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เอนไซมไ์คติเนสจดัอยูใ่นกลุ่มของไกลโคไซด์ไฮโดรเลสแฟมิลีท่ี 18 และ 19 ซ่ึงมีหนา้ท่ีใน
การย่อยสลายไคตินให้เป็นน ้ าตาลโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้ นท่ีถูกย่อยสลายต่อให้เป็นน ้ าตาล       
กลุคแนคโมเลกุลเด่ียวโดยเอนไซมก์ลุคแนคเอสแฟมิลีท่ี 3 20 และ 84 วิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีไดแ้บ่ง
การศึกษาออกเป็น 3 ส่วน โดยส่วนแรกท าการศึกษาเก่ียวกบัการตรวจสอบกรดอะมิโนท่ีท าหนา้ท่ี
ในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมก์ลุคแนคเอสโดยวธีิการช่วยเหลือทางเคมี กรดอะมิโน 2 คู่ (Asp303-
Asp304 และ Asp437-Glu438) ของเอนไซม์กลุคแนคเอสถูกท าให้กลายพันธ์ุโดยเทคนิคการ      
กลายพนัธ์ุแบบเฉพาะต าแหน่ง การแทนท่ีกรดอะมิโน Asp303 Asp304 Asp437 และ Glu438 ดว้ย       
กรดอะมิโนอะลานีน แอสพาราจีน หรือกลูตามีนท าให้สูญเสียความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของ
เอนไซมก์ลุคแนคเอส อยา่งไรก็ดี ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาท่ีลดลงของเอนไซมก์ลายพนัธ์ุ 
D437A สามารถถูกกูคื้นกลบัมาไดอ้ยา่งมากตามปริมาณความเขม้ขน้ของนิวคลีโอไฟล์ (ฟอร์เมต
ไอออน) ท่ีใส่เพิ่มข้ึน ในขณะท่ีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมก์ลายพนัธ์ุตวัอ่ืนยงัคง
เหมือนเดิม ดงันั้น การช่วยเหลือทางเคมีของเอนไซม์กลุคแนคเอสกลายพนัธ์ุ D437A โดยการใส่    
นิวคลีโอไฟล์ช่วยระบุว่า กรดอะมิโน D437 เป็นตวัเร่งแบบนิวคลีโอไฟล์หรือเบส และคู่กรด         
อะมิโน E438 เป็นตวัเร่งแบบใหโ้ปรตอนหรือรับโปรตอน  
 ในงานวิจยัส่วนท่ีสอง หน้าท่ีและโครงสร้างของเอนไซม์กลุคแนคเอสได้ถูกศึกษาโดย
การศึกษาทางดา้นผลึกศาสตร์และจลนพลศาสตร์ของโปรตีน การท าโครมาโตกราฟฟีโดยแยกตาม
ขนาดของโปรตีนและการท าอิเล็กโตรโฟเรซิสของอะคริลาไมด์เจลแบบตั้ งต้นเสนอแนะว่า 
เอนไซม์กลุคแนคเอสลูกผสมเป็นแบบโมโนเมอร์โดยมีขนาดเท่ากบั 75 กิโลดาลตนั การศึกษา
โครงสร้างแสดงให้เห็นว่า เอนไซม์กลุคแนคเอสประกอบไปด้วยสามโดเมนท่ีแตกต่างกันคือ 
โดเมนท่ีจบัคาร์โบไฮเดรตทางดา้นเอ็นเทอมินอล โดเมนท่ีมีโครงสร้างเป็น α+β และโดเมนเร่ง
ปฏิกิริยาท่ีมีโครงสร้างแบบ TIM-barrel บริเวณร่องท่ีจบักบัสับสเตรทของเอนไซม์กลุคแนคเอส     
มีโครงสร้างเหมือนกับอุโมงค์ขนาดเล็กซ่ึงเหมาะกับการจบัน ้ าตาลโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้ น       
การซ้อนทบักนัของโครงสร้างท่ีมีลิแกนด์กบัไม่มีลิแกนด์เสนอแนะวา่ การจบักนักบัน ้ าตาลชกัน า
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ให้เกิดการเปล่ียนโครงรูปบริเวณร่องท่ีจบักบัน ้ าตาล การวิเคราะห์ทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์
กลายพนัธ์ุบริเวณเร่งปฏิกิริยาแสดงให้เห็นวา่ คู่กรดอะมิโน D437-E438 มีความส าคญัอยา่งมากต่อ
การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมก์ลุคแนคเอส 
 ในงานวิจยัส่วนท่ีสาม ค่า pKa ของกรดอะมิโนในบริเวณเร่งปฏิกิริยาท่ีต าแหน่ง DxDxE 
sequence motif (ใชส้ัญลกัษณ์แทนวา่ D1 D2 และ E) และ pH profile ของเอนไซมไ์คติเนสแฟมิลี 18 
ได้ถูกศึกษา การวิเคราะห์พบว่าแขนงข้างกรดอะมิโน D1 อยู่ในต าแหน่ง “ข้ึน” อย่างสมบูรณ์ 
ในขณะท่ีแขนงขา้งของกรดกลูตาเมต E อยู่ในต าแหน่ง “ลง” เป็นส่วนใหญ่ทั้งในรูปของเอนไซม์
อิสระและท่ีจบักบัลิแกนด์ ค่า pKa ท่ีไดจ้ากการค านวณของกรดอะมิโนสามตวัถูกพบวา่ ค่า pKa ของ 
D1 มีค่านอ้ยกวา่ 2 ค่า pKa ของ D2 อยูร่ะหว่าง 8.0 ถึง 13.0 และค่า pKa ของ E ถูกพบอยู่ในช่วงตั้งแต่ 
6.0 ถึง 9.0 ค่า pKa ท่ีค  านวณไดร้ะบุว่า คู่กรดอะมิโนแอสพาเทต D1 และ D2 ในเอนไซมไ์คติเนสใช้
ประจุลบเพียงหน่ึงตวัร่วมกนัในทุกช่วง pH ในขณะท่ีกรดกลูตามิก E ถูกท าใหมี้โปรตอนท่ีค่า pH ท่ี
เอนไซมอ์ยูใ่นรูปท่ีท างานได ้โดยสรุป กรดอะมิโนสามตวัน้ีถูกเสนอแนะเพื่อแสดงบทบาทร่วมกนั
ในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมไ์คติเนสแฟมิลี 18 และกรดอะมิโน D1 D2 และ E ตอ้งอยูใ่นรูปท่ีมี
ประจุ ไม่มีประจุ และไม่มีประจุตามล าดบัส าหรับไคติเนสท่ีอยูใ่นรูปท างานได ้
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 Chitinases are a member of family 18 and 19 glycoside hydrolases that are 

responsible for the successive degradation of insoluble chitin to yield soluble 

chitooligosaccharides, which are then further hydrolysed to GlcNAc monomers by 

family 3, 20 and 84 GlcNAcases. This thesis is divided into three parts. The first part is 

involved with probing the catalytic residues of VhGlcNAcase by a chemical rescue 

approach. Two invariant acidic pairs (Asp303-Asp304 and Asp437-Glu438) of 

VhGlcNAcase were mutated using a site-directed mutagenesis strategy. Substitution of 

Asp303, Asp304, Asp437 or Glu438 with Ala/Asn/Gln produced a dramatic loss of the 

GlcNAcase activity. However, the activity of the inactive D437A mutant was largely 

recovered in the presence of an exogenous nucleophile (formate ion) in a concentration-

dependent manner, while the activity of other mutants was restored only slightly. In 

conclusions, chemical rescue of the VhGlcNAcase D437A inactive mutant by an added 

nucleophile helped to identify Asp437 as the catalytic nucleophile/base, and hence its 

acidic partner Glu438 as the catalytic proton donor/acceptor. 

 In the second part, the function and structure of VhGlcNAcase were investigated 
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by protein crystallography and enzyme kinetics. Size-exclusion chromatography and 

native-PAGE suggested that the recombinant VhGlcNAcase is a monomeric enzyme 

with molecular weight of 75 kDa. Structural investigation revealed that VhGlcNAcase 

comprises three distinct domains, designated as the N-terminal carbohydrate-binding 

domain, the α+β topology domain and the TIM-barrel catalytic domain. The substrate 

binding pocket of VhGlcNAcase has a small tunnel-like structure, which is suitable to 

accommodate a short-chain chitooligosaccharide. Superimposition of the crystal 

structures of ligand-free and ligand-bound VhGlcNAcase suggests that binding of the 

GlcNAc induces local conformational changes around the sugar binding pocket. 

Kinetic analysis of the active-site mutants revealed that the adjacent D437-E438 pair is 

significantly important for the enzymic activity of VhGlcNAcase. 

 In the third part, the pKa of the active site residues in the DxDxE sequence motif 

(referred as ‘D1, D2 and E’) and its pH profiles of family 18 chitinases were 

investigated. The analysis has found that the side chain of D1 is mainly in the ‘up’ 

position, whereas the side chain of E is mainly in the ‘down’ position in the apo and 

holo forms. The pKa values calculated for the three residues are as follows: pKa (D1) < 

2.0, pKa (D2) in the range between 8.0-13.0 and pKa (E) in the range from 6.0 to 9.0. 

The calculated pKa values indicate that the D1-D2 pair holds exactly one negative charge 

over the whole accessible pH range, whereas the catalytic acid E is protonated over the 

catalytically competent pH range. In summary, these three acidic groups D1, D2 and E 

are proposed to play a concerted role in the catalysis of family 18 chitinases and must 

be charged, neutral and neutral, respectively for the chitinases to be active. 
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