 steps of a

steepest descent algorithm followed up with 2400

steps of conjugate gradient minimization to get closer

to an energy minimum. The minimized conformations

of Zif1 and Zif2 were visualized and structurally

analyzed.

Analysis of the ZFP-DNA interaction energies

To investigate the relative binding energies between

the designed ZFP and the target oligonucleotides, a

short trajectory of each protein–DNA complex was

produced. The system was treated as a ligand/receptor

complex, in which the designed ZF motif was the

ligand and the target DNA was the receptor. The MM/

GBSA approach was then used to calculate the free

energies of molecules (Gx) in solution as described in

previous work52 [see Eqs. (1) and (2)]. The molecular

mechanical energies, the van der Waals interaction

(Evdw), electrostatic interaction (Ees), and internal

energy (Ein), as well as the free energy of the GB sol-

vated system (Gpol) and the hydrophobic contribution

to the solvation free energy (Gnonpol) were calculated

with the SANDER program. The GBOBC solvent

model53 with igb ¼ 2 was used in this study. The bind-

ing energies of ZF motifs to their DNA and the relative

free energies between Zif1 and Zif2 are calculated as in

Eqs. (3) and (4), averaging over trajectories from the

minimizations.

Gx ¼ Evdw þ Ees þ Ein þ Gpol þ Gnonpol (1)

Gnonpol ¼ 0:0072 kcal mol�1Ao�2 � SA (2)

DGbinding ¼ Gcomplex � Greceptor � Gligand (3)

DDGbinding ¼ DGbindingðZif 1Þ � DGbindingðZif2Þ (4)
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