
 

วตัถปุระสงค ์
1. เพื่อศกึษากลไกของปฏกิริยิายอ่ยสลายคารโ์บไฮเดรตดว้ยเอนไซมไ์คตเินสบใีนระดบั

อะตอม 
2. เพื่อศกึษาโครงสรา้งบรเิวณยดึจบัของซบัสเตรต และการปรบัเปลีย่นรปูร่างของน ้าตาล

ระหว่างเกดิปฏกิริยิาในเอนไซมไ์คตเินสบ ี
3. เพื่อคน้หาและท าความเขา้ใจล าดบักรดอะมโินทีม่บีทบาทต่อประสทิธภิาพการยอ่ยสลาย

คารโ์บไฮเดรต โดยใชเ้อนไซมไ์คตเินสบ ี
4. เพื่อทดสอบความน่าเชื่อถอืของการประยกุตใ์ช้ระเบยีบวธิ ี SCC-DFTB รว่มกบัการ

จ าลองพลวตัทิีผ่สมผสานกลศาสตรค์วอนตมัและกลศาสตรโ์มเลกุล 
 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
 กลไกการเร่งปฏกิริยิาการย่อยสลายคารโ์บไฮเดรตของเอนไซมไ์คตเินสบ ีมผีูเ้สนอไว้ดงัรปู
ที่ 1 โดยมกีรดอะมโิน Asp142 และ Glu144 ท าหน้าที่ในการเร่งปฏกิิรยิา ซึ่งจะเกดิผ่าน 2 
ขัน้ตอน คอื glycosylation และ deglycosylation โดยม ี oxazolinium ion intermediate เป็นสาร
อนิเตอรม์เิดยีต ส าหรบัปฏกิริยิาขัน้แรกนัน้จะเกี่ยวขอ้งกบัการถ่ายโอนโปรตอนระหว่างหมู่คาร์
บอกซลิของกรดอะมโินกลตูาเมตต าแหน่ง 144 (Glu144) ไปยงัอะตอมออกซเิจนของพนัธะไกลโค
สิดิก แล้วเกิดการสลายของพนัธะดังกล่าว ในขัน้ที่สองจะเกี่ยวข้องกับการถ่ายโอนโปรตอน
ระหว่างโมเลกุลน ้าที่เป็นตวัท าละลาย กบัหมู่คาร์บอกซลิของ Glu144  เพื่อเกิดปฏกิริยิาแทนที่
ดว้ยน ้าและได้น ้าตาล NAG2 เป็นผลติภณัฑ ์(ดูต าแหน่ง -1 และ -2) ขอ้เสนอดงักล่าวพบว่ายงัไม่
เคยมกีารตรวจพสิจูน์ความถูกตอ้ง ซึง่อาจเป็นเพราะการตรวจสอบกลไกนัน้ท าได้ยุ่งยาก ดว้ยเหตุ
นี้ผู้วจิยัจ าเป็นต้องตรวจสอบความถูกต้องของกลไกที่ได้เสนอไว ้โดยผลการจ าลองโครงสรา้งตัง้
ต้น (ES) ของปฏกิริยิาในตวัท าละลายน ้านาน 1.0 ns ดว้ยระเบยีบวธิจี าลองทางคอมพวิเตอรท์ี่
ผสมผสานทฤษฎกีลศาสตรค์วอนตมัสมยัใหม่และทฤษฎกีลศาสตรโ์มเลกุลดัง่เดมิ แสดงดงัรปูที ่2 
ซึง่ให้ขอ้มูลโครงสรา้งโดยรวมสอดคลอ้งกบัโครงสรา้งเดยีวกนัที่ได้จากการทดลอง (PDB code 
1E6N) ผลการจ าลองกลไกการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไคติเนสบี ค านวณด้วยระเบียบวิธ ี
QM(SCC-DFTB)/CHARMM22 umbrella sampling MD แสดงดงัรูปที่ 3 จากกราฟจะแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างค่าพลังงานอิสระที่เปลี่ยนแปลงไปในระหว่างเกิดปฏิกิริยา โดยพบว่า
พลงังานอสิระของการกระตุ้นของปฏกิริยิาขัน้แรก มคี่าเท่ากบั 20.5 kcal/mol ขณะที่ปฏกิริยิาใน
ขัน้ทีส่องมคี่าพลงังานอสิระของการกระตุ้น ~6 kcal/mol จากขอ้มลูนี้จงึสรุปไดว้่า glycosylation 
เป็นขัน้ก าหนดอตัรา ผลการวเิคราะหโ์ครงสรา้งของบรเิวณที่เกดิการถ่ายโอนโปรตอน สรุปไดว้่า
ทนัททีีเ่กดิการถ่ายโอนโปรตอนจากหมูค่ารบ์อกซลิของ Glu144 ไปยงัพนัธะไกลโคสดิกิ (C1-Ogly) 
จะท าใหพ้นัธะ C1-Ogly เกดิการแตกออก ส าหรบัการถ่ายโอนโปรตอนในขัน้ deglycosylation จะ
เกดิไดง้า่ยกว่า ทัง้นี้เป็นผลมาจากความไม่เสถยีรของโครงสรา้งสารอนิเตอรม์เิดยีต (high-energy 
intermediate) และส่งผลใหเ้กดิปฏกิริยิากบัโมเลกุลน ้าไดง้า่ย ผลการวเิคราะห์โครงสร้างของ
น ้าตาลในระหว่างปฏกิริยิาทัง้สองขัน้ตอน แสดงดงัรปูที ่4 จะพบว่าน ้าตาลมกีารเปลีย่นโครงสรา้ง



 

ดงันี้ boat (1,4B) ↔ half-chair (4H5) ↔ chair (4C1) ขอ้มลูนี้จดัเป็นรปูแบบใหม่ทีพ่ึง่มกีาร
รายงานไวส้ าหรบัเอนไซมใ์นตระกูลไกลโคสเิดส 

  
 รปูท่ี 1 กลไกการเร่งปฏกิริยิาเคมขีองเอนไซมไ์คตเินสบ ี

  

 
 รปูท่ี 2  โครงสรา้งสารตัง้ตน้ (ES) ของเอนไซมไ์คตเินสบ ีโดยวธิกีารจ าลองดว้ยคอมพวิเตอร ์

SCC-DFTB/CHARMM22 
  

  
 รปูท่ี 3 กราฟพลงังานอสิระ (free energy) เทยีบกบัปฏกิริยิาทีด่ าเนินไป (reaction coordinate) 

  



 

  
 รปูท่ี 4 ผลการท านายโครงสรา้งของน ้าตาลทีม่รีปูร่างหกเหลีย่มในระหว่างเกดิปฏกิริยิาในเอนไซมไ์คตเินส

บ ีโดยมกีารเปลีย่นรปูทรงของโมเลกุลน ้าตาลจาก 1,4B ↔4H5↔4C1 
 

 
รปูท่ี 5 แสดงโครงสรา้งและต าแหน่งของกรดอะมโินทีเ่กีย่วขอ้งกบัการยดึจบักบัซบัสเตรต 
NAG5 ของเอนไซมไ์คตเินสบ ี(PDB entry 1E6N). 
 

รปูที ่ 5 แสดงโครงสรา้งและต าแหน่งของกรดอะมโินทีเ่กีย่วขอ้งกบัการยดึจบักบัซบัสเตรต 
NAG5 ของเอนไซมไ์คตเินสบ ี จะเหน็ว่าการยดึจบัของซบัสเตรตเกดิจากกรดอะมโินหลายชนิด โดย
แรงยดึเกาะส่วนใหญ่เป็นแรงทีเ่กดิจากอนัตรกริยิาชนิด hydrogen bond (H-bond) และ van der 
Waals (vdW) โดยกรดอะมโินประเภทอะโรมาตกิ (Tyr และ Trp) จะมบีทบาทโดยตรงต่อการยดึจบั
ของโมเลกุลน ้าตาล pyranose (แสดงดว้ยสเีขยีว) ส าหรบักรดอะมโินทีม่ขี ัว้ ไดแ้ก่ Asp142, Tyr214, 
Asp215 และ Arg294 พบว่านอกจากจะช่วยยดึซบัสเตรตดว้ยแรงชนิด H-bond กบัหมู ่ -OH ของ
โมเลกุลน ้าตาลแลว้ ยงัพบว่ามบีทบาทต่อการเรง่ปฏกิริยิาดว้ย ในงานวจิยันี้ผูว้จิยัสนใจศกึษา
บทบาทของกรดอะมโินชนิดมขีัว้เหล่านี้ต่อประสทิธภิาพในการเรง่ปฏกิริยิา โดยปกตกิารวเิคราะห์
หากรดอะมโินชนิดไหนบา้งมผีลต่อประสทิธภิาพการท างานของเอนไซม ์ สามารถหาไดโ้ดยวธิกีาร
กลายพนัธุ ์ (site-directed mutagenesis) ซึง่นิยมใชใ้นหอ้งปฏบิตักิารชวีเคมทีัว่ไป ในงานวจิยันี้เรา
ไดป้ระยกุตห์ลกัการนี้กบัการค านวณ โดยจะพจิารณาและเปรยีบเทยีบค่าพลงังานกระตุน้ที่
เปลีย่นแปลงไปของระบบ wildtype (WT) กบัระบบทีม่กีารกลายพนัธุ ์ (mutant) โดย mutant อาจ
เกดิจากกรดอะมโินเพยีงหนึ่งหรอืสองต าแหน่ง (single/double mutations) กไ็ด ้โดยผลการค านวณ
แสดงดงัรปูที ่ 6 ซึง่เป็นกราฟแสดงค่าพลงังานศกัยส์มัพทัธข์องระบบทัง้สองเทยีบกบัการด าเนินไป
ของปฏกิริยิา (reaction coordinate) ไดจ้ากการค านวณดว้ยระเบยีบวธิทีฤษฎฟีงักช์นัความ
หนาแน่น (B3LYP/6-31G*) จะเหน็ไดว้่าโดยรวมการกลายพนัธุม์ผีลต่อความเสถยีรของสารอนิเตอร์



 

มเิดยิตทุกๆ ตวั แต่ทีเ่หน็เด่นชดั คอื D142A และ Y214F กล่าวคอื D142A มผีลโดยตรงต่อ
เสถยีรภาพของสารอนิเตอรม์เิดยีต โดยค่าพลงังาน EI มคี่าเพิม่ขึน้ชดัเจนจาก 11.0 kcal/mol ไป
เป็น 44.9 kcal/mol การกลายพนัธุน์ี้ยงัส่งผลใหต้อ้งใชพ้ลงังานกระตุน้มากถงึ 52.8 kcal/mol 
ส าหรบั Y214F พบว่ามผีลต่อความเสถยีรของสารอนิเตอรม์เิดยีต EI สงัเกตไดจ้ากค่าพลงังาน EI ที่
ลดลงอยา่งมากเทยีบกบั WT การลดลงนี้ยงัส่งผลใหค้่าพลงังานกระตุน้ในขัน้ทีส่องมแีนวโน้มเพิม่ขึน้ 
หรอือาจกล่าวไดว้่า Tyr214 ช่วยใหป้ฏกิริยิาการแทนทีข่องน ้าในขัน้ทีส่องเกดิไดง้่ายขึน้ โดยการลด
ความเสถยีรของสารอนิเตอรม์เิดยีตลง.  
 

 
รปูท่ี 6. แสดงกราฟพลงังานศกัยส์มัพทัธก์บัการด าเนินไปของปฏกิริยิา เมือ่กรดอะมโินในรปูที ่
3 เกดิการกลายพนัธุเ์ป็นอะลานีน (A) ทัง้แบบ single mutation และ double mutation  

 
สรปุ 

1. ผลการค านวณสนบัสนุนกลไกทีเ่สนอไวส้ าหรบัปฏกิริยิายอ่ยสลายคารโ์บไฮเดรตดว้ย
เอนไซมไ์คตเินสบ ี 

2. พบโครงสรา้งบรเิวณยดึจบัของน ้าตาลต าแหน่ง -1 เกดิการบดิเบีย้วรปูร่างของวงแหวน
หกเหลีย่มของน ้าตาล pyranose ระหว่างเกดิปฏกิริยิา (boat (1,4B) ↔ half-chair (4H5) 
↔ chair (4C1)) 

3. Asp142 และ Tyr214 เป็นกรดอะมโินทีม่บีทบาทซบัซอ้นและมผีลอยา่งมากต่อ
ประสทิธภิาพการท างานของเอนไซมไ์คตเินสบ ี

4. ต าท าละลายน ้ามผีลกระทบต่อประสทิธภิาพของเอนไซม ์ 
5. ระเบยีบวธิ ีSCC-DFTB/CHARMM22 QM/MM MD เป็นระเบยีบวธิทีีม่ปีระสทิธภิาพใน

การหาค่าพลงังานอสิระของปฏกิริยิาเคมใีนเอนไซมไ์กลโคสเิดส แต่จ าเป็นตอ้งมกีาร
ตรวจสอบความน่าเชื่อถอืเพิม่เตมิเทยีบกบัระเบยีบวธิอีื่นๆ ทีม่คีวามแม่นย าและถูกตอ้ง
มากกว่า เช่น DFT และ/หรอื MPn  



 

 
ข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 

ส าหรบัแผนการวจิยัในอนาคต จะเป็นการต่อยอดงานวจิยัไปสู่การประยุกต์ใช้วธิกีาร
ออกแบบโมเดลที่พฒันาขึน้ เพื่อศกึษาคุณสมบตัขิองโครงสรา้งคารโ์บไฮเดรตทีเ่ป็นรปูวงแหวน
ห้าเหลี่ยมที่ต าแหน่งยดึจบักับเอนไซม์ไกลโคสิเดส รวมถึงการท านายประสิทธิภาพในการ
สงัเคราะห์โอลิโกแซคคาไรด์ด้วยเอนไซม์ในกลุ่มไกลโคสิเดส เช่น ไคติเนสบี และเอนไซม์
เบตา้กลโูคสเิดส รว่มกบัเทคนิคทางวศิวกรรมเอนไซมต่์อไป 
 
Output จากโครงการวิจยัท่ีได้รบัทุนจาก สกว. 

1. ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาต ิ(ระบุชื่อผูแ้ต่ง ชื่อเรือ่ง ชื่อวารสาร ปี 
เล่มที ่เลขที ่และหน้า) หรอืผลงานตามทีค่าดไวใ้นสญัญาโครงการ 
1.1 บทความวิจยัระดบันานาชาติท่ีได้รบัการตีพิมพ ์ (และ/หรือก าลงัอยู่ใน

ขัน้ตอน) ในฐานข้อมลู SCOPUS/ISI และมีค่า impact factor จ านวน
ทัง้ส้ิน 6 เร่ือง 
ก. บทความหลกัท่ีคาดไว้ในสญัญาโครงการ จ านวน 2 เร่ือง 

          Jitonnom, J., Limb, M.A., Mulholland, A.J. QM/MM free-energy 
simulations of reaction in Serratia marcescens chitinase B reveal the 
protonation state of Asp142 and the critical role of Tyr214. J. Phys. Chem. 
B. 2014, 118, 4771-83. (IF: 3.69; cited by 2) 

    Jitonnom, J.; Sattayanon, C.; Kungwan, N.; Hannongbua, S., A DFT 
study of the unusual substrate-assisted mechanism of Serratia marcescens 
chitinase B reveals the role of solvent and mutational effect on catalysis. J. 
Mol. Graph. Model., 2015, 56, 53–59. (IF: 2.022; cited by 0) 
            

ข. บทความอ่ืนๆ ท่ีต่อยอดจากงานวิจยัหลกัของโครงการ จ านวน 4 
เร่ือง 
Sarot Cheenpracha, Jitayut Jionnom, Manutchaya Komek, 

Thunwadee Ritthiwigrom, Surat Laphookhieo, Acetylcholinesterase 
inhibitory activity and molecular docking study of steroidal alkaloids 
from Holarrhena pubescens barks, Bioorg. Med. Chem., under review. (IF: 
2.951) 
          Jitonnom, J., Sontag, C. Catalytic Oxidation of Glucose with 
Hydrogen Peroxide and Colloidal Gold as Pseudo-Homogenous Catalyst: A 



 

Combined Experimental and Theoretical Investigation. Chiang Mai J. Sci. 
ASAP. (IF: 0.516) 
           Jitonnom, J., Meelua, W. The effect of silicon-bridge and p-ligands 
on the electronic structures and related properties of dimethyl zirconocene 
polymerization catalysts: A comparative theoretical investigation. Chiang Mai 
J. Sci. 2014, 41(5.2): 1220-1229. (IF: 0.516; cited by 0) 
           Sattayanon, C., Sontising, W., Jitonnom, J., Meepowpan, P., 
Punyodom, W., Kungwan, N. Theoretical study on the mechanism and 
kinetics of ring-opening polymerization of cyclic esters initiated by tin(II) n-
butoxide. Comput. Theor. Chem. 2014, 1044, 29-35. (IF: 1.368; cited by 2) 
 

2. การน าผลงานวจิยัไปใชป้ระโยชน์ 

- เชงิวชิาการ (มกีารพฒันาการเรยีนการสอน/สรา้งนกัวจิยัใหม่) 
               ผลการด าเนินงานโครงการ “ความเข้าใจอย่างลกึซึ้งในธรรมชาติ
ของโครงสร้างคาร์โบไฮเดรตที่เป็นรูปวงแหวนห้าเหลี่ยมและหกเหลี่ยมใน
ระหว่างการเรง่ปฏกิริยิาเคมขีองเอนไซมไ์กลโคสเิดส ศกึษาโดยวธิีการจ าลองที่
ผสมผสานกลศาสตรค์วอนตมัและกลศาสตรโ์มเลกุล” ได้สรา้งองค์ความรูใ้หม่
จริงต่อวงการวิชาการ โดยทีมนักวิจ ัยเป็นกลุ่มวิจยัแรกของโลกที่สามารถ
อธบิายกลไกการย่อยสลายไคตินในระดบัโมเลกุล พร้อมทัง้ระบุบทบาทของ
กรดอะมโินทีเ่กี่ยวขอ้งไดอ้ย่างชดัเจน และได้ตพีมิพ์ลงในวารสาร Journal of 
Physical Chemistry B (Jitonnom et al,, J. Phys. Chem. B, 2014, 118, pp 
4771–4783) ซึ่งเป็นวารสารชัน้น าทางดา้นเคมเีชงิฟิสกิส์ นอกจากนี้บทความ
วจิยัเรื่องนี้ยงัได้รบัการอ้างองิลงในวารสาร ACS Catalysis (Zhang et al., 
ACS Catal., 2015, 5, 2559–2572) ซึง่เป็นวารสารชัน้น าของโลกที่มคี่า 
impact factor สูงถึง 7.572 โดยเนื้อหาของบทความมกีารกล่าวอ้างถึง
ผลงานวจิยัหลายครัง้ ซึ่งสะท้อนให้เห็นถึงความส าคญัของงานวจิยัในครัง้นี้ 
นอกจากนี้เทคนิค small quantum cluster ทีไ่ดศ้กึษาคน้ควา้ภายใต้โครงการ
ดงักล่าว พบว่าสามารถน าไปประยุกต์ใช้เพื่อศกึษาโครงสรา้งของสารประกอบ
เชงิซอ้นทีม่โีลหะทรานซชินัได ้ 
               โดยสรุปผลการด าเนินโครงการในช่วงระยะเวลา  2 ปี ผู้วจิยั
สามารถตีพิมพ์บทความวิจัยหรือหนังสือในระดับนานาชาติที่มีค่า impact 
factor ไปแล้ว จ านวน 5 เรื่อง (โดยมคี่าการอ้างองิ เท่ากบั 4) และก าลงัรอ
ตีพิมพ์ จ านวน 2 เรื่อง โดยมีการน าผลงานวิจยัไปเผยแพร่ในงานประชุม
วชิาการระดบันานาชาติจ านวน 2 ครัง้ (7th AOUPO/9th PST และ 
MACRO2014)  งานสมัมนาวชิาการ จ านวน 3 ครัง้ (ณ คณะวทิยาศาสตร ์ม.



 

เชยีงใหม่ และ ณ ส านักวชิาวทิยาศาสตร์ ม.วลยัลกัษณ์) รวมไปถงึการน าไป
บูรณาการกบัการเรยีนการสอนในรายวชิา 242413 เคมคี านวณเบือ้งต้น และ 
256449 งานวจิยัแนวใหมท่างเคมเีชงิฟิสกิส ์ของคณะวทิยาศาสตร ์ม.พะเยา 
 

3. อื่นๆ (เช่น ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการในประเทศ การเสนอผลงานในทีป่ระชุม
วชิาการ หนงัสอื การจดสทิธบิตัร) 
3.1 ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการในประเทศ 

จติระยุทธ ์จติอ่อนน้อม. การยอ่ยสลายคารโ์บไฮเดรตโดยเอนไซมไ์กล 
โคสเิดส: ทศันะเชงิกลไกและการประยกุตใ์ช้, วารสารวทิยาศาสตร ์มข., ฉบบัที ่ 
3 ปีที ่41, 582-594, (2556). 

จติระยุทธ ์จติอ่อนน้อม. การประยกุตใ์ชเ้ทคนิคการจ าลองพลวตัเชงิ
โมเลกุลทางดา้นวทิยาศาสตรโ์ปรตนี, วารสารนเรศวรพะเยา, ฉบบัที ่1 ปีที ่7, 
6-16 (2557). 

 
3.2 การเสนอผลงานในทีป่ระชุมวชิาการ 

1. Jitrayut Jitonnom and Adrian J. Mulholland, Understanding protein 
dynamics and enzyme catalysis: insights from modeling and simulations, 
the 7th AOHUPO/9th PST Conference at CRI, Bangkok, 6-8 August 
2014, (poster presentation) 

2. Wijitra Meelua and Jitrayut Jitonnom, Cationic Ring-Opening 
Polymerization of ε-Caprolactone by Bis(cyclopentadienyl)-Based Group 
4 Metallocene: A Theoretical Study on the Chain Propagation, The 2014 
IUPAC World Polymer Congress (MACRO2014), Chiang Mai 
International Convention and Exhibition Center, Chiang Mai, Thailand, 6-
11 July, 2014. (poster presentation) 
 

3.3 บทหนงัสอื (Book chapter) จ านวน 1 เรือ่ง 
Jitonnom, J. (2014) Computer-aided pesticide design: A short review. 

Short Views on Insect Biochemistry and Molecular Biology, (Eds.) 
Chandrasekar, R., Tyagi, B.K., Gui, Z.Z., and Reeck, G. International Book 
Mission, Academic Publisher, Manhattan, KS, USA. Chapter-30, Vol. (2): 
685-707. 


