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โปรตีน YKL-39 ซ่ึงเป็นโปรตีนเหมือนไคติเนสจากมนุษย์ จัดอยู่ในแฟมิลี glycosyl 

hydrolase 18 (GH-18) ท่ีไม่สามารถยอ่ยไคตินได ้โปรตีนน้ีถูกจดัเป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพการกระตุน้

ของเซลล์กระดูกอ่อนและการติดตามความก้าวหน้าของโรคขอ้เส่ือม แต่กลไกการทาํงานยงัไม่

ทราบแน่ชดั วทิยานิพนธ์ฉบบัน้ีไดแ้บ่งการศึกษาออกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนแรกทาํการศึกษาเก่ียวกบั

การโคลน และผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน YKL-39 ในแบคทีเรีย เพื่อใชเ้ป็นอิมมูนูเจนสําหรับผลิต

โพลีโคลนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อโปรตีน YKL-39 จากการศึกษาพบวา่ ทั้ง

โพลีโคนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจาํเพาะและทาํปฏิกิริยาอย่างสูงต่อโปรตีน   

YKL-39 ผูท้าํวิจยัสามารถคดัเลือกโมโนโคลนท่ีสามารถสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาํเพาะต่อ

โปรตีน YKL-39 ไดจ้าํนวน 2 โคลนให้ช่ือว่า 6H11 และ 8H3 ซ่ึงโคลนทั้งสองสามารถผลิต

แอนติบอดีชนิด IgM จากการศึกษาความจาํเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตไดต้่อโปรตีน YKL-39 ดว้ย

เทคนิค Dot blot พบว่าแอนติบอดีมีความจาํเพาะสูงต่อโปรตีน YKL-39 ในตวัอยา่งนํ้ าไขขอ้ของ

ผูป่้วยโรคข้อเส่ือม และในเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ และทีลิมโฟไซต์ จากการค้นหา

โปรตีนคู่จบัของโปรตีน YKL-39 ในระบบฐานขอ้มูล พบวา่มีไกลโคโปรตีนหลายชนิดท่ีเก่ียวขอ้ง

กับโปรตีน YKL-39 ซ่ึงมีบทบาทในเน้ือเยื่อกระดูกอ่อน การสร้างเน้ือเยื่อเก่ียวพนั และการ

ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งเซลล ์สามารถสรุปไดว้า่โพลิโคลนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน 

YKL-39 ท่ีผลิตไดมี้ความเหมาะสมในการนาํไปใชป้ระโยชน์ในการศึกษาดา้นภูมิคุม้กนัวิทยา เช่น 

การศึกษาวิถีการควบคุมของโปรตีน YKL-39 และการพฒันาอุปกรณ์ในการตรวจวดัโปรตีนดว้ย

วธีิอิมมินูเซนเซอร์เพื่อติดตามความเสียหายของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อน 

 ส่วนท่ี 2 เป็นการศึกษาโครงสร้างสามมิติจากผลึกโปรตีนดว้ยวิธีการหกัเหของรังสีเอกซ์และ

ศึกษาการจบัของโปรตีน YKL-39 ต่อไคตินสายสั้ นโดยวิธีอุณหพลศาสตร์ ผลการทดลองท่ีได้

พบว่าผลึกของโปรตีนสภาพธรรมชาติและท่ีจบักบัไคตินสายสั้ นขนาด 2-6 หน่วย สามารถหักเห

รังสีเอกซ์ไดค้วามละเอียดถึง 1.53 ถึง 2.48 องัสตรอม มีโครงสร้างโดยรวมประกอบดว้ยสองส่วน 

คือ โดเมนหลกัมีโครงสร้างแบบ (β/α)8-TIM-barrel และโดเมนเล็กแทรกระหว่างโดเมนหลกัมี

โครงสร้างเป็น α+β การวเิคราะห์ทางโครงสร้างพิสูจน์ให้เห็นวา่โปรตีน YKL-39 จบักบันํ้ าตาลสาย

 

 

 

 

 

 

 

 



II 
 

สั้นดว้ยแรงไฮโดรโฟบิคและดว้ยเครือข่ายพนัธะไฮโดรเจน ซ่ึงการจบัของนํ้ าตาลสายสั้นส่งผลให้

โปรตีนเกิดการเปล่ียนแปลงโครงรูปเพื่อใหก้ารจบัแน่นข้ึน ผลการวิเคราะห์โครงสร้างแสดงให้เห็น

ว่าโปรตีน YKL-39 มีบริเวณจบักับนํ้ าตาล 5 บริเวณย่อย ซ่ึงครอบคลุมตาํแหน่ง (-3)(-2)(-1) 

(+1)(+2) โดยมีกรดอะมิโนทริปโตแฟนตาํแหน่ง 360 ทาํหน้าท่ีหลกัในการจบักบันํ้ าตาลดว้ยแรง

ไฮโดรโฟบิคท่ีบริเวณศูนย์กลางของร่องจบัของโปรตีน สําหรับการศึกษาอุณหพลศาสตร์ของ

โปรตีนจบักับไคตินสายสั้ นด้วยวิธี isothermal titration calorimetry (ITC) และ intrinsic 

fluorescence spectroscopy ช้ีใหเ้ห็นวา่โปรตีน YKL-39 จบักบันํ้าตาลสายสั้นดว้ยค่าคงท่ีในการแตก

ตวั (Kd) ท่ีความเขม้ขน้ระดบัไมโครโมลาร์ และค่าพลงังานของการจบัจะเพิ่มข้ึนตามจาํนวนหน่วย

ของนํ้ าตาลท่ียาวข้ึน โดยค่าท่ีพบไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัระหวา่งนํ้ าตาลไคติน 5 หน่วย 

และ 6 หน่วย จากผลการทดลองน้ีไดส้นบัสนุนขอ้มูลทางโครงสร้างสามมิติของโปรตีนท่ีแสดง

บริเวณการจบัต่อนํ้ าตาล 5 หน่วย และการวิเคราะห์ทางอุณหพลศาสตร์ช้ีให้เห็นว่าการจบัของ

นํ้ าตาลต่อโปรตีน YKL-39 ถูกขบัเคล่ือนโดยเอนทลัปี จากผลการศึกษาทั้งหมดเสนอให้เห็นว่า

โปรตีน YKL-39 จบักบันํ้าตาลอยา่งไร และอาจส่งผลใหเ้กิดการกระตุน้สัญญาณต่อระบบภูมิคุม้กนั

อตัโนมติัและการปรับรูปร่างของเน้ือเยื่อ 
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FUNCTIONAL AND STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF YKL-39, A 

HUMAN CHITINASE-LIKE PROTEIN 

 

Human cartilage chitinase 3-like protein 2 (CHI3L2 or YKL-39) is a member of 

family-18 glycoside hydrolases that lacks chitinase activity. YKL-39 is known as a 

potential marker for the activation of chondrocytes and the progression of 

osteoarthritis. This thesis is divided into two parts. The first part involves cloning and 

expression of YKL-39 in the bacterial system that was used as for production of    

anti-YKL39 polyclonal and monoclonal antibodies. Both antibody types were highly 

selective, reacting only with YKL-39. Isotype mapping identified two generated 

hybridoma clones (so called clones 6H11 and 8H3) as the IgM isotype. Dot blot assay 

showed that the monoclonal antibody was strongly active with the synovial fluid of an 

osteoarthritis patient, and human monocyte and T lymphocyte cell lines. A database 

search for protein binding partners gave high hits with several glycoproteins that play 

particular roles in cartilage tissue scaffolding, connective tissue formation, and      

cell-cell interactions. In conclusion, anti-YKL39 polyclonal and monoclonal 

antibodies were raised and tested to be suitable for immunological application, such 

as the investigation of the YKL-39 regulating pathway and the development of an 

immunosensing tool for sensitive detection of cartilage tissue destruction.  
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In the second part, the binding of chitooligosaccharides to YKL-39 was 

investigated by protein crystallography and isothermal titration calorimetry. Four 

crystal structures of human YKL-39 were solved in the absence and presence of 

chitooligosaccharides. The overall structure of YKL-39 comprises a major (β/α)8 TIM 

barrel domain and a small α+β insertion domain. YKL-39 interacts with 

chitooligosaccharides through hydrophobic interactions, as well as a hydrogen 

bonding network. Detailed structural analysis revealed that the binding of chitin 

fragments induces local conformational changes that facilitate the tight binding and 

YKL-39 has the least extended chitin-binding cleft, containing five subsites for 

sugars, namely (-3)(-2)(-1)(+1)(+2), with Trp360 playing a prominent role in the 

sugar-protein interactions at the centre of the chitin binding cleft. Evaluation of 

binding affinities obtained from isothermal titration calorimetry and intrinsic 

fluorescence spectroscopy suggests that YKL-39 binds to chitooligosaccharides with 

Kd values in the micromolar concentration range and that the binding energies 

increase with the chain length. There were no significant differences between the Kd 

values of chitopentaose and chitohexaose, supporting the structural evidence for the 

five-binding subsite topology. Thermodynamic analysis indicates that binding of 

chitooligosaccharide to YKL-39 is mainly driven by enthalpy. In conclusion, our data 

suggest how YKL-39 could possibly interact with endogenous GlcNAc containing 

ligands that may stimulate the signaling cascades triggering autoimmune response and 

tissue remodeling. 
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	(A) GH-18 chitinase A with the ChBD attached on the N-terminus (blue) (Songsiriritthigul, Pantoom, Aguda, Robinson, and Suginta, 2008); (B) GH-18 chitinase B with the ChBD attached on the C-terminus (blue) (van Aalten et al., 2001). Both chitinase A a...
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