
 

 

 

 

 

 

 

 

I 
 

 

สุพรรษา  ปานทุม : การศึกษาการจบักบัลิแกนดแ์ละโครงสร้างสามมิติเชิงซอ้นของ 
ไคติเนส เอ จากเช้ือ Vibrio harveyi ท่ีมีตวัยบัย ั้งอยูด่ว้ย (STUDIES OF LIGAND 
BINDING, AND THREE DIMENSIONAL STRUCTURES OF CHITINASE A FROM 
VIBRIO HARVEYI IN COMPLEX WITH POTENTIAL INHIBITORS)  
อาจารยท่ี์ปรึกษา : รองศาสตราจารย ์ดร.วิภา  สุจินต,์ 269 หนา้. 
 

 

ไคติเนส เอ จากเช้ือ Vibrio harveyi หรือ     VhChiA      จดัอยูใ่นกลุ่มของไกลโคซิลไฮโดร 
เลสล าดบัท่ี 18 ซ่ึงมีส่วนประกอบของโครงสร้างหลกัแบ่งเป็นสามส่วนคือ 1) โดเมนจบัไคตินท่ี
ปลายดา้นอะมิโน 2) โดเมนเร่งปฏิกิริยามีโครงสร้างแบบ   (/)8-TIM-barrel   และ 3)    โดเมนเลก็ 
เแทรกระหว่างโดเมนจบัไคตินกบัโดเมนเร่งปฏิกิริยามีโครงสร้างแบบ + โดเมนจบัไคตินท า
หนา้ท่ีส าคญัในการจบักบัไคตินสายยาว ในขณะท่ีโดเมนเร่งปฏิกิริยามีหนา้ท่ีส าคญัในการจบัไคติน
สายสั้นและมีหน้าท่ีในกระบวนการย่อยสลายไคติน งานวิจยัส่วนแรกท าการศึกษาบทบาทและ
หนา้ท่ีของกรดอะมิโน Ser33 Trp70 Trp231 และ Trp245 ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนท่ีจดัเรียงอยูบ่นพื้นผวิ
ของไคติเนส การศึกษาผลของการกลายพนัธ์ุพบว่า กรดอะมิโน Trp70 ซ่ึงอยูท่ี่ปลายสุดของโดเมน
จบัไคตินมีบทบาทส าคญัท่ีสุดในการจบัและยอ่ยสลายไคตินสายยาว กรดอะมิโนท่ีมีบทบาทส าคญั
รองลงมาคือกรดอะมิโน Ser33 ส่วนกรดอะมิโน Trp231 และ Trp245 เป็นกรดอะมิโนท่ีอยูด่า้น
นอกของโดเมนเร่งปฏิกิริยามีความเก่ียวขอ้งกบัการย่อยสลายไคตินแต่ไม่มีบทบาทในการช่วยจบั
กบัไคตินสายยาว 

ในงานวิจยัส่วนท่ีสองตวัยบัย ั้งทั้งเจด็ชนิดของไคติเนสจากเช้ือ V. harveyi ไดถู้กคน้พบจาก 
Library of Pharmacologically Active Compounds (LOPAC) โดยวิธี high-throughput screening 
assay พบว่า ตวัยบัย ั้งท่ีมีศกัยภาพดีท่ีสุดคือ dequalinium ซ่ึงสามารถยบัย ั้งแอคติวิตีของเอนไซม ์
VhChiA ท่ีค่า Ki เท่ากบั   70 nM   ซ่ึงตวัยบัย ั้งจ  านวนหกชนิดจากเจด็ชนิด ยกเวน้ PEN จดัเป็นตวั
ยบัย ั้งชนิดใหม่ของไคติเนสแฟมิลี 18 จากการศึกษาโครงสร้างสามมิติเชิงซอ้น 14 โครงสร้างของ
ไคติเนสกบัตวัยบัย ั้งเหล่าน้ีพบว่า ลกัษณะการจบัของตวัยบัย ั้งนั้นครอบครุมพื้นท่ีส่วนบนของ
บริเวณเร่งและจบักบับริเวณท่ีไม่มีขั้ว สองต าแหน่งคือต าแหน่ง glycone ท่ีบริเวณจบั -4 ถึง -2 และ
ต าแหน่ง aglycone ท่ีบริเวณจบั +1 ถึง +2 ซ่ึงแตกต่างจากการจบัของตวัยบัย ั้งท่ีถูกคน้พบก่อนหนา้น้ี
โดยท่ีตวัยบัย ั้งเหล่านั้นมีลกัษณะการจบัคลา้ยกบั reaction intermediate โดยจะจบัในร่องของบริเวณ
เร่งปฏิกิริยาในต าแหน่งยอ่ยสลายสับสเตรทท่ีบริเวณ -1 ในการศึกษาน้ีพบว่า ตวัยบัย ั้งเขา้จบักบั
เอนไซมด์ั้งเดิมในต าแหน่ง aglycone กบักรดอะมิโน Trp275 และ Trp397 ดว้ยสัมพรรคภาพสูง 
เน่ืองจากแสดงแผนท่ีความหนาแน่นอิเลคตรอนของตวัยบัย ั้งอย่างเด่นชดั ขณะท่ีตวัยบัย ั้งจบัท่ี



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II 

ต าแหน่ง glycone กบักรดอะมิโน Trp168 และ Val205 เป็นการจบัแบบไม่แน่นอนเน่ืองจากมีแผนท่ี
ความหนาแน่นอิเลคตรอนท่ีไม่ชดัเจน แสดงใหเ้ห็นว่าการจบัท่ีต าแหน่ง glycone มีสัมพรรคภาพต ่า 
การเปล่ียนกรดอะมิโน Trp275 ไปเป็นกรดอะมิโน Gly ส่งผลใหส้ัมพรรคภาพในการจบัของตวั
ยบัย ั้งลดลงอยา่งมากและมีการเปล่ียนรูปแบบของการจบัของตวัยบัย ั้งโดยท่ีตวัยบัย ั้งทั้งสองจะจบั
กนัแบบ stacking และจบักบักรดอะมิโน Trp397 ท่ีต  าแหน่ง aglycone การศึกษากลไกการจบัของ
ตวัยบัย ั้งกบัไคติเนสโดยวิธี isothermal microcalorimetry พบว่า มีสามกลไก คือ 1) a single-site-
binding mode 2) a two-independent-site binding mode และ 3) a two-sequential-site binding mode 

ตวัยบัย ั้งท่ีมีศกัยภาพในการยบัย ั้งดีท่ีสุดคือ dequalinium ซ่ึงสามารถยบัย ั้งไดท่ี้ความเขม้ขน้ระดบั 
nM ถือเป็นตวัยบัย ั้งท่ีน่าสนใจเป็นอย่างยิ่งท่ีจะน าไปพฒันายารักษาโรคในคนท่ีมีพยาธิสภาพ
เก่ียวขอ้งกบัไคติเนส 
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CHITIN BINDING DOMAIN/CHITINASE INHIBITORS/VIBRIO HARVEYI 

CHITINASE A/LOPAC LIBRARY   

  

Vibrio harveyi chitinase A or VhChiA (EC 3.2.1.14) is a member of family-18 

glycoside hydrolases. The structure of VhChiA comprises three main domains: i) the 

N-terminal chitin binding domain (ChBD); ii) the (α/β)8 TIM barrel catalytic domain 

(CatD); and iii) the α+β small insertion domain. The ChBD is important for binding to 

long-chain substrates, while the CatD is important for binding to 

chitooligosaccharides and participating in enzyme catalysis. In the first part of this 

study, four surface-exposed residues (Trp70, Ser33, Trp231, and Tyr245) were 

investigated. Mutational analysis suggested that Trp70 located at the end of the ChBD 

is crucial for binding and catalytic activities of VhChiA towards chitin polymer. Ser33 

located nearby also showed binding effects, but to a lesser extent. The other two 

residues, Trp231 and Tyr245, which are located outside the substrate-binding cleft, 

are involved in chitin hydrolysis, but do not play a major role in the chitin binding 

process.  

In the second part of this study, seven inhibitors against VhChiA were 

identified from the Library of Pharmacologically Active Compounds (LOPAC) by a 

high throughput screening assay, with dequalinium being the most active with the Ki 

of 70 nM. Six out of the seven inhibitors are novel in their inhibitory effects against 
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family-18 chitinases. Fourteen VhChiA-inhibitor complexes revealed that all the 

inhibitor molecules only occupied the upper part of the substrate binding cleft in two 

hydrophobic areas (the glycone area around subsites -4 to -2 and the aglycone area 

around substies +1 and +2). Such findings are different from the previously-reported 

inhibitors that mimicked the reaction intermediate by occupying the bottom of the 

chitinase’s active site at subsite -1. The binding of the inhibitors to the wild-type 

enzyme at the algycone sites are well defined and tightly associated with the two 

important aromatic residues Trp397 and Trp275, whereas interactions at the glycone 

sites are connected with two consensus residues, Trp168 and Val205, and are patchy 

with an ill-defined inhibitor density, indicating lower affinity of binding at the 

glycone subsites. When Trp275 was substituted with glycine (mutant W275G), the 

binding affinities towards all the inhibitors dramatically decreased and in most 

structures two inhibitor molecules were found to stack against Trp397 at the aglycone 

binding site. Isothermal microcalorimetry confirmed that the inhibitors occupied the 

active site of VhChiA in three different binding modes, including 1) a single-site-

binding mode 2) a two-independent-site binding mode; and 3) a two-sequential-site 

binding mode. From chemical biology point of view, dequalinium, the most potent 

inhibitor with the inhibitory effect at low nM level, could serve as an extremely 

attractive lead compound for plausible development of therapeutics against human 

diseases involving chitinase-mediated pathologies. 
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