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             The 69 kDa NS3 protein of dengue virus contains multiple enzymatic activities 
including a serine protease domain in the N-terminal region and the protease mediates 
cleavage at dibasic sites within the nonstructural region of the viral polyprotein. Therefore, it 
represents a promising target for antiviral drug design. Previous studies with data for docked 
energy and binding geometries obtained by molecular docking using Autodock with a 
homology-based model of the dengue virus NS2B(H)-NS3p revealed that binding is more 
favourable in the presence of the NS2B cofactor and that binding of product peptides is similar 
to ground-state binding of corresponding substrates. In this study it is consistently demonstrated 
the similar results that hexapeptides based on the P1-P6 regions of all 4 cleavage sites were 
able to be inhibitors including peptide FAAGRK, EVKKQR, RTSKKR and TTSTRR.  Moreover, 
pentapeptides based on the P1-P5 regions also were able to be inhibitors including peptide 
AAGRK, VKKQR, TSKKR and TSTRR. For shorter peptides such as SKKR, GKR, GRR, KKR, 
GKR, KRR, RRK, KRK, RKR, RKK, KR, RK and RR, they also displayed the potential to be 
inhibitors whereas peptide AGRR was less potential. Derek Program used for toxicity prediction 



showed negligible toxicity for all of peptide structures tested. In conclusion, these results 
provide the prospect of developing potent inhibitors against the dengue virus NS3 protease by 
combinatorial optimization together with peptidomimetic design of product inhibitors based on 
native polyprotein cleavage junctions in order to increase the activity as well as lower the 
toxicity. 
 
Keywords : dengue virus NS2B(H)-NS3p, molecular docking, toxicity 
           
                                      

บทคัดยอ 
โปรตีน NS3 เปนโปรตีนท่ีมิใชสวนประกอบทางโครงสรางของเช้ือไวรัสเดงก้ีซึ่งมีขนาดประมาณ 

69 กิโลดาลตัน ประกอบดวยสวนท่ีมีหนาท่ีเปนเอนไซมชนิดตางๆรวมถึงเอนไซมเซอรรีนโปรตีเอสซึ่ง
อยูบริเวณปลายดานอะมิโน และเอนไซมโปรตีเอสจะตดัสวนของโปรตีนตั้งตนของเช้ือไวรัสในบริเวณท่ีมี
กรดอะมิโนชนิดท่ีเปนดางซึ่งเรียงตอกัน 2 ตวัท่ีอยูภายในบริเวณท่ีเปนโปรตีนท่ีมิใชสวนประกอบทาง
โครงสราง ดังน้ันเอนไซมโปรตีเอสจึงเปนเปาหมายท่ีสําคัญสําหรับการออกแบบยาตานเช้ือไวรัส จาก
การศึกษาท่ีผานมา ขอมูลท้ัง docked energy และ binding geometries ท่ีไดจากการทํา molecular 
docking ระหวางสารทดสอบกับแบบจําลองของเอนไซมสายเดี่ยวเชิงซอน NS2B(H)-NS3p ของเชื้อ
ไวรัสเดงก้ี โดยใชโปรแกรม AutoDock  เสนอแนะวาการจับกับเอนไซมจะดีข้ึนเม่ือมี NS2B cofactor 
และการจับของเปปไตทท่ีไดจากการตัดคลายกับการจับของซับสเตรทซึ่งสัมพันธกัน      ในการศึกษาน้ี
แสดงผลท่ีสอดคลองกับการวิจัยท่ีผานมาวาเปปไตทท่ีประกอบดวย 6 อะมิโนแอซิดท่ีพัฒนามาจาก
ขอบเขตดาน P1-P6 ของตําแหนงท่ีมีการตัดท้ัง 4 ตําแหนง มีความสามารถจะเปนตวัยับย้ังได รวม
ถึงเปปไตท FAAGRK, EVKKQR, RTSKKR และ RTSKKR  ย่ิงไปกวาน้ัน เปปไตทท่ีประกอบดวย 5 
อะมิโนแอซิดท่ีพัฒนามาจากขอบเขตดาน P1-P5  รวมถึงเปปไตท AAGRK, VKKQR, TSKKR และ 
TSKKR ก็มีความสามารถท่ีจะเปนตัวยับย้ังไดดวย สําหรับเปปไตทท่ีสายส้ันลง เชน เปปไตท SKKR, 
GKR, GRR, KKR, GKR, KRR, RRK, KRK, RKR, RKK, KR, RK และ RR เปปไตทเหลาน้ีก็มี
ความสามารถท่ีจะเปนตัวยับย้ังไดเชนเดยีวกัน ในขณะที่เปปไตท AGRR มีความสามารถในการเปนตวั
ยับย้ังท่ีนอยกวา โปรแกรม Derek ท่ีใชสําหรับทํานายความเปนพิษของเปปไตทท่ีใชในการศึกษา 
Molecular docking  แสดงถึงความเปนพิษท่ีนอยสําหรับเปปไตททุกตัว โดยสรุป ผลการทดลองเหลาน้ี
สามารถนํามาใชสําหรับการพัฒนาตวัยับย้ังท่ีมีความแรงตอเอนไซมโปรตีเอส NS3 ของเช้ือไวรัสเดงก้ี
โดยการทํา combinatorial optimization รวมกับการออกแบบตัวยับย้ังประเภท peptidomimetic โดยอยู
บนพ้ืนฐานของตําแหนงท่ีเกิดการตัดตามธรรมชาติของโปรตีนสายยาวเพ่ือเพ่ิมฤทธิ์และลดความเปนพิษ
ของตัวยับย้ัง 
 
คําหลัก: dengue virus NS2B(H)-NS3p, molecular docking, ความเปนพิษ 



โครงการ ”การพัฒนาและคัดกรองตัวยับยั้งเอนไซมโปรตีเอส NS3 ของเชื้อไวรัสเดง
กี้ ซีโรไทป 2 โดยการใชคอมพิวเตอร (In silico developing and screening for inhibitors of the 
dengue virus type 2 NS3 serine protease)” 

 
 
ในปจจุบันโรคไขเลือดออกท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือไวรัสเดงก้ี จัดไดวาเปนปญหาสาธารณสุขท่ี

รายแรงโรคหนึ่งของประเทศไทย และนับวันจะทวีความรุนแรงมากข้ึนเรื่อยๆ การท่ีโรคไขเลือดออกสง
ผลกระทบโดยรวมตอสุขภาพของประชากร จึงทําใหเกิดความสนใจมากข้ึนในการท่ีจะดําเนินการวิจัย
และพัฒนาเพ่ือท่ีจะผลิตวัคซีน หรือยามาใชในการปองกัน บําบัด บรรเทา และรักษาโรคนี ้สําหรับวัคซีน
ปองกันไขเลือดออกน้ันกําลังอยูในระหวางการวิจัยและพัฒนามาระยะหนึ่งแลว ดังน้ันการวิจัยและพัฒนา
ยา   จึงเปนอีกชองทางหน่ึงท่ีสามารถทําไดในระหวางท่ีประเทศไทยกําลังรอวัคซีนสําหรับปองกัน
ไขเลือดออกดังกลาว เปาหมายหน่ึงในการออกแบบยาตานเช้ือไวรัสเดงก้ีท่ีเฉพาะเจาะจง คอืเอนไซม 
NS3 โปรตีเอสของเช้ือไวรัสเดงก้ี ซึ่งอยูในรูปเชิงซอนกับโปรตีน NS2B โดยโปรตีน NS2B ทําหนาท่ีใน
การกระตุนเอนไซม NS3 โปรตีเอสใหมีฤทธิ์ เอนไซม NS3 โปรตีเอส จะทําหนาท่ีตัดสวนของโปรตีนตั้ง
ตนของเชื้อไวรัสเดงก้ีในบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนชนิดท่ีเปนเบสเรียงตอกัน 2 ตัว (dibasic residues) ท่ีอยู
ภายในบริเวณท่ีเปนโปรตีนท่ีมิใชสวนประกอบทางโครงสราง (nonstructural protein) ดวยเหตุนี้
เอนไซม NS3 โปรตีเอสของเชื้อไวรัสเดงก้ีจึงเปนองคประกอบท่ีสําคัญอยางย่ิงในการเพ่ิมจํานวนของเชื้อ
ไวรัสเดงก้ี จึงอาจกลาวไดวาการยับย้ังเอนไซมนี้เปนการปองกันไมใหเชื้อไวรสัเดงกี้เพ่ิมจํานวนข้ึน 
ตลอดจนไมสามารถเปล่ียนแปลงไปเปนเชื้อไวรัสท่ีมีความสามารถในการติดเชื้อเซลลเปาหมายได 
ในชวงเวลากอนหนานี้ ไดมีการศึกษาถงึการเพ่ิมจํานวนของเชื้อฟลาวิไวรัส ซึ่งทําใหไดขอมูลพ้ืนฐานท่ีมี
ประโยชนทางดานของพันธุศาสตรของเชือ้ฟลาวิไวรัสมากมาย ดังน้ันในการศึกษาเม่ือเร็วๆน้ี สวนใหญ
จึงใหความสําคัญทางดานชีวเคมี ท่ีเก่ียวของกับกระบวนการการตัดสวนของโปรตีนท่ีมิใชสวนประกอบ
ทางโครงสราง รวมถึงโครงสราง 3 มิตขิองเอนไซม NS3 โปรตีเอสของเชื้อฟลาวิไวรัส กลไกของการท่ี
โปรตีนขนาดเล็กซ่ึงทําหนาท่ีเปนโคแฟคเตอรกระตุนเอนไซมโปรตีเอสใหมีฤทธิ ์ วธิีวิเคราะหท่ีมีความไว
สูงซ่ึงเหมาะสําหรับใชในการศึกษาความจําเพาะเจาะจงของซับสเตรท และการพัฒนาวธิีการคัดกรองตัว
ยับย้ังท่ีมีประสิทธิภาพสูง  

กระบวนการศกึษาวิจัยท้ังหมดท่ีกลาวมานั้น เปนสวนหนึ่งของการวิจัยและพัฒนายา (Drug 
Research and Development Process) ตามขั้นตอนมาตรฐาน หากแตวาคาใชจายในการวิจัยและ
พัฒนายังอยูในระดับท่ีสูงสําหรับเช้ือไวรัสเดงก้ี และเปนคาใชจายท่ีสูงสําหรับประเทศไทยดวยเชนกัน 
ในขณะนี้ดวยเทคโนโลยีทางดานคอมพิวเตอร (Molecular Modelling) ท่ีกาวหนาข้ึน ทําใหมีความ
เปนไปไดท่ีสามารถจะพัฒนาและคัดกรองยาตานเชื้อไวรัสเดงก้ีไดเรว็ข้ึนและใชตนทุนท่ีถูกลง อีกท้ังเปน
การสรางองคความรูใหมๆในการวิจัยและพัฒนายาโดยใชคอมพิวเตอร เพ่ือเปนแนวทางในการพัฒนายา
อ่ืนๆท่ีทราบเปาหมายเชนเดียวกับเช้ือไวรัสเดงก้ีท่ีมีเอนไซมโปรตีเอสเปนหน่ึงในเปาหมายท่ีสําคัญ 

 



การติดเชื้อไวรัสเดงกี้ 
เชื้อไวรัสเดงก้ีเปนสาเหตุท่ีสําคัญของการเกิดโรคซึ่งมีอัตราการตดิเชือ้ตอปสูงเกินกวา 50 

ลานราย ผูปวยสวนใหญจะไมปรากฎอาการทางคลินิก แมกระน้ันก็ยังมีสวนนอยท่ีเปนไขต่ําๆ เปนไข
จากเช้ือไวรัสเดงก้ี (dengue fever, DF) จากน้ันพัฒนาไปสูการเปนไขเลือดออก (dengue 
haemorrhagic fever, DHF) และหากไมไดรับการรักษาท่ีถูกตองและทันเวลา ผูปวยก็จะเสียชีวิตดวย
อาการช็อค (dengue shock syndrome, DSS) ในท่ีสุด ยอนกลับไปเมื่อประมาณป พ.ศ. 2322-2323 ซึ่ง
มีรายงานเปนคร้ังแรกวาพบการเกิดไขจากเชื้อไวรัสเดงก้ี (DF) ในทวีปเอเชีย แอฟริกา และอเมริกา
เหนือ ในชวงเวลาน้ัน การเกิดไขจากเช้ือไวรัสเดงก้ี (DF) ถือวาเปนแบบออน ไมถึงกับทําใหเสียชีวิต 
และโรคก็จํากัดอยูเพียงบางบริเวณของพื้นท่ีโลกเทาน้ัน ย่ิงไปกวาน้ันเช้ือไวรัสเดงก้ีท้ัง 4 สายพันธุยังคง
แยกกันอยู แตในปจจุบันน้ีสถานการณไดเปล่ียนไปโดยสิ้นเชิง เช้ือไวรัสเดงกี้ท้ัง 4 สายพันธุไดเกดิการ
แพรกระจายไปท่ัวโลก และการระบาดของการเกิดไขจากเช้ือไวรัสเดงก้ี (DF) มีความรุนแรงข้ึนเนื่อง
มากจากการติดเช้ือไวรัสเดงก้ีท่ีตางสายพันธุกัน (Hyperendipity) อีกท้ังอุบัติการณของการเกิดไขจาก
เชื้อไวรัสเดงกี ้(DF) ก็สูงมากข้ึนดวย  

ถึงแมวาโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือไวรัสเดงก้ีจะเปนโรคท่ีเกิดข้ึนมานานแลวก็ตาม ในขณะนี้
ยังคงไมมีวัคซีนหรือยาใดๆท่ีนํามาใชรักษาได นักวิจัยไดใชความพยายามอยางมากมายในการท่ีจะ
พัฒนาวคัซีนมาเปนเวลานานกวาทศวรรษ แตก็ไมยังไมประสบความสําเร็จเทาท่ีควร เหตุผลอันหน่ึงก็
คือวัคซีนท่ีมีประสิทธิภาพจะตองปองกันเช้ือไวรัสเดงกีท้ั้ง 4 สายพันธุไดพรอมกัน ถาหากวัคซีนท่ีผลิต
ข้ึนมาไมสามารถปองกันไดท้ัง 4 สายพันธุพรอมกันแลว ผูท่ีไดรบัการฉีดวัคซนีไปจะเพ่ิมความเส่ียงตอ
การท่ีจะเกิดไขเลือดออก (DHF) สูงกวาผูท่ีไมไดรับการฉีดวัคซีน ดังน้ันในตอนนี้ความพยายามตางๆจึง
มุงมาท่ีการพัฒนาสารประกอบท่ีมีฤทธิ์ตานเชื้อไวรสัเดงกี ้(dengue viral inhibitors) เปนสวนใหญ 

 
การถายทอดเชื้อไวรัสเดงก้ี ความชุกและผลทีเ่กดิข้ึน 
เชื้อไวรัสเดงก้ีถายทอดไปสูมนุษยโดยการถูกยุงลายตัวเมียกัด ไมวาจะเปนสายพันธุ Aedes 

aegypti หรือ Aedes albopitus ในตอนกลางวัน (รูป 1) มนุษย ลิงชิมแปนซี ลิงกิบบอน และลิงมาคิวส 
เปนแหลงอาศัยพักพิงของเช้ือไวรัสเดงกีต้ามธรรมชาต ิสายพันธุท่ีแตกตางกันของมันเปนสาเหตุท่ีสําคัญ
ของความรุนแรงของโรคท่ีพบในมนุษย เชื้อไวรัสเดงก้ีอยูในแฟมิล่ี Flaviviridae เชนเดียวกับเช้ือท่ีทําให
เกิดโรคไขเหลือง (yellow fever) สมองอักเสบ (St. Louis encephalitis) และไขจากเชื้อไวรัสเวสไนล 
(West Nile fever) เปนตน เช้ือไวรัสเดงก้ีมี 4 สายพันธุ ไดแก สายพันธุท่ี 1 (DEN 1) สายพันธุท่ี 2 
(DEN 2) สายพันธุท่ี 3 (DEN 3) และสายพันธุท่ี 4 (DEN 4) แตละสายพันธุจะกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันท่ี
มีอายุอยูนานตลอดชีวติ สําหรับตัวมันเอง แตจะกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันท่ีมีอายุสั้นหรือมีอายุอยู
เพียงชั่วคราวกับสายพันธุอ่ืนอีก 3 สายพันธุท่ีไมใชตวัมันเอง  

ในปจจุบันน้ีมีประชากรประมาณ 2500 ลานคนท่ีเส่ียงตอการตดิเช้ือไวรัสเดงก้ี และเชื้อไวรัส
เดงก้ีก็แพรระบาดอยูในถิ่นตางๆกวา 100 ประเทศ ท้ังในทวีปแอฟริกา ทวีปอเมริกา เอเชียตะวันออก
เฉียงใต และแปซิฟกตะวันตก (รูป 2) ความชุกของเชื้อไวรัสเดงกี้เพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็ว ซึ่งมีสาเหตุมา



จากประชากรในเมืองเพ่ิมจํานวนข้ึน   การผสมพันธุของยุงมีแพรขยายกวางขวางข้ึน และมีการอพยพ
ของผูคนท่ีไดรับเชื้อไวรัสเดงกี้  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 1 การถายทอดเชื้อไวรัสเดงด้ีโดยยุงลาย Aedes aegypti หรือ Aedes albopitus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 2 การแพรกระจายทางภูมิศาสตรของเชื้อไวรัสเดงกี้และ/หรือไขเลือดออก 

Countries/areas reporting dengue cases 

0 



ผลท่ีตามมาก็คือ การระบาดของโรคไขเลือดออกท่ีเกิดจากเชื้อไวรสัเดงกี้หลายสายพันธุมีอุบัติ 
การณเพ่ิมมากข้ึนและไขเลือดออก (DHF) ไดกลายมาเปนสาเหตุหลักท่ีทําใหผูปวยตองเขารับการรักษา
ท่ีโรงพยาบาลและเปนสาเหตุของการเสียชีวติของเด็กๆในหลายประเทศทั่วโลก  

โดยท่ัวไป ผูปวยท่ีเปนไขจากเช้ือไวรัสเดงก้ี (DF) จะจํากัดอาการอยู ไมเปนมากข้ึนจนถึงกับ
เปนอันตรายถึงข้ันเสียชีวิตจากการเกิดไขเลือดออก (DHF) อยางไรก็ตาม มีปจจัยเส่ียงหลายปจจัยท่ี
สัมพันธกับการเกิดไขเลือดออก เชน สายพันธุของเชื้อไวรัสเดงกี้ ชนิดของแอนตี้บอดี้ตอเช้ือไวรัสเดงก้ีท่ี
มีอยูในรางกายกอนแลว พันธุกรรมของเจาบาน อายุ ความเส่ียงจะสูงข้ึนหากเปนการติดเชื้อครั้งท่ีสอง 
ความเสี่ยงจะสูงข้ึนหากอยูอาศัยในพ้ืนท่ีท่ีมีเชื้อไวรัสเดงก้ีตั้งแต 2 สายพันธุข้ึนไป ทฤษฎีหน่ึงท่ีใช
อธิบายถึงความรุนแรงของโรคท่ีเกิดจากการถูกยุงลายท่ีมีเช้ือไวรัสเดงก้ีสายพันธุหนึ่งกัดในครั้งท่ีหน่ึง 
และถูกกัดในครั้งตอมาโดยยุงลายท่ีมีเช้ือไวรัสเดงกี้คนละสายพันธุ เรียกวา “antibody-dependent 
enhancement”  กลาวคือ ผูปวยท่ีไดรับเชื้อไวรัสเดงก้ีสายพันธุหนึ่งจะถูกกระตุนใหสราง non-
neutralizing antibody ท่ีจะเพ่ิมความสามารถในการเขาสูเซลลเปาหมายของเช้ือไวรัสเดงก้ีสายพันธุอ่ืน
ท่ีเหลือ สงผลใหเกิดการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัสเดงก้ีอยางมากและเกิดการตดิเชื้อท่ีรุนแรงข้ึน เซลลท่ี
ติดเชื้อก็จะมีการปลดปลอยสารท่ีทําใหเพ่ิมการซึมผานของหลอดเลือดและเกิดเลือดออกข้ึน นอกจากน้ัน 
เนื้อเย่ือท่ีเปนเปาหมายของเชื้อไวรัสเดงก้ีอาจเปนไดท้ังโมโนนิวเคลียรเซลล และเมกกะคารีโอไซตในไข
กระดูก 
 
การรักษาผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสเดงกี้ 

ในปจจุบันน้ียังไมมีวิธีการรักษาท่ีเฉพาะสําหรับการติดเช้ือไวรัสเดงก้ี ไมวาจะเปนวัคซีนหรือยา
ตานเชื้อไวรสัเดงกี้ การรักษาท่ีกระทํากันโดยท่ัวไปคือการรักษาตามอาการของผูปวยโดยแพทยและ
พยาบาล เชน หากพบวามีไข ก็ใหยาพาราเซตามอลสําหรับลดไข เปนตน แตจะไมใชแอสไพริน หรือ
ไอบรูโพรเฟน เนื่องจากจะทําใหเกิดอันตรายแกผูปวยท่ีติดเช้ือไวรัสเดงก้ีและอาจทําใหเสียชีวิตได 
สําหรับการรักษาตามอาการดังกลาวสามารถชวยชีวติผูปวยไขเลือดออกไดเปนจํานวนมาก ดังน้ันอัตรา
การตายจึงลดลง 

สําหรับการพัฒนาวคัซีนน้ัน ดังท่ีไดกลาวไปแลวในตอนตนวาเช้ือไวรัสเดงก้ีท้ัง 4 สายพันธุ
สามารถกอใหเกิดโรคได และแตละสายพันธุยังมีความแตกตางในดานของพันธุกรรมท่ีทําใหเชื้อสามารถ
กอใหเกิดความรุนแรงของโรคและการแพรระบาดของโลกท่ีตางกันดวย ดังน้ันวคัซีนท่ีมีประสิทธิภาพกับ
เชื้อไวรัสเดงกีส้ายพันธุใดสายพันธุหนึ่งหรือเพียงสองสายพันธุ ย่ิงจะเพ่ิมความเสี่ยงในการเกิดโรค
ไขเลือดออกท่ีมีความรุนแรงมากขึ้น ในขณะนี้ไดมีการดําเนินการศึกษาวิจัยทางคลินิกโดยการใชวัคซีนท่ี
พัฒนามาจากเช้ือไวรัสเดงก้ีท้ัง 4 สายพันธุ ซึ่งจะสงผลใหรางกายสามารถสรางแอนตี้บอดี้ตอเช้ือไวรัส
เดงก้ีท้ัง 4 สายพันธุได อยางไรก็ตาม คงตองใชเวลานานอีกหลายปกวาท่ีจะมีวคัซีนสําหรับเชื้อไวรัสเดง
ก้ีใชกัน ดังน้ันในชวงเวลานี้ ส่ิงท่ีเราสามารถทําไดดท่ีีสุดคือการปองกันโรคและการควบคุมยุงลายท่ีเปน
พาหะนําโรคโดย 

1. กางมุงนอนโดยเฉพาะในเวลากลางวันเพ่ือปองกันไมใหยุงกัด ไมเลนในท่ีอับและมืด  



2. ปราบ และทําลายแหลงเพาะพันธุยุง ซึ่งชอบวางไขในน้ําสะอาดท่ีอยูนิ่ง ๆ ตามภาชนะตาง 
ๆ ท่ีมีน้ําขัง  

3. ในกรณีท่ีเปนไขเลือดออกแลว ผูปวยไมควรใหถูกยุงกัดภายใน 5 วันแรกของโรค เพราะ
ผูปวยยังมีไวรัสอยูในเลือด ทําใหแพรเช้ือไปใหคนอ่ืนได  

4. รายงานคนไขไปท่ีโรงพยาบาล หรืออนามัยจังหวัด เพื่อสงเจาหนาท่ีไปทําการกําจัดยุง
บริเวณนั้น กอนท่ีจะมีการระบาดเพิ่มข้ึน  

ในตอนนี้งานวิจัยและพัฒนาสวนใหญจึงมุงเนนไปยังการหาสารประกอบท่ีสามารถยับย้ังเช้ือไวรัสเดงก้ี
ไดอยางจําเพาะเจาะจง  
 
เชื้อไวรัสเดงกี้และการตัดโปรตีนต้ังตน 

เช้ือไวรัสเดงก้ีเปนสมาชิกของแฟมมิล่ี Flaviviridae มียีโนมเปน RNA สายเดี่ยวแบบ positive 
ซึ่งสามารถทอดระหัสไดเปนโปรตีนของไวรัสท่ีสามารถทําหนาท่ีไดเม่ือผานกระบวนการตดัสวนของ
โปรตีนตั้งตน ของเชื้อไวรัส การตดัดังกลาวเกิดข้ึนในท้ัง 2 ข้ันตอน คือในระหวางท่ีกําลังถอดระหัสและ
หลังจากท่ีถอดระหัสเรียบรอยแลว โดยเอนไซมโปรตีเอสท่ีใชในการตัดประกอบดวยเอนไซมของเจาบาน 
(host protease) และเอนไซมของเชื้อไวรัสเดงกี ้ (viral protease) ยีโนมของเชื้อไวรัสเดงก้ีสายพันธุท่ี 2 
ประกอบดวย 10,723        นิวคลีโอไทดและสามารถทอดระหัสไดเปนกรดอะมิโนท่ีตอกันเปนโปรตีนตั้ง
ตน 3,391ตวั โปรตีนแตละชนิดของเช้ือไวรัสจัดเรียงตามลําดับดังน้ี            C-prM-E-NS1-
NS2ANS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 โดย C คือ nucleocapsid, prM คือ โปรตีนตั้งตนของ 
membrane protein, E คือ envelope protein และ NS คือ โปรตีนท่ีมิใชสวนประกอบทางโครงสราง 
กระบวนการตัดจะทําใหไดโปรตีนท่ีเปนโครงสราง 3 โปรตีนคือ C, prM และ E และไดโปรตีนท่ีมิใช
สวนประกอบทางโครงสรางอีก 5 โปรตนีคือ NS1, NS2, NS3, NS4 และ NS5 (รูป 3)  

เอนไซม signalase ของเจาบานจะทําหนาท่ีตัดท่ีตําแหนงระหวางโปรตีน C กับโปรตีน prM         
(C-prM), โปรตีน prM กับโปรตีน E (prM-E), โปรตีน E กับโปรตีน NS1 (E-NS1) และโปรตีน NS4A 
กับโปรตีน NS4B (NS4A-NS4B) เอนไซม furin ของเจาบานจะทําหนาท่ีตัดโปรตีน prM ใหเปนโปรตนี 
M (membrane protein) เอนไซมโปรตีเอส NS2B-NS3 ของเชื้อไวรัสเดงก้ีท่ีอยูในรูปเชิงซอนระหวาง 
NS3 protease domain กับโปรตีน NS2B ทําหนาท่ีตัดโปรตีนตั้งตนในหลายตําแหนง รวมถึงตําแหนง
ระหวางโปรตนี NS2A และ โปรตีน NS2B (NS2A-NS2B), โปรตีน NS2B และ โปรตีน NS3 (NS2B-
NS3), โปรตนี NS3 และ โปรตีน NS4A (NS3-NS4A) และ โปรตนี NS4B และ โปรตีน NS5 (NA4B-
NS5) นอกจากน้ันเอนไซมยังตัดท่ีตาํแหนงในโปรตีน C, โปรตีน NS4A และภายในโปรตีน NS3 เอง 
(รูป 3) ตําแหนงของการตัดโดยเอนไซม NS2B-NS3 โปรตีเอสประกอบดวยกรดอะมิโนท่ีเปนเบสสองตัว
ติด กัน เชน Lys-Arg, Arg-Arg และ Arg-Lys ท่ีตําแหนง P1 และ P2 และตอดวยกรดอะมิโนท่ีมี side 
chain เล็ก เชน Gly, Ala และ Ser ท่ีตําแหนง P1′ (รูป 4) ยกเวนตําแหนงท่ีอยูระหวางโปรตนี NS2B 
และโปรตีน NS3 (NS2B-NS3) จะมีกรดอะมิโน Gln ท่ีตําแหนง P2 
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รูป 3 กระบวนการตัดสวนของโปรตีนต้ังตนโดยเอนไซมของเจาบานและเอนไซมของเชื้อไวรัส 
 

  ตําแหนงของการตัดโดยเอนไซม signalase 
  ตําแหนงของการตัดโดยเอนไซม furin 
   ตําแหนงของการตัดโดยเอนไซมโปรตีเอสชนดิท่ีไมทราบชัดเจน  
  ตําแหนงของการตัดโดยเอนไซม NS2B-NS3 โปรตีเอส 
  ตําแหนงอื่นๆของการตัดโดยเอนไซม NS2B-NS3 โปรตเีอส 

     

    Peptide Substrate     

                Nonprime side                   Prime side 

NH2 P3  P2  P1 
 

P1′  P2′  P3′ CO

OH 

            

 S3  S2  S1  S1′  S2′  S3′  

     
Enzyme 

     

 ตําแหนงของการตัดโดยเอนไซม NS2B-NS3 โปรตเีอส 

    รูป 4 วิธีการกําหนดตําแหนงบนเอนไซมและซับสเตรทโดย Schechter and Berger 



รูปแสดงใหเหน็ถึงกรดอะมิโนบนซับสเตรทท่ีเปนเปปไตทเรียกวาตําแหนง P1-Pn จากตําแหนง
ของพันธะเปปไตทท่ีถูกตัดไปปลายดานท่ีเปนกลุมอะมิโน และเรียกวาตําแหนง P1′-Pn′ จากตําแหนง
ของพันธะเปปไตทท่ีถูกตัดไปปลายดานท่ีเปนกลุมคารบอกซิลิก สําหรับตําแหนงบนเอนไซมท่ีตรงกันกับ
ตําแหนงบนซับสเตรทซึ่งจะจับกันพอดีเรียกวาตําแหนง S1-Sn และ S1′-Sn′    
 
เอนไซม NS3 โปรตีเอส 

โปรตีน NS3 ของเชื้อไวรัสเดงกี้ซึ่งมีขนาดประมาณ 69 กิโลดาลตัน (รูป 5) เปนโปรตีนท่ีมี
หนาท่ีหลายอยางกลาวคือ กรดอะมิโน 167 ตัวดายปลายท่ีเปนกลุมอะมิโน (สีเทา) ของโปรตีน NS3 จะ
มีฤทธิ์เปนเอนไซมโปรตีเอส ชนิดท่ีเรียกวาเอนไซมโปรตีเอส กลุมเซอรีน และดานปลายท่ีเปนกลุมคาร
บอกซี่ของโปรตีน NS3 จะมีฤทธิ์เปนเอนไซม nucleoside triphosphatase (NTPase) และเอนไซม 
RNA helicase จากการศึกษาโดยการทําใหเกิดการกลายพันธุ สามารถทําใหระบุไดถึงกลุมของกรดอะมิ
โนท่ีมีสวนสําคัญในการทําใหเอนไซม NS3 โปรตีเอสมีฤทธิ์ในการตัดโปรตีนตั้งตนซ่ึงเรียกวา catalytic 
triad อันประกอบดวยกรดอะมิโน 3 ตัวคือ His51, Asp75 และ Ser135 และจากการศึกษาโดยการ
แทนท่ีกรดอะมิโน Ser ในตาํแหนงท่ี 135 โดยกรดอะมิโน Ala พบวาเอนไซม NS3 โปรตเีอสจะไมมีฤทธิ์ 
ดังน้ันเอนไซม NS3 โปรตีเอสจึงมีสวนสําคัญในการท่ีทําใหเชื้อไวรัสเดงกี้เพ่ิมจาํนวนข้ึนและสามารถไป
ติดเชื้อเซลลเปาหมายได 

ในปจจุบันมีเพียงโครงสรางสามมิติของเอนไซม NS3 โปรตีเอสเทาน้ันท่ีมีการศึกษา (รูป 6) โดย
เอนไซม NS3 โปรตเีอสมีการพับตัวของโปรตีนคลายกับเอนไซม chymotrypsin (chymotrypsin-like 
serine proteases) ท่ีเปน 6-stranded β-barrel conformation อยางไรก็ตาม โครงสรางดังกลาวท่ีมี
การศึกษาไมใชโครงสรางท่ีเอนไซม NS3 โปรตีเอสมีฤทธิ์ แตวาเอนไซม NS3 โปรตีเอสจะมีฤทธิ์เม่ืออยู
ในรูปเชิงซอนกับโปรตีน NS2B โดยโปรตีน NS2B ทําหนาท่ีในการกระตุนเอนไซม NS3 โปรตเีอส ซึ่ง
โครงสรางในรูปเชิงซอนนี้ยังไมมีการศึกษาจนถึงปจจุบันน้ี                     

จากการศึกษาโครงสรางสามมิติของเอนไซม NS3 โปรตีเอสของเช้ือไวรัสเดงกี้ท่ีไมมี NS2B มา
จับในรูปเชิงซอนเทียบกับโครงสรางสามมิติของเอนไซม NS3-NS4A โปรตเีอสของเชื้อไวรัสตบัอักเสบซี 
พบวาใกลเคียงกันมาก ซึ่งช้ีใหเห็นวาเอนไซมท้ังสองชนิดน้ีมีกลไกการกระตุนโดยโปรตีนท่ีเปนโคแฟค
เตอร (NS2B: โคแฟคเตอรของเอนไซม NS3 โปรตเีอสของเช้ือไวรัสเดงกี ้ NS4A: โคแฟคเตอรของ
เอนไซม NS3 โปรตีเอสของเช้ือไวรัสตบัอักเสบซี) ท่ีแตกตางกัน จาการศึกษาพบวาตําแหนงท่ีมีการจับ
ของซับสเตรทบนเอนไซม NS3 โปรตเีอสของเชื้อไวรัสเดงกี้คอนขางตื้น และไมพบปฏิกิริยาท่ีจําเพาะ
ระหวางเอนไซม NS3 โปรตีเอสกับซับสเตรทในตําแหนงท่ีไกลกวา P2 และ P2′ บนสับสเตรทเม่ือไมมี 
NS2B โปรตนีจับกับอยูกับเอนไซม NS3 โปรตเีอสในรปูเชิงซอน 
 
NS2B โคแฟคเตอร 

โดยปกติเอนไซมโปรตีเอสของฟลาวิไวรัส จะสามารถทําหนาท่ีในการตัดซับสเตรทตาม
ธรรมชาติของมันได มีความจําเปนท่ีจะตองมีโปรตีนขนาดเล็กหรือท่ีเรียกวาโคแฟคเตอร ในการทํา



หนาท่ีกระตุนเอนไซมโปรตีเอส สําหรับกรณีของเอนไซม NS2B-NS3 โปรตีเอสของเช้ือไวรัสเดงกี้ แมจะ
พบวาเอนไซม NS3 โปรตีเอสเพียงลําพังมีฤทธิ์ในการตัดซับสเตรทท่ีมีกรดอะมิโนชนิดเบสสองตัวเรียง
ตอกันท่ีตําแหนง P1 และ P2 แบบท่ีไมข้ึนกับ NS2B โคแฟคเตอร แตความสามารถในการตดัซับสเตรท
ดังกลาวจะเพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญอยางมากเม่ือมี NS2B โคแฟคเตอรอยูในรูปเชิงซอนกับเอนไซม 
NS3 โปรตเีอส จากการศึกษาพบวาจํานวนของกรดอะมิโนเพียง 40 ตวัเทาน้ันท่ีจําเปนสําหรับ
ความสามารถของ NS2B โคแฟคเตอรในการกระตุนเอนไซม NS3 โปรตีเอส ไมจําเปนตองใชโปรตีน 
NS2B ท้ังหมด กรดอะมิโน 40 ตัวดงักลาวเปนสวนท่ีเปน hydrophilic ของโปรตีน NS2B เรียกวา 
NS2B(H) หรือ  cofactor domain (รูป 5 บริเวณท่ีเปนสีดํา) สําหรับกรดอะมิโนสวนท่ีเปน hydrophobic 
ท่ีอยูดานขางท้ังสองขางของ cofactor domain มีความเปนไปไดท่ีจะมีหนาท่ีในการนําเอนไซมท่ีอยูในรูป
เชิงซอนน้ีไปยังผนงัของเอนโดพลาสมิก เรติคูล่ัม (ER)  
   
a. 

 โปรตีน NS2B 14 kDa                       โปรตีน NS3  69 kDa 
     

                 
b. 

           โปรตีน NS2B 14 kDa                      เอนไซม NS3 โปรตีเอส 20 
kDa 
                  H      D                  S 

                                                                          51     75  

135 

     ตําแหนงของการตัดโดยเอนไซม NS2B-NS3 โปรตีเอส 

                

รูป 5 โครงสรางของเอนไซม NS2B-NS3 โปรตีเอสของเชื้อไวรัสเดงกี้ 

รูป 5a. แสดงใหเห็นโปรตีน NS2B โดยมีโคแฟคเตอร NS2B(H) สีดํา และโปรตีน NS3 โดยมี
เอนไซม NS3 โปรตเีอสสีเทา ซึ่งมีขนาด 14 kDa และ 69 kDa ตามลําดับ 

รูป 5b. แสดงใหเห็นโปรตีน NS2B โดยมีโคแฟคเตอร NS2B(H) สีดํา และเอนไซม NS3 โปรตี
เอสสีเทา และแสดงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ีประกอบกันข้ึนเปน catalytic triad: H51, D75 และ S135 



 
รูป 6 โครงสรางสามมิติของเอนไซม NS3 โปรตีเอสของเชื้อไวรัสเดงกี้ 

 

ในการผลิตเอนไซม NS2B(H)-NS3 โปรตีเอสในเชื้อ E. coli เอนไซมท่ีไดจะอยูในรูปท่ีไมมีฤทธิ ์
(inactive) ตองนําไปผานกระบวนการ refolding ทําใหเอนไซมเปล่ียนแปลงกลับมาอยูในสภาพท่ีมีฤทธิ์ 
และพบวาการหลอมรวมของ NS2B(H) เขากับ NS3 โปรตีเอสทําใหไดเอนไซม NS2B(H)-NS3 โปรตีเอ
สท่ีมีความสามารถเพิ่มข้ึนเปนอยางมากในการตัดโปรตีนตั้งตน ท้ังยังพบการตัดตวัเอง 
(autoprocessing)  ของเอนไซม NS2B(H)-NS3 ท่ีตําแหนงเชื่อมตอระหวาง NS2B(H) และ NS3 โปรตี
เอสดวย การนําตัวเชื่อม (linker) คือ Gly4-Ser-Gly4 ซึ่งเปนกรดอะมิโน 9 ตวัมาเชือ่มตอระหวางสวนของ 
NS2B(H) กับสวนของ NS3 โปรตีเอสทําใหตําแหนงระหวาง NS2B(H) และ NS3 โปรตีเอสมีความทน
ตอการตดัโดยเอนไซม NS2B(H)-NS3 โปรตีเอส และมีความสามารถเพ่ิมข้ึนในการตัดซับสเตรทซึ่งเปน
เปปไตทท่ีประกอบดวยกรดอะมิโน 6 ตวัท่ีมาจากโปรตีนตั้งตนในตาํแหนงท่ีมีการตัดตามธรรมชาต ิ
 
ความจําเพาะเจาะจงของซับสเตรท 

ปจจุบันน้ียังมีความพยายามอยางจํากัดในการท่ีจะศึกษาวิเคราะหถงึคุณลักษณะ และคุณสมบัติ
ของซับสเตรทท่ีเหมาะสมสําหรับเอนไซม NS3 โปรตเีอสของเช้ือไวรัสเดงก้ี โดยท่ัวไปในการพัฒนาเพ่ือ
หาตัวยับย้ังสําหรับเอนไซมโปรตีเอสกลุมเซอรีน มักจะเริ่มตนจากเปปไตทซับสเตรทซึ่งไดมาจากลําดับ
ของกรดอะมิโนทางฝงท่ีเปน nonprime side จากตําแหนงท่ีมีการตัดตามธรรมชาต ิ (รูป 4) โดยมีการ
เปล่ียนพันธะเอไมดใหเปน electrophile ท่ีสามารถเกิดปฎิกิริยากับกรดอะมิโน Ser (ดูกลไกการออก
ฤทธิ์ของเอนไซมโปรตีเอส กลุมเซอรีน รูป 7) ท่ีเปนกรดอะมิโนตัวหน่ึงใน catalytic triad (รูป 5b, 6) 
 



       

a)                                                                         b)   

 

c)                                                            d) 

 

e)                                                                         f)  

รูป 7 กลไกการออกฤทธิ์ของเอนไซม NS3 โปรตีเอสกลุมเซอรีน ของเชื้อไวรัสเดงกี้ 

 
 
 

จากการศึกษาทางชีวเคมีของเอนไซมท้ังสองแบบคือ เอนไซม NS3 โปรตีเอส (ไมมี NS2B โค
แฟคเตอร) และเอนไซม NS2B-NS3 โปรตีเอส พบวาเอนไซม NS3 โปรตีเอสสามารถทําปฏิกิริยากับ N-

Peptide substrate 



α-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide (BAPA)   ซ่ึงเปนซับสเตรทท่ีมีขนาดเล็กท่ีมีกรดอะมิโนเพียงแค
ตําแหนง P1 ไดและดีกวาเอนไซม NS2B-NS3 โปรตเีอส       ขอมูลดังกลาวน้ีช้ีใหเห็นวาความจําเพาะ
ของซับสเตรทตอเอนไซม NS2B-NS3 โปรตีเอสข้ึนกับปฏิกิริยาระหวางกันของเอนไซมกับซับสเตรทใน
ตําแหนงท่ีมากกวาเพียงแคตําแหนง P1  

เปปไตทท่ีติดฉลาก (fluorogenic tripeptides) ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน 3 ตวัโดยมีกรดอะมิ
โนในตําแหนง P1 และ P2 เปนเบสท้ังสองตําแหนง สามารถถูกตดัโดยเอนไซม NS2B(H)-NS3     โปร
ตีเอส และซับสเตรทท่ีดีท่ีสุดคือ GRR-MCA โดยมีคา Km 180 μM คา kcat 0.031 s-1 และ คา kcat/Km 
172 s-1M-1  ซับสเตรทอ่ืนๆ เชน เปปไตทท่ีติดฉลาก p-nitroanilide ประกอบดวยกรดอะมิโน 6 ตัว ท่ี
ไดมาจากลําดบัของกรดอะมิโนท่ี nonprime side ของตําแหนงท่ีมีการตัดของซับสเตรทตามธรรมชาต ิ
พบวาซับสเตรทท่ีดีท่ีสุดคือ        Ac-TTSTRR-pNA ซึ่งไดมาจากลําดับของกรดอะมิโนท่ี nonprime 
side ของตําแหนงท่ีมีการตัด ของโปรตีน NS4B และ NS5 (NS4B-NS5) โดยมีคา Km 346 μM คา kcat 
0.095 s-1 และ คา kcat/Km 275 s-1M-1 และเม่ือเร็วๆน้ี ไดมีการศึกษาซับสเตรทท่ีประกอบดวยกรดอะมิ
โน 12 ตวัท่ีไดมาจากลําดับของกรดอะมิโนของซับสเตรทตามธรรมชาติของเอนไซม (nonprime side 6 
ตัวและ prime side อีก 6 ตวั) โดยใชเอนไซม NS2B-NS3     โปรตีเอส พบวาซับสเตรททุกตัวสามารถ
ถูกตดัได ณ ตําแหนงของการตัดตามธรรมชาติ และตวัเอนไซมเองไมเกิดการตดัตัวเอง (autocleavage) 
เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม NS2B(H)-NS3 โปรตีเอส พบวาความสามารถในการตดัของเอนไซม 
NS2B-NS3     โปรตีเอสลดลง ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากการท่ีโครงสรางเปล่ียนรูปอันเปนผลมาจากการ
เหน่ียวนําของสวนท่ีเปน hydrophobic ท่ีอยูดานขางท้ังสองขางของ cofactor domain (NS2B(H)) และ
การกระตุนเอนไซมโปรตีเอสท่ีไมมีประสิทธิภาพ 
 
การพัฒนายาตานเชื้อไวรัสเดงกี้ 

เอนไซมโปรตีเอสเปนเปาหมายท่ีสําคัญอันหน่ึงในกระบวนการของการคนพบยา โดยเฉพาะ
อยางย่ิง เอนไซมโปรตีเอส กลุมเซอรีน ซึ่งเปนเอนไซมพ้ืนฐานในวงจรชีวิตของเช้ือไวรัสตางๆ และเปน
โปรตีนตวัหนึง่ท่ีมีการศึกษามากท่ีสุด ย่ิงไปกวาน้ันโครงสรางผลึกและโครงสรางเชงิซอนระหวางเอนไซม
โปรตีเอสท่ีจับกับซับสเตรทหรือตัวยับย้ังก็ไดมีการศึกษาเปนจํานวนมาก สําหรับมนุษยแลว เอนไซมโปร
ตีเอส กลุมเซอรีน เก่ียวของกับกระบวนการตางๆภายในรางกายหลายอยาง เชน การอักเสบ การสลาย
ไฟบริน การตอบสนองทางภูมิคุมกัน การยอย การแข็งตัวของเลือด เปนตน ดังน้ันจึงเปนสิ่งท่ีหลีกเล่ียง
ไมไดท่ีวา เม่ือใดก็ตามท่ีเราตองใชยายับย้ังเอนไซมโปรตีเอสของเช้ือไวรัสเพ่ือรักษาโรคในมนุษย ยา
ดังกลาวนั้นจะตองมีความจําเพาะเจาะจงสูงตอเอนไซมโปรตีเอสของเช้ือไวรัส ไมเชนน้ันยาอาจจะ
กอใหเกิดอาการอันไมพึงประสงคกับมนุษยได 

ท่ีผานมาไดมีการคนพบยาท่ีใชยับย้ังเอนไซมโปรตีเอส กลุมเซอรีน ออกมามากมาย ท้ังท่ีไดจาก
การคัดกรองผลิตภัณฑจากธรรมชาต ิ และการคัดกรองจากสารเคมีตางๆ วิธีการออกแบบยาอยางหน่ึงท่ี
นิยมทํากันคือ การใชซับสเตรทของเอนไซมโปรตีเอสในธรรมชาติท่ีเปนสายเปปไตท มาเปนโครงสราง
เริ่มตนในการออกแบบตัวยับย้ัง และตอดวยกระบวนการปรบัเปล่ียนชนิดของกรดอะมิโนในแตละ



ตําแหนงบนสายเปปไตทใหเหมาะสม โดยปกติแลวเปปไตทท่ีใชเปนตนแบบในการออกแบบยาเหลาน้ี 
มักจะมีคุณสมบัติทางเภสัชพลศาสตรท่ีด ี เชน การออกฤทธ์ิของยาเมื่อจับกับตัวรับ แมกระน้ันก็ตาม จะ
เห็นไดอยางชัดเจนวาเปปไตทเหลาน้ันไมสามารถนํามาใชเปนยาไดเนื่องจากคณุสมบัติทางเภสัชวิทยาท่ี
ไมดี เชน การดดูซึม การกระจายยา การเปล่ียนแปลงยา และการกําจัดยาออกจากรางกาย ส่ิงเหลาน้ี
สงผลใหมีปริมาณความเขมขนของยา ณบริเวณท่ีออกฤทธิ์ลดลง ดังน้ันเพ่ือท่ีจะสามารถแกปญหา
ดังกลาว จึงไดมีความพยายามท่ีจะทําการออกแบบบยา โดยเปล่ียนแปลงจากเปปไตทท่ีคนพบวามีฤทธิ์
ท่ีดีในการยับย้ังเอนไซมโปรตีเอสของเช้ือไวรัสมาเปนสารที่มีโครงสรางคลายกับเปปไตท แตไมใชเปป
ไตทท่ีเรียกวา peptidomimatics หรือ nonpeptides 

ขอมูลตางๆท่ีเปนรายละเอียดเก่ียวกับโครงสรางสามมิติท่ีไดจากการศึกษาผลึก หรือ การศึกษา 
NMR จะชวยทําใหการออกแบบยาเปนไปอยางถูกตองมีเหตุผลข้ึน การศึกษาถึงตําแหนงท่ีออกฤทธิ์ 
(active site) หรือตําแหนงบนเอนไซมท่ีซับสเตรทไปจับ (binding site) สามารถทําไดโดยอาศัยการสราง
โมเดลในคอมพิวเตอรดวยซอฟแวรสําหรับการสรางโมเดล สิ่งตางๆเหลาน้ีจะชวยอยางมากในการ
ออกแบบยา ตัวอยางของตัวยับย้ังเอนไซมโปรตีเอส กลุมเซอรีน เชน ตวัยับย้ัง thrombin ตัวยับย้ังเช้ือ
ไวรัส HIV ตวัยับย้ังเช้ือไวรัสตับอักเสบซี ตัวยับย้ังของ ACE (angiotensin-converting enzyme)  

โดยท่ัวไป ตวัยับย้ังเอนไซมโปรตีเอส กลุมเซอรีน จะพัฒนามาจากซับสเตรทท่ีเปนเปปไตทจาก
ดาน nonprime side เนื่องมาจากขอเท็จจริงท่ีวาเอนไซมโปรตีเอสจับกับซับสเตรทไดดีทางดาน 
nonprime side (ดูรูป 5 เม่ือเกิดการตดัสายเปปไตทท่ีเปนซับสเตรท ดาน prime side จะหลุดออกไป
กอน ในขณะท่ีดาน nonprime side ยังติดกับตําแหนงท่ีออกฤทธิ์ของเอนไซม) ตวัยับย้ังสวนใหญท่ี
พัฒนามาจากดาน nonprime side พันธะเอไมดท่ีถกูตัดจะถูกเปล่ียนแปลงไปเปน electrophile เชน 

aldehydes, trifluoromethyl ketones, pentafluoroethyl ketones, α-keto amides, α-ketoesters, α-

diketones, α-ketoheterocycles, organoboronic acids และ organophosphonate esters เปนตน 
Electrophile เหลาน้ีจะเกิดปฏิกิริยากับกรดอะมิโน Ser ท่ีเปนกรดอะมิโนตัวหนึ่งท่ีรวมกันเปน catalytic 
triad (Ser, His and Asp) เกิดเปนสารระหวางกลางท่ีมีพันธะโควาเลนทและสามารถเปล่ียนแปลงได 
การท่ี elcetrophile เหลาน้ีมีความสามารถท่ีจะเปนตัวยับย้ังเอนไซมโปรตีเอสท่ีด ี ก็เนื่องจากมันสามารถ
จับกับกรดอะมิโน  Ser ใน catalytic triad ไดดีกวาซับสเตรทตามธรรมชาติของเอนไซมโปรตีเอส และ
เกิดเปนสารระหวางกลางท่ีมีพันธะโควาเลนท จึงเรียกตัวยับย้ังเหลาน้ีวา serine-trap inhibitors  

อยางไรก็ตาม ตัวยับย้ังเอนไซมโปรตีเอส กลุมเซอรีน ท่ีพัฒนามาจากกรดอะมิโนดาน prime 
side ก็มีอยูจํานวนมากเชนกัน ซึ่งแสดงใหเห็นวาปฏกิิริยาของกรดอะมิโนในดาน prime side ก็สามารถ
เพิ่มความชอบในการจับของตัวยับย้ังกับเอนไซม ตัวอยางของตัวยับย้ังเอนไซมโปรตีเอสกลุมเซอรีนท่ี
พัฒนามาจากกรดอะมิโนดาน prime side เชน ตัวยับย้ังเอนไซมโปรีตีเอสของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี 
สําหรับการออกแบบและพัฒนายา ส่ิงท่ีตองระวังคือ อาการอันไมพึงประสงคท่ีเกิดจากการใชยานั้น 
ดังน้ันตวัยับย้ังท่ีนํามาใชในมนุษยควรท่ีจะมีความจําเพาะเจาะจงตอเอนไซมของเช้ือไวรัสมากกวา
เอนไซมของมนุษย 



เม่ือเทียบกับโปรตีเอสของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี ซึ่งเปนเอนไซมท่ีมีการศึกษามากท่ีสุดในบรรดา
เอนไซมโปรตีเอสของฟลาวิไวรัส การออกแบบและพัฒนาตวัยับย้ังเอนไซมโปรตีเอสของเช้ือไวรัสเดงก้ี
นับวายังจํากัดอยูในวงแคบ อยางไรก็ตาม ในข้ันแรกไดมีการทดสอบการยับย้ังเอนไซมโปรตีเอสของเช้ือ
ไวรัสเดงก้ีโดยใชเปปไตทท่ีสังเคราะหข้ึน โดยเลียนแบบลําดับของกรดอะมิโนท่ีอยูระหวางตําแหนงท่ีมี
การตัดตามธรรมชาติระหวางโปรตีน NS3 และ โปรตีน NS4A (NS3-NS4A) และระหวางโปรตนี NS4B 
และ โปรตีน NS5 (NS4B-NS5) จากตําแหนง P6-P2′ (ตารางท่ี 1) โดยมีการเปล่ียนแปลงตําแหนงท่ี

เกิดการตัดในสายเปปไตทเปน α-keto amide ซึ่งไมถูกตดัโดยเอนไซม พบวาเปปไตทดังกลาวมีฤทธิ์
ในการเปนตวัยับย้ังเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อไวรัสเดงกี้ มีคา Ki อยูในชวงไมโครโมลาร และเม่ือมีการ
แทนท่ีกรดอะมิโนในตําแหนง P1′-P2′ เปน carboxy terminal aldehyde ในเปปไตทท่ีไดจากลําดับของ
กรดอะมิโนท่ีอยูระหวางตําแหนงท่ีมีการตัดตามธรรมชาติระหวางโปรตีน NS3 และ โปรตีน NS4A 
(NS3-NS4A) (Ac-FAAGRR-CHO) ทําใหไดตัวยับย้ังท่ีมีคา Ki 16 μM เมื่อเร็วๆน้ี เปปไตทท่ีไดจาก
ลําดับของกรดอะมิโนท่ีอยูระหวางตําแหนงท่ีมีการตัดตามธรรมชาตริะหวางโปรตนี NS2A และ โปรตีน 
NS2B (NS2A-NS2B) ระหวางโปรตีน NS2B และ โปรตีน NS3 (NS2B-NS3) ระหวางโปรตนี NS3 และ 
โปรตีน NS4A (NS3-NS4A) ระหวางโปรตีน NS4B และ โปรตีน NS5 (NS4A-NS5) ฝง nonprime side 
ตําแหนง P6-P1 ไดรับการทดสอบและพบวามีฤทธิ์ในการเปนตวัยับย้ังเอนไซมโปรตีเอสของเช้ือไวรัส
เดงก้ี แบบแขงขัน ในขณะท่ีเปปไตทท่ีไดจากฝง prime side ไมมีฤทธิ์ในการยับย้ังเอนไซม ในความ
เขมขนท่ีมากกวา 1 ไมโครโมลาร และตัวยับย้ังท่ีดีท่ีสุดคือ เปปไตทท่ีไดจากลําดับของกรดอะมิโนท่ีอยู
ระหวางตําแหนงท่ีมีการตัดตามธรรมชาตริะหวางโปรตนี NS2A และ โปรตีน NS2B (NS2A-NS2B) 
(Ac-RTSKKR-CONH2) มีคา Ki 12 μM (ตารางท่ี 2)  

จากการคนพบดังกลาวแสดงใหเห็นวาฝง nonprime side มีความชอบท่ีจะจับกับเอนไซมโปรตี
เอสของเช้ือไวรัสเดงก้ี และทําใหสามารถพัฒนาตวัยับย้ังท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึนตอไปไดโดยวธิี 
combinatorial optimization ดวยการแทนท่ีกรดอะมิโนในตําแหนงตางๆเพ่ือดูวากรดอะมิโนตวัใดควรจะ
อยูในตําแหนงใด จึงจะใหฤทธิ์ของตัวยับย้ังท่ีดีท่ีสุด นอกจากนั้นก็ยังสามารถทราบถึงขนาดของตัวยับย้ัง
ท่ีเหมาะสมวาควรมีขนาดเทาไหร เชน 2-mer (กรดอะมิโน 2 ตวั) 3-mer (กรดอะมิโน 3 ตวั) หรือ 10-
mer (กรดอะมิโน 10 ตัว) เปนตน ผลท่ีไดพบวา ขนาดท่ีเล็กท่ีสุดของเปปไตทท่ีมีฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมคือ 
2-mer (กรดอะมิโน 2 ตวั) ไดแก  Ac-KR-CONH2 มีคา Ki ประมาณ 121 μM  (ตารางท่ี 2) 

ผลดังกลาวไดรับการยืนยันโดยการทํา molecular docking ระหวางเปปไตทซับสเตรทดังกลาว
กับเอนไซม NS3 โปรตีเอส (ไมมี NS2B(H)) และระหวางเปปไตทซับสเตรทดังกลาวกับเอนไซม 
NS2B(H)-NS3 โปรตีเอสท่ีไดจากการทํา homology modeling โดยมีโครงสรางของเอนไซมโปรตีเอสข
องเชื้อไวรัสตบัอักเสบซีเปนตนแบบ ซึ่งพบวาเปปไตทซับสเตรทท่ีมีฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม NS2B(H)-NS3 
โปรตีเอสสามารถจับกับตําแหนงท่ีออกฤทธิ์ (active site) ไดใกลและมีคาพลังงานของการจับท่ีเหมาะสม
กวาเม่ือเปรียบเทียบกับการจับของซับสเตรทกับเอนไซม NS3 โปรตีเอส (ไมมี NS2B(H)) ซึ่งผล
ดังกลาวชี้ใหเห็นวาการจับของ NS2B(H) กับ เอนไซม NS3 โปรตีเอส นาท่ีจะทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง 



comformation ของโปรตีน โดยเฉพาะท่ีตําแหนงท่ีออกฤทธิ์ (active site) จึงทําใหเกิดการจับของซับส
เตรทกับตําแหนงท่ีออกฤทธิ์ไดใกลและดีข้ึน  

จากข้ันตอนในการพัฒนาตวัยับย้ังของเอนไซม NS2B(H)-NS3 โปรตีเอสของเชื้อไวรัสเดงก้ีท่ี
กลาวมาแลว แสดงใหเห็นถงึความเปนไปไดในการพฒันาตัวยามาเพื่อใชบําบัด บรรเทา และรักษาการ
ติดเชื้อไวรัสเดงก้ี แตเนื่องจากโครงสราง 3 มิติของผลึกของเอนไซม NS2B(H)-NS3 โปรตีเอสในรูป
เชิงซอนของเชื้อไวรัสเดงก้ียังไมมีการศึกษา ดังน้ันจึงอาจตองใชเวลาอีกระยะหนึ่งเพื่อใหมีการศึกษา
ผลึกของเอนไซม NS2B(H)-NS3 โปรตีเอสในรูปเชิงซอน และการศึกษาทาง Nuclear Magnetic 
Resonance (NMR) ซึ่งจะใหขอมูลในรายละเอียดเก่ียวกับโครงสรางและกลไกการออกฤทธิ์ของเอนไซม 
อยางไรก็ตาม ในขณะนี้ไดมีการศึกษาถงึความจําเพาะเจาะจงของซับสเตรทตอเอนไซม NS3 โปรตีเอสข
องเชื้อไวรัสเดงก้ี โดยอาศัย internally quenched peptides ซึ่งจะชวยเพิ่มความไวในการทดสอบ
หาซับสเตรทท่ีสูงข้ึน ในเบ้ืองตนพบวาซับสเตรทท่ีไดจาการการใชเปปไตทดังกลาวมีความชอบในการ
จับกับเอนไซม NS2B(H)-NS3 โปรตเีอส และ ใหคา kcat/Km ท่ีดีกวาซับสเตรทท่ีมีจําหนายอยูใน
ทองตลาดขณะนี้คือ GRR-MCA หลายเทา และในท่ีสุดแลว มีความเปนไปไดวาจะไดซับสเตรทท่ีมีขนาด
ความยาวท่ีพอเหมาะ ประกอบกับทราบถึงกรดอะมิโนท่ีมีความเหมาะสมในตําแหนงตางๆดวย ซึ่งจะ
ชวยเพ่ิมความชอบในการจับกับเอนไซมของซับสตรท และการไดมาซ่ึงซับสเตรทท่ีดีดังกลาวนี้จะนําไปสู
การคัดกรองหาตัวยับย้ังเอนไซม NS3 โปรตีเอสของเช้ือไวรัสเดงกีท่ี้มีความแรงสูง และบางทีอาจจะทํา
ใหไดตัวยับย้ังเอนไซมท่ีมีฤทธิ์ในขนาดความเขนขนระดับ nanomolar หรือ picomolar ซึ่งทําใหมีความ
เหมาะสมท่ีจะพัฒนาตอไปเปนยาท่ีใชสําหรับมนุษยได โดยตองผานข้ันตอนการศึกษาวิจัยในสตัวทดลอง 
และการศึกษาวิจัยทางคลินิกกอน 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 1  แสดงลําดับของกรดอะมิโนจากตําแหนง P6-P6′ ท่ีตําแหนงของการตัดตามธรรมชาติ
ระหวางโปรตนี NS2A และโปรตีน NS2B (NS2A-NS2B), ระหวางโปรตีน NS2B และโปรตีน NS3 
(NS2B-NS3), ระหวางโปรตีน NS3 และโปรตีน NS4A (NS3-NS4A) และ ระหวางโปรตีน NS4B และ
โปรตีน NS5 (NS4B-NS5) ของเช้ือไวรัสเดงก้ีสายพันธุท่ี 2 

 
 
ตารางที่ 2  คา Ki ของเปปไตทท่ีเปนตวัยับย้ังสําหรับเอนไซม  NS2B(H)-NS3 โปรตีเอสของเช้ือไวรัส
เดงก้ี สายพันธุท่ี 2 
   

เปปไตทสังเคราะห คา Ki ของเปปไตท (μM) 

1. Ac-FAAGRK-CONH2 25.87 

2. Ac-EVKKQR-CONH2 66.68 

3. Ac-RTSKKR-CONH2 12.14 

4. Ac-TTSTRR-CONH2 45.96 

5. Ac-AGRR-CONH2 > 1000 

6. Ac-SKKR-CONH2 187.60 

7. Ac-KKR-CONH2 22.31 

8. Ac-GKR-CONH2 152.30 

9. Ac-KR-CONH2 121.53 

10. Ac-AGVLW-CONH2 > 1000 

11. Ac-GTGNI-CONH2 > 1000 

12. Ac-SLTLN-CONH2 > 1000 

13. Ac-SWPLN-CONH2 > 1000 

 
 

NH2-P6-P5-P4-P3-P2-P1-P1’-P2’-P3’-P4’-COOH  

ตําแหนงของการตัดตามธรรมชาติ ลําดับของกรดอะมิโนจากตําแหนง P6-P6′ 
NS2A-NS2B RTSKKR _ SWPLNE 

NS2B-NS3 EVKKQR _ AGVLWD 

NS3-NS4A FAAGRK _ SLTLNL 

NS4B-NS5 TTSTRR _ GTGNIG 
 

 



วัตถุประสงคของโครงการ 
1. เพ่ือพัฒนาตัวยับย้ังเอนไซมโปรตีเอส NS3 ของเชื้อไวรัสเดงก้ี ซีโรไทป 2 ดวยเทคโนโลยีทางดาน

คอมพิวเตอร (Molecular Modelling) 
2.  เพ่ือทํานายความเปนพิษของตัวยับย้ังท่ีไดจากการวิจัยดวยโปรแกรม DEREK for Windows 

 
 
วิธีการทดลอง 
การสราง homology model ของ DEN 2 NS2B(H)-NS3(pro) 
Homology model ของ DEN2 NS2(B)H-NS3(pro) ท่ีใชในการทดลองนํามาจากการศึกษาของ 
Niyomrattanakit 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 8  เปรียบเทียบโครงสรางผลึกของ DEN2 NS3 protease และ homology model ของ DEN 2  
          NS2B(H)-NS3 protease using HCV protease เปนตนแบบ  
 
              Catalytic triad, His 51, Asp 75 และ Ser 135, นําเสนอในรูป ball and stick model ดวยสี
เหลือง ฟา และเขียว ตามลําดับ ปลานอะมิโนและคารบอกซีระบุเปน N และ C ตามลําดับ โครงสราง
ตางๆสรางจาก WebLab Viewer Pro 3.7 
 
           
 
 
 

N N 

C C



การสรางเปปไตทสําหรับการทํา  molecular docking 
            ชุดของเปปไตทสําหรับการทํา  molecular docking สรางจาก SYBYL 6.8. โดยแบงไดเปน 3 
กลุมดังน้ี: 
1. ชุดของเปปไตทท่ีมาจาก N-terminal cleavage site  
a) dimer: KR (P2-P1), RK (P2-P1), RR (P2-P1)  
b) trimer: GKR (P3-P2-P1), GRR (P3-P2-P1), KKR (P3-P2-P1), KRR (P3-P2-P1),  
            RRK (P3-P2-P1), KRK (P3-P2-P1), RKR (P3-P2-P1), RKK (P3-P2-P1)  
c) tetramer: AGRR (P4-P3-P2-P1), SKKR (P4-P3-P2-P1) 
d) pentamer: VKKQR (P5-P4-P3-P2-P1), AAGRK (P5-P4-P3-P2-P1),                
                 AAGRR (P5-P4-P3-P2-P1), TSKKR (P5-P4-P3-P2-P1),  
        TSTRR (P5-P4-P3-P2-P1) 
e) hexamer: EVKKQR (P6-P5-P4-P3-P2-P1), FAAGRK (P6-P5-P4-P3-P2-P1) 
                FAAGRR (P6-P5-P4-P3-P2-P1), RTSKKR (P6-P5-P4-P3-P2-P1) 
                TTSTRR (P6-P5-P4-P3-P2-P1) 
2. ชุดของเปปไตทท่ีมาจาก C-terminal cleavage site  
a) pentamer: AGVLW (P1′-P2′-P3′-P4′-P5′), GTGNI (P1′-P2′-P3′-P4′-P5′), 
         SLTLN (P1′-P2′-P3′-P4′-P5′), SWPLN (P1′-P2′-P3′-P4′-P5′) 
3. ชุดของเปปไตทท่ีมาจากท้ัง N และ C-terminal cleavage site  
a) trimer: RR-S (P2-P1- P1′), KK-S (P2-P1- P1′), KR-S (P2-P1- P1′), RK-S (P2-P1- P1′), 
            RR-G (P2-P1- P1′), KK-G (P2-P1- P1′), KR-G (P2-P1- P1′), RK-G (P2-P1- P1′)             
b) tetramer: GRR-G (P3-P2-P1- P1′), GKR-G (P3-P2-P1- P1′), GKK-G (P3-P2-P1- P1′),  
                GRK-G (P3-P2-P1- P1′), KKR-G (P3-P2-P1- P1′), KRK-G (P3-P2-P1- P1′), 
                GRR-S (P3-P2-P1- P1′), GKR-S (P3-P2-P1- P1′), GKK-S (P3-P2-P1- P1′), 
                GRK-S (P3-P2-P1- P1′), KKR-S (P3-P2-P1- P1′), KRK-S (P3-P2-P1- P1′), 

      RR-SW (P2-P1- P1′-P2′) 
c) pentamer: KKR-SW (P3-P2-P1- P1′-P2′), AGRK-S (P4-P3-P2-P1- P1′) 
d) heptamer: RTSKKR-S (P6-P5-P4-P3-P2-P1- P1′), KKR-SWPL (P3-P2-P1- P1′-P2′-P3′-P4′) 
e) octamer: RTSKKR-SW (P6-P5-P4-P3-P2-P1- P1′-P2′),  
               FAAGRR-SL (P6-P5-P4-P3-P2-P1-P1′-P2′),  
               AGRK-SLTL (P4-P3-P2-P1- P1′-P2′-P3′-P4′) 
 

จากชุดของเปปไตทเหลนี้สามารถทําการทดลอง docking เพ่ือศึกษาวา nonprime-side 
residue, prime-side residue และ both nonprime-side และ prime-side residue มีความสําคัญอยางไร



ตอผลของการจับกับตําแหนงท่ีสารออกฤทธิ์และหาความยาวที่เหมาะสมของการเปนตวัยับย้ังของเปป
ไตท  
 
 
การทํา Molecular docking  

การทํา Docking อาศัยโครงสราง 3 มิติ ของ NS3 protease domain และ homology model 
ของ  NS2B(H)–NS3p complex ของ dengue virus เปนตนแบบ โดยใชโปรแกรม Autodock 3.05 ดังน้ี 

การจําลองในคอมพิวเตอรและการคํานวณทําโดยอาศัย multiple Linux cluster system มีการ
สราง three-dimensional affinity grids โดยการใช auxiliary program AutoGrid และ center ของ the 
protein mass ถูกเลือกใหเปน grid center โปนจีนถูกวางใน three-dimensional grid และ probe atom 
ถูกวางท่ีแตละ grid point คา affinity และ electrostatic potential grid คํานวณสําหรับแตละชนิดของ
อะตอมในโมเลกุลของเอนไซมโปรตีเอส จํานวน grid points ณ แกน x-, y-, z- คือ 121 x 121 x 121 
โดยแตละ grid points แยกกัน 0.375 A� เติม Kollman-united atomic charges เขาไปในเอนไซมโปร
ตีเอสและเปปไตทท่ีทดสอบ ปฏิสัมพันธระหวางกันระหวางเอนไซมและไลแกนคํานวณโดยอาศัย 
docked energies คา energies ท่ีไดจากการคํานวณรวมถึง  intermolecular และ intramolecular 
interaction energies AUTODOCK รายงาน final docked energies สําหรับการทดลองแตละครั้งตาม 
energy function สําหรับโครงสรางท่ีทํา docking   

    

ผลการทดลอง 
ผลการทดลองสําหรับ molecular docking ของเปปไตทท่ีทดสอบกับโครงสรางผลึกของ 

NS3(pro) และ homology model ของ NS2B(H)-NS3(pro)  แสดงในตารางท่ี 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 3   Molecular docking ของเปปไตทที่มาจากโพลีโปรตีนตอเอนไซม dengue virus  
               NS3pro และ NS2B(H)–NS3pro proteases 
 

เปปไตท Docked energy (kcal/mol) Binding distance (Å) 

NS3p NS2B(H)-NS3p NS3p NS2B(H)-NS3p 

ชุดของเปปไตทที่มาจาก N-terminal cleavage site 

a) dimer: 

1. KR -7.40 -7.56 4.42 3.22 
2. RK -7.02 -7.41 4.54 3.41 
3. RR -7.33 -7.54 3.91 3.98 

b) trimer: 

4. GKR -7.26 -7.24 3.63 3.71 
5. GRR -7.70 -8.74 4.11 3.51 
6. KKR -6.68 -6.53 4.42 3.25 
7. KRR -7.60 -8.62 4.13 3.61 
8. RRK -7.28 -7.43 4.14 3.15 
9. KRK -7.50 -8.72 4.18 3.42 
10. RKR -6.68 -6.53 4.42 3.25 
11. RKK -6.48 -6.63 4.35 3.37 

c) tetramer 

12. AGRR -8.61 -9.79 5.02 5.86 
13. SKKR -7.14 -10.51 7.37 3.53 

d) pentamer 

14. VKKQR -0.66 -0.78 3.13 3.44 
15. AAGRK -7.23 -8.60 5.43 3.16 
16. AAGRR -4.45 -9.21 4.52 2.55 
17. TSKKR -3.51 -3.92 4.82 3.79 
18. TSTRR -0.49 -6.24 3.12 5.17 

e) hexamer 

19. EVKKQR -0.53 -0.77 3.09 3.28 
20. FAAGRK -7.59 -8.72 5.53 3.01 
21. FAAGRR -4.51 -9.20 4.41 2.63 
22. RTSKKR -3.69 -3.88 4.89 3.87 



23. TTSTRR -0.52 -6.82 3.23 5.26 
ชุดของเปปไตทที่มาจาก C-terminal cleavage site 

a) pentamer 

24. AGVLW -6.69 -8.43 5.31 6.64 
25. GTGNI -4.47 -4.37 3.71 3.39 
26. SLTLN -6.75 -7.17 4.57 5.47 
27. SWPLN -8.33 -10.74 4.83 4.85 
ชุดของเปปไตทที่มาจากทั้ง N และ C-terminal cleavage site 

a) trimer 

28. RR-S -5.62 -8.26 3.75 2.71 
29. KK-S -5.91 -8.52 3.43 2.96 
30. KR-S -5.84 -8.73 3.65 2.82 
31. RK-S -5.42 -8.76 3.61 2.73 
32. RR-G -5.51 -8.32 3.84 2.80 
33. KK-G -5.72 -8.39 3.52 2.63 
34. KR-G -5.86 -8.33 3.59 2.87 
35. RK-G -5.72 -8.34 3.71 2.63 

b) tetramer 

36. GRR-G -5.80 -8.13 3.82 2.83 
37. GKR-G -5.93 -8.24 3.95 2.72 
38. GKK-G -5.83 -8.14 3.72 2.61 
39. GRK-G -5.48 -8.39 3.94 2.75 
40. KKR-G -5.86 -8.26 3.79 2.83 
41. KRK-G -5.73 -8.42 3.61 2.73 
42. GRR-S -5.47 -8.53 3.92 2.83 
43. GKR-S -5.83 -8.27 3.52 2.91 
44. GKK-S -5.89 -8.38 3.86 2.73 
45. GRK-S -5.65 -8.61 3.84 2.68 
46. KKR-S -5.28 -8.46 4.41 3.26 
47. KRK-S -5.18 -8.29 4.71 3.21 
48. RR-SW -7.33 -8.92 5.47 3.31 

c) pentamer 

49. KKR-SW -6.38 -9.53 8.75 5.47 



50. AGRK-S -8.91 -8.31 4.36 2.87 
d) heptamer 

51. RTSKKR-S -1.69 -5.67 7.13 2.84 
52. KKR-SWPL -6.63 -7.89 9.72 6.32 

e) octamer 

53. RTSKKR-SW -3.73 -2.96 8.44 5.11 
54. FAAGRR-SL -7.52 -8.89 5.51 6.37 
55. AGRK-SLTL +0.89 -4.41 5.62 3.59 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



การทํานายความเปนพิษของเปปไตทดวยโปรแกรม DEREK for Windows 
เพ่ือทํานายความเปนพิษของชุดเปปไตทจากการศึกษา Molecular docking  ขางตน ตองทํา

การเตรียมตามข้ันตอนตอไปน้ี 
1. วาดโครงสรางทางเคมีของชุดเปปไตทโยอาศัย ISIS/Draw  
2. เปดไฟล ISIS/Draw ท่ีสรางข้ึน (*.skc) หรือนําเขา Molfiles (*.mol) 
3. เปด Derek for Windows Files (*.drk) 
4. โครงสรางท่ีจะทดสอบไดรบัการทํานายผลพิษโดยตรวจสอบกับฐานขอมูลของ Derek 

สามารถทํานายผลท่ีละโครงสรางหรือทํานายหลายโครงสรางโดยใช AutoDerek (Molfiles 
(*.mol)) 

 
ผลการทดลอง 

โปรแกรม DEREK for Windows ไดทํานายความเปนพิษของชุดเปปไตทจากการศึกษา 
Molecular docking โดยทํานายความเปนพิษท่ีอาจเกิดในมนุษย ในหนู ในสตัวเล้ียงลูกดวยนมอ่ืนๆ
นอกจากหนู ในหัวขอตางๆดังน้ี จากฐานขอมูลพิษวิทยาของโปรแกรม Derek   

 
การกอมะเร็ง (Carcinogenicity) 

Carcinogenicity 
Photocarcinogenicity 

 
การระคายเคือง (Irritation) 

Irritation (of the eye and respiratory tract) 
Irritation (of the eye) 
Irritation (of the gastrointestinal tract) 
Irritation (of the respiratory tract) 
Irritation (of the skin and eye) 
Irritation (of the skin, eye and respiratory 
Lachrymation 
 

จุดยุติอ่ืนๆ 
alpha-2-mu-Globulin nephropathy 
Anaphylaxis 
Anticholinesterase activity 
Bladder urothelial hyperplasia 
Cerebral oedema 



Chloracne 
Cumulative effect on white cell count 
และ immunology 
Cyanide-type effects 
Developmental toxicity 
Hepatotoxicity 
HERG channel inhibition 
High acute toxicity 
Methaemoglobinaemia 
Neurotoxicity 
Oestrogenicity 
Peroxisome proliferation 
Phospholipidosis 
Phototoxicity 
Pulmonary toxicity 
Teratogenicity 
Testicular toxicity 
Uncoupler of oxidative phosphorylation 
 
 

ความเปนพิษตอยืน (Genotoxicity) 
Chromosome damage 
Genotoxicity 
Mutagenicity 
Photo-induced chromosome damage 
Photogenotoxicity 
Photomutagenicity 

 
การกระตุนระบบหายใจ (Respiratory Sensitisation) 

Occupational asthma 
Respiratory sensitisation 

 
การกระตุนผิวหนัง (Skin Sensitisation) 

Photoallergenicity 



Skin sensitisation 
 

ความเปนพิษของตอมไธรอยด (Thyroid Toxicity) 
Thyroid toxicity 

 
 
 
นิยามศัพทความไมแนนอน (Glossary of Uncertainty Terms) ท่ีใชในการแปลผล 
 
Certain  There is proof that the proposition is true. 
Probable There is at least one strong argument that the 

proposition is true and there are no arguments 
against it. 

Plausible The weight of evidence supports the 
proposition. 

Equivocal There is an equal weight of evidence for and 
against the proposition. 

Doubted The weight of evidence opposes the 
proposition. 

Improbable There is at least one strong argument that the 
proposition is false and there are no 
arguments that it is true. 

Impossible There is proof that the proposition is false. 
Open There is no evidence that supports or opposes 

the proposition. 
Contradicted There is proof that the proposition is both 

true and false. 
 
 
 เนื่องจากโครงสรางของโมเลกุลท่ีใชทดสอบท้ังหมดเปนเปปไตทและสายสั้น เม่ือโปรแกรมทํา
การเปรียบเทียบกับขอมูลความเปนพิษตางๆท่ีมีอยูกับโครงสราง ไมพบวาเปปไตทท้ังหมดใหผลพิษ
อยางไรก็ตาม อาจตองทําการตรวจสอบกับฐานขอมูล CCIS ตอไปเพ่ือยืนยัน 
 
 



จากการศึกษาท่ีผานมา ขอมูลท้ัง docked energy และ binding geometries ท่ีไดจากการทํา 
molecular docking ระหวางสารทดสอบกับแบบจําลองของเอนไซมสายเดี่ยวเชิงซอน NS2B(H)-NS3p 
ของเชื้อไวรัสเดงก้ี โดยใชโปรแกรม AutoDock  เสนอแนะวาการจับกับเอนไซมจะดีข้ึนเม่ือมี NS2B 
cofactor และการจับของเปปไตทท่ีไดจากการตัดคลายกับการจับของซับสเตรทซึ่งสัมพันธกัน     ในการ 
ศึกษานี้แสดงผลท่ีสอดคลองกับการวิจัยท่ีผานมาวาเปปไตทท่ีประกอบดวย 6 อะมิโนแอซิดท่ีพัฒนามา
จากขอบเขตดาน P1-P6 ของตําแหนงท่ีมีการตัดท้ัง 4 ตําแหนง มีความสามารถจะเปนตวัยับย้ังได รวม
ถึงเปปไตท FAAGRK, EVKKQR, RTSKKR และ RTSKKR  ย่ิงไปกวาน้ัน เปปไตทท่ีประกอบดวย 5 
อะมิโนแอซิดท่ีพัฒนามาจากขอบเขตดาน P1-P5  รวมถึงเปปไตท AAGRK, VKKQR, TSKKR และ 
TSKKR ก็มีความสามารถท่ีจะเปนตัวยับย้ังไดดวย สําหรับเปปไตทท่ีสายส้ันลง เชน เปปไตท SKKR, 
GKR, GRR, KKR, GKR, KRR, RRK, KRK, RKR, RKK, KR, RK และ RR เปปไตทเหลาน้ีก็มี
ความสามารถท่ีจะเปนตัวยับย้ังไดเชนเดยีวกัน ในขณะที่เปปไตท AGRR มีความสามารถในการเปนตวั
ยับย้ังท่ีนอยกวา โปรแกรม Derek ท่ีใชสําหรับทํานายความเปนพิษของเปปไตทท่ีใชในการศึกษา 
Molecular docking  แสดงถึงความเปนพิษท่ีนอยสําหรับเปปไตททุกตัว โดยสรุป ผลการทดลองเหลาน้ี
สามารถนํามาใชสําหรับการพัฒนาตวัยับย้ังท่ีมีความแรงตอเอนไซมโปรตีเอส NS3 ของเช้ือไวรัสเดงก้ี
โดยการทํา combinatorial optimization รวมกับการออกแบบตัวยับย้ังประเภท peptidomimetic โดยอยู
บนพ้ืนฐานของตําแหนงท่ีเกิดการตัดตามธรรมชาติของโปรตีนสายยาวเพ่ือเพ่ิมฤทธิ์และลดความเปนพิษ
ของตัวยับย้ัง 
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Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สกว. 
1. กําลังดําเนินการรางผลงานเพ่ือตีพิมพในวารสาร Drug Discovery and Therapeutics เม่ือ

ไดรับการ accept แลวจะแจงสกว. ทราบตอไป 
2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

- เชิงสาธารณะ (มีเครือขายความรวมมือกับมหาวิทยาลัยมหิดล (สถาบันอณูพันธุและ
วิศวกรรมศาสตร และมหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร คณะวิทยาศาสตร) 

- เชิงวิชาการ (มีการพัฒนาการเรียนการสอนในหลักสูตรมหาบัณฑิตและดุษฎีบัณฑิต
สาขาเภสัชวิทยาและพิษวิทยาเพ่ือผลิตนักวิจัยรุนใหม) 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


