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บทคัดย่อ

การวิจัยคร้ังนี้เป็นการศึกษาการจ�ำลองอันตรกิริยาระหว่างเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสชนิด Homo sapiens (hAChE) 

และ Torpedo californica (TcAChE) กับสารส�ำคัญจากต้นส่องฟ้า (Clausena harmandiana) ได้แก่สารกลุ่มคูมาริน

ซ่ึงประกอบด้วย Xanthoxyletin, Nordentatin, Dentatin และ Clausarin สารกลุ่มคาร์บาโซลแอลคาลอยด์ ได้แก่ 

7-Methoxymukonal, 7-Methoxyheptaphylline และ Heptaphylline ด้วยวิธีโมเลกุลาร์ด็อกกิง ในการทดลองได้

น�ำสารมาตรฐานที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ได้แก่ Donepezil, Rivastigmine, Galantamine 

และ Tacrine เป็นกลุ่มควบคุมในการรีด็อกกิง จากการทดลองสามารถสร้างพารามิเตอร์ท่ีสอดคล้องกับรายงานท่ีผ่าน

มา โดยสารมาตรฐานทุกตัวมีค่าพลังงานยึดจับ กับ hAChE อยู่ในช่วง -11.53 ถึง -7.31 kcal/mol และ TcAChE อยู่

ในช่วง -11.30 ถึง -7.04 kcal/mol ดังนั้นพารามิเตอร์ดังกล่าวจึงถูกน�ำมาใช้ศึกษากับสารทดสอบ ผลการศึกษาพบว่า

การเกิดอันตกิริยาระหว่างเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสท้ังชนิด hAChE และ TcAChE กับสารทดสอบท้ังหมดให้ผล

สอดคล้องและเป็นไปในทิศทางเดียวกัน และมีการยึดจับผ่านอันตรกิริยา 3 แบบได้แก่ H-bonding, π-π interaction 

การศึกษาอันตรกิริยาระหว่างเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส 
กับสารส�ำคัญจากต้นส่องฟ้า ด้วยวิธีโมเลกุลาร์ด็อกกิง
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และ hydrophobic interaction ท่ีบริเวณ Peripheral Anionic Site--PAS ได้เช่นเดียวกันท้ังหมด และพบว่าสารกลุ่ม

คูมารินสามารถยึดจับกับเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสท้ัง 2 ชนิด ได้ดีกว่าสารกลุ ่มคาร์บาโซลแอลคาลอยด์ 

โดยสาร Clausarin สามารถยึดจับกับเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสท้ัง 2 ชนิดได้ดีท่ีสุด และมีค่าพลังงานยึดจับใกล้เคียง

กับ Donepezil จึงอาจกล่าวได้ว่า สารจากต้นส่องฟ้าโดยเฉพาะสารกลุ่มคูมารินมีศักยภาพในการพัฒนาต่อยอดเป็น

สารออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส

ค�ำส�ำคัญ: โมเลกุลาร์ด็อกกิง ส่องฟ้า อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส คูมาริน คาร์บาโซลแอลคาลอยด์

Abstract

This research aims to study the molecular interaction between acetylcholinesterases (AChEs), Homo 

sapiens (hAChE) and Torpedo californica (TcAChE) and the isolated Coumarins (Xanthoxyletin, Nordentatin, 

Dentatin and Clausarin) and Carbazole alkaloids (7-Methoxymukonal, 7-Methoxyheptaphylline and 

Heptaphylline) from Clausena harmandiana using in-silico molecular docking technique. Four standard 

acetylcholinesterase inhibitors are Donepezil, Rivastigmine, Galantamine, and Tacrine were used for 

re-docking process. The complex of hAChE or TcAChE with four standard acetylcholinesterase inhibitors 

displayed the binding energies value in the range -11.53 to -7.31 kcal/mol and -11.30 to -7.04 kcal/mol, 

which accorded to the previously study. Therefore, the optimized crystal structures of AChEs were 

further used in this study. The docking result showed the same pattern of molecular interaction via 

H-bonding, π-π interaction and hydrophobic interaction at Peripheral Anionic Site--PAS, and stability 

binding trend between AChEs and all tested compounds were observed. Coumarins displayed the 

stable complex with AChEs than Carbazole alkaloids, especially Clausarin exhibited the most stability 

complex. To summarize, the isolated compounds from C. harmadiana, particularly coumarins have 

the high potential to be acetylcholinesterase inhibitor agent.

Keywords: molecular docking, hAChE, TcAChE, coumarins, Carbazole alkaloids

บทน�ำ

	 จากการส�ำรวจ 10 สาเหตุหลักของการเสียชีวิต

ของประชากรทั่วโลกในปี ค.ศ. 2010 ถึง ค.ศ. 2016 ของ

องค์การอนามัยโลก พบผู้ป่วยเสียชีวิตจากโรคอัลไซเมอร์

เพิ่มขึ้นเป็นอันดับที่ 5 ในปี ค.ศ. 2016 ซ่ึงเดิมในปี ค.ศ. 

2010 อยู ่ในอันดับที่ 8 จะเห็นได้ว่าอัตราการเสียชีวิต

จากโรคอัลไซเมอร์ในระยะเวลา 6 ปี มีอัตราเพิ่มสูงข้ึนถึง 

41.67% ซ่ึงสูงกว่าอตัราการเพิม่ขึน้ของโรคหวัใจ (11.57%) 

ซึ่งเป็นสาเหตุการเสียชีวิตเป็นอันดับแรก (WHO, 2018) 

สบืเนือ่งจากอตัราการเพ่ิมข้ึนของสถิตกิารเกดิโรคอลัไซเมอร์ 

เป็นผลให้มงีานวจิยัเกีย่วกบัโรคทางระบบประสาทเพิม่มาก

ขึน้เรือ่ย ๆ  โดยเฉพาะโรคอัลไซเมอร์ มกีารต้ังสมมติุฐานการ

เกิดโรคอลัไซเมอร์ไว้หลายสมมตุฐิาน โดยสมมุตฐิานโคลเินอจกิ 

(Cholinergic hypothesis) เป็นสมมุติฐานท่ีได้รับการ

ยอมรับอย่างแพร่หลายในทางวิทยาศาสตร์ว่าเป็นสาเหตุ

หน่ึงของการเกิดโรค จึงมีการน�ำสมมุติฐานดังกล่าวมาใช้
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ส�ำหรับการออกแบบโครงสร้างยารักษาโรคอัลไซเมอร์ใน

ปัจจุบัน กล่าวคือโรคอัลไซเมอร์เกิดจากการลดลงของสาร

สือ่ประสาทอะซติลิโคลนี (Acetylcholine--ACh) ทีบ่รเิวณ

ปลายประสาท เน่ืองจากถูกไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อะซิติล

โคลีนเอสเทอเรส(Acetylcholinesterase--AChE) ท�ำให้

อะซติลิโคลนีทีส่่งไปยงัตวัรบันโิคตนิกิ (Nicotinic receptor) 

และมัสคารินิก (Muscarinic receptor) เกิดความไม่

สมดุล และเหนี่ยวน�ำให้เกิดการสะสมของเบต้าอะไมลอยด์ 

(β-amyloids) รวมไปถึงการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเทา

โปรตีน (Tau proteins) ส่งผลให้เกิดเป็นโรคอัลไซเมอร์ 

(Giacobini, 2003) หน่ึงในแนวทางการรักษาโรคอลัไซเมอร์ 

คือ การยับยั้งการท�ำงานของเอนไซม์ AChE ท�ำให้เอนไซม์

ไม่สามารถไฮโดรไลซ์สารสื่อประสาทอะซิติลโคลีนได้ ส่ง

ผลให้ปริมาณสารสื่อประสาทอะซิติลโคลีนเพิ่มข้ึน และ

เกิดการยับยั้งการสะสมของสารเบต้าอะไมลอยด์ รวมถึง

ป้องกันการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเทาโปรตีน ยารักษา

โรคอัลไซเมอร์ในปัจจุบันที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการท�ำงานของ

เอนไซม์ AChE ได้แก่ Tacrine, Donepezil, Galantamine 

และ Rivastigmine (ภาพ 1) แต่ในปัจจุบันได้ยกเลิกการ

ใช้ Tacrine ในการรักษาโรคอัลไซเมอร์ ทั้งนี้เนื่องจากพบ

รายงานการเกิดพิษต่อตับ (Froestl, Muhs & Pfeifer, 

2014) แต่อย่างไรก็ตามยังคงมีการใช้ Tacrine เพื่อเป็น

สารมาตรฐานในห้องปฏบิติัการส�ำหรบัการทดสอบในหลอด

ทดลอง

	 การพฒันายารกัษาโรคอลัไซเมอร์ในปัจจบุนัมคีวาม

ก้าวหน้าอย่างมาก เนื่องจากมีการน�ำการศึกษาทางเคมี

คอมพวิเตอร์เข้ามาประยุกต์ใช้ ในการคัดเลอืกโครงสร้างสาร

ท่ีมีฤทธิย์บัยัง้เอนไซม์ AChE โดยการศึกษาโมเลกลุาร์ดอ็กกงิ 

(Molecular docking) จากการค�ำนวณพลังงานการยึดจับ 

และการเกิดอันตรกิริยากับกรดอะมิโน โดยใช้ซอฟต์แวร์

ทางคอมพิวเตอร์มาประยุกต์ใช้ในการค�ำนวณ และใช้วิธี

ของ Monte Carlo ในการหาต�ำแหน่งที่เหมาะสมของ

สารในการจับกับกับเอนไซม์ (Metropolis, Rosenbluth, 

Rosenbluth, Teller & Teller, 1953) โดยโปรแกรม

ดังกล่าวได้พัฒนามาจากโครงสร้างเอกซเรย์ของเอนไซม์ 

AChE ที่เคยมีรายงานได้แก่เอนไซม์ Homo sapiens (รหัส 

1B41 1F8U 4EY6 4EY7), Mus musculus (รหัส 1N5M 

1N5R 1JO6 1JO7), Torpedo californica (รหัส 1EVE 

1GQR 1DX6 1W6R 1QTI 1EA5 1ACJ), Electrophorus 

electricus (รหสั 1C2O) และ Drosophila melanogaster 

(รหัส 1QO9) แต่ท่ีนิยมน�ำมาศึกษาโมเลกุลาร์ด็อกกิง ได้แก่ 

H. sapiens (hAChE), E. electricus (eelAChE) และ 

T. californica (TcAChE) แต่เนื่องจาก เอนไซม์ TcAChE 

และ eelAChE มคีวามคล้ายคลงึกนัมาก จึงได้มนีกัวิทยาศาตร์

ท�ำการเปรยีบเทียบผลของการดอ็กกิงจากท้ัง 2 เอนไซม์ ซึ่ง

ให้ผลสอดคล้องกัน แต่ข้อมูลการเกิดอันตรกิริยาของ

กรดอะมิโนจากเอนไซม์ TcAChE มีความชัดเจนมากกว่า 

eelAChE (Razavi et al., 2013) จึงท�ำให้มีงานวิจัยหลาย

ฉบับนิยมใช้โครงสร้างของเอนไซม์ TcAChE มากกว่า 

eelAChE

	 เนื่องจากประเทศไทยมีความอุดมสมบูรณ์ของ

ทรัพยากรธรรมชาติเป็นอย่างมาก สมุนไพรหรือสารจาก

ธรรมชาติจึงเป็นแหล่งที่มาส�ำคัญของการค้นหายารักษา

โรคต้นส่องฟ้า (Clausena harmandiana) ซึ่งเป็นต้น

ไม้ท่ีพบมากในภาคตะวันอออกเฉียงเหนือ ในอดีตใช้เป็น

ยาพื้นบ้านในการลดไข้ จากข้อมูลด้านพฤกษเคมีมีรายงาน

ว่าพบสารเคมีที่เป็นองค์ประกอบหลัก 2 กลุ่ม คือ สารกลุ่ม

คาร์บาโซลแอลคาลอยด์ (Carbazole alkaloids) และสาร

กลุ่มคูมาริน (Coumarins) (Songsiang, Thongthoom, 

Boonyarat & Yenjai, 2011; Jantakoon, Tadtong & 

Puthongking, 2012; Wangboonskul, Tunsirikongkon & 

Sasithornwetchakun, 2015; Jantamart, Weerapreeyakul 

& Puthongking, 2019) และจากงานวจิยัเบือ้งต้นของกลุม่

ของผู้วิจัยที่ผ่านมา พบสารสกัดหยาบจากต้นส่องฟ้ามีฤทธิ์

ต้านอนมุลูอสิระ และฤทธิป์กป้องเซลล์ประสาท และพบสาร

องค์ประกอบ คือ สาร Nordentatin ซ่ึงเป็นสารในกลุ่ม

คูมาริน มีฤทธิ์ในการปกป้องเซลล์ประสาทสูงกว่าสารอื่นๆ

ในกลุ่มคูมาริน (Jantakoon et al., 2012) และกลุ่มของ

ผู้วิจัยยังได้แยกสารองค์ประกอบจากต้นส่องฟ้าได้แก่ สาร

กลุ่มคูมาริน 4 ชนิด ได้แก่ Xanthoxyletin, Dentatin, 

Nordentatin และ Clausarin และสารกลุม่คาร์บาโซลแอล

คาลอยด์ จ�ำนวน 3 ชนดิ ได้แก่ 7-Methoxyheptaphylline, 

Heptaphylline และ 7-Methoxymukonal (ภาพ 2) พบ

ว่า สารทุกตัวมีฤทธิ์ต้านมะเร็ง (Jantamart et al., 2019) 

นอกจากนี้กลุ่มวิจัยยังสนใจศึกษาศักยภาพของสารท้ัง 7 

ชนิดในการออกฤทธิ์ป้องกันหรือรักษาโรคอัลไซเมอร์ ผ่าน
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กลไกการยังยั้งเอนไซม์ AChE จากการทบทวนวรรณกรรม

ที่ผ่านมาไม่พบรายงานแสดงการเกิดอันตรกิริยาของสาร

กลุ่มคูมารินและคาร์บาโซลแอลคาลอยด์ จากต้นส่องฟ้ากับ

เอนไซม์ AChE จึงท�ำให้เกิดงานวิจัยครั้งนี้ และเนื่องจาก

สารที่แยกได้จากต้นส่องฟ้ามีปริมาณน้อยมาก ดังนั้นเพื่อ

ลดปริมาณการใช้สารจากธรรมชาติในเบ้ืองต้น และเพื่อให้

ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่ายในการทดสอบ เพื่อให้ได้มาซึ่ง

ข้อมลูเบือ้งต้น ผูว้จิยัจึงได้น�ำโปรแกรมคอมพิวเตอร์มาใช้ใน

การท�ำนายความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ AChE รวม

ถึงการศึกษาการเกิดอันตรกิริยาระหว่างสารจากต้นส่องฟ้า

กับเอนไซม์ AChE ด้วยวิธีโมเลกุลาร์ด็อกกิง ในการทดลอง

คร้ังน้ีเลือกใช้โครงสร้างเอกซเรย์ของเอนไซม์ hAChE และ 

TcAChE

วัตถุประสงค์การวิจัย

	 เพื่อท�ำนายฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ AChE ของ

สารส�ำคญัจากเปลอืกรากส่องฟ้า 7 ชนดิ ได้แก่ Xanthoxyletin, 

Nordentatin, Dentatin, Clausarin, 7-Methoxymukonal, 

7-Methoxy-heptaphylline และ Heptaphylline ด้วย

วธิโีมเลกลุาร์ดอ็กกงิ และศกึษาอนัตรกิรยิาทีเ่กดิข้ึนระหว่าง

สารทั้ง 7 ชนิด กับเอนไซม์ AChEs (hAChE และ TcAChE) 

เพือ่เป็นข้อมลูอ้างองิ และแนวทางในการดดัแปลงโครงสร้าง

สารกลุม่คมูารนิและคาร์บาโซลแอลคาลอยด์ให้มฤีทธิส์งูขึน้

NO
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O

N CH3

CH3
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CH3

CH3
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O
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O
CH3

H3C Galantamine

ภาพ 1 โครงสร้างของสารมาตรฐานที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส
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N
H

O

CHO

N
H

O

CHO

N
H

CHO

7-Methoxymukonal (5) 7-Methoxyheptaphylline (6) Heptaphylline (7)
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H3C H3C

H3C H3C

ภาพ 2 โครงสร้างของสาร 7 ชนิด ที่แยกได้จากต้นส่องฟ้า
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วิธีด�ำเนินการวิจัย
	 1. การเตรยีมโครงสร้างเอนไซม์ด้วยขบวนการรีดอ็กกิง

	 การรีดอ็กกงิเป็นการหาพารามเิตอร์ทีเ่หมาะสมใน

การสร้างโครงสร้างจ�ำลองของเอนไซม์ เพือ่ใช้ในการทดลอง 

โดยเริ่มจากการดาวน์โหลดโครงสร้างเอกซเรย์ของเอนไซม์ 

AChE ทั้ง 2 ชนิดจากธนาคารโปรตีน (https://www.rcsb.

org/) โดยใช้รหัสในการดาวน์โหลดของชนิด hAChE และ 

TcAChE เป็น 4EY7 (Cheung et al., 2012) และ 1EVE 

(Kryger, Silman & Sussman, 1999) ตามล�ำดับ จาก

นั้นใช้โปรแกรม Discovery Studio 5.0 (Accelrys, San 

Diego, USA) เพือ่ท�ำการตดัโมเลกุลน�ำ้ และตดัแยกโมเลกลุ 

Donepezil ออกจากโครงสร้างเอกซเรย์ น�ำโครงสร้างของ 

Donepezil ท่ีแยกออกมาไปเติมอะตอมไฮโดรเจน และ

ค�ำนวณต�ำแหน่งของอะตอมไฮโดรเจนที่เหมาะสมด้วย

โปรแกรม Hyper Chem7.0 (Hypecube, Gainesville, 

FL, USA) ส่วนโครงสร้างของโปรตีนน�ำไปเติมอะตอมของ

ไฮโดรเจน โดยใช้โปรแกรม AutoDockTools (Morris et al., 

2009) ซึง่จะศกึษาพารามเิตอร์ 2 ชนดิ คอื (1) พนัธะการหมนุ

ของกรดอะมโินในบรเิวณเร่งของเอนไซม์ (2) พนัธะการหมนุของ

ลแิกนด์ โดยสร้างแผนทีก่รดิขนาด 60 Å x 60 Å x 60 Å ระยะ

ห่าง 0.375 Å แล้วน�ำโครงสร้างของ Donepezil ท่ีเติม

ไฮโดรเจนแล้วมาเตรียมเป็นไฟล์ PDBQT เพื่อก�ำหนดการ

หมนุของพนัธะ จากนัน้จงึน�ำโครงสร้างของ Donepezil มา

ท�ำการดอ็กกิงเข้าไปในบริเวณเร่งของเอนไซม์ ด้วยโปรแกรม 

AutoDock4.2 (Sanner, 1999) โดยใช้ Lamarckian 

Genetic Algorithm--LGA (Mashhadi, Shanechi & 

Lucas, 2003) ในการค�ำนวณค่าพลงังานต�ำ่สดุ โดยก�ำหนด

ค่า Population size เท่ากบั 300, Energy evaluations 

เท่ากับ 250,000 และ GA runs เท่ากับ 200 ซึง่การรดีอ็กกงิ

ของโครงสร้าง 4EY7 และ 1EVE จะเลือกพารามิเตอร์ที่

ให้ต�ำแหน่งด็อกกิงใกล้เคียงกับโครงสร้างเอกซเรย์ โดย

พิจารณาจากค่า Root-Mean-Square Deviation--RMSD 

ไม่เกิน 2.0 Å ซ่ึงเป็นค่าที่ยอมรับได้ (Taha et al., 2011) 

แล้วน�ำพารามิเตอร์ที่ได้ไปศึกษาโมเลกุลาร์ด็อกกิงกับสาร

จากส่องฟ้า 7 ชนิด
	 1. การศึกษาโมเลกุลาร์ด็อกกิง
	 น�ำโครงสร้างของลิแกนด์ที่ต้องการศึกษาไปวาด

เป็นโครงสร้างสามมิติโดยใช้โปรแกรม HyperChem 7.0 

จากนัน้หาค่าพลงังานต�ำ่สดุของโครงสร้างโดยใช้ระเบยีบวธิี 

Semi-empirical แบบ AM1, Polak-Ribiere conjugate 

gradient method (RMSD < 0.1 kcal/mol) โดยบันทึก

เป็นไฟล์ PDB ด้วยโปรแกรม Open babel (O’Boyle et al.,

2011) และเตรียมไฟล์ PDBQT ซึ่งก�ำหนดการหมุนของ

ลแิกนด์ดงัภาพ 3 และใช้ค่าพารามเิตอร์ท่ีได้จากการรดีอ็กกงิ 

โดยใช้แผนทีก่รดิขนาด 60Å x 60Å x 60Å ในการดอ็กกงิสาร

ท่ีต้องการศึกษาโดยดูค่าพลังงานยึดจับของสารกับโปรตีน 

จากนั้นน�ำโครงสร้างด็อกกิงท่ีได้มาพล็อตกราฟเพื่อดูการ

เกดิอนัตรกริยิาด้วยโปรแกรม PyMOL (Schrödinger LLC, 

New York, NY)

ภาพ 3 แสดงการก�ำหนดการหมุนพันธะที่หมุนได้ของลิแกนด์ของสารจากต้นส่องฟ้า
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ผลการวิจัย

	 การศกึษาโมเลกลุาร์ดอ็กกงิของสารทีม่โีมเลกุลขนาด

เล็กในการจับกับเอนไซม์ AChEs (hAChE และ TcAChE) 

จ�ำเป็นต้องมกีารตรวจสอบความถกูต้องของเอนไซม์ทีน่�ำมา

ศกึษา วธิกีารนีเ้รยีกว่าการรด็ีอกกงิ ซึง่ในการทดลองครัง้นีไ้ด้

ท�ำรีด็อกกิงเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสท้ัง 2 ชนิด กับ

สารมาตรฐาน คือ Donepezil โดยอ้างอิงบริเวณตัวเร่งท่ี

ส�ำคญัของเอนไซม์อะซติลิโคลนีเอสเทอเรส จากการทดลอง

ของ Wiesner, Kříz, Kuca, Jun and Koca (2007) พบ

ว่า บริเวณ Peripheral Anionic Site--PAS ของ hAChE 

ประกอบด้วยกรดอะมิโน Asp74 Tyr124 Trp286 Tyr337 

Tyr341 บริเวณ Acyl-binding Pocket--ABP ประกอบ

ด้วยกรดอะมิโน Trp236 Phe295 Phe297และ Phe338 

บริเวณ Catalytic Anionic Site--CAS ประกอบด้วยกรด

อะมโิน Trp86 Tyr133 Glu202 Gly448 และ Ile451 และ

บริเวณ Catalytic Triad--CT ประกอบด้วยกรดอะมิโน 

Ser203 His447 Glu334 ส�ำหรบับรเิวณ PAS ของ TcAChE 

ประกอบด้วยกรดอะมิโน Asp72 Tyr121 Trp279 Phe330 

และ Tyr334 บริเวณ ABP ประกอบด้วย Trp233 Phe288 

Phe290 และ Phe331 บริเวณ CAS ประกอบด้วย Trp84 

Tyr130 Glu199 Gly441 และ Ile444 และบริเวณ CT 

ประกอบด้วย Ser200 His440 Glu327 

	 จาการทดลองได้ค่า RMSD เท่ากับ 0.599 ส�ำหรับ

เอนไซม์ hAChE และ 1.551 Å ส�ำหรับเอนไซม์ TcAChE 

ซ่ึงเป็นไปตามเกณฑ์ท่ียอมรับได้ของการรีด็อกกิง โดยค่าที่

ยอมรบัได้ก�ำหนดค่าต้องน้อยกว่า 2 Å (Araújo, Lima, Pinto, 

De Alencastro & Albuquerque, 2011) เมือ่น�ำโครงสร้าง

ของเอนไซม์ hAChE ที่เตรียมได้จากการรีด็อกกิงมาท�ำ

การดอ็กกงิกบั Donepezil (ภาพ 4ข) พบการเกดิอนัตรกริิยา

กับ Trp86 และ Trp286 ด้วย π-π interaction และ

เกิดแรงกระท�ำผ่าน H-bonding กับ Phe295 เช่นเดียว

กับอันตรกิริยาท่ีพบในโครงสร้างเอกซเรย์ของ hAChE 

กับ Donepezil (ภาพ 4ก) และซ้อนทับกันสนิท ดังแสดง

ตามภาพ 6ก เช่นเดียวกับโครงสร้างรีด็อกกิงของเอนไซม์ 

TcAChE กับ Donepezil (ภาพ 5ข) พบการเกิดอันตรกิริยา

ผ่าน π -π interaction กับ Trp84 และ Trp279 ได้เหมือน

กับโครงสร้างเอกซเรย์ของ TcAChE กับ Donepezil (ภาพ 

5ก)  และซ้อนทับกันสนิทดังแสดงตามภาพ 6ข จากผลการ

ทดลองดังกล่าวสามารถสรุปได้ว่าโครงสร้างของเอนไซม์ 

hAChE และ TcAChE ที่เตรียมได้จากการรีด็อกกิงมีความ

น่าเช่ือถือ และสามารถน�ำไปใช้ในการทดลองต่อไป

			   (ก)						            (ข)

ภาพ 4 การเกิดอันตรกิริยาของ (ก) โครงสร้างเอกซเรย์ของ hAChE - Donepezil (ข) โครงสร้างรีด็อกกิงของ hAChE 

- Donepezil
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			   (ก)						            (ข)

ภาพ 5 การเกิดอันตรกิริยาของ (ก) โครงสร้างเอกซเรย์ของ TcAChE - Donepezil (ข) โครงสร้างรีด็อกกิงของ TcAChE 

- Donepezil

			   (ก)						         (ข)

ภาพ 6 เปรียบเทียบต�ำแหน่งของโครงสร้างรีด็อกกิง (ส้ม) กับโครงสร้างเอกซเรย์ (ด�ำ) (ก) hAChE (ข) TcAChE

	 เพื่อเป็นการยืนยันความถูกต้องและแม่นย�ำของ

โครงสร้างของเอนไซม์ hAChE และ TcAChE  ที่ได้จากการ

รีด็อกกิง ผู้วิจัยจึงได้น�ำสารมาตรฐานที่เคยมีการศึกษามา

ก่อน ได้แก่ Donepezil Rivastigmine, Galantamine และ 

Tacrine (ภาพ 7) มาท�ำการศกึษา พบค่าพลงังานการยดึจบั 

มีค่าสอดคล้องกับรายงานการศึกษาก่อนหน้า (Rehman, 

Khan, Khan & Roohullah, 2013; Cruz et al., 2017; 

Ali, Seong, Jung, Jannat & Choi, 2018)  จากภาพ 7 

สาร Donepezil สามารถเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน 

กับเอนไซม์ท้ัง 2 ชนิดได้ดีท่ีสุด ส่งผลให้ความสามารถใน

การยับยั้งเอมไซม์ AChE สูง ดังนั้นการทดลองในข้ันตอน

ต่อไปจึงเลือกใช้สาร Donepezil เป็นสารมาตรฐานเพื่อ

เปรยีบเทยีบการเกดิอนัตรกริิยากับสารจากต้นส่องฟ้าต่อไป



วารสารวิชาการมหาวิทยาลัยอีสเทิร์นเอเชีย
ฉบับวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีปีที่ 15 ฉบับที่ 1 ประจ�ำเดือน มกราคม-เมษายน 2564 69

ภาพ 7 แสดงค่าพลังงานยึดจับของยารักษาโรคอัลไซเมอร์กับเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสเปรียบเทียบกับโครงสร้าง

ที่มีการศึกษาโมเลกุลาร์ด็อกกิง

	 ผลการศึกษาการเกดิอนัตรกริยิาของสารท้ัง 7 ชนดิ

จากต้นส่องฟ้าสรปุได้ดงัตาราง 1 และภาพ 8 แสดงตวัอย่าง

การเกดิอนัตรกริยิาของสารกลุม่คมูารนิ คอื Clausarin และ

คาร์บาโซลแอลคาลอยด์ คือ 7-Methoxyheptaphylline 

กับเอนไซม์ hAChE และ TcAChE สรุปผลการทดลองดังนี้ 

คือ สารประกอบเชิงซ้อนของสารกลุ่มคูมารินกับเอนไซม์ 

AChEs มีความเสถียรกว่าสารประกอบเชิงซ้อนของสาร

กลุ่มคาร์บาโซลแอลคาลอยด์ โดยดูจากค่าพลังงานยึดจับ

ที่มีค่าต�่ำ (สารที่มีค่าพลังงานยึดจับต�่ำ-ค่าติดลบมาก- บ่ง

ชี้ว่าสารประกอบเชิงซ้อนมีความเสถียรสูงกว่ากว่าสารที่มี

ค่าพลังงานยึดจับสูง-ค่าติดลบน้อย) โดย Clausarin มีค่า

พลังงานยึดจับต�่ำกว่าสารอื่นที่แยกจากต้นส่องฟ้า และมีค่า

ใกล้เคียงกับ Donepezil ที่มีพลังงานยึดจับเท่ากับ -11.53 

kcal/mol กับเอนไซม์ hAChE และ -11.30 kcal/mol 

กับเอนไซม์ TcAChE เมื่อพิจารณาอันตรกิริยาในการเกิด

เป็นสารประกอบเชิงซ้อนของสารทดสอบกับเอนไซม์พบ

ว่า Donepezil จะเกิดพันธะไฮโดรเจนกับเอนไซม์ hAChE 

บริเวณ ABP แต่ไม่พบอันตรกิริยาดังกล่าวในเอนไซม์ 

TcAChE และพบอันตรกิริยาแบบ π-π interaction และ

แบบ hydrophobic interaction ได้ทั้งในเอนไซม์ hAChE 

และ TcAChE ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมา (Cruz 

et al., 2017) เช่นเดียวกับอันตรกิริยาของสารกลุ่มคูมาริน

และคาร์บาโซลแอลคาลอยด์ ที่สามารถเกิดอันตรกิริยา

ได้ท้ัง 3 แบบ คือ H-bonding, π-π interaction และ 

hydrophobic interaction และพบอันตรกริยิาได้ทีบ่ริเวณ 

CAS, PAS และ ABP แต่ไม่พบอันตรกิริยาท่ีบริเวณ CT
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ตาราง 1 

การเกิดอันตรกิริยาของสารกลุ่มคูมารินกับเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสชนิด hAChE และ TcAChE

ชื่อสาร ∆G
binding

(kcal/mol)
ชนิดอันตรกิริยาและกรดอะมิโน

H-bonding π-π interaction hydrophobic interaction

hAChE TcAChE hAChE TcAChE hAChE TcAChE hAChE TcAChE

Donepezil -11.53 -11.30 Phe295 - Trp86, Trp84, Trp86, Gly448, Trp84,

Trp286, Trp279, Trp286, Phe330,

Tyr341 Phe290 Tyr341, Phe290,

Tyr337, His447 Phe331

1 -8.83 -8.47 Ser293, Trp279, - - Trp286, Trp279,

Arg296 Arg289 Phe338 Phe331

2 -9.48 -9.56 Tyr133 Asp72 Trp86 - Trp86, Ser125, Trp84, Ser122

Gly121

3 -9.38 -9.20 Arg296 Gly117 - - Trp286, Tyr341 Trp84, Ser122

4 -11.04 -10.43 Tyr124, Tyr121, Trp286 Tyr334 Trp286, Tyr341 Tyr334

Arg296 Phe330

5 -7.48 -7.83 Phe295, Trp279, Phe338, Phe331 Phe338, Phe331,

Arg296 Ser286 Tyr341 Tyr337, Tyr341 Tyr334, 

Phe330

6 -8.54 -8.84 - Phe288, Tyr341 Tyr334 Phe338, Tyr70, Tyr334,

Trp279 Tyr341 Phe330

7 -8.23 -8.14 - Trp279, Tyr341 Tyr334 Tyr341, Trp279,

Phe288 Phe338 Tyr334

หมายเหตุ: ก�ำหนดให้แต่ละสีแทนกรดอะมิโนที่ต�ำแหน่งของบริเวณเร่ง ดังนี้ CAS PAS ABP CT
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ภาพ 8 การเกิดอันตรกิริยาของ (ก) Clausarin และ (ข) 7-Methoxyheptaphylline กับเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส

ชนิด hAChE และ TcAChE

อภิปรายผล

	 ผลการศกึษาโมเลกลุาร์ดอ็กกงิของเอนไซม์ hAChE 
และ TcAChE กบัสารกลุม่คมูารนิและคาร์บาโซลแอลคาลอยด์
จากต้นส่องฟ้า ให้ผลการทดลองสอดคล้อง และไปในทศิทาง

เดียวกัน และพบอันตรกิริยาได้ทั้ง 3 แบบ คือ H-bonding 

π-π interaction และ hydrophobic interaction ที่

บริเวณ CAS, PAS และ ABP เช่นเดียวกัน แต่ชนิดและ

ล�ำดับของกรดอะมิโนที่เกิดอันตรกิริยาของเอนไซม์ AChE 

แต่ละชนิดมีความแตกต่างกันดังแสดงในตาราง 1 ส�ำหรบั

โครงสร้างของสารกลุ่มคมูารนิจากต้นส่องฟ้าทั้ง 4 ชนิด พบว่า 

หมูฟั่งก์ชนัทีจ่�ำเป็นต่อการเกดิอนัตรกริยิาแบบ H-bonding  

กับเอนไซม์ hAChE หรือ TcAChE คือ หมู่ –OH ท่ีเกาะ

บนวงแหวน B และ O-atom ของหมู่คาร์บอกซาลดีไฮด์ 

ของวง A และเกิดอันตรกิริยาแบบ π-π interaction กับ

วง A และ C หมู่ฟังก์ชัน 1,1-dimethyl allyl บนวงแหวน 

B จ�ำเป็นส�ำหรับการเกิดอันตรกิริยาแบบ Hydrophobic 

interaction ส่วนโครงสร้างของคาร์บาโซลแอลคาลอยด์
หมู่ –OH และ –CHO สารมารถเกิดอันตร-กิริยาแบบ H-

bonding ส่วนวงแหวนอะโรมาติก ทั้ง 2 วงสามารถจับกับ

เอนไซม์ผ่านเกิดอันตรกิริยาแบบ π-π interaction จาก

ข้อมูลของงานวิจัยในครั้งนี้สามารถระบุหมู่ฟังก์ชันที่จ�ำเป็น

ของโครงสร้างสารกลุม่คมูารนิ และคาร์บาโซลแอลคาลอยด์

ในการเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกับเอนไซม์ hAChE 

และ TcAChE ซ่ึงจะท�ำให้งานวิจัยต่อไปสามารถออกแบบ

โครงสร้างสารอนุพนัธ์ของคมูารนิและคาร์บาโซลแอลคาลอยด์

เพื่อให้ได้สารใหม่ท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ AChE ดีกว่า

สารตั้งต้น
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