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Transthyretin หรอื TTR เป็นโปรตนีทีป่ระกอบดว้ยหน่วยยอ่ยทีเ่หมอืนกนั 4 หน่วย และมบีทบาท
หลายอยา่งในสิง่มชีวีติ โดยนอกจากทาํหน้าทีใ่นการขนสง่ฮอรโ์มนต่อมไทรอยดแ์ลว้ TTR ยงัมี
คุณสมบตัใินการเป็นโปรตเีอส  ถงึแมว้า่คุณสมบตัน้ีิไดถู้กยนืยนัวา่มคีวามเกีย่วขอ้งกบัการเกดิโรค
ในมนุษย ์ แต่ขอ้มลูของกรดอะมโินทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเรง่ปฏกิริยิายงัคงไมช่ดัเจนเทา่ทีค่วร ในการที่
จะศกึษาความสมัพนัธข์องปลาย N และ C ต่อความเป็นโปรตเีอส ของ TTR   chimeric TTRs 3 
ชนิด ซึง่เป็น TTR ทีโ่ครงสรา้งบรเิวณปลาย N และ/หรอื ปลาย C มกีารเปลีย่นแปลงไดถู้ก
สงัเคราะหข์ึน้ในงานวจิยัน้ี  ประกอบดว้ย (1) TTR ของจระเข ้ (Crocodylus porosusTTR หรอื 
crocTTR) ซึง่กรดอะมโินบรเิวณปลาย N และ C ถูกเปลีย่นเป็น TTR ของ Xenopus และ TTR ของ
หม ูตามลาํดบั (xeno/croc/pigTTR)  (2) TTR ของคน (huTTR) ซึง่กรดอะมโินบรเิวณปลาย C ถูก
เปลีย่นเป็น TTR ของหม ู (pigC/huTTR)  และ (3) TTR ของคนซึง่กรดอะมโินบรเิวณปลาย N และ 
C ถูกเปลีย่นเป็น TTR ของ Xenopus และ TTR ของหม ูตามลาํดบั (xeno/hu/pigTTR) จากการใช้
ระบบการสงัเคราะหร์คีอมบแินนทโ์ปรตนีของยสีต ์  Pichia pastoris พบวา่ recombinant chimeric 
TTRs ไดถู้กสงัเคราะหข์ึน้สาํเรจ็ และโปรตนีทัง้ 3 ชนิดมสีมบตัทิางเคม-ีกายภาพเชน่เดยีวกบั TTR 
ทีพ่บในธรรมชาต ิจากนัน้อทิธพิลของปลาย N และ C ทีม่ต่ีอคุณสมบตัคิวามเป็นโปรตเีอสของ TTR 
ไดถู้กศกึษาโดยเปรยีบเทยีบความเป็นโปรตเีอสของ chimeric TTRs ทีถู่กสงัเคราะหใ์นครัง้น้ีกบั 
TTRs ชนิดอื่นๆ ผลการทดลองพบวา่ chimeric TTRs ทีม่กีารเปลีย่นแปลงโครงสรา้งบรเิวณปลาย 
N และ/หรอืปลาย C มคีวามสามารถในการเป็นโปรตเีอสทีแ่ตกต่างจาก wild type TTR ทัง้ทีเ่ป็น 
huTTR ทีส่กดัจากพลาสมา และของ crocTTR  เมือ่ใช ้ apoA-I เป็นสารตัง้ตน้ พบวา่ 

xeno/crocTTR มคีวามวอ่งไวจาํเพาะในการเรง่ปฏกิริยิาตํ่าสดุ (1.45 ± 0.10 μg/min/mg) ในขณะที่
ความสามารถในการเป็นโปรตเีอสของ pigC/crocTTR มคีา่สงูสดุ (ความวอ่งไวจาํเพาะเป็น 23.95 ± 

0.00 μg/min/mg) โดยคดิเป็น 4 เทา่ของ crocTTR (ความวอ่งไวจาํเพาะเป็น 6.08 ± 0.47 

μg/min/mg) อยา่งไรกต็ามความวอ่งไวของ TTR จะลดลงใน xeno/croc/pigTTR (16.24 ± 1.37 

μg/min/mg) ผลการทดลองทีไ่ดใ้นกลุ่ม TTR จากจระเข ้พบวา่แตกต่างจากทีไ่ดจ้าก TTR ของคน 

โดยความวอ่งไวจาํเพาะในการเรง่ปฏกิริยิาของ  pigC/huTTR (34.46 ± 2.85 μg/min/mg) ไม่
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แตกต่างจากของ huTTR (34.94 ± 2.53 μg/min/mg) อยา่งไรกต็ามอตัราเรว็ในการเรง่ปฏกิริยิา

ของ xeno/hu/pigTTR มคีา่ตํ่าสดุดว้ยความวอ่งไวจาํเพาะเป็น 26.46 ± 4.50 μg/min/mg  หากใช้
สารตัง้ตน้เป็น Aβ จะพบวา่ TTR ทุกชนิดมคีวามสามารถในการสลาย Aβ ได ้ เน่ืองจากพบ 
fragment ของ Aβ ทีม่ขีนาดเลก็เกดิขึน้ เมือ่เปรยีบเทยีบในกลุ่ม TTR จากจระเข ้ พบวา่ 
xeno/crocTTR มอีตัราเรว็ในการสลาย Aβ ตํ่าทีส่ดุ ในขณะทีอ่ตัราเรว็ของปฏกิริยิาจะสงูใน 
pigC/crocTTR และ xeno/croc/pigTTR นอกจากน้ีอตัราเรว็ปฏกิริยิาของ  chimeric TTRs ของคน 
พบวา่ไมแ่ตกต่างกนัมากนกั เมือ่เปรยีบเทยีบกบั huTTR  ถงึแมว้า่ xeno/hu/pig มแีนวโน้มเรง่
ปฏกิริยิาไดช้า้ทีส่ดุ ผลจากการทดลองทีไ่ดน้ี้แสดงใหเ้หน็อทิธพิลของปลาย N และ C ทีม่ต่ีอ
ความสามารถในการเรง่ปฏกิริยิาของ TTR โดยความยาวและ hydropathy ของโครงสรา้งบรเิวณ
ปลาย N และ C อาจจะมผีลต่อ conformation ของหน่วยยอ่ยรวมถงึโครงสรา้ง tetramer ของ TTR 
ซึง่นําไปสูก่ารเปลีย่นแปลงความสามารถในการเป็นโปรตเีอสของ TTR ทัง้ในเชงิกระตุน้หรอืยบัยัง้
การเรง่ปฏกิริยิา  
 
คาํหลกั: โปรตเีอส  Hydropathy Pichia pastoris  Transthyretin   
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Abstract  
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Transthyretin (TTR) is a multi-functional homo-tetrameric protein. Beside functions as a 
thyroid hormones transporter, it also catalyzes the hydrolytic cleavage of particular proteins. 
Although this property has been proved to associate in pathology of human, the amino acid 
residues involved in the catalysis are still unclear. To explore the involvement of N- and C-
terminal sequences in this ability, three types of chimeric TTRs in which N- and/or C-
terminal fragments of the primary structure was changed were produced. These included (1) 
Crocodylus porosus TTR with N-terminal sequence of Xenopus TTR and C-terminal 
sequence of pig TTR (xeno/croc/pigTTR), (2) human TTR with the C-terminal sequence of 
pig TTR (pigC/huTTR) and (3) human TTR with N-terminal sequence of Xenopus laevis 
TTR and C-terminal sequence of pig TTR (xeno/hu/pigTTR). By heterologous protein 
expression system of Pichia pastoris, the recombinant chimeric TTRs with proper 
physicochemical properties were successfully synthesized. The influence of N- and C-
terminal regions on the proteolysis property of TTR was studied using new chimeric TTRs 
constructed in this research and other chimeric TTRs. Results showed that the chimeric 
TTRs those N- or C-terminal region was altered had different activity in comparing to the 
wild type TTR from either human (huTTR) and C. porosus (crocTTR). In the presence of the 
specific substrate, apoA-I, the xeno/crocTTR showed to has lowest activity (1.45 ± 0.10 

μg/min/mg). The catalytic activity of pigC/crocTTR was highest (specific activity was 23.95 

± 0.00 μg/min/mg) which was 4 folds greater than that of crocTTR (specific activity was 

6.08 ± 0.47 μg/min/mg). However, the activity decreased in xeno/croc/pigTTR (16.24 ± 1.37 

μg/min/mg). The results obtained from crocTTR family were different from that of TTR from 

human family. The specific activity of pigC/huTTR (34.46 ± 2.85 μg/min/mg) was not 

different from that of huTTR (34.94 ± 2.53 μg/min/mg). However, the activity of 

xeno/hu/pigTTR was lowest with specific activity of 26.46 ± 4.50 μg/min/mg.  By using Aβ 
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as substrate, in the presence of all type of TTRs, the cleavage fragments of Aβ were 
generated. In comparison to croc TTR, xeno/crocTTR showed to had lowest activity 
whereas high activity were found in pigC/croc and xeno/croc/pigTTR.  Moreover, the activity 
of two chimeric human TTRs were not much different when compared to the wild type 
huTTR, although the xeno/hu/pig had a trend to showed lowest activity. Finally, the results 
obtained could demonstrate to the influence of N- and C-terminal regions on the catalytic 
activity of TTR. Length and hydropathy of the N- or C-terminus may affect on conformation 
of the TTR subunit and/or molecule, which led to changes in the activity either in promote 
and inhibit manner.  
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