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a b s t r a c t

2-trans enoyl-acyl carrier protein reductase (InhA) has been identified as a promising target for the
development of novel chemotherapy for tuberculosis. In the present study, a series of heteroaryl ben-
zamide derivatives were selected as potent inhibitors against InhA, and their binding properties with
InhA were investigated at atomic and electronic levels by ab initio molecular simulations based on
protein-ligand docking, classical molecular mechanics optimizations and ab initio fragment molecular
orbital (FMO) calculations. The results evaluated by FMO highlight some key interactions between InhA
and the derivatives, indicating that the most potent derivative has strong hydrogen bonds with the
Met98 side chain of InhA and strong electrostatic interactions with the nicotinamide adenine dinucle-
otide cofactor. These findings provide informative structural concepts for designing novel heteroaryl
benzamide derivatives with higher binding affinity to InhA.

© 2019 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Tuberculosis (TB) is caused by Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis) and has been a major problem for global health. In
2017, there were an estimated 10.4 million new TB patients
worldwide, and the high mortality rate of TB patients is caused by
its HIV co-infection as well as strong drug resistance of
M. tuberculosis [1]. Drugs such as isoniazid, rifampicin, pyr-
azinamide and ethambutol are currently used for the treatment of
TB, although there aremany types ofM. tuberculosis bacteria having
resistance to these drugs. In addition, multidrug resistant TB (MDR-

TB) [2,3], extensive drug-resistance TB (XDR-TB) [4,5], and co-
infection between M. tuberculosis and HIV (TB/HIV) [6e9] are ma-
jor problems in the treatment of TB [10,11].

2-trans-enoyl acyl-carrier-protein (ACP) reductase (InhA) of
M. tuberculosis was shown to be a primary target of the isoniazid
(INH) frontline drug [12,13]. The M. tuberculosis InhA catalyzes the
nicotinamide adenine dinucleotide (NADþ)-specific reduction of
the 2-trans-enoyl-ACP in the elongation cycle of the fatty acid
synthase (FAS)eII pathway. This enzyme is NADþ-specific and re-
duces the trans double bond between the positions C2 and C3 of a
fatty acyl chain linked to the acyl carrier protein [14]. INH is a
prodrug requiring the activation function of catalase-peroxidase
(KatG) enzyme to generate the isonicotinoyl radical [15,16], which
forms a covalent bond with NADþ to generate INH-NADþ adduct, a
potent inhibitor of InhA [17]. Based on this inhibition mechanism,
INH could be called as an indirect inhibitor of InhA.

However, high potency of INH for the TB treatment is reduced by
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drug resistance, which is caused from the mutations in KatG
enzyme [18e20]. To overcome the drug resistance against INH, new
derivatives, which directly inhibit the InhA enzyme without
affecting on the activation by KatG, are expected to be promising
agents against TB [21]. Because the INH resistance is associated
with the KatG mutations, in a rational design of inhibitors against
InhA, many types of heteroaryl benzamide derivatives were
developed as the direct inhibitors against InhA, and their inhibitory
effects on the InhA activity were investigated systematically by the
physicochemical experiment [22]. The results indicated a wide
range of their inhibitory effect; IC50 is in the range from 0.02 to
3.40 mM, although their chemical structures are similar to each
other. The reason for this significant difference in IC50 cannot be
explained by the difference in the structure of the derivatives, and it
is necessary to investigate the specific interactions between InhA
and the derivatives for elucidating the reason. The result is ex-
pected to provide valuable structural information toward the
design of novel InhA inhibitors.

In the present study, we investigated the specific interactions
between M. tuberculosis InhA and some heteroaryl benzamide de-
rivatives, in order to clarify which residues of InhA mainly
contribute to the binding with the derivatives, using ab initio mo-
lecular simulations based on protein-ligand docking, classical mo-
lecular mechanics (MM) optimization and ab initio fragment
molecular orbital (FMO) calculations. In addition, we attempted to
reveal which derivatives can bind more strongly with InhA and
inhibit the aggregation of InhA. The present results provide useful
information for proposing novel anti-TB drugs based on the het-
eroaryl benzamide derivatives.

2. Details of ab initio molecular simulations

2.1. Construction and optimization of InhA þ derivative complexes
in water

The chemical structures of the heteroaryl benzamide derivatives
employed as inhibitors against InhA in the present study are shown
in Fig. 1. The structure of the InhA þ derivative-1 complex was
determined by the X-ray crystal structure analysis, and the bio-
logical profiles of the derivative-1 were also investigated experi-
mentally [22]. We therefore employed this derivative and
investigated its binding properties with InhA, in order to check the
accuracy of our present molecular simulations by the comparison
between the simulated and the experimental results. In addition,
the effect of 47 kinds of the derivatives on the InhA activity was
widely investigated by the experiments of the same group [22].
Among these derivatives, we selected two derivatives shown in
Fig. 1b and c, because their IC50 values are significantly different to

each other, although there is no difference in chemical structures
between them except for the chain between benzene and pyridine
rings. It is noted that the derivative-2 is the most effective, while
the derivative-3 is the least effective among the 47 derivatives
investigated by the experiment [22]. These structures were fully
optimized using the density functional theory (DFT) method
(M062X/6-31G(d,p)) of the ab initio molecular orbital (MO) calcu-
lation programGaussian09 (G09) [23]. To obtain charge parameters
used in the MM force fields for these derivatives, the charge dis-
tributions of the optimized structures were evaluated by the
restrained electrostatic potential (RESP) [24] analysis using the HF/
6-31G(d) method of G09. It is noted that these charge distributions
were used for the docking simulation as well as the MM optimi-
zations, in order to accurately describe the electrostatic interactions
between InhA and the derivatives.

The initial conformation of the derivative bound to InhA was
predicted from the molecular docking simulations using the
protein-ligand docking program Autodock4.2 [25]. The InhA
structure for docking was downloaded from the protein databank
(PDB ID: 4QXM [22]). We set the grid box of docking as the ligand-
binding pocket of InhA is covered. The size of the grid box was
15� 15� 15 Å3, and the center of the grid box was set as the center
of the derivative-1 in the PDB structure of the InhA þ derivative-1
complex. In the docking simulations, InhA structure was fixed,
while the structure of the heteroaryl benzamide derivative was
freely relaxed, in order to obtain various types of structures for the
docked derivative. The number of candidate structures created by
Autodock4.2 was 200, and the threshold distance for clustering
these structures was set as 2 Å.

To obtain stable and low energy structures of the
InhA þ derivative complexes, the candidate structures obtained by
the docking simulations were fully optimized usingMM force fields
in water. In the MM optimizations, about 2100 water molecules
existing within 8 Å from the surface of the complex were consid-
ered explicitly, and the MM and molecular dynamics simulation
program AMBER12 [26] was used for searching low energy struc-
tures. The AMBERFF99-SBLIN force field [27], the TIP3P model [28]
and the general AMBER force field (GAFF) [29] were assigned for
InhA, water molecules and the heteroaryl benzamide derivatives,
respectively. The criterion for the convergence of the MM optimi-
zation was set as 0.001 kcal/mol/Å. Among the MM optimized
structures, the most stable one was determined based on the total
energy (TE) evaluated by the ab initio FMO calculations.

2.2. FMO calculations for InhA þ derivative complexes

To elucidate the specific interactions and binding affinity be-
tween InhA and the heteroaryl benzamide derivatives, we

Fig. 1. Chemical structures and IC50 values of the heteraryl benzamide derivatives employed in the present study.
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investigated electronic properties of the InhA þ derivative com-
plexes in explicit water molecules, using the ab initio FMO method
[30]. It is noted that the water molecules existing within 10 Å from
the derivative were considered explicitly, in order to describe
accurately the effect of these water molecules on the specific in-
teractions between InhA and the derivative. For all complexes, the
number of water molecules is uniformed to be 132, because we
determined the most stable structure of the complex based on the
TEs evaluated by the ab initio FMO calculations. To predict the
binding affinity between InhA and the derivative, the binding en-
ergy (BE) between InhA and the derivative was estimated from the
TEs of the component structures using the following equation.

BE ¼ TE (complex þ waters) � TE (InhA þ waters) � TE
(derivative þ waters) þ TE (waters)

In the above calculations, we employed the structure of the
solvated complex optimized by the classical MMmethod. From this
structure, we extracted the structures of InhA þ waters,
derivativeþwaters and only waters, and the TEs of these structures
as well as the solvated complex were evaluated by the ab initio FMO
calculations.

In the FMO calculations, the MP2 [31,32]/6-31G method of the
FMO calculation program ABINIT-MP Ver.6.0 [33] was used. Each
amino acid residue of InhA, the derivative, the cofactor NADþ and
each water molecule were assigned to a fragment in the FMO cal-
culations, because this fragmentation enables to analyse the in-
teractions between the derivative and each of InhA residues or the
cofactor NADþ affected by the solvating water molecules. In addi-
tion, to highlight the important InhA residues or NADþ for the
binding of the derivative, we analysed the inter fragment interac-
tion energies (IFIE) [34] obtained by the FMO calculations.

3. Results and discussion

3.1. Stable structures of InhA þ derivative complexes in water

To confirm the accuracy of the present docking simulations, we
first docked the derivative-1 to the ligand-binding pocket of InhA to
create 200 candidate structures of the InhAþ derivative-1 complex,
using the AutoDock4.2 program [25]. They were grouped into four
clusters as listed in Table 1, which shows their lowest binding en-
ergies, numbers of candidate structures and conformations
compared with that in the PDB structure (PDB ID: 4QXM [22]).
Since the rank-1 cluster has 140 candidate structures and the
lowest binding energy estimated by AutoDock4.2, this structure is

expected to be more realistic. Therefore, we compared the repre-
sentative structure of the rank-1 cluster with that of the PDB
structure to confirm that the docked structure is almost the same as
that in the PDB structure as shown in Fig. 2. The root-mean-square
deviation (RMSD) between the docked and the observed X-ray
conformations of the derivative-1 in the ligand-binding pocket of
InhA was evaluated 0.2 Å, indicating the adequacy of the present
docking simulations for the InhA þ derivative-1 complex. On the
other hand, Table 1 indicates that the conformations of the
derivative-1 in the rank-2, 3 and 4 clusters are reverse to that in the
PDB structure. Therefore, we employed the representative struc-
ture of the rank-1 cluster in the following MM and FMO calcula-
tions. It is noted that we could obtain the comparable conformation
of the derivative-1 to that of the PDB structure by using the charge
distribution of the derivative-1 obtained by the RESP analysis [24]
in the docking simulation. When we employed the default charge
parameter of AutoDock4.2, we could not obtain such comparable
conformation of the derivative-1 for the InhA þ derivative-1
complex.

As listed in Table 1, for the derivatives-2 and 3, the conformation
of the rank-3 cluster is similar to that of the derivative-1 in the PDB
structure. We therefore employed the representative structure of
the rank-3 cluster for the InhA þ derivative-2 and
InhAþ derivative-3 complexes and optimized them inwater by the
classical AMBER-MM method.

3.2. Binding affinity and specific interactions between InhA and
derivative

To predict the binding affinity between InhA and the derivative,
we first evaluated BE for each derivative from the TEs calculated by
the ab initio FMOmethod for the component structures. As listed in
Table 2, the BEs for the three derivatives are in the correct order as
compared with the IC50 values [22]; the larger BE correspond to the
smaller IC50, although the active derivative-1 displays the similar
BE as the inactive derivative-3. To check the accuracy of the BEs, we

Table 1
Clustering of docked structures of the derivative to InhA obtained by AutoDock4.2.
Clusters are ranked based on their lowest binding energy (LBE; kcal/mol). The
number of candidate structures included in each cluster, the conformation of the
representative structure in each cluster compared to that in the PDB structure [22] of
the InhA þ derivative-1 complex are listed.

Derivative Rank LBE Number of structures Conformation

1 1 �5.62 140 Similar
2 �5.03 52 Reverse
3 �4.74 1 Reverse
4 �4.51 7 Reverse

2 1 �3.77 178 Reverse
2 �3.68 16 Reverse
3 �3.36 4 Similar
4 �2.34 1 Reverse
5 �2.06 1 Reverse

3 1 �3.64 44 Reverse
2 �3.63 138 Reverse
3 �3.31 18 Similar

Fig. 2. Superimposition of the derivative-1 conformations in the docked structure
(green) and the X-ray structure (pink) of InhA þ derivative-1 complex.
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also investigated the total IFIEs between the derivative and all InhA
residues and NADþ. As listed in the last line of Table 3, the value for
the derivative-1 is almost the average of the values for the
derivatives-2 and -3. Therefore, it is confirmed that the total IFIEs as
well as the BEs are in the correct order as compared with the IC50
values for the three derivatives. In particular, the BE (�105.0 kcal/
mol) for the derivative-2 is significantly larger than that
(�69.6 kcal/mol) for the derivative-3, indicating that the
derivative-2 has higher binding affinity than the derivative-3.

These large BEs of the order of 100 kcal/mol are unreliable. It is
considered that these large BEs come mainly from the over-
estimation of the electrostatic interactions between the charged
groups of InhA residue or NADþ and the derivative, because the
interactions are usually overestimated in ab initio FMO calculations.
To elucidate the effect of water molecules on BEs, we also investi-
gated BEs without considering water molecules and obtained the
BEs of �76.7 (derivative-1), �83.2 (derivative-2) and �67.1 kcal/
mol (derivative-3), respectively. Therefore, it is confirmed that the
order of BEs for the three derivatives is not changed by considering
water molecules and that the derivative-2 has the highest binding
affinity among the three derivatives.

We furthermore investigated the IFIEs between each residue of
InhA or NADþ cofactor and the derivative, in order to elucidate the
key interactions between them and the reason for the significant
difference in binding affinity between the derivatives-2 and 3. The
IFIEs evaluated for the derivatives are compared in Fig. 3, and
Table 3 lists the InhA residues having strong attractive interaction
with each of the derivatives, whose size of IFIE is larger
than �10 kcal/mol. As shown in Fig. 3(a), the present FMO calcu-
lation demonstrates that the derivative-1 interacts most strongly
with NADþ cofactor and Met98. This result is consistent with the
experiment [22] showing thatMet98 of InhA and NADþ cofactor are
important for the binding between InhA and the derivative-1. In
addition, it is elucidated from Fig. 3(b) and (c) that the derivatives-2
and 3 have similar IFIE profiles as the derivative-1. Table 3 indicates
that Gly96 as well as Met98 and NADþ interact strongly with both
the derivatives. Therefore, we concluded that NADþ cofactor, Met98
and Gly96 contribute mainly to the binding between InhA and the

derivatives.
To make clear the reason for the significant difference in BEs

between the derivatives-2 and 3, we analysed the difference in IFIEs
for these derivatives. As shown in Fig. 3(d), the interaction energies
between the derivative and NADþ cofactor, Ala198 and Pro99 of
InhA are significantly different. These values of IFIEs are listed in
Table 3, indicating that the derivative-2 interacts 11.5 kcal/mol
stronger with NADþ cofactor than the derivative-3, and that the
IFIEs between the derivative-2 and Ala198 and Pro99 are larger by
5.4 and 3.7 kcal/mol respectively, compared with those for the
derivative-3. As a result, the BE of the derivative-2 is significantly
(35.4 kcal/mol) larger than that of the derivative-3 as listed in
Table 2.

We furthermore investigated the interacting structures between
these InhA residues and the derivatives, in order to elucidate the
reason for the difference in IFIEs. The crucial interactions of the
highest active derivative-2 with the InhA residues existing around
the ligand-binding pocket of InhA are shown in Fig. 4(a). The major
interactions between InhA and the derivative-2 are hydrogen
bonding interactions between the hydrogen atom of amide (eNH)
group and the oxygen atom of the Met98 backbone at 1.93 Å dis-
tance, and between the hydrogen atom of the eOCH2e chain and
the oxygen atom of the Gly96 backbone at 2.40 Å distance. In
addition, we found electrostatic interactions between the nitrogen
atom of pyridine ring of the derivative-2 and the hydroxyl (eOH)
group of NADþ cofactor at 2.98 Å distance and between the
hydrogen atom of the derivative-2 and the oxygen atom of the
Ala198 backbone at 4.96 Å distance. The pyridine ring of the
derivative-2 also contributes to the p�p stacking interaction be-
tween the derivative-2 and NADþ cofactor at 4.72 Å distance, and
the electrostatic interaction between the oxygen atom of NADþ and
the nitrogen atom of the pyridine ring is additionally formed. In
fact, the present FMO calculation indicates that the IFIE between
the derivative-2 and NADþ cofactor is �44.8 kcal/mol. Therefore, it
is concluded that the pyridine ring of the derivative-2 is important
for the strong binding between the derivative-2 and NADþ cofactor
and contribute mainly to the interaction between the derivative-2
and NADþ cofactor.

Table 2
Total energies (kcal/mol) for the component structures of the solvated InhA þ derivative complexes evaluated by the ab initio FMO method. Binding energies (BE; kcal/mol)
between InhA and the derivative are also listed to be compared with the IC50 values for the derivatives obtained by the previous experiment [22].

Derivative Total energies BE IC50 (mM)

Complex þ water InhA þ water Derivative þ water water

1 �72283525.8 �71299836.8 �6955131.7 �5971517.7 �75.0 0.05
2 �72319390.8 �71299432.4 �6991284.2 �5971430.8 �105.0 0.02
3 �72294974.4 �71299586.8 �6966874.8 �5971556.9 �69.6 3.40

Table 3
Interaction energies (IEs; kcal/mol) between the derivative and each amino acid residue of InhA aswell as NADþ calculated by ab initio FMOmethod. The residues having strong
attractive interaction (larger than �10 kcal/mol) with the derivative are listed. Total of IEs for all residues and NADþ are listed in the last line. The difference in IEs between the
derivatives 2 and 3 is also listed.

Residue Derivative 1 Derivative 2 Derivative 3 Difference between 2 and 3

Gly96 �11.7 �10.0 �8.8 �1.2
Met98 �19.3 �18.6 �19.0 0.4
Pro99 �0.5 �3.8 �0.1 �3.7
Met103 �0.4 �2.6 �3.1 0.5
Lys165 �0.3 �2.5 �2.4 �0.1
Thr196 �0.1 �1.7 �1.0 �0.7
Leu197 �2.9 �0.9 �1.3 0.4
Ala198 �2.6 �6.7 �1.3 �5.4
Ala201 �1.2 �0.7 �1.1 0.4
Ile202 �1.0 �1.6 �1.5 �0.1
NADþ �42.4 �44.8 �33.3 �11.5
Total �101.0 �109.0 �87.8 �21.2
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On the other hand, as shown in Fig. 4(b), the derivative-3 has
similar interacting structures with InhA as the derivative-2,
although the distances between InhA residues or NADþ cofactor
and the derivative-3 are slightly longer than those in the
InhA þ derivative-2 complex. As shown in Fig. 1, the derivative-2
has a eOCH2e group between its benzene and pyridine rings,
while the derivative-3 has only oxygen atom between the rings. By
replacing the eOCH2e group with an oxygen atom, the hydrogen
bond between the derivative-2 and Gly96 is disappeared as shown
in Fig. 4(b). In addition, the distance between the central benzene
and the pyridine rings is shortened by the replacement, resulting in
the separation of the pyridine ring fromNADþ cofactor, as indicated
in Fig. 4(a) and (b). Furthermore, the distance between the

derivative-3 and Ala198 is significantly longer than that between
the derivative-2 and Ala198. These differences in the interactions
between the derivative and InhA residues or NADþ cofactor cause
significant (35.4 kcal/mol) difference in BEs for the derivatives-2
and 3. Therefore, it is demonstrated that the eOCH2e group of
the derivative-2 is important for its strong binding to the
InhA þ NADþ complex.

3.3. Proposal for novel potent inhibitors against InhA

As listed in Table 2, the derivative-2 has the highest activity and
the largest binding energy to InhA. We therefore employed the
derivative-2 as the lead compound (LC) to develop bioisosteres
which would serve as more efficient InhA inhibitors. A series of
heteroaryl benzamide derivatives were designed by replacing the
important fragments of the derivative-2, using molecular re-
placements acquired from the SwissBioisostere database (http://
www.swissbioisostere.ch) [35]. This database is a collection of in-
formation on 4.5 million of molecular sub-structural replacements
and their information in biochemical assays created through the
detection of matching molecular pairs and by the process of mining
bioactivity data in the ChEMBL database. In the present study, we
explored and analysed new information to propose novel InhA
inhibitors as effective drugs available for treating tuberculosis. The
exploration and development of novel InhA inhibitors were per-
formed by expanding structure activity relationships (SAR) studies
using physicochemical, bulky and bioisosteric replacements at the
aromatic rings (A0 and B0 rings) of the derivative-2 as shown in
Fig. 5, in order to increase the interaction between the derivative
and InhA. Nine and five groups were considered for the replace-
ment of the A0 and B0 rings of the derivative-2, respectively, and

Fig. 3. IFIEs between each amino acid residue of InhA and the derivative; (a)
derivative-1, (b) derivative-2, (c) derivative-3, and (d) the difference in IFIEs of (b) and
(c).

Fig. 4. Interacting structures between the InhA residues and the derivative; (a)
derivative-2 and (b) derivative-3. Red, blue and black lines indicate hydrogen bonding,
electrostatic and p-p interactions, respectively. (For interpretation of the references to
color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

N. Phusi et al. / Journal of Molecular Graphics and Modelling 88 (2019) 299e308 303

http://www.swissbioisostere.ch
http://www.swissbioisostere.ch


totally 14 new derivatives with a single replacement of the A0 or B0
ring were created. In addition, 45 derivatives with double re-
placements at both the rings were created. Totally 59 derivatives
were created by use of the SwissBioisostere database [35].

These 59 derivatives were screened by the Lipinski's five rules
[36]; molecular weight, rotatable bonds, H-bond acceptors, H-bond
donors and LogP. As listed in Table 4, 15 derivatives meet the rules
to be selected as candidate inhibitors. In addition, we checked if
these derivatives meet the conditions of the absorption, distribu-
tion, metabolism, excretion and toxicity (ADMET rules [37]) prop-
erties or not, using PreADMET software (https://preadmet.bmdrc.
kr). PreADMET predicts the values of physically relevant de-
scriptors and pharmaceutically important properties of ligands that
can be compared with the recommended values of ideal drugs. In
the present study, blood-brain barrier (BBB) penetration, plasma
protein binding (PPB), human intestinal absorption (HIA), hetero-
geneous human epithelial colorectal adenocarcinoma cell lines
(Caco2) and toxicity to mouse and rat were considered. As listed in
Table 5, it was confirmed that all of our proposed derivatives fulfill
the conditions as ideal drugs. These 15 derivatives were docked to
InhA and their binding properties were investigated precisely by ab
initio FMO calculations.Fig. 5. Generation of novel derivatives based on the derivative-2: aromatic rings (A0

and/or B0) are replaced by the other group.

Table 4
Our proposed novel inhibitors against InhA meeting Lipinski's five rules [36]; (1) molecular weight (MW) is less than 500 g/mol, (2) rotatable bonds is less than 10 bonds, (3)
number of H-bond acceptors is less than 10, (4) number of H-bond donors is less than 5, and (5) LogP is less than 4.15.

Replaced groups MW1 Rotatable bonds2 H-bond acceptors3 H-bond donors4 LogP5

A0/B4 376.45 9 4 1 2.87
A1/B1 376.45 8 4 1 2.87
A1/B2 376.45 8 4 1 2.87
A1/B4 390.47 9 4 1 3.08
A2/B1 376.45 8 4 1 2.87
A2/B2 376.45 8 4 1 2.87
A2/B4 390.47 9 4 1 3.08
A3/B1 390.47 9 4 1 3.08
A3/B2 390.47 9 4 1 3.08
A3/B4 404.50 10 4 1 3.29
A4/B1 376.45 8 4 1 2.87
A4/B2 376.45 8 4 1 2.87
A4/B4 390.47 9 4 1 3.08
A7/B1 376.45 9 4 1 2.87
A7/B4 390.47 10 4 1 3.08

Table 5
Our proposed novel inhibitors against InhA meeting the ADMET rules [37]. The different pharmacokinetic properties and their acceptable range; (1) Blood-brain barrier (BBB)
is> 2.0 suggested high absorption to central nervous system (CNS), while BBB is< 0.1 indicates very low absorption, (2) Plasma protein binding (PPB) is >80% for strong protein
binding, (3) Human intestinal absorption (HIA) calculated at pH 7.4 is between 0 and 20% for poor absorption, 20e70% formoderate absorption, 70e100% for fair absorption, (4)
Caco2 permeability (nm/sec) is larger than 70 for high permeability, while is smaller than 4 for low permeability, and (5) toxicity for carcino-mouse and carcino-rat.

Replaced groups ADME Toxicity

BBB1 PPB2 HIA3 Caco24 Carcino_mouse5 Carcino_rat5

A0/B4 0.09 89.19 96.22 51.86 negative negative
A1/B1 0.12 89.26 96.22 49.62 negative negative
A1/B2 0.11 88.71 96.22 50.58 negative negative
A1/B4 0.21 89.34 96.31 53.03 negative negative
A2/B1 0.20 89.96 96.22 47.61 negative negative
A2/B2 0.18 89.29 96.22 48.41 negative negative
A2/B4 0.36 89.81 96.31 52.88 negative negative
A3/B1 0.36 90.27 96.31 51.21 negative negative
A3/B2 0.33 89.70 96.31 52.04 negative negative
A3/B4 0.65 90.04 96.41 53.72 negative negative
A4/B1 0.12 89.61 96.22 49.62 negative negative
A4/B2 0.11 88.92 96.22 50.58 negative negative
A4/B4 0.21 89.59 96.31 53.03 negative negative
A7/B1 0.16 90.26 96.22 48.94 negative negative
A7/B4 0.28 89.93 96.31 52.86 negative negative
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3.4. Binding properties between InhA and our proposed novel
derivatives

We first docked each of the 15 derivatives to the ligand-binding
pocket of InhA. The created structures of the InhA þ derivative
complex were grouped into several clusters. Among these clusters,
we selected the cluster with larger binding energy and a confor-
mation similar to the derivative-1 in the InhA þ derivative-1
complex observed by the X-ray analysis (PDB ID: 4QXM [22]). As
listed in Table 6, most of the derivatives have similar conformations
to the derivative-1, in the first or the second ranked cluster. These
candidate structures of the InhA þ derivative complexes were
optimized by the classical AMBER-MM method, in which solvating
water molecules existing within 8 Å from the surface of the com-
plex were considered explicitly.

To predict the binding affinity between InhA and the novel de-
rivative, we evaluated the BE of each derivative to InhA from the TEs
calculated by the ab initio FMO method for the component struc-
tures. As listed in Table 7, our proposed derivatives A1/B4 and A4/B4
have significantly larger BE compared with the derivative-2, indi-
cating the possibility of these derivatives as potent inhibitors
against InhA. In addition, to confirm the accuracy of the BEs, we
investigated the total IFIE between the derivative and all InhA

residues and NADþ by the FMO method. As shown in Fig. 6, the
values of BEs and total IFIEs correlate well to each other, although
the total IFIE for one derivative (A3/B2) is underestimated. In order
to clarify the reason for this result, we investigated the interactions

Table 6
Result of docking simulations of novel derivatives to InhA. Created structures are
grouped in several clusters, which are ranked based on their lowest binding energy
(LBE; kcal/mol). The number of candidate structures included in each cluster, and
the conformation of the derivative compared to that of the derivative-1 in the PDB
structure of IhnA þ derivative-1 are listed.

Derivative Rank LBE Number of structures Conformation

A0/B4 1 �5.96 99 Similar
A1/B1 2 �5.94 22 Similar
A1/B2 3 �4.85 8 Similar
A1/B4 1 �6.11 36 Similar
A2/B1 1 �6.69 69 Similar
A2/B2 2 �6.06 29 Similar
A2/B4 1 �6.80 68 Similar
A3/B1 1 �6.52 26 Similar
A3/B2 2 �5.70 5 Similar
A3/B4 1 �6.69 33 Similar
A4/B1 1 �6.60 62 Similar
A4/B2 1 �5.92 30 Similar
A4/B4 1 �6.53 56 Similar
A7/B1 1 �5.77 37 Similar
A7/B4 2 �5.56 43 Similar

Table 7
Binding energies (kcal/mol) and total interaction energies (Total IFIE, kcal/mol)
between InhA þ NADþ and our proposed novel derivatives as well as the derivative-
2 evaluated by the present ab initio FMO calculations.

Derivative Binding energies Total IFIE

Derivative-2 �105.0 �109.0
A0/B4 �101.3 �79.3
A1/B1 �98.7 �75.5
A1/B2 �112.1 �92.2
A1/B4 �134.5 �113.7
A2/B1 �100.6 �74.7
A2/B2 �106.6 �80.2
A2/B4 �99.8 �76.2
A3/B1 �103.0 �77.5
A3/B2 �96.2 �96.2
A3/B4 �113.0 �87.8
A4/B1 �121.2 �102.1
A4/B2 �125.3 �104.0
A4/B4 �140.3 �117.3
A7/B1 �85.9 �66.2
A7/B4 �93.2 �73.4

Fig. 6. Correlation between the total IFIEs and the binding energies between
InhA þ NADþ and the derivative evaluated by the present FMO calculations.

Fig. 7. IFIEs between each amino acid residue of InhA and the derivative; (a)
derivative-2, (b) derivative A1/B4, and (c) the difference in IFIEs of (a) and (b).
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between the derivative A3/B2 and some amino acid residues of
InhA to find that the conformation of A3/B2 is significantly different
from those for the other derivatives. This difference is likely to
cause underestimation of total IFIE for the derivative A3/B2. The
coefficient R2 of correlation between BE and total IFIE is 0.84.
Accordingly, it is expected that our proposed novel derivatives A1/
B4 and A4/B4 can bind more strongly to the ligand-binding pocket
of InhA than the existing derivative-2. Their IFIEs with each of the
InhA residues as well as NADþ are compared with those of the
derivative-2 in Figs. 7 and 8.

To elucidate the reason for the large BE of the derivative A1/B4,
we investigated its specific interactions with InhA residues and
NADþ by the ab initio FMO method. As shown in Fig. 7(a) and (b),
the derivative A1/B4 has strong attractive interactionwithMet98 as
well as NADþ in the similar way as the derivative-2. To reveal the
effect of the replacement of the A0 and B0 rings by A1 and B4, we
moreover analysed the difference in IFIEs between the derivatives-
2 and A1/B4. As shown in Fig. 7(c), the derivative A1/B4 binds more
strongly to Pro99 and Ala157 of InhA comparedwith the derivative-
2, resulting in the larger BE of the derivative A1/B4 than the
derivative-2. The interacting structures between the derivative A1/
B4 and the InhA residues and NADþ were investigated in detail, as
shown in Fig. 9(a), which indicates that the NH group of the de-
rivative A1/B4 forms a hydrogen bond with the backbone of

Met98 at 2.06 Å distance. This interaction is considered to be a
crucial interaction for strong binding of the derivative A1/B4 to
InhA. In addition, the derivative A1/B4 has electrostatic interactions
with Gly96 (3.71 Å), Pro99 (2.69 Å) and Ala198 (3.83 Å). It is noted
that the derivative A1/B4 and the NADþ cofactor interact each other
by the p�p interaction at 3.98 Å as well as the electrostatic inter-
action at 2.80 Å, resulting in very large (�46.2 kcal/mol) IFIE be-
tween them. Consequently, it was elucidated from Figs. 7(b) and
9(a) that the NADþ cofactor plays an important rule for attracting
the derivative A1/B4 to the ligand-binding pocket of InhA.

The derivative A4/B4 has also large BE as listed in Table 7, and
the IFIEs between the derivative and each residue of InhA or the
NADþ cofactor are shown in Fig. 8(b). The derivative A4/B4 interacts
stronglywith the NADþ cofactor as well asMet98. Tomake clear the
reason for the significant difference in BEs between the derivatives-
2 and A4/B4, we analysed the difference in IFIEs for these de-
rivatives. As shown in Fig. 8(c), the derivative A4/B4 binds more
strongly to Pro99 and Met103 of InhA than the derivative-2. As a

Fig. 8. IFIEs between each amino acid residue of InhA and the derivative; (a)
derivative-2, (b) derivative A4/B4, and (c) the difference in IFIEs of (a) and (b).

Fig. 9. Interacting structures between the InhA residues and the derivative; (a) de-
rivative A1/B4, (b) derivative A4/B4, and (c) superimposition of derivative-2 (green
color), derivative A1/B4 (blue color), and derivative A4/B4 (orange color). Red, blue and
black lines indicate hydrogen bonding, electrostatic and p-p interactions, respectively.
(For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred
to the Web version of this article.)
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result, the BE of the derivative A4/B4 is significantly (35.3 kcal/mol)
larger than that of the derivative-2 as listed in Table 7. We
furthermore investigated the interacting structures between the
derivative A4/B4 and the InhA residues and NADþ. As shown in
Fig. 9(b), the derivative A4/B4 interacts with the NADþ cofactor by
the p�p interaction at 4.43 Å as well as the electrostatic interaction
at 2.87 Å, resulting in very large (�44.3 kcal/mol) IFIE between
them. The derivative A4/B4 also forms a hydrogen bond with the
oxygen atom of the Met98 backboned at 2.19 Å distance, while
there are electrostatic interactions between the derivative A4/B4
and Gly96 (3.74 Å), Pro99 (2.95 Å), Met103 (2.63 Å) and Ala198
(3.75 Å) residues of InhA.

From the above analysis of the specific interactions between
InhA and our proposed derivatives, it is expected that some mod-
ifications of the derivative-2 such as the derivatives A1/B4 and A4/
B4 can produce more potent inhibitors to cover the ligand-binding
pocket of InhA. Fig. 9(c) indicates that the B4 ring of the derivatives
A1/B4 and A4/B4, which is located on the right side of Fig. 9(c), is
important for keeping this conformation, because Met98, Pro99
and Ala198 of InhA exist near the B4 ring. It is thus expected that if
the interaction between the side chain of the B4 ring and InhA
could be enhanced by adding some groups to the B4 ring, the
modified derivative-2 may be an efficient inhibitor to cover the
ligand-binding pocket composed of Met98, Pro99 and Ala198 res-
idues of InhA.

4. Conclusions

In the present study, we investigated the specific interactions
between InhA and several heteroaryl benzamide derivatives, using
ab initio molecular simulations based on protein-ligand docking,
classical MM optimizations and ab initio FMO calculations. Based on
the results simulated, we proposed several novel derivatives as
potent inhibitors against InhA and investigated their specific in-
teractions with InhA and NADþ to elucidate the following points.

(1) The derivatives A1/B4 and A4/B4 shown in Fig. 5 bind most
strongly to the InhA þ NADþ complex to be potent inhibitors
against InhA.

(2) The NADþ cofactor plays an important rule for attracting the
derivative to the ligand-binding pocket of InhA.

(3) Met98, Gly96 and Pro99 residues of InhA mainly contribute
to the binding between InhA and the derivatives.
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ABSTRACT: The enoyl-acyl carrier protein reductase InhA of
Mycobacterium tuberculosis is an attractive, validated target for anti-
tuberculosis drug development. Moreover, direct inhibitors of InhA remain
effective against InhA variants with mutations associated with isoniazid
resistance, offering the potential for activity against MDR isolates. Here,
structure-based virtual screening supported by biological assays was applied
to identify novel InhA inhibitors as potential antituberculosis agents. High-
speed Glide SP docking was initially performed against two conformations
of InhA differing in the orientation of the active site Tyr158. The resulting
hits were filtered for drug-likeness based on Lipinski’s rule and avoidance of
PAINS-like properties and finally subjected to Glide XP docking to
improve accuracy. Sixteen compounds were identified and selected for in vitro biological assays, of which two (compounds 1 and 7) showed MIC of 12.5
and 25 μg/mL against M. tuberculosis H37Rv, respectively. Inhibition assays against purified recombinant InhA determined IC50 values for these
compounds of 0.38 and 0.22 μM, respectively. A crystal structure of the most potent compound, compound 7, bound to InhA revealed the inhibitor to
occupy a hydrophobic pocket implicated in binding the aliphatic portions of InhA substrates but distant from the NADH cofactor, i.e., in a site distinct
from those occupied by the great majority of known InhA inhibitors. This compound provides an attractive starting template for ligand optimization aimed
at discovery of new and effective compounds against M. tuberculosis that act by targeting InhA.

■ INTRODUCTION

Tuberculosis (TB) caused by Mycobacterium tuberculosis (M.

tuberculosis) remains a major worldwide public health problem,
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especially in areas of high population density and low- and
middle-income countries. It is the leading cause of death by
infectious disease and the ninth leading overall cause of death
worldwide. World Health Organization (WHO) data identified
1.6 million TB deaths and 10 million new TB cases in 2017.1

Although TB is considered treatable, this is threatened by the
spread of drug-resistant strains; it is estimated that globally there
are 4.9 million cases of patients infected with multidrug-resistant
tuberculosis (MDR-TB) strains resistant to isoniazid and
rifampicin, the two most important anti-TB agents. In 2017,
558 000 new cases of TB were identified that were resistant to
rifampicin (RR-TB), the most effective first-line drug, with 82%
of these MDR-TB. About 8% of TB patients worldwide are
estimated to be infected with rifampicin-susceptible, isoniazid-
resistant strains (HR-TB).2

The M. tuberculosis enoyl-acyl carrier protein (ACP)
reductase (M. tuberculosis InhA) is an attractive potential target
for development of new antituberculosis drugs. InhA catalyzes
the NADH-specific reduction of 2-trans-enoyl-ACP (Figure 1A)
in the elongation cycle of the fatty acid synthase type II (FAS II)
pathway, the final step of fatty acid biosynthesis in M.
tuberculosis.3,4 InhA is the primary target of isoniazid (INH),
the second first-line drug for tuberculosis treatment.5−7

However, the inhibitory activity of isoniazid is reduced by
mutations either in InhA or, more commonly, in the KatG
catalase-peroxidase responsible for converting the INH prodrug
into its active form.8−10 Thus, identifying inhibitors that directly
bind to InhA without the requirement for activation by KatG
(direct InhA inhibitors) may represent a valid strategy to
overcome isoniazid resistance.11,12 Hence multiple academic
and pharmaceutical efforts have led to the discovery of direct
InhA inhibitors.13−18 However, most of the direct InhA
inhibitors so far identified display good InhA inhibitory activity
in vitro but poor activity against M. tuberculosis.13,19−21

The interactions of InhA with substrate, cofactor, and
inhibitors have been extensively studied.22 One outcome of
these investigations is the identification of the active site residue
Tyr158 as important both to stabilizing the substrate during the
catalytic reaction of M. tuberculosis InhA and to the binding of
direct InhA inhibitors.3,4,23 Two different conformations of the
Tyr158 side chain have been identified in binding of direct InhA
inhibitors (Figure 1B), an “in” conformation associated with the
ternary InhA complex (substrate/cofactor-bound form) and an
“out” conformation resembling that observed in the binary InhA
complex (cofactor-bound form).19−24

In the present work, we have applied structure-based virtual
screening to select candidate InhA inhibitors from the
compound library of the Specs database (www.specs.net),
seeking to account for the mobility of Tyr158 by including both
conformations of this residue in the screening workflow. This
protocol identified two compounds that showed both inhibitory
activity against M. tuberculosis cell growth and submicromolar
inhibition of purified InhA in in vitro activity assays. A crystal
structure for the complex of the most potent of these with InhA
identified inhibitor binding in a hydrophobic active site pocket
utilized in substrate binding and with Tyr158 in the in
conformation. These findings demonstrate that these ap-
proaches can identify compounds with InhA inhibitory activity
that are active against M. tuberculosis.

■ MATERIALS AND METHODS
Structure-Based Virtual Screening Approach. Struc-

ture-based virtual screening was employed to search the novel

InhA inhibitors from a ligand library of Specs database (Figure
2). Initially, all small molecules (∼200 000 compounds)
contained in Specs database were docked to InhA-inTyr158
and InhA-outTyr158 receptors using the Glide program25−27

with the standard precision (SP) mode to reduce the time-
consuming. Then, the top 2000 compounds ranked by Glide SP
score obtained from each receptor were selected for further
steps. This is followed by the selection of compounds that
showed good Glide SP scores for binding in both InhA-
inTyr158 and InhA-outTyr158. Subsequently, the selection of
Lipinski’s rule of five28,29 and pan-assay interference compounds
(PAINS)30 were employed as the drug-likeness filter. Then, all
filtered compounds were docked to both InhA-inTyr158 and
InhA-outTyr158 by using the extra precision (XP) mode that
showed higher accuracy than the SPmode. Top compounds that
show good Glide scoring function obtained from XP Glide
docking (Glide XP score) in both InhA-inTyr158 and InhA-
outTyr158 receptors were selected as the hit compounds. All hit
compounds were subjected to biological assays.

Molecular Docking Calculations. Molecular docking
calculations were performed by the Glide program.25−27 InhA
with the “in” and “out” conformations of Tyr158 (InhA-
inTyr158 and InhA-outTyr158, respectively) were considered
as receptors for virtual screening. InhA complexed with a
diphenyl ether derivative (PT70) (PDB code: 2X23)20 and that
complexed with a N-((3R,5S)-1-(benzofuran-3-carbonyl)-5-
(ethylcarbamoyl)pyrrolidin-3-yl)-3-ethyl-1-methyl-1H-pyra-

Figure 1. NADH-specific reduction of 2-trans-enoyl-ACP catalyzed by
InhA (A), in and out conformations of Tyr158 side chain (B). Tyr158
in the in conformation (yellow) in the ternary InhA structure
complexed with the C16 substrate analogue THT (trans-2-
hexadecenoyl-(N-acetylcysteamine)-thioester (yellow carbon atom)
and NAD+ (gray) and Tyr158 in the out conformation (pink) in the
binary InhA structure complexed with NAD+ (gray). PDB codes of
these structures are 1BVR3 and 1ENY,6 respectively.
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zole-5-carboxamide (KV1) (PDB code: 4COD)21 were selected
as the representative InhA-inTyr158 and InhA-outTyr158,
respectively. The Protein Preparation Wizard Workflow
integrated in the Maestro was employed to prepare receptor
with PROPKA at pH 7.0 for amino acid protonation assignment.
Then, receptors with OPLS-2005 force field were minimized
with the heavy atoms restrained (rmsd of 0.3 Å). Small
compounds were prepared with the LigPrep module provided in
the Maestro program. The protonation states of compounds
were generated with Epik at pH of 7.0± 2.0. Grid box was set by
the default protocol and centered by the ligand.
Plasmid Expression forM. tuberculosisH37Rv InhA.To

facilitate the expression of InhA enzyme, the InhA gene was
amplified by forward primer 5′ATCATATGACAGGACTG-
GACGGC 3′ and reverse primer 5′ACGCCGGATCCTA-
GAGCATTTGG 3′ which introduced the 5′ NdeI restriction
site and 3′ BamHI restriction site. The slowdown PCR was used
to amplify an 810 bp InhA amplicon. The amplicon was digested
with NdeI and BamHI and cloned to pET15b. The InhA-
pET15b plasmid that contained hexa-histidine at N-terminal
(InhA-6xHis enzyme) was transformed into E. coli BL21(DE3)
for enzyme expression.
Overexpression and Purification of InhA Enzyme.

Culture of BL21(DE3) cell carrying the wild type InhA was
grown in 5 L of LB ampicillin (100 μg/mL) medium at 37 °C to
an OD600 of 0.6 and subsequently induced with 50 μM
isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG). After shaking at
250 rpm for 4 h at 29 °C, the bacterial cell was harvested by
centrifugation at 4000 rpm for 10 min at 4 °C. The bacterial
pellet was resuspended in 20 mM Tris-HCl, pH 7.9, containing
500 mM NaCl. The bacterial cell was lysed by French press at
2000 psi and followed by centrifuging at 14 000 rpm for 30 min
at 4 °C to remove cell debris. The supernatant was applied toNi-
NTA chromatography, and InhA was eluted by using a gradient

of 250 mM imidazole. The fractions containing InhA were
pooled and exchanged into 30 mM pierazine-1,4-bis (2-
ethanesulfonic acid) (PIPES) buffer pH 6.8, containing 150
mM NaCl and 1 mM EDTA via PD-10 desalting columns
equilibrated with PIPES 30 mM pH 6.8, 150 mM NaCl to
remove imidazole. The elution fractions from desalting column
were pooled and concentrated with Vivaspin centrifugal
concentrator. Nanodrop was used to determine the concen-
tration, and SDS-PAGE was used to analyze the purity of InhA.
For protein crystallization, InhA was thrombin cleaved to
remove the N-terminal His-tag prior to buffer exchange into 30
mM PIPES pH 6.8, 150 mM NaCl using a PD-10 desalting
column.

Relative Inhibition of InhA Inhibitors.Triclosan, NADH,
and DMSO were obtained from Sigma-Aldrich. Inhibitors were
collected from the Specs database (www.specs.net). Stock
solutions of the inhibitors were prepared in DMSO such that the
final concentration of this cosolvent was constant at 1% (v/v) in
the final volume of 100 μL for all kinetic reactions. The relative
inhibition for InhA of selected compounds was evaluated in 200
μL of 30mMPIPES buffer, pH 6.8 containing 1mg/mL BSA, 50
μMNADH, 75 μM trans-2-dodecenoyl-CoA (DD-CoA), and 1
μM InhA inhibitor. The plate was shaken for 1 min, and finally
the reactions were initiated by adding InhA at 15 nM final
concentration. The mixer of InhA and NADHwas preincubated
at 25 °C for 5 min followed by the addition of compound and
continually preincubated at 25 °C for 20 min. The reactions
were started by adding 75 μM DD-CoA. The reaction was run
for 10 min at 25 °C following the fluorescence intensity of
NADH at excitation λ = 340 nm and emission λ = 420 nm. The
fluorescence intensity of NADH of each well was recorded every
30 s. The relative inhibitory activity of each compound was
expressed as % relative inhibition of InhA (initial velocity of the
reaction) with respect to control reaction without the inhibitor
as calculated in eq 1.

= ×
−

−
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k
jjjjjj

y

{
zzzzzz

F F

F F

% relative inhibition

100
compound negative control

positive control negative control (1)

Fcompound is the fluorescence intensity of the enzymatic activity
for each compound concentration, Fpositive control is the
fluorescence intensity of the enzyme activity in the absence of
any compound, and Fnegative control is the fluorescence intensity
of the NADH oxidation in the absence of the enzyme. Positive
control wells contained DMSO. Negative control wells did not
contain InhA enzyme. Triclosan was used as the positive control.
For those sample showing at least 60% inhibition, the follow-up
verification was conducted in triple-triplicate in the IC50
determination mode.

IC50 Determination. Briefly, IC50 values were also
determined in 96-well plates with the serial threefold dilution
with assay buffer that contained DMSO of each inhibitor. The
final condition of DMSO in the final assay was 1%. The IC50
value was determined by at least eight concentrations, with each
triple-triplicate under saturation condition. The relative
inhibition of InhA was calculated as described above. IC50
values were calculated from plots of enzyme activity versus the
log of inhibitor concentration.

Antimycobacterial Assay. Microplate Alamar blue assay
(MABA) was used to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) against M. tuberculosis of hit compounds.

Figure 2. Virtual screening workflow for discovery of direct InhA
inhibitors.
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Hit compounds were dissolved in DMSO (Sigma) and
subsequently diluted twofold in 100 mL of Middlebrook
7H9GC in the 96-well plate. A mycobacterial suspension was
prepared in 0.04% Tween 80 and diluted with sterile distilled
water to a turbidity of the McFarland no. 1. The suspension was
then diluted 1:50 with 7H9GC, and 100 mL of this suspension
was added to wells of microplates. After incubation at 37 °C for
approximately 7 days, 12.5 mL of 20% Tween 80 and 20 mL of
Alamar blue (SeroTec Ltd., Oxford, U.K.) were added to all
wells. Growth of the organisms was determined after
preincubation at 37 °C for 16−24 h by visual determination
of a color change from blue to pink. The MIC is defined as the
lowest concentration that prevents the color change. Triclosan
(Sigma) was used as a standard drug. Clinical isolates of M.
tuberculosis were obtained from a stock culture of Ramathibodi
Hospital, Bangkok, Thailand, and they were obtained during
routine diagnostic work (most cultures collected during 2000−
2005). The ethics committee of Ramathibodi Hospital has
approved the use of these clinical isolates for this study.
Crystallization, Data Collection, and Structure Sol-

ution. InhA crystals were grown under similar conditions as
previously described24,31 using sitting-drop vapor diffusion in
24-well plates (Hampton Research). Drops containing 1.5 μL of
protein (13 mg/mL) and 1 μL of reservoir solution (17% w/v
PEG 4000, 0.1MADA pH6.8, 6mMDMSO, 0.1M ammonium
acetate, 1% glycerol, 4.5 mM NAD+) were equilibrated against
500 μL of reservoir solution. Trays were incubated at 19 °C, and
crystals grew to their maximum size within 3−5 days. InhA
complexed with compound 7 was obtained by soaking crystals
overnight in 10mMcompound, 25% glycerol v/v, 17%w/v PEG
4000, 0.1 M ADA pH 6.8, 6 mM DMSO, 0.1 M ammonium
acetate, 1% glycerol, and 4.5 mMNAD+ at 4 °C. X-ray data were
collected at 100 K on beamline I03 (Diamond Light Source,
United Kingdom), integrated using XDS32 in the Xia233

pipeline, and scaled using Aimless34 in the CCP4 suite.35

Crystallographic phases were solved using Phaser36 with PDB
4BQP24 as the starting model and six molecules in the
asymmetric unit. Early rounds of refinement were completed
in Refmac537 with modeling in Coot.38 The ligand was
generated using the ProDRG server39 and then modeled using
restraints generated in eLBOW in Phenix,40 and the final
structure completed by iterative rounds of model building and
refinement in Coot and Phenix. Structure validation was assisted
by MolProbity41 and Phenix. Coordinates and structure factors
have been deposited in the Protein Data Bank (www.rcsb.org/
pdb) with accession code 6R9W.

■ RESULTS AND DISCUSSION
Structure-Based Virtual Screening. The structure-based

virtual screening workflow employed to identify direct InhA
inhibitors is shown in Figure 2. After the top 2000 compounds,
ranked by Glide SP score, were selected, 81 compounds that
showed good Glide SP scores for InhA binding to both InhA-
inTyr158 and InhA-outTyr158 conformations were collected.
These were subsequently filtered by selection according to
Lipinski’s rule of five and against PAINS-like properties, yielding
65 compounds (Table S1). The binding affinities of these
compounds to both InhA-inTyr158 and InhA-outTyr158 were
further evaluated using themore accurate Glide XPmode. These
compounds showed Glide XP scores for InhA-inTyr158 and
InhA-outTyr158 binding in the ranges 5.1−10.2 and 5.6−9.3
kcal/mol, respectively. For comparison, the Glide XP scores of
two comparator compounds binding to InhA-inTyr158 (2-(o-

tolyloxy)-5-hexylphenol (PT70), PDB 2X23) and InhA-out-
Tyr158 (N -((3R ,5S)-1-(benzofuran-3-carbonyl)-5-
(ethylcarbamoyl)pyrrolidin-3-yl)-3-ethyl-1-methyl-1H-pyra-
zole-5-carboxamide (KV1) PDB 4COD) were −10.5 and −9.1
kcal/mol, respectively. Accordingly, the 16 compounds with the
highest Glide XP scores for InhA-inTyr158(<−9.0 kcal/mol)
and InhA-outTyr158 (<- 6.9 kcal/mol) were selected for
biological evaluation (Table 1). The chemical structures of these
compounds are provided (Table S2).

Antitubercular Activity.With the lower experimental cost
and less administration for biosafety requirement, minimal
inhibitory concentration (MIC) values for the 16 hit
compounds were evaluated against the avirulent strain of M.
tuberculosis (H37Ra) (Table 1). Most of these compounds
showed no activity against M. tuberculosis H37Ra with MIC
values more than 100 μg/mL. Importantly, compounds 1 and 7
(Figure 3) showed biological activity, withMIC values of 25 μg/
mL. Accordingly, MIC values for compounds 1 and 7 against the
virulent strain of M. tuberculosis (H37Rv) were determined.
Compound 7 demonstrated equivalent MIC values against both
M. tuberculosis strains (25 μg/mL), whereas MIC value against

M. tuberculosisH37Rv of compound 1 is decreased by twofold in
comparison with that againstM. tuberculosisH37Ra (12.5 and 25
μg/mL, respectively). Therefore, compounds 1 and 7 screened
from our present study are promising lead compounds for the
further development of novel antituberculosis agents.

M. tuberculosis InhA Inhibitory Activity. The activities of
the 16 hit compounds were next evaluated in vitro against
purified recombinant M. tuberculosis InhA. Relative InhA
inhibition at a final concentration of 1 μM was evaluated using
the known InhA inhibitor triclosan31 as a reference compound.

Table 1. Glide XP Docking Scores and in Vitro Biological
Activities of Hit Compounds

glide XP docking score
(kcal/mol) biological activity

compounds
InhA-

inTyr158
InhA-

outTyr158

MICa

(μg/
mL)

relative
inhibition at

1 μM IC50 (μM)

1 −10.9 −7.8 25 66 0.38 ± 0.98
2 −10.6 −7.0 >100 48 NT
3 −10.5 −7.2 >100 23 NT
4 −10.4 −8.3 >100 44 NT
5 −10.3 −7.6 >100 58 NT
6 −10.2 −7.3 >100 4 NT
7 −10.2 −7.1 25 62 0.22 ± 0.97
8 −10.1 −8.0 >100 44 NT
9 −9.9 −7.8 >100 21 NT
10 −9.7 −8.5 >100 45 NT
11 −9.6 −8.2 >100 50 NT
12 −9.4 −7.3 >100 48 NT
13 −9.3 −7.5 >100 57 NT
14 −9.3 −7.7 >100 58 NT
15 −9.2 −6.9 >100 14 NT
16 −9.0 −7.8 >100 35 NT
triclosan 50 70 0.60 ± 0.94
PT70b −10.5 − − − −
KV1c − −9.1 − − −

aMIC value determined against M. tuberculosis H37Ra. bReference
compound for Glide XP docking score in InhA-inTyr158 (PDB
2X23). cReference compound for Glide XP docking score in InhA-
outTyr158 (PDB 4COD).

Journal of Chemical Information and Modeling Article

DOI: 10.1021/acs.jcim.9b00918
J. Chem. Inf. Model. 2020, 60, 226−234

229

http://www.rcsb.org/pdb
http://www.rcsb.org/pdb
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jcim.9b00918/suppl_file/ci9b00918_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jcim.9b00918/suppl_file/ci9b00918_si_001.pdf
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jcim.9b00918


These experiments gave relative inhibition values for the 16 hit
compounds in the range of 4−66%, compared to 70% for
triclosan (Table 2). Although all 16 hit compounds displayed
lower potency for InhA inhibition than triclosan, the two
compounds compound 1 and compound 7 identified as active
against M. tuberculosis H37Rv both showed relative inhibition
values greater than 60%. These data suggest that antitubercular
activity of these compounds is likely to arise from inhibition of
InhA activity. These results motivated determination of IC50
values for InhA inhibition by these two compounds, in
comparison with triclosan. The results are shown in Figure 4.
Compound 1 and compound 7 showed IC50 values for InhA
inhibition of 0.38 and 0.22 μM, respectively, compared to a value
for triclosan of 0.60 μM (Table 1 and Figure 2). These data
demonstrate that both compounds are active in both whole cell
and enzyme inhibition assays.
Crystallographic Characterization of InhA Binding to

Compound 7. Identification of active compounds motivated
investigation of their modes of binding to InhA by X-ray
crystallography. Purified recombinant InhA was crystallized in
the presence of NADH in the previously reported C2 crystal6

form by hanging-drop vapor diffusion and crystals exposed to
inhibitors before freezing for diffraction data collection.Multiple
diffraction experiments on soaked crystals yielded a single data
set (diffracting to a resolution of 1.75 Å (Table 2)) which, after
molecular replacement, contained positive difference (Fo − Fc)
electron density, consistent with the structure of compound 7, in
maps for one of the six InhA molecules present in the
crystallographic asymmetric unit. After refinement the real-
space correlation coefficient (RSCC) value (calculated by
Phenix)40 for bound ligand was 0.897, indicating acceptable fit
to the experimental electron density.42 The average B-factor for
the bound inhibitor was 31.66 Å2, comparing favorably with a
value of 33.64 Å2 for the cofactor (most likely in the NAD+

form) averaged across the 6 InhA molecules. Binding of
compound 7 to the InhA active site is shown in Figure 5.
Compound 7 is bound in the InhA active site in an extended

hydrophobic pocket, with the bicyclic indane contacting
residues Phe149, Met155, Pro156, Ala157, Ile215, and
Leu218, and the benzimidazole ring residues Met103, Ala198,
Met199, Ile202, and Leu207. The inhibitor hydroxyl group
makes a water-mediated hydrogen bond to the backbone
carbonyl of Ala211. Tyr158 is clearly resolved as being in the in
orientation; other molecules in the asymmetric unit feature
Tyr158 in in (molecules B andD), out (molecules C and F), and
dual (molecule E) conformations, indicating that Tyr158 can
sample different rotamers in this crystal form. However, our
observation of inhibitor bound only to a molecule with Tyr158
in the in conformation, coupled with the results of super-
positions that indicate a clash between the Tyr158 out
conformation and the inhibitor indane, strongly support the
contention that compound 7 binds preferentially to InhA in the
inTyr158 conformation. Surprisingly, the inhibitor binds some

Figure 3. Chemical structures of two active compounds against M.
tuberculosis (compound 1 and compound 7).

Table 2. Crystallographic Data Collection and Refinement
Statistics

Data Collectiona

beamline DLS I03
space group C2
molecules/ASU 6
cell dimensions

a, b, c (Å) 100.90, 81.60, 189.42
α, β, γ (deg) 90.0, 95.52, 90.0

wavelength(s) (Å) 0.97624
resolution (Å) 43.32−1.75 (1.78−1.75)
Rpim 0.046 (0.389)
CC1/2 0.997 (0.765)
I/σ(I) 10.1 (2.3)
completeness (%) 99.3 (98.4)
redundancy 6.9 (6.8)

Refinement

resolution (Å) 43.317−1.75
no. reflections 152796
Rwork/Rfree 0.1871/0.2269
no. non-H atoms

protein 11795
solvent 1031
inhibitor 23
NAD 264

B-factors
protein 39.87
solvent 38.06
inhibitor 31.66
NAD 33.64

rms deviations
bond lengths (Å) 0.017
bond angles (deg) 1.480

Ramachandran (%)
outliers 0.00
favored 95.94

PDB code 6R9W
aValues in parentheses are for highest-resolution shell.

Figure 4. IC50 curves fitting for the inhibition of InhA by triclosan (A),
compound 1 (B), and compound 7 (C) at various concentrations.

Journal of Chemical Information and Modeling Article

DOI: 10.1021/acs.jcim.9b00918
J. Chem. Inf. Model. 2020, 60, 226−234

230

http://dx.doi.org/10.1021/acs.jcim.9b00918


distance away from the NAD+ cofactor, with the closest
approach being made by the benzimidazole group to the
NAD+ nicotinamide ring (6.97 Å) and diphosphate (6.58 Å).
Interestingly, this mode of binding also differs from those
obtained from Glide XP docking of compound 7 against either
of the two conformations of InhA (InhA-inTyr158 and InhA-
outTyr158). However, there is some partial overlap of the
indane binding site with that of the conformation docked against
InhA-inTyr158 and between the indane of the conformation
docked against InhA-outTyr158 and the crystallographically
observed benzimidazole binding site (Figure S1).
InhA has been the subject of extensive efforts aimed at

discovery of direct inhibitors, with in consequence numerous
crystal structures available for complexes of the enzyme with a
range of ligands (for review, see Chollet et al.).22 We therefore
compared our inhibitor-bound structure with those of other
InhA complexes, with the aim of identifying the extent to which
the observed mode of binding of compound 7 relates to those
described for other inhibitors. These comparisons identify the
binding mode as most closely resembling that of the C16
substrate analogue THT (trans-2-hexadecenoyl-(N-acetylcyste-
amine)-thioester)) which adopts a U-shaped conformation with
the cysteamine/thioester headgroup contacting the NADH
cofactor and the distal end of the aliphatic tail making
hydrophobic interactions with multiple residues (Met103,
Phe149, Met161, Ala198, Met199, Ala201, Ile202, Leu207,
Ile215, and Leu218) of which the majority also participate in
compound 7 binding (PDB 1BVR).3 Of inhibitor complex
structures, the closest similarity is observed with triclosan
binding to its second site (as described in PDB 1P45 in which
two triclosan binding sites are observed).43 However, triclosan
and related diaryl ether inhibitors usually bind close to the
NAD(H) cofactor, in the binding site utilized by the THT
cysteamine group, and this second site is not normally occupied.

Importantly, as well as (in common with the majority of InhA
complexes) featuring Tyr158 in the in conformation, these
structures also feature the H6 α helix (residues 196−206) in an
open, but ordered, conformation. This region of the protein
adopts a variety of conformations and is in some cases
disordered, in the various InhA structures, and is implicated in
substrate binding. These observations lead us to conclude that
binding of compound 7 to InhA replicates that of substrate.
Of the multiple other InhA:inhibitor complex structures

available, the great majority involve inhibitor interactions with
cofactor, and the mode of binding observed here is not
replicated. There is some partial overlap of compound 7 binding
with elements of the binding sites of other inhibitor classes, for
example, of the indane with the aliphatic tail of the alkylated
diaryl ether 8PS (PDB 2B37),31 the fluoroenyl group of the aryl
carboxamide GENZ10850 (PDB 1P44),43 the (4, 4-dimethyl)-
cyclohexyl group of the 4-hydroxy-2-pyridones NITD-564/916
(PDB 4R9R, 4R9S),18 the benzimidazole with the natural
product pyridomycin (chain D of PDB 4BII),44 or the 2-chloro-
6-fluoro-benzyl group of the thiadiazole GSK625 (PDB 5JFO)16

(Figure S2). However, none of these compounds replicate more
than a small fraction of the interactions observed here. Equally,
the binding site occupied by compound 7 does not overlap with
those of cofactor-independent inhibitors such as the diazaborine
AN1285515 (Figure S2). Taken together, these comparisons
indicate that compound 7 adopts an uncommon, substratelike
binding mode that (with the sole exception of the second
triclosan site) is not observed in other InhA inhibitors. Similarly,
while a series of benzimidazole compounds have been reported
to inhibit the equivalent enoyl ACP reductase FabI from
Francisella tularensis, these bind with their benzimidazole moiety
close to the cofactor in a binding site distinct from that of
compound 7 (Figure S3).45

Figure 5. Structure of compound 7 bound to InhA and comparison to other InhA complexes. Compound 7 (cyan sticks) binds in the active site of InhA
but does not interact with NAD+ (yellow sticks). (A) Compound 7 defined by Fo− Fc electron density (green mesh, contoured at 3σ) calculated after
removal of ligand. (B) Binding of compound 7 is stabilized by close interaction with nine hydrophobic residues (labeled, blue sticks). (C) Comparison
of compound 7 binding with the two previously determined binding sites for triclosan (PDB 1P45, orange sticks). (D) Comparison of compound 7
binding with a C16 fatty acyl substrate (PDB 1BVR, pink sticks).
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■ CONCLUSIONS
The work presented here demonstrates that structure-based
virtual screening supported by subsequent biological assays can
identify novel InhA inhibitors with potential to act as
antituberculosis agents. The most active compound, compound
7, shows encouraging inhibitory activity toward InhA, with an
IC50 value of 0.22 μM that compares favorably with that of the
widely used model compound triclosan (IC50 of 0.60 μM).
Importantly, this compound also shows activity against M.
tuberculosis H37Rv in antibacterial assays (MIC of 25 μg/mL)
indicating some ability to penetrate mycobacterial cells. A crystal
structure of the ternary complex of compound 7 bound to InhA
in the presence of cofactor (NAD+) identifies a mode of binding
distinct from that of most other InhA inhibitors, replicating
binding of the substrate acyl chain at a site distant from the
catalytic center and NAD+ binding site. These data justify
further exploration and optimization of the lead compound as a
potential antituberculosis agent.
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(6) Dessen, A.; Queḿard, A.; Blanchard, J. S.; Jacobs, W. R., Jr;
Sacchettini, J. C. Crystal Structure and Function of the Isoniazid Target
of Mycobacterium tuberculosis. Science 1995, 267, 1638−1641.
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(37) Murshudov, G. N.; Skubaḱ, P.; Lebedev, A. A.; Pannu, N. S.;
Steiner, R. A.; Nicholls, R. A.; Winn, M. D.; Long, F.; Vagin, A. A.
REFMAC5 for the Refinement of Macromolecular Crystal Structures.
Acta Crystallogr., Sect. D: Biol. Crystallogr. 2011, 67, 355−367.
(38) Emsley, P.; Lohkamp, B.; Scott, W. G.; Cowtan, K. Features and
Development of Coot. Acta Crystallogr., Sect. D: Biol. Crystallogr. 2010,
66, 486−501.
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รายละเอยีดการประดิษฐ์ 

ช่ือที่แสดงถึงการประดิษฐ์ 

สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค และวิธีการ
สังเคราะห์สารประกอบดงักล่าว 

สาขาวิทยาการท่ีเกี่ยวข้องกบัการประดิษฐ์ 5 

 เคมีในส่วนท่ีเก่ียวขอ้งกบัสารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้น
เช้ือวณัโรค และวิธีการสังเคราะห์สารประกอบดังกล่าว (Benzimidazoles containing phenol derivatives as 
anti-tuberculosis agents and their syntheses) 

ภูมิหลงัของศิลปะหรือวิทยาการท่ีเกี่ยวข้อง 

 วณัโรค (Tuberculosis, TB) เป็นโรคติดต่อท่ีเป็นปัญหาส าคญัของโลก มีสาเหตุมาจากการติดเช้ือไม10 
โครแบคทีเรียท่ีมีช่ือว่า Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) ซ่ึงเป็นโรคติดต่อท่ีเป็นสาเหตุการตาย
ของประชากรโลกมากเป็นอนัดบัท่ีสองรองจากโรคเอดส์ จากรายงานขององคก์ารอนามยัโลกในปี 2015 ช้ีว่า 
มีคนมากกว่า 1.4 ลา้นคนลม้ป่วยด้วยวณัโรคทัว่โลก และเสียชีวิตอย่างน้อย 1.8 ลา้นคน โดยผูติ้ดเช้ือและ
เสียชีวิตส่วนมากอยู่ในประเทศก าลงัพฒันา องคก์ารอนามยัโลกไดจ้ดักลุ่มประเทศท่ีมีปัญหาวณัโรครุนแรง 
ไดแ้ก่ (1) ปัญหาวณัโรคสูง (2) วณัโรคในผูติ้ดเช้ือเอดส์ และ (3) วณัโรคด้ือยาหลายขนาน ซ่ึงประเทศไทยก็15 
ติดอยู่ 1 ใน 14 ประเทศของโลกท่ีมีปัญหาวณัโรค ทั้ง 3 ประการ วณัโรคจึงเป็นโรคติดต่อท่ีเป็นสาเหตุหลกั
ของปัญหาทางดา้นสุขภาพของประชากรทัว่โลกทั้งในประเทศท่ีด้อยการพฒันาและประเทศท่ีก าลงัพฒันา
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศไทยมีผูป่้วยวณัโรคชุกชุม ดงันั้นองคก์ารอนามยัโลกรวมทั้งประเทศไทยจึงให้
ความส าคญัต่อการศึกษาวิจยัเพื่อหาแนวทางและพฒันายาตวัใหม่ท่ีมีประสิทธิภาพในการรักษาโรควณัโรค ซ่ึง
มีความจ าเป็นเร่งด่วนในการศึกษาวิจยัและพฒันาอย่างต่อเน่ือง เน่ืองจากปัญหาการด้ือยาหลายขนาน (Multi-20 
drug resistant, MDR) และการด้ือยารุนแรง (Extensively drug resistant, XDR) เพิ่มมากขึ้นท าใหผู้ป่้วยวณัโรค
ไม่ตอบสนองต่อยาหลกัท่ีใชรั้กษาอยู่ ดงันั้นการศึกษาวิจยัเพื่อหาแนวทางในการคน้หาและพฒันายาใหม่ท่ีใช้
ในการรักษาโรควณัโรคจึงมีความจ าเป็นท่ีตอ้งท าอยา่งต่อเน่ือง การรักษาโรควณัโรคแบ่งไดต้ามเป้าหมายและ
กลไกการออกฤทธ์ิของยา กระบวนการการสังเคราะห์ทางชีวภาพของกรดไขมนั  (Fatty acid biosynthesis) 
ของเช้ือ M.tuberculosis เป็นเป้าหมายส าคญัในยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียน้ี จึงท าให้มีการคน้ควา้และพฒันายาท่ีใช้25 
ในการยบัย ั้งกระบวนการน้ีอยา่งกวา้งขวาง 



หนา้ 2 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

Gong และคณะ (Gong, Y., et.al; European Journal of Medicinal Chemistry, 2014, 75, 336-353)
เปิดเผยการสังเคราะห์สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีโครงสร้างหลกั 3 โครงสร้าง ท่ีออกฤทธ์ิตา้นเช้ือไมโคร
แบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis ส าหรับใชเ้ป็นยาตา้นวณัโรค ซ่ึงพบวา่สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมี
หมู่แทนท่ี 5-ไนโตรฟูรานิล (5-nitrofuranyl) มีค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือวณัโรค (minimum 
inhibitory concentration, MIC) อยู่ท่ี 0.049 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงมีความเป็นพิษต่อเซลลน์อ้ยท่ีสุด และ5 
สามารถก าจดัเช้ือวณัโรคไดดี้ท่ีสุด 

 

เอกสาร US9845296B2 เปิดเผยการสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีท่ีต าแหน่ง 2, 
4 และ 6 (2,4,6-benzimidazole derivatives) ท่ีออกฤทธ์ิตา้นเช้ือไมโครแบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis 
ส าหรับใช้เป็นยาตา้นวณัโรค ดงัแสดงตามโครงสร้าง โดยอนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่ R1, R2, R3, R5 10 
เป็นไฮโดรเจน (H) และ R4 เป็นหมู่เมทิล (-CH3) มีค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือวณัโรค (minimum 
inhibitory concentration, MIC) อยูท่ี่ 0.22 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

ดงันั้น ในการประดิษฐ์น้ีจึงมีจุดมุ่งหมายท่ีจะจดัเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีโครงสร้างแบบ
ใหม่โดยมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ของฟีนอล เพื่อพฒันาประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเอนไซม ์InhA, มีความเป็น15 
พิษต่อเซลลท่ี์ต ่า, แกปั้ญหาการด้ือยา และน าไปประยกุตใ์ชเ้ป็นสารตา้นวณัโรคต่อไปในอนาคต 

ลกัษณะและความมุ่งหมายของการประดิษฐ์ 

การประดิษฐ์น้ีเก่ียวขอ้งกบัสารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ท่ีสามารถ
ยบัย ั้งเอนไซม ์InhA และน าไปประยกุตใ์ชเ้ป็นสารตา้นวณัโรค ดงัแสดงตามโครงสร้าง (I) 
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โดยท่ี A แสดงแทน อนุพันธ์ของฟีนอล  ท่ีเลือกได้จาก อนุพันธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติก
ไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) ท่ีมีจ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม แบบโซ่ตรง แบบโซ่ก่ิง หรือ 
แบบวง ทั้งท่ีอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั, อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic group), อนุพนัธ์ของฟีนอล
ท่ีมีหมู่ไดออกซี (dioxy group), และอนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไฮไลด์ (halide-substituted group) 5 

ในอีกลกัษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ การประดิษฐ์น้ีเก่ียวขอ้งกบัวิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดา
โซล ดงัแสดงตามโครงสร้าง (I) ท่ีประกอบรวมดว้ยขั้นตอน 

 

ก. ผสม 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) และสารประกอบท่ีมีหมู่ไซลิล (silyl 
group) ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 1:4 โดยโมล โดยมีตวัเร่งปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิ 0 ถึง 10 
50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ถึง 24 ชัว่โมง 

ข. ผสมอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ก) และเบนซิมิดาโซล ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 3:1 โดยโมล โดยมีตวัเร่ง
ปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิ 15 ถึง 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ถึง 24 ชัว่โมง 

ค. ผสมอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ข) และอนุพนัธ์ของฟีนอล ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 1:3 โดยโมล โดยมี
ตวัเร่งปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย์ ท่ีอุณหภูมิ 50 ถึง 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 12 ถึง 15 
24 ชัว่โมง 

ง. ผสมอนุพนัธ์ท่ีได้จากขั้นตอน ค) และเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (Tetrabutyl amonium 
fluoride, TBAF) ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 1:4 โดยโมล ในตวัท าละลายอินทรียท่ี์อุณหภูมิ 15 ถึง 40 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 ถึง 60 นาที 

โดยท่ี A แสดงแทน อนุพันธ์ของฟีนอล  ท่ีเลือกได้จาก อนุพันธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติก20 
ไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) ท่ีมีจ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม แบบโซ่ตรง แบบโซ่ก่ิง หรือ 
แบบวง ทั้งท่ีอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั, อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic group), อนุพนัธ์ของฟีนอล
ท่ีมีหมู่ไดออกซี (dioxy group), และอนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไฮไลด์ (halide-substituted group) 



หนา้ 4 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

ในอีกลกัษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ การประดิษฐ์น้ีเก่ียวขอ้งกบัวิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดา
โซล ดงัแสดงตามโครงสร้าง (I) ท่ีประกอบรวมดว้ยขั้นตอน 

 

ก. ผสม 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) และอนุพนัธ์ของฟีนอล ในอตัราส่วน 
1:1 ถึง 3:1 โดยโมล โดยมีตวัเร่งปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิ 40 ถึง 100 องศาเซลเซียส 5 
เป็นเวลา 12 ถึง 24 ชัว่โมง 

ข. ผสมอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ก) และเบนซิมิดาโซลในอตัราส่วน 1:1 ถึง 3:1 โดยโมล โดยมีตวัเร่ง
ปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิ 15 ถึง 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ถึง 24 ชัว่โมง 

โดยท่ี A แสดงแทน อนุพันธ์ของฟีนอล  ท่ีเลือกได้จาก อนุพันธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติก
ไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) ท่ีมีจ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม แบบโซ่ตรง แบบโซ่ก่ิง หรือ 10 
แบบวง ทั้งท่ีอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั, อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic group), อนุพนัธ์ของฟีนอล
ท่ีมีหมู่ไดออกซี (dioxy group), และอนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไฮไลด์ (halide-substituted group) 

การเปิดเผยการประดิษฐ์โดยสมบูรณ์ 

การประดิษฐ์น้ีเก่ียวขอ้งกบัสารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ท่ีสามารถ
ยบัย ั้งเอนไซม ์InhA และน าไปประยกุตใ์ชเ้ป็นสารตา้นวณัโรค 15 

ลกัษณะการประดิษฐ์ใดๆ ท่ีไดแ้สดงไวใ้นท่ีน้ี ให้หมายความรวมถึงการประยุกต์เขา้กบัลกัษณะอ่ืน
ของการประดิษฐ์น้ีดว้ย เวน้แต่ไดมี้การระบุไวเ้ป็นอยา่งอ่ืน 

ค าจ ากดัความ 

ศพัทเ์ทคนิค หรือ ศพัทวิ์ทยาศาสตร์ท่ีใชใ้นท่ีน้ี ให้มีนิยามตามท่ีเขา้ใจโดยผูมี้ความช านาญในศิลปะ
วิทยาการในแขนงน้ี ยกเวน้วา่ไดร้ะบุไวเ้ป็นอยา่งอ่ืน 20 

เคร่ืองมือ อุปกรณ์ วิธีการ หรือสารเคมีใดๆท่ีได้กล่าวถึงไวใ้นท่ีน้ี ให้หมายถึงเคร่ืองมือ อุปกรณ์ 
วิธีการ หรือสารเคมีท่ีปฏิบติัหรือใชก้นัทัว่ไปโดยผูมี้ความช านาญในศิลปะวิทยาการในแขนงน้ี ยกเวน้ว่าได้
ระบุไวโ้ดยชดัแจง้วา่เป็น เคร่ืองมือ อุปกรณ์ วิธีการ หรือสารเคมีท่ีพิเศษ หรือ เฉพาะเจาะจงกบัการประดิษฐ์น้ี 



หนา้ 5 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

การใชค้  านามเอกพจน์ หรือ ค าสรรพนามเอกพจน์ เม่ือใชก้บัค าวา่ “ประกอบดว้ย” ในขอ้ถือสิทธิ หรือ 
ในรายละเอียดการประดิษฐ์ ให้หมายความถึง “หน่ึง” และให้หมายความรวมถึง “หน่ึงหรือมากกว่า” “อย่าง
นอ้ยท่ีสุดหน่ึง” และ “หน่ึงหรือมากกวา่หน่ึง” ดว้ย 

โดยตลอดของค าขอรับสิทธิบตัรฉบบัน้ี ค  าว่า “ประมาณ” เป็นการใชเ้พื่อระบุว่าค่าใดๆท่ีปรากฏหรือ
แสดงในท่ีน้ี อาจเกิดการแปรผนั หรืออาจเบ่ียงเบนได ้โดยท่ีการแปรผนัไดห้รือความเบ่ียงเบนไดด้งักล่าวนั้น 5 
อาจเกิดโดยความคลาดเคล่ือนของอุปกรณ์ วิธีการท่ีใชห้าค่าใดๆ หรือ โดยบุคคลผูใ้ชอุ้ปกรณ์หรือด าเนินการ
ตามวิธีการนั้นๆ 

องคป์ระกอบ และ/หรือ วิธีการทั้งหมดท่ีเปิดเผย และขอ้ถือสิทธิในค าขอน้ีมีเจตนาให้ครอบคลุมถึง
ลกัษณะของการประดิษฐ์ท่ีไดจ้ากการกระท า การปฏิบติั การดดัแปลง หรือเปล่ียนแปลงปัจจยัใดๆ ท่ีปราศจาก
การท าการทดลองท่ีแตกต่างจากการประดิษฐ์น้ีอย่างมีนัยส าคญั และไดม้าซ่ึงส่ิงท่ีมีคุณสมบติั ประโยชน์ใช้10 
สอย และท าให้เกิดผลท านองเดียวกนักบัลกัษณะของการประดิษฐ์ปัจจุบนั ตามความเห็นของบุคคลท่ีมีความ
ช านาญในระดบัสามญัในศิลปะหรือวิทยาการ ท่ีแมจ้ะมิไดร้ะบุในขอ้ถือสิทธิโดยเฉพาะเจาะจงก็ตาม ดงันั้น
ส่ิงท่ีแทนกนัได ้หรือส่ิงท่ีคลา้ยคลึงกนักบัลกัษณะของการประดิษฐ์ปัจจุบนั รวมถึงการดดัแปลง เปล่ียนแปลง
ใดๆเพียงเล็กน้อย ท่ีปรากฏเห็นได้อย่างชัดแจ้งต่อบุคคลท่ีมีความช านาญในศิลปะวิทยาการแขนงน้ี ควร
พิจารณาวา่อยูภ่ายในเจตนา ขอบเขตและแนวคิดของการประดิษฐ์ ดงัท่ีปรากฏโดยขอ้ถือสิทธิท่ีแนบมาดว้ย 15 

ต่อไปน้ีแสดงให้เห็นถึงรายละเอียดการประดิษฐ์โดยมิไดมี้จุดประสงค์ท่ีจะจ ากัดขอบเขตของการ
ประดิษฐ์แต่อยา่งใด 

การประดิษฐ์น้ีเก่ียวขอ้งกบัสารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้น
เช้ือวณัโรค ดงัแสดงตามโครงสร้าง (I) 

 20 

โดยท่ี A แสดงแทน อนุพันธ์ของฟีนอล  ท่ีเลือกได้จาก อนุพันธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติก
ไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) ท่ีมีจ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม แบบโซ่ตรง แบบโซ่ก่ิง หรือ 
แบบวง ทั้งท่ีอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั, อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic group), อนุพนัธ์ของฟีนอล
ท่ีมีหมู่ไดออกซี (dioxy group), และอนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไฮไลด์ (halide-substituted group)  



หนา้ 6 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

ในลกัษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน (aliphatic 
hydrocarbon) ท่ีมีจ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม เลือกไดจ้าก 4-โพรพิลฟีนอล (4-propylphenol), 3-โพรพิล
ฟีนอล (3-propylphenol), 4-ไอโซโพรพิล-3-เมทิลฟีนอล (4-isopropyl-3-methyl phenol), 4-ไซโคลเฮกซิล
ฟีนอล (4-cyclohexylphenol), 4-ไซโคลเพนทิลฟีนอล (4-cyclopentylphenol), หรือ 5-อินดานอล (5-indanol) 

ในอีกลักษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic group) ท่ีมี5 
จ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม คือ แนปทาลีน-2-ออล (naphthalene-2-ol) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไดออกซี (dioxy group) คือ ซีซามอล 
(sesamol) 

ในอีกลักษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไฮไลด์ (halide-substituted group) 
เลือกไดจ้าก 2-ฟลูออโร-5-(ไตรฟลูออโรเมทิล) ฟีนอล (2-Fluoro-5-(trifluoromethyl)phenol), 3,4- ไดฟลูออ10 
โรฟีนอล (3,4-difluorophenol), 2,5-ไดฟลูออโรฟีนอล  (2,5-difluorophenol), หรือ เพนตะฟลูออโรฟีนอล 
(pentafluoro phenol) 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี
โครงสร้าง (II) 

   ..........(II) 15 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี
โครงสร้าง (III) 

  ..........(III) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี
โครงสร้าง (IV) 20 



หนา้ 7 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

   ..........(IV) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี
โครงสร้าง (V) 

  ..........(V) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี5 
โครงสร้าง (VI) 

  ..........(VI) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี
โครงสร้าง (VII) 

  ..........(VII) 10 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี
โครงสร้าง (VIII) 



หนา้ 8 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

   ..........(VIII) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี
โครงสร้าง (IX) 

   ..........(IX) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี5 
โครงสร้าง (X) 

  ..........(X) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี
โครงสร้าง (XI) 

   ..........(XI) 10 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี
โครงสร้าง (XII) 

  ..........(XII) 



หนา้ 9 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือสารประกอบท่ีมี
โครงสร้าง (XIII) 

   ..........(XIII) 

ในอีกรูปแบบหน่ึงของการประดิษฐ์ การประดิษฐ์น้ีเก่ียวขอ้งกบัวิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดา
โซล ดงัแสดงตามโครงสร้าง (I) ท่ีประกอบรวมดว้ยขั้นตอน 5 

 

ก. ผสม 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) และสารประกอบท่ีมีหมู่ไซลิล (silyl 
group) ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 1:4 โดยโมล โดยมีตวัเร่งปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิ 0 ถึง 
50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ถึง 24 ชัว่โมง 

ข. ผสมอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ก) และเบนซิมิดาโซล ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 3:1 โดยโมล โดยมีตวัเร่ง10 
ปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิ 15 ถึง 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ถึง 24 ชัว่โมง 

ค. ผสมอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ข) และอนุพนัธ์ของฟีนอล ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 1:3 โดยโมล โดยมี
ตวัเร่งปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย์ ท่ีอุณหภูมิ 50 ถึง 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 12 ถึง 
24 ชัว่โมง 

ง. ผสมอนุพนัธ์ท่ีได้จากขั้นตอน ค) และเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (Tetrabutyl amonium 15 
fluoride, TBAF) ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 1:4 โดยโมล ในตวัท าละลายอินทรียท่ี์อุณหภูมิ 15 ถึง 40 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 ถึง 60 นาที 

โดยท่ี A แสดงแทน อนุพันธ์ของฟีนอล  ท่ีเลือกได้จาก อนุพันธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติก
ไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) ท่ีมีจ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม แบบโซ่ตรง แบบโซ่ก่ิง หรือ 
แบบวง ทั้งท่ีอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั, อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic group), และอนุพนัธ์ของฟี20 
นอลท่ีมีหมู่เฮเทอโร (hetero-substituted group) 



หนา้ 10 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

ในอีกลกัษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก), ข), ค), และ ง) ตวัท าละลายอินทรีย์ เลือกไดจ้าก 
ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane), อะซิโตน (acetone), ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide), เอทา
นอล (ethanol), เมทานอล (methanol), อะซิโตไนไตรล ์(acetonitrile), เตตระไฮโดรฟูแรน (tetrahydrofuran), 
เอทิล อะซิเตท (ethyl acetate), เฮกเซน(hexane), ไอโซโพรพานอล (isopropanol), หรือส่วนผสมของสาร
ดงักล่าว 5 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก) ตวัท าละลายอินทรีย ์คือ ไดคลอโร
มีเทน (dichloromethane) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ข) ตวัท าละลายอินทรีย ์คือ ไดเมทิล
ฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ค) ตวัท าละลายอินทรีย ์คือ เอทานอล 10 
(ethanol) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์  ในขั้นตอน ง) ตวัท าละลายอินทรีย ์คือ เตตระ
ไฮโดรฟูแรน (tetrahydrofuran) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก), ข), และ ค) ตวัเร่งปฏิกิริยา เลือกไดจ้าก อิมิดา
โซล (imidazole), โพแทสเซียมคาร์บอเนต (potassium carbonate), โซเดียมคาร์บอเนต (sodium carbonate), 15 
โซเดียมไฮไดรด์ (sodium hydride), โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide), ซีเซียมคาร์บอเนต (cesium 
carbonate), หรือส่วนผสมของสารดงักล่าว 

ในอีกลักษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์  ในขั้นตอน ก) ตัวเร่งปฏิกิริยา คือ อิมิดาโซล 
(imidazole) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ข) ตวัเร่งปฏิกิริยา คือ สารผสมของ 20 
ซีเซียมคาร์บอเนต (cesium carbonate) และโซเดียมไฮไดรด ์(sodium hydride) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ค) ตวัเร่งปฏิกิริยา คือ โพแทสเซียม
คาร์บอเนต (potassium carbonate) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก) อุณหภูมิท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา อยู่
ในช่วง 0 ถึง 25 องศาเซลเซียส 25 



หนา้ 11 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ข) อุณหภูมิท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา อยู่
ในช่วง 20 ถึง 30 องศาเซลเซียส 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ค) อุณหภูมิท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา อยู่
ในช่วง 70 ถึง 90 องศาเซลเซียส 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ง) อุณหภูมิท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา อยู่5 
ในช่วง 20 ถึง 30 องศาเซลเซียส 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์  ในขั้นตอน ก) เวลาท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา อยู่
ในช่วง 14 ถึง 20 ชัว่โมง 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์  ในขั้นตอน ข) เวลาท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา อยู่
ในช่วง 20 ถึง 24 ชัว่โมง 10 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์  ในขั้นตอน ค) เวลาท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา อยู่
ในช่วง 16 ถึง 24 ชัว่โมง 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์  ในขั้นตอน ง) เวลาท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา อยู่
ในช่วง 10 ถึง 30 นาที 

ในอีกลกัษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก) สารประกอบท่ีมีหมู่ไซลิล (silyl group) เลือกได้15 
จาก  ไตรเมทิลไซลิล คลอไรด์ (trimethylsilyl chloride, TMSCl), ไตรเอทิลไซลิล คลอไรด์ ( triethylsilyl 
chloride, TESCl), เทอเชียรีบิวทิลไดเมทิลไซลิลคลอไรด์ (tert-butyldimethylsilyl chloride, TBDMSCl), เทอ
เชียรีบิวทิลไดฟีนิลไซลิล คลอไรด์ (tert-butyldiphenylsilyl chloride,TBDPSCl), หรือ ไตรไอโซโพรพิลไซลิล 
คลอไรด ์(triisopropylsilyl chloride, TIPSCl) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก) สารประกอบท่ีมีหมู่ไซลิล (silyl 20 
group) คือ เทอเชียรีบิวทิลไดเมทิลไซลิลคลอไรด ์(tert-butyldimethylsilyl chloride, TBDMSCl) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก) อตัราส่วนโดยโมลของ 1,3-ไดโบร
โม-2-โพรพานอล(1,3-dibromo-2-propanol) และสารประกอบท่ีมีหมู่ไซลิล (silyl group) อยูใ่นช่วง 1:2 ถึง 1:3 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ข) อตัราส่วนโดยโมลของอนุพนัธ์ท่ีได้
จากขั้นตอน ก) และเบนซิมิดาโซล อยูใ่นช่วง 1.5:1 ถึง 2.5:1  25 



หนา้ 12 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ค) อตัราส่วนโดยโมลของอนุพนัธ์ท่ีได้
จากขั้นตอน ข) และ อนุพนัธ์ของฟีนอล อยูใ่นช่วง 1:1.5 ถึง 1:2.5 

ในอีกลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ง) อตัราส่วนโดยโมลของอนุพนัธ์ท่ีได้
จากขั้นตอน ค) และ เตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (tetrabutylamonium fluoride, TBAF) อยู่ในช่วง 1:2 
ถึง 1:3 โดยโมล 5 

ในอีกลกัษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ การประดิษฐ์น้ีเก่ียวขอ้งกบัวิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดา
โซล ดงัแสดงตามโครงสร้าง (I) ท่ีประกอบรวมดว้ยขั้นตอน 

 

ก. ผสม 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) และอนุพนัธ์ของฟีนอล ในอตัราส่วน 
1:1 ถึง 3:1 โดยโมล โดยมีตวัเร่งปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิ 40 ถึง 100 องศาเซลเซียส 10 
เป็นเวลา 12 ถึง 24 ชัว่โมง 

ข. ผสมอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ก) และเบนซิมิดาโซลในอตัราส่วน 1:1 ถึง 3:1 โดยโมล โดยมีตวัเร่ง
ปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิ 15 ถึง 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ถึง 24 ชัว่โมง 

โดยท่ี A แสดงแทน อนุพันธ์ของฟีนอล  ท่ีเลือกได้จาก อนุพันธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติก
ไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) ท่ีมีจ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม แบบโซ่ตรง แบบโซ่ก่ิง หรือ 15 
แบบวง ทั้งท่ีอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั, อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic group), และอนุพนัธ์ของฟี
นอลท่ีมีหมู่เฮเทอโร (hetero-substituted group) 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน 
(aliphatic hydrocarbon) เลือกได้จาก 4-โพรพิลฟีนอล (4-propylphenol), 3-โพรพิลฟีนอล (3-propylphenol), 
4-ไอโซโพรพิล-3-เมทิลฟีนอล (4-isopropyl-3-methyl phenol), 4-ไซโคลเฮกซิลฟีนอล (4-cyclohexylphenol), 20 
4-ไซโคลเพนทิลฟีนอล (4-cyclopentylphenol), หรือ 5-อินดานอล (5-indanol) 

ในลักษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์  อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic 
group) คือ แนปทาลีน-2-ออล (naphthalene-2-ol) 



หนา้ 13 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไดออกซี (dioxy group) คือ 
ซีซามอล (sesamol) 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไฮไลด์ (halide-substituted 
group) เลือกไดจ้าก 2-ฟลูออโร-5-(ไตรฟลูออโรเมทิล) ฟีนอล (2-Fluoro-5-(trifluoromethyl)phenol), 3,4- ได
ฟลูออโรฟีนอล (3,4-difluorophenol), 2,5-ไดฟลูออโรฟีนอล (2,5-difluorophenol), หรือ เพนตะฟลูออโรฟี5 
นอล (pentafluoro phenol) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก) และ ข) ตวัท าละลายอินทรีย ์เลือกไดจ้าก ไดคลอโร
มี เทน (dichloromethane),  อะซิโตน (acetone), ไดเมทิลฟอร์มาไมด์  (dimethylformamide), เอทานอล 
(ethanol), เมทานอล (methanol), อะซิโตไนไตรล ์(acetonitrile), เตตระไฮโดรฟูแรน (tetrahydrofuran), เอทิล 
อะซิเตท (ethyl acetate), เฮกเซน(hexane), ไอโซโพรพานอล (isopropanol), หรือส่วนผสมของสารดงักล่าว 10 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก) ตวัท าละลายอินทรีย ์เลือกไดจ้าก เอ
ทานอล (ethanol), หรือ อะซิโตน (acetone) 

ในลักษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์  ในขั้นตอน ข) ตัวท าละลายอินทรีย์ คือ ไดเมทิล
ฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide) 

ในอีกลกัษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก) และ ข) ตวัเร่งปฏิกิริยา เลือกไดจ้าก อิมิดาโซล 15 
(imidazole), โพแทสเซียมคาร์บอเนต (potassium carbonate), โซเดียมคาร์บอเนต (sodium carbonate), 
โซเดียมไฮไดรด์ (sodium hydride), โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide), ซีเซียมคาร์บอเนต (cesium 
carbonate), หรือส่วนผสมของสารดงักล่าว 

ในลักษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์  ในขั้นตอน ก) ตัวเร่งปฏิกิริยา คือ โพแทสเซียม
คาร์บอเนต (potassium carbonate) 20 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ข) ตวัเร่งปฏิกิริยา คือ โซเดียมไฮไดรด์ 
(sodium hydride) 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก) อุณหภูมิท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา อยู่
ในช่วง 50 ถึง 85 องศาเซลเซียส 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงค์ของการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ข) อุณหภูมิท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา อยู่25 
ในช่วง 20 ถึง 30 องศาเซลเซียส 



หนา้ 14 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก) เวลาท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา อยู่ในช่วง 
15 ถึง 20 ชัว่โมง 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ข) เวลาท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา อยู่ในช่วง 
20 ถึง 24 ชัว่โมง 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ก) อตัราส่วนโดยโมลของ 1,3-ไดโบรโม-5 
2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) และ อนุพนัธ์ของฟีนอล อยูใ่นช่วง 1:1  ถึง 2:1 

ในลกัษณะหน่ึงท่ีพึงประสงคข์องการประดิษฐ์ ในขั้นตอน ข) อตัราส่วนโดยโมลระหว่างอนุพนัธ์ท่ี
ไดจ้ากขั้นตอน ก) และ เบนซิมิดาโซล อยูใ่นช่วง 1:1 ถึง 2:1 

ในอีกลกัษณะหน่ึงของการประดิษฐ์ สารประกอบเบนซิมิดาโซล ท่ีไดจ้ากวิธีการตามดงัท่ีไดร้ะบุไว ้

ในลกัษณะใดๆของการประดิษฐ์ การใช้สารประกอบเบนซิมิดาโซล ส าหรับยบัย ั้งการท างานของ10 
เอนไซม ์InhA เพื่อใชเ้ป็นสารตา้นวณัโรค 

ตัวอย่างการประดิษฐ์ 

การสังเคราะห์อนุพันธ์ของ 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) ท่ีมีการป้องกัน
หมู่แอลกอฮอล์โดยใช้เทอเชียรีบิวทิลไดเมทิลไซลิลคลอไรด์ (tert-butyldimethylsilyl chloride, TBDMSCl) 
ได้เป็นอนุพันธ์ของ 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอลโดยใช้ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) เป็นตัวท าละลาย15 

อนิทรีย์ 

ตวัอยา่งท่ี 1 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์ เทอเชียรี-บิวทิล((1,3-ไดโบรโมโพรเพน-2-อิว)ออกซี)ไดเมทิลไซเลน (tert-butyl((1,3-
dibromopropane-2-yl)oxy)dimethylsilane) 

 20 

 เติม1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) (ประมาณ 10 มิลลิลิตร) และอิมิดาโซล 
(imidazole) (ประมาณ 13.35 กรัม) ในตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน  (dichloromethane) (ประมาณ 100 
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มิลลิลิตร) กวนสารผสมต่อเน่ืองเป็นเวลาประมาณ 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมเทอเชียรี
บิวทิลไดเมทิลไซลิลคลอไรด์ (TBDMSCl) (ประมาณ 22.17 กรัม) ลงไปในสารผสมแลว้ท าการกวนสารผสม
ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส จนถึงอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเติมแอมโมเนียม
คลอไรด์อ่ิมตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 50 มิลลิลิตร) เพื่อหยุดปฏิกิริยา และน าสารละลายมาสกดัดว้ยน ้า 
(ประมาณ 30 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าออกด้วยแอนไฮดรัสโซเดียม5 
ซลัเฟต (anhydrous Na2SO4) จากนั้นน ามาระเหยตวัท าละลายภายใตบ้รรยากาศจะไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นของเหลวสี
ใส 

การสังเคราะห์อนุพันธ์ของเบนซิมิดาโซลโดยใช้ปฏิกิริยาการแทนท่ีของ นิวคลีโอไฟด์ ระหว่างเบนซิ
มิดาโซลและอนุพนัธ์ของ 1,3-ไดโบรโม-2-โพรเพนท่ีได้จากตัวอย่างที่ 1 

ตวัอยา่งท่ี 2 (การประดิษฐ์น้ี) 10 

 

เติมเบนซิมิดาโซล  (benzimidazole) (ประมาณ  625 มิลลิกรัม) และซีเซียมคาร์บอเนต  (Cs2CO3) 
(ประมาณ 3.45 กรัม) ลงในตัวท าละลายไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (DMF) (ประมาณ 26 มิลลิลิตร) กวนทิ้งไว้
ประมาณ 30 นาที หลงัจากนั้นเติมสารละลาย 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) ท่ีได้
จากตวัอย่างท่ี 1 (ประมาณ 3.50 กรัม) ภายบรรยากาศท่ีมีแก๊สอาร์กอน (Ar) กวนสารผสมต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิ 15 
25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นหยดุปฏิกิริยาดว้ยแอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตวั (saturated NH4Cl) 
(ประมาณ 50 มิลลิลิตร) และน าสารละลายมาสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 70 
มิลลิลิตร)  3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าด้วยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous 
Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) โดยใช้ตวั
ท าละลาย เอทิลอะซิเตท ต่อ เฮกเซน 1:1 โดยปริมาตร (ethyl acetate : hexane) จะได้สารผลิตภัณฑ์เป็น20 
ของเหลวหนืดสีเหลือง 
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การสังเคราะห์อนุพันธ์ของเบนซิมิดาโซลโดยใช้ปฏิกิริยาการแทนท่ีของ นิวคลีโอไฟด์ (nuclephilic 
substitution) ระหว่างอนุพนัธ์ของฟีนอลและอนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีได้จากตัวอย่างท่ี 2  

ตวัอยา่งท่ี 3 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีประกอบด้วยหมู่  2-ฟลูออโร-5-(ไตรฟลูออโรเมทิล)        
ฟีนอล (2-fluoro-5-(trifluoromethyl)phenol) 5 

 

เติม 2-ฟลูออโร-5-(ไตรฟลูออโรเมทิล) ฟีนอล (2-fluoro-5-(trifluoromethyl)phenol) (ประมาณ 0.5 
มิลลิลิตร) และโพแทสเซียมคาร์บอเนต (K2CO3) (ประมาณ 1.11 กรัม) ลงในสารละลายเบนซิมิดาโซลท่ีได้
จากตวัอย่างท่ี 2 (ประมาณ 739 มิลลิกรัม) ท่ีอยู่ในตวัท าละลายเอทานอล (EtOH) (ประมาณ 15 มิลลิลิตร) 
จากนั้นท าการกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชัว่โมง และท าการลด10 
อุณหภมิูจนถึงอณุหภูมิหอ้ง จากนั้นเติมแอมโมเนียมคลอไรดอ่ิ์มตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 25 มิลลิลิตร) 
และน าสารละลายมาสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะซิเตท  (ethyl acetate) (ประมาณ 70 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง เก็บ
สารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้
สารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท 
ต่อ เฮกเซน 1:1 โดยปริมาตร (ethyl acetate : hexane) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของเหลวหนืดสีเหลือง 15 

ตวัอยา่งท่ี 4 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีประกอบดว้ย 3,4-ไดฟลูออโรฟีนอล (3,4-difluorophenol) 

 

เติม 3,4-ไดฟลูออโรฟีนอล (3,4-difluorophenol) (ประมาณ 1.06 กรัม) และโพแทสเซียมคาร์บอเนต 
(K2CO3) (ประมาณ 2.24 กรัม)  ลงในสารละลายเบนซิมิดาโซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 2 (ประมาณ 1.5 กรัม) ท่ีอยู่20 
ในตวัท าละลายเอทานอล (EtOH) (ประมาณ 25 มิลลิลิตร) จากนั้นท าการกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 85 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชัว่โมง และท าการลดอุณหภูมิถึงอุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมแอมโมเนียม
คลอไรดอ่ิ์มตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 35 มิลลิลิตร) และน าสารละลายมาสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะ
ซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 100 มิลลิลิตร)  3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ยแอน
ไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
(column chromatography) โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท ต่อ เฮกเซน 30:70 โดยปริมาตร (ethyl acetate : 5 
hexane) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของเหลวหนืดสีเหลือง 

ตวัอยา่งท่ี 5 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีประกอบดว้ย 2,5-ไดฟลูออโรฟีนอล (2,5-difluorophenol) 

 

เ ติม 2,5-ไดฟลูออโรฟีนอล  (2,5-difluorophenol) (ประมาณ 704 มิลลิกรัม) และโพแทสเซียม10 
คาร์บอเนต (K2CO3) (ประมาณ 1.51 กรัม)  ลงในสารละลายเบนซิมิดาโซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ีการประดิษฐ์ 2 
(ประมาณ 1 กรัม) ท่ีอยูใ่นตวัท าละลายเอทานอล (EtOH) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) จากนั้นท าการกวนสารผสม
ท่ีอุณหภูมิประมาณ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชัว่โมง และท าการลดอุณหภูมิจนถึงอุณหภูมิห้อง 
จากนั้นเติมแอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 30 มิลลิลิตร) และน าสารละลายมาสกดั
ดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 70 มิลลิลิตร)  3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรีย์15 
และก าจัดน ้ าด้วยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิด้วยเทคนิค
คอลมัน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท ต่อ เฮกเซน 30:70 โดย
ปริมาตร (ethyl acetate:hexane) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของเหลวหนืดสีเหลือง 

ตวัอยา่งท่ี 6 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีประกอบดว้ย เพนตะฟลูออโรฟีนอล (pentafluorophenol) 20 
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เ ติมเพนตะฟลูออโรฟีนอล (pentafluorophenol) (ประมาณ 918 มิลลิกรัม) และโพแทสเซียม
คาร์บอเนต (K2CO3) (ประมาณ 1.38 กรัม)  ลงในสารละลายเบนซิมิดาโซลท่ีไดจ้ากตวัอยา่งท่ี 2 (ประมาณ 922 
กรัม) ท่ีอยู่ในตวัท าละลายเอทานอล (EtOH) (ประมาณ 15 มิลลิลิตร) จากนั้นท าการกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิ
ประมาณ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชัว่โมง และท าการลดอุณหภูมิถึงอุณหภูมิห้อง จากนั้นเติม
แอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 30 มิลลิลิตร) และน าสารละลายมาสกดัดว้ยตวัท า5 
ละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 70 มิลลิลิตร)  3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดั
น ้ าด้วยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิด้วยเทคนิคคอลมัน์โคร
มาโทกราฟี (column chromatography) โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑ์
เป็นของเหลวหนืดสีเหลือง 

ตวัอยา่งท่ี 7 (การประดิษฐ์น้ี) 10 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีประกอบดว้ย 4-โพรพิลฟีนอล (4-propylphenol) 

 

เติม 4-โพรพิลฟีนอล  (4-propylphenol) (ประมาณ 737 มิลลิกรัม) และโพแทสเซียมคาร์บอเนต 
(ประมาณ 1.5 กรัม) (K2CO3) ลงในสารละลายเบนซิมิดาโซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 2 (ประมาณ 1 กรัม) ท่ีอยู่ใน
ตวัท าละลายเอทานอล (EtOH) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) จากนั้นท าการกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 85 15 
องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชัว่โมง และท าการลดอุณหภูมิถึงอุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมแอมโมเนียม
คลอไรดอ่ิ์มตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 30 มิลลิลิตร) และน าสารละลายมาสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะ
ซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 50 มิลลิลิตร)  3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าด้วยแอน
ไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
(column chromatography) โดยใช้ตัวท าละลาย  เมทานอล  ต่อ  ไดคลอโรมี เทน 8:92 โดยปริมาตร 20 
(methanol:dichloromethane) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของเหลวหนืดสีเหลือง 

ตวัอยา่งท่ี 8 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีประกอบดว้ย 3-โพรพิลฟีนอล (3-propylphenol) 
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เติม 3-โพรพิลฟีนอล  (3-propylphenol) (ประมาณ 250 มิลลิกรัม) และโพแทสเซียมคาร์บอเนต  
(K2CO3) (ประมาณ 676 มิลลิกรัม)  ลงในสารละลายเบนซิมิดาโซลท่ีได้จากตัวอย่างท่ี 2 (ประมาณ 500 
มิลลิกรัม) ท่ีอยู่ในตัวท าละลายเอทานอล  (EtOH) (ประมาณ 15 มิลลิลิตร) จากนั้นท าการกวนสารผสมท่ี
อุณหภูมิประมาณ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง และท าการลดอุณหภูมิถึงอุณหภูมิห้อง 5 
จากนั้นเติมแอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) และน าสารละลายมาสกดั
ดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 50 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรีย์
และก าจัดน ้ าด้วยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิด้วยเทคนิค
คอลมัน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท ต่อ เฮกเซน 40:60 โดย
ปริมาตร (ethyl acetate : hexane) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของเหลวหนืดสีเหลือง 10 

ตวัอยา่งท่ี 9 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพันธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีประกอบด้วย 4-ไอโซโพรพิล-3-เมทิลฟีนอล (4-
isopropyl-3-methylphenol) 

 

เติม 4-ไอโซโพรพิล-3-เมทิลฟีนอล (4-isopropyl-3-methylphenol) (ประมาณ 813 มิลลิกรัม) และ15 
โพแทสเซียมคาร์บอเนต (K2CO3) (ประมาณ 1.5 กรัม)  ลงในสารละลายเบนซิมิดาโซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 2 
(ประมาณ 1 กรัม) ท่ีอยูใ่นตวัท าละลายเอทานอล (EtOH) (ประมาณ 30 มิลลิลิตร) จากนั้นท าการกวนสารผสม
ท่ีอุณหภูมิประมาณ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชัว่โมง และท าการลดอุณหภูมิถึงอุณหภูมิห้อง 
จากนั้นเติมแอมโมเนียมคลอไรด ์(saturated NH4Cl) (ประมาณ 25 มิลลิลิตร) และน าสารละลายมาสกดัดว้ยตวั
ท าละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 60 มิลลิลิตร)  3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละ20 
ก าจดัน ้ าดว้ยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์
โครมาโทกราฟี (column chromatography) โดยใช้ตวัท าละลาย เอทิลอะซิเตท ต่อ เฮกเซน 1:1 โดยปริมาตร 
(ethyl acetate : hexane) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของเหลวหนืดสีเหลือง 
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ตวัอยา่งท่ี 10 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสั ง เคราะห์อนุพันธ์ของ เบนซิ มิดาโซล ท่ีประกอบด้วย  4-ไซโคล เฮกซิลฟีนอล  (4-
cyclohexylphenol) 

 

เติม 4-ไซโคลเฮกซิลฟีนอล (4-cyclohexylphenol) (ประมาณ 174 มิลลิกรัม) และโพแทสเซียม5 
คาร์บอเนต (K2CO3) (ประมาณ 274 มิลลิกรัม)  ลงในสารละลายเบนซิมิดาโซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 2 (ประมาณ 
183 มิลลิกรัม) ท่ีอยู่ในตวัท าละลายเอทานอล (EtOH) (ประมาณ 25 มิลลิลิตร) จากนั้นท าการกวนสารผสมท่ี
อุณหภูมิประมาณ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง และท าการลดอุณหภูมิถึงอุณหภูมิห้อง 
จากนั้นเติมแอมโมเนียมคลอไรด ์(saturated NH4Cl) (ประมาณ 15 มิลลิลิตร) และน าสารละลายมาสกดัดว้ยตวั
ท าละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 30 มิลลิลิตร)  3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละ10 
ก าจดัน ้ าดว้ยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์
โครมาโทกราฟี (column chromatography) โดยใช้ตวัท าละลาย เอทิลอะซิเตท ต่อ เฮกเซน 1:1 โดยปริมาตร 
(ethyl acetate : hexane) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของเหลวหนืดสีเหลือง 

ตวัอยา่งท่ี 11 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสั ง เคราะห์อนุพันธ์ของ เบนซิ มิดาโซล ท่ีประกอบด้วย  4-ไซโคล เพนทิลฟีนอล  (4-15 
cyclopentylphenol) 

 

เติม 4-ไซโคลเพนทิลฟีนอล (4-cyclopentylphenol) (ประมาณ 1.00 กรัม) และโพแทสเซียมคาร์บอเนต 
(K2CO3) (ประมาณ 1.70 กรัม)  ลงในสารละลายเบนซิมิดาโซลท่ีไดจ้ากตวัอยา่งท่ี 2 (ประมาณ 1.14 มิลลิกรัม) 
ท่ีอยูใ่นตวัท าละลายเอทานอล (EtOH) (ประมาณ 25 มิลลิลิตร) จากนั้นท าการกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 20 
85 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง และท าการลดอุณหภูมิถึงอุณหภูมิห้อง จากนั้ นเติม
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แอมโมเนียมคลอไรด์ (saturated NH4Cl) (ประมาณ 15 มิลลิลิตร) และน าสารละลายมาสกดัดว้ยตวัท าละลาย
เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 40 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ย
แอนไฮดรัสโซเดียมซลัเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกใหส้ารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
(column chromatography) โดยใช้ตวัท าละลาย เอททิลอะซิเตท ต่อ เฮกเซน 1:1 โดยปริมาตร (ethyl acetate : 
hexane) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของเหลวหนืดสีเหลือง 5 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลโดยใช้ปฏิกริิยาการก าจัดหมู่ไซลวิ ระหว่างอนุพนัธ์ท่ีได้จาก
ตัวอย่างที่ 3-11 และหมู่เตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์  

ตวัอยา่งท่ี 12 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลจากตวัอย่างท่ี 3 ท่ีถูกก าจดัหมู่ป้องกนัออกดว้ยเตตระบิว    
ทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด ์10 

 

เติมเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (TBAF) (ประมาณ 1 มิลลิลิตร) ลงในสารละลายเบนซิมิดา
โซลท่ีได้จากตัวอย่างท่ี 3 (ประมาณ 1.21 กรัม) ในตัวท าละลายเตตระไฮโดรฟูแรน  (THF) (ประมาณ 14 
มิลลิลิตร) จากนั้นกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที น าสารผสมท่ีไดม้า
สกดัดว้ยตวัท าละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 30 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลาย15 
อินทรีย์และก าจัดน ้ าด้วยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิด้วย
เทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) โดยใช้ตวัท าละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) 
จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของแขง็สีขาว 

ตวัอยา่งท่ี 13 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลจากตวัอยา่งท่ี 4 ท่ีถูกก าจดัหมู่ป้องกนัออกดว้ยเตตระบิวทิ20 
ลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ 
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เติมเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (TBAF) (ประมาณ 2 มิลลิลิตร) ลงในสารละลายเบนซิมิดา
โซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 4 (ประมาณ 534 มิลลิกรัม) ในตวัท าละลายเตตระไฮโดรฟูแรน (THF) (ประมาณ 10 
มิลลิลิตร) จากนั้นกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ยการ
เติมแอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตัว (saturated NH4Cl) (ประมาณ 10 มิลลิลิตร) และมาสกัดด้วยตัวท าละลาย 5 
เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง  เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ย
แอนไฮดรัสโซเดียมซลัเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกใหส้ารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
(column chromatography) โดยใชต้วัท าละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของแข็ง
สีเหลืองส้ม 

ตวัอยา่งท่ี 14 (การประดิษฐ์น้ี) 10 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลจากตวัอยา่งท่ี 5 ท่ีถูกก าจดัหมู่ป้องกนัออกดว้ยเตตระบิวทิ
ลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ 

 

เติมเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (TBAF) (ประมาณ 1 มิลลิลิตร) ลงในสารละลายเบนซิมิดา
โซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 5 (ประมาณ 226 มิลลิกรัม) ในตวัท าละลายเตตระไฮโดรฟูแรน (THF) (ประมาณ 10 15 
มิลลิลิตร) จากนั้นกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ยการ
เติมแอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 10 มิลลิลิตร) และน ามาสกดัดว้ยตวัท าละลาย 
เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ย
แอนไฮดรัสโซเดียมซลัเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกใหส้ารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
(column chromatography) โดยใชต้วัท าละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของแข็ง20 
สีใส 
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ตวัอยา่งท่ี 15 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลจากตวัอยา่งท่ี 6 ท่ีถูกก าจดัหมู่ป้องกนัออกดว้ยเตตระบิวทิ
ลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ 

 

เติมเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (TBAF) (ประมาณ 2.4 มิลลิลิตร) ลงในสารละลายเบนซิมิดา5 
โซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 6 (ประมาณ 754 มิลลิกรัม) ในตวัท าละลายเตตระไฮโดรฟูแรน (THF) (ประมาณ 15 
มิลลิลิตร) จากนั้นกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที หยดุปฏิกิริยาดว้ยการ
เติมแอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 10 มิลลิลิตร) และน ามาสกดัดว้ยตวัท าละลาย 
เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง  เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ย
แอนไฮดรัสโซเดียมซลัเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกใหส้ารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 10 
(column chromatography) โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของแขง็
สีขาว 

ตวัอยา่งท่ี 16 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลจากตวัอยา่งท่ี 7 ท่ีถูกก าจดัหมู่ป้องกนัออกดว้ยเตตระบิวทิ
ลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ 15 

 

เติมเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (TBAF) (ประมาณ 0.2 มิลลิลิตร) ลงในสารละลายเบนซิมิดา
โซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 7 (ประมาณ 164 มิลลิกรัม)ในตวัท าละลายเตตระไฮโดรฟูแรน (THF) (ประมาณ 10 
มิลลิลิตร) จากนั้นกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ยการ
เติมแอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 10 มิลลิลิตร) และน ามาสกดัดว้ยตวัท าละลาย 20 
เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ย
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แอนไฮดรัสโซเดียมซลัเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกใหส้ารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
(column chromatography) โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของแขง็
สีเหลือง 

ตวัอยา่งท่ี 17 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลจากตวัอย่างท่ี 8 ท่ีถูกก าจดัหมู่ป้องกนัออกดว้ยเตตระบิว    5 
ทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด ์

 

เติมเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (TBAF) (ประมาณ 1 มิลลิลิตร) ลงในสารละลายเบนซิมิดา
โซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 8 (ประมาณ 280 มิลลิกรัม) ในตวัท าละลายเตตระไฮโดรฟูแรน (THF) (ประมาณ 10 
มิลลิลิตร) จากนั้นกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ยการ10 
เติมแอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 10 มิลลิลิตร) และน ามาสกดัดว้ยตวัท าละลาย 
เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง  เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ย
แอนไฮดรัสโซเดียมซลัเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกใหส้ารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
(column chromatography) โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของแขง็
สีขาวเหลือง 15 

ตวัอยา่งท่ี 18 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลจากตวัอย่างท่ี 9 ท่ีถูกก าจดัหมู่ป้องกนัออกดว้ยเตตระบิว    
ทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด ์

 

เติมเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (TBAF) (ประมาณ 0.77 มิลลิลิตร) ลงในสารละลายเบนซิมิ20 
ดาโซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 9 (ประมาณ 226.2 มิลลิกรัม) ในตวัท าละลายเตตระไฮโดรฟูแรน (THF) (ประมาณ 
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10 มิลลิลิตร) จากนั้นกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ย
การเติมแอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตัว (saturated NH4Cl) (ประมาณ 10 มิลลิลิตร) และน ามาสกัดด้วยตัวท า
ละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง  เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดั
น ้ าด้วยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิด้วยเทคนิคคอลมัน์โคร
มาโทกราฟี (column chromatography) โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑ์5 
เป็นของแขง็สีเหลือง 

ตวัอยา่งท่ี 19 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลจากตวัอย่างท่ี 10 ท่ีถูกก าจดัหมู่ป้องกนัออกดว้ยเตตระบิว  
ทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด ์

 10 

เติมเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (TBAF) (ประมาณ 0.1 มิลลิลิตร) ลงในสารละลายเบนซิมิดา
โซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 10 (ประมาณ 99 มิลลิกรัม)ในตวัท าละลายเตตระไฮโดรฟูแรน (THF) (ประมาณ 10 
มิลลิลิตร) จากนั้นกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ยการ
เติมแอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 10 มิลลิลิตร) และน ามาสกดัดว้ยตวัท าละลาย 
เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง  เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ย15 
แอนไฮดรัสโซเดียมซลัเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกใหส้ารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
(column chromatography) โดยใชต้วัท าละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของแข็ง
สีขาว 

ตวัอยา่งท่ี 20 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลจากตวัอย่างท่ี 11 ท่ีถูกก าจดัหมู่ป้องกนัออกดว้ยเตตระบิว  20 
ทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด ์
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เติมเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (TBAF) (ประมาณ 0.1 มิลลิลิตร) ลงในสารละลายเบนซิมิดา
โซลท่ีไดจ้ากตวัอย่างท่ี 11 (ประมาณ 96 มิลลิกรัม) ในตวัท าละลายเตตระไฮโดรฟูแรน (THF) (ประมาณ 10 
มิลลิลิตร) จากนั้นกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ยการ
เติมแอมโมเนียมคลอไรด์อ่ิมตวั (saturated NH4Cl) (ประมาณ 10 มิลลิลิตร) และน ามาสกดัดว้ยตวัท าละลาย 5 
เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง  เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ย
แอนไฮดรัสโซเดียมซลัเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกใหส้ารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
(column chromatography) โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของแขง็
สีขาว 

การสังเคราะห์อนุพันธ์ของ 1,3- ไดโบรโมโพรพานอลโดยใช้ปฏิกิริยาการแทนท่ีของ นิวคลีโอไฟด์ 10 

ระหว่าง 1,3- ไดโบรโม-2-โพรพานอล และอนุพนัธ์ของฟีนอล 

ตวัอยา่งท่ี 21 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของ 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) ท่ีมีหมู่แทนท่ี
เป็น 5-อินดานอล (5-indanol) 

 15 

เติม 5-อินดานอล (5-indanol) (ประมาณ 1.00 กรัม) และโพแทสเซียมคาร์บอเนต (K2CO3) (ประมาณ 
6.08 กรัม) ลงในสารละลาย 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) (ประมาณ 1.15 มิลลิลิตร) 
ท่ีอยูใ่นตวัท าละลายเอทานอล (EtOH) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) จากนั้นท าการกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 
85 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชัว่โมง และท าการลดอุณหภูมิถึงอุณหภูมิห้อง จากนั้นน าสารละลาย
มาสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 40 มิลลิลิตร) และน ้า (ประมาณ 40 มิลลิลิตร)  20 
3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท า
การแยกให้สารบริสุทธ์ิด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) โดยใช้ตวัท าละลาย 
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เอททิลอะซิเตท ต่อ เฮกเซน 1:9 โดยปริมาตร (ethyl acetate : hexane) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของเหลวหนืด
ใสไม่มีสี 

ตวัอยา่งท่ี 22 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของ 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) ท่ีมีหมู่แทนท่ี
เป็นซีซามอล (sesamol) 5 

 

เติม ซีซามอล (sesamol) (ประมาณ 200  มิลลิกรัม) และโพแทสเซียมคาร์บอเนต (K2CO3) (ประมาณ 
1.00 กรัม)  ลงในสารละลาย 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) (ประมาณ 0.3 มิลลิลิตร) 
ท่ีอยู่ในตัวท าละลายอะซิโตน (acetone) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) จากนั้นท าการกวนสารผสมท่ีอุณหภูมิ
ประมาณ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชัว่โมง และท าการลดอุณหภูมิถึงอุณหภูมิห้อง จากนั้นน า10 
สารละลายมาสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 40 มิลลิลิตร) และน ้า (ประมาณ 40 
มิลลิลิตร)  3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าด้วยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous 
Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) โดยใช้ตวั
ท าละลาย เอททิลอะซิเตท ต่อ เฮกเซน 2:8 โดยปริมาตร (ethyl acetate : hexane) จะได้สารผลิตภัณฑ์เป็น
ของเหลวหนืดใสไม่มีสี 15 

ตวัอยา่งท่ี 23 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพันธ์ของ 1,3 ไดโบรโมโพรพานอลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็น  2-แนปทาลีน-2-ออล
(naphthalene-2-ol)  

 

เติม แนปทาลีน-2-ออล (naphthalene-2-ol) (ประมาณ 500  มิลลิกรัม) และโพแทสเซียมคาร์บอเนต 20 
(K2CO3) (ประมาณ 1.40 กรัม) ลงในสารละลาย 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol)  
(ประมาณ 0.70 มิลลิลิตร) ท่ีอยูใ่นตวัท าละลายอะซิโตน (acetone) (ประมาณ 30 มิลลิลิตร) จากนั้นท าการกวน
สารผสมท่ีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง และท าการลดอุณหภูมิถึง
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อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าสารละลายมาสกัดด้วยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) (ประมาณ 40
มิลลิลิตร) และน ้า (ประมาณ 40 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ยแอนไฮดรัส
โซเดียมซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี (column 
chromatography) โดยใช้ตวัท าละลาย เอททิลอะซิเตท ต่อ เฮกเซน 1:9 โดยปริมาตร (ethyl acetate : hexane) 
จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของเหลวหนืดใสไม่มีสี 5 

การสังเคราะห์อนุพันธ์ของเบนซิมิดาโซลโดยใช้ปฏิกิริยาการแทนท่ีของ นิวคลีโอไฟด์ ระหว่างเบนซิ
มิดาโซล และอนุพนัธ์ของ 1,3-ไดโบรโมโพรพานอลท่ีถูกแทนท่ีด้วยอนุพนัธ์ของฟีนอลในตัวอย่างท่ี 21-23 

ตวัอยา่งท่ี 24 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีประกอบดว้ยหมู่ 5-อินดานอล (5-indanol) ท่ีเป็นอนุพนัธ์
ของฟีนอล 10 

 

เติมเบนซิมิดาโซล (ประมาณ 100 มิลลิกรัม) และโซเดียมไฮไดรด์ (NaH) (ประมาณ 60 มิลลิกรัม) ลง
ในตวัท าละลายไดเมทิลฟอมาไมด์ (DMF) (ประมาณ 26 มิลลิลิตร) กวนทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที หลงัจากนั้น
เติมสารอนุพันธ์ของ  1,3-ไดโบรโมร-2-โพรพานอล  (1,3-dibromo-2-propanol) ท่ีได้จากตัวอย่างท่ี 21 
(ประมาณ 287 มิลลิกรัม) ภายบรรยากาศท่ีมีแก๊สอาร์กอน (Ar) กวนสารผสมต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิ 25 องศา15 
เซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นหยดุปฏิกิริยาดว้ยตวัท าละลายเมทานอล (MeOH) (ประมาณ 20 มิลลิลิตร) 
และน าสารละลายมาสกัดด้วยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท  (ethyl acetate) (ประมาณ 40 มิลลิลิตร) และน ้ า 
(ประมาณ 30 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต 
(anhydrous Na2SO4) ท าการแยกใหส้ารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) 
โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของแขง็สีขาว 20 

ตวัอยา่งท่ี 25 (การประดิษฐ์น้ี) 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีประกอบดว้ยหมู่ ซีซามอล (sesamol) ท่ีเป็นอนุพนัธ์ของ 
ฟีนอล 
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เติมเบนซิมิดาโซล (ประมาณ 420 มิลลิกรัม) และโซเดียมไฮไดรด์ (NaH) (ประมาณ 129 มิลลิกรัม) 
ลงในตวัท าละลายไดเมทิลฟอมาไมด์ (DMF) (ประมาณ 40 มิลลิลิตร) กวนทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที หลงัจาก
นั้นเติมสารอนุพันธ์ของ 1,3-ไดโบรโมร-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) ท่ีได้จากตัวอย่างท่ี 22 
(ประมาณ 500 มิลลิกรัม) ภายบรรยากาศท่ีมีแก๊สอาร์กอน (Ar) กวนสารผสมต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยตัวท าละลายเมทานอล (MeOH) (ประมาณ 30 5 
มิลลิลิตร) และน าสารละลายมาสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะซิเตท (ประมาณ 50 มิลลิลิตร) และน ้า (ประมาณ 
50 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous 
Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) โดยใช้ตวั
ท าละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของแขง็สีขาว 

ตวัอยา่งท่ี 26 (การประดิษฐ์น้ี) 10 

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ีประกอบดว้ยหมู่ แนปทาลีน-2-ออล (naphthalene-2-ol) ท่ี
เป็นอนุพนัธ์ของฟีนอล 

 

เติมเบนซิมิดาโซล (ประมาณ 100 มิลลิกรัม) และโซเดียมไฮไดรด์ (NaH) (ประมาณ 82 มิลลิกรัม) ลง
ในตวัท าละลายไดเมทิลฟอมาไมด์ (DMF) (ประมาณ 30 มิลลิลิตร) กวนทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที หลงัจากนั้น15 
เติมสารอนุพันธ์ของ  1,3-ไดโบรโมร-2-โพรพานอล  (1,3-dibromo-2-propanol) ท่ีได้จากตัวอย่างท่ี 23 
(ประมาณ 500 มิลลิกรัม) ภายบรรยากาศท่ีมีแก๊สอาร์กอน (Ar) กวนสารผสมต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยตัวท าละลายเมทานอล (MeOH) (ประมาณ 20 
มิลลิลิตร) และน าสารละลายมาสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะซิเตท  (ethyl acetate) (ประมาณ 30 มิลลิลิตร) 
และน ้ า (ประมาณ 30 มิลลิลิตร) 3 คร้ัง เก็บสารชั้นตวัท าละลายอินทรียแ์ละก าจดัน ้ าดว้ยแอนไฮดรัสโซเดียม20 
ซัลเฟต (anhydrous Na2SO4) ท าการแยกให้สารบริสุทธ์ิด้วยเทคนิคคอลัม น์โครมาโทกราฟฟี (column 
chromatography) โดยใชต้วัท าละลาย เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) จะไดส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นของแขง็สีขาว 



หนา้ 30 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

ตารางท่ี 1: แสดงค่าความเข้มข้นต ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือวัณโรคของอนุพันธ์ของเบนซิมิดาโซลท่ี
ประกอบดว้ยหมู่แทนท่ีแตกต่างกนั 

 

สารประกอบ หมู่แทนท่ี (A) ความเข้มข้นต ่าสุดท่ีสามารถ 
ยับยั้งเช้ือวัณโรค (ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร) 

II 

 

25 

III 
 

50 

IV 

 

12.5 

V 

 

>100 

VI 
 

>100 

VII 
 

50 

VIII 
 

50 

IX 

 

25 

X 
 

50 

5 

10 

 



หนา้ 31 ของจ านวน 31 หนา้ 
 

สารประกอบ หมู่แทนท่ี (A) ความเข้มข้นต ่าสุดท่ีสามารถ 
ยับยั้งเช้ือวัณโรค (ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร) 

XI 
 

25 

XII 
 

>100 

XIII 
 

>100 

 

วิธีการในการประดิษฐ์ท่ีดีท่ีสุด 

เหมือนกบัท่ีไดก้ล่าวไวแ้ลว้ในหวัขอ้การเปิดเผยการประดิษฐ์โดยสมบูรณ์

5 



หนา้ 1 ของจ านวน 10 หนา้ 
 

ข้อถือสิทธิ 

1. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ดงัแสดงตาม
โครงสร้าง (I) 

 

โดยท่ี A แสดงแทน อนุพนัธ์ของฟีนอล ท่ีเลือกไดจ้าก อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติก5 
ไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) ท่ีมีจ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม แบบโซ่ตรง แบบโซ่ก่ิง 
หรือ แบบวง ทั้ งท่ีอ่ิมตัวและไม่อ่ิมตัว, อนุพันธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic group), 
อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไดออกซี (dioxy group), และอนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไฮไลด์ (halide-
substituted group)  

2. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ10 
ท่ี 1 โดยท่ี อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) เลือกไดจ้าก 
4-โพรพิลฟีนอล (4-propylphenol), 3-โพรพิลฟีนอล (3-propylphenol), 4-ไอโซโพรพิล-3-เมทิล
ฟีนอล (4-isopropyl-3-methyl phenol),  4-ไซโคลเฮกซิลฟีนอล  (4-cyclohexylphenol), 4-ไซโคล
เพนทิลฟีนอล (4-cyclopentylphenol), หรือ 5-อินดานอล (5-indanol) 

3. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ15 
ท่ี  1 โดย ท่ี  อนุพันธ์ของฟีนอลท่ี มีหมู่ อะโรมาติก  (aromatic group) คือ  แนปทาลีน -2-ออล 
(naphthalene-2-ol) 

4. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ
ท่ี 1 โดยท่ี อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไดออกซี (dioxy group) คือ ซีซามอล (sesamol) 

5. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ20 
ท่ี 1 โดยท่ี อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไฮไลด์ (halide-substituted group) เลือกไดจ้าก 2-ฟลูออโร-5-(
ไตรฟลูออโรเมทิล ) ฟีนอล (2-fluoro-5-(trifluoromethyl)phenol), 3,4- ไดฟลูออโรฟีนอล (3,4-
difluorophenol), 2,5-ไดฟลูออโรฟีนอล  (2,5-difluorophenol), หรือ  เพนตะฟลูออโรฟีนอล 
(pentafluoro phenol) 



หนา้ 2 ของจ านวน 10 หนา้ 
 

6. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ
ท่ี 1 โดยท่ี สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ สารประกอบดงัแสดงตามโครงสร้าง (II) 

   ..........(II) 

7. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ
ท่ี  1 โดย ท่ี  สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ  สารประกอบดังแสดงตามโครงสร้าง  (III)5 

  ..........(III) 

8. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ
ท่ี 1 โดยท่ี สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ สารประกอบดงัแสดงตามโครงสร้าง (IV) 

   ..........(IV) 

9. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ10 
ท่ี 1 โดยท่ี สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ สารประกอบดงัแสดงตามโครงสร้าง (V) 

  ..........(V) 



หนา้ 3 ของจ านวน 10 หนา้ 
 

10. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ
ท่ี  1 โดย ท่ี  สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ  สารประกอบดังแสดงตามโครงสร้าง  (VI)

  ..........(VI) 

11. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ
ท่ี  1 โดยท่ี  สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ สารประกอบดั งแสดงตามโครงสร้าง (VII)5 

  ..........(VII) 

12. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ
ท่ี  1 โดยท่ี  สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ สารประกอบดังแสดงตามโครงสร้าง (VIII)

   ..........(VIII) 

13. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ10 
ท่ี  1 โดย ท่ี  สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ  สารประกอบดังแสดงตามโครงสร้าง  (IX)

   ..........(IX) 

14. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ
ท่ี  1 โดย ท่ี  สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ  สารประกอบดังแสดงตามโครงส ร้าง  (X)

  ..........(X) 15 



หนา้ 4 ของจ านวน 10 หนา้ 
 

15. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ
ท่ี  1 โดย ท่ี  สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ  สารประกอบดังแสดงตามโครงสร้าง  (XI)

   ..........(XI) 

16. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ
ท่ี  1 โดยท่ี  สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ สารประกอบดังแสดงตามโครงสร้าง (XII)5 

  ..........(XII) 

17. สารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ตามขอ้ถือสิทธิ
ท่ี  1 โดยท่ี  สารประกอบเบนซิมิดาโซล คือ สารประกอบดังแสดงตามโครงสร้าง (XIII)

  ..........(XIII) 

18. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล ส าหรับตา้นเช้ือวณัโรค ดงั10 
แสดงตามโครงสร้าง (I) ท่ีประกอบรวมดว้ยขั้นตอน 

 

ก. ผสม 1,3-ไดโบรโมโพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) และสารประกอบท่ีมีหมู่ไซลิล (silyl 
group) ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 1:4 โดยโมล โดยมีตวัเร่งปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิ 
0 ถึง 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ถึง 24 ชัว่โมง 15 

ข. ผสมอนุพนัธ์ท่ีได้จากขั้นตอน ก) และเบนซิมิดาโซล ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 3:1 โดยโมล โดยมี
ตวัเร่งปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิ 15 ถึง 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ถึง 24 
ชัว่โมง 



หนา้ 5 ของจ านวน 10 หนา้ 
 

ค. ผสมอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ข) และอนุพนัธ์ของฟีนอล ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 1:3 โดยโมล โดย
มีตวัเร่งปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย์ ท่ีอุณหภูมิ 50 ถึง 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 
12 ถึง 24 ชัว่โมง 

ง. ผสมอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ค) และเตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (Tetrabutyl amonium 
fluoride, TBAF) ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 1:4 โดยโมล ในตวัท าละลายอินทรียท่ี์อุณหภูมิ 15 ถึง 40 5 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ถึง 60 นาที 

โดยท่ี A แสดงแทน อนุพนัธ์ของฟีนอล ท่ีเลือกไดจ้าก อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติก
ไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) ท่ีมีจ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม แบบโซ่ตรง แบบโซ่ก่ิง 
หรือ แบบวง ทั้ งท่ีอ่ิมตัวและไม่อ่ิมตัว, อนุพันธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic group), 
อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไดออกซี (dioxy group), และอนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไฮไลด์ (halide-10 
substituted group) 

19. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะ
ลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) เลือกได้จาก 4-โพรพิลฟีนอล (4-propylphenol),       
3-โพรพิลฟีนอล (3-propylphenol), 4-ไอโซโพรพิล-3-เมทิลฟีนอล (4-isopropyl-3-methyl phenol),    
4-ไซโคลเฮกซิลฟีนอล (4-cyclohexylphenol), 4-ไซโคลเพนทิลฟีนอล (4-cyclopentylphenol), หรือ 15 
5-อินดานอล (5-indanol) 

20. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโร
มาติก (aromatic group) คือ แนปทาลีน-2-ออล (naphthalene-2-ol)  

21. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ได
ออกซี (dioxy group) คือ ซีซามอล (sesamol) 20 

22. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล  ตามข้อถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่
ไฮไลด์ (halide-substituted group) เลือกไดจ้าก 2-ฟลูออโร-5-(ไตรฟลูออโรเมทิล) ฟีนอล (2-Fluoro-
5-(trifluoromethyl)phenol), 3,4- ไดฟลูออโรฟีนอล (3,4-difluorophenol), 2,5-ไดฟลูออโรฟีนอล 
(2,5-difluorophenol), หรือ เพนตะฟลูออโรฟีนอล (pentafluoro phenol) 

23. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ก), ข), ค), และ ง) 25 
ตวัท าละลายอินทรีย ์เลือกไดจ้าก ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane), อะซิโตน (acetone), ไดเมทิล
ฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide), เอทานอล (ethanol), เมทานอล (methanol), อะซิโตไนไตรล์ 
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(acetonitrile), เตตระไฮโดรฟูแรน (tetrahydrofuran), เอทิล อะซิเตท (ethyl acetate), เฮกเซน(hexane), 
ไอโซโพรพานอล (isopropanol), หรือส่วนผสมของสารดงักล่าว 

24. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล  ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 23 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) ตวัท าละลาย
อินทรีย ์คือ ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) 

25. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล  ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 23 โดยท่ี ในขั้นตอน ข) ตวัท าละลาย5 
อินทรีย ์คือ ไดเมทิลฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide) 

26. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล  ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 23 โดยท่ี ในขั้นตอน ค) ตวัท าละลาย
อินทรีย ์คือ เอทานอล (ethanol) 

27. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล  ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 23 โดยท่ี ในขั้นตอน ง) ตวัท าละลาย
อินทรีย ์คือ เตตระไฮโดรฟูแรน (tetrahydrofuran) 10 

28. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล  ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ก), ข), และ ค) 
ตวัเร่งปฏิกิริยา เลือกไดจ้าก อิมิดาโซล (imidazole), โพแทสเซียมคาร์บอเนต (potassium carbonate), 
โซเดียมคาร์บอเนต (sodium carbonate), โซเดียมไฮไดรด์ (sodium hydride), โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(sodium hydroxide), ซีเซียมคาร์บอเนต (cesium carbonate), หรือส่วนผสมของสารดงักล่าว 

29. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 28 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) ตวัเร่งปฏิกิริยา 15 
คือ อิมิดาโซล (imidazole) 

30. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 28 โดยท่ี ในขั้นตอน ข) ตวัเร่งปฏิกิริยา 
คือ สารผสมของ ซีเซียมคาร์บอเนต (cesium carbonate) และโซเดียมไฮไดรด ์(sodium hydride) 

31. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 28 โดยท่ี ในขั้นตอน ค) ตวัเร่งปฏิกิริยา 
คือ โพแทสเซียมคาร์บอเนต (potassium carbonate) 20 

32. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) อุณหภูมิท่ีใชใ้น
การท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 0 ถึง 25 องศาเซลเซียส 

33. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ข) อุณหภูมิท่ีใชใ้น
การท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 20 ถึง 30 องศาเซลเซียส 
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34. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ค) อุณหภูมิท่ีใชใ้น
การท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 70 ถึง 90 องศาเซลเซียส 

35. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ง) อุณหภูมิท่ีใช้ใน
การท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 20 ถึง 30 องศาเซลเซียส 

36. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) เวลาท่ีใชใ้นการ5 
ท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 14 ถึง 20 ชัว่โมง 

37. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ข) เวลาท่ีใชใ้นการ
ท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 20 ถึง 24 ชัว่โมง 

38. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ค) เวลาท่ีใชใ้นการ
ท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 16 ถึง 24 ชัว่โมง 10 

39. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ง) เวลาท่ีใชใ้นการ
ท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 10 ถึง 30 นาที 

40. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) สารประกอบท่ีมี
หมู่ไซลิล (silyl group) เลือกไดจ้าก ไตรเมทิลไซลิล คลอไรด์ (trimethylsilyl chloride, TMSCl), ไตร
เอทิลไซลิล คลอไรด์ (triethylsilyl chloride, TESCl), เทอเชียรีบิวทิลไดเมทิลไซลิลคลอไรด์ (tert-15 
butyldimethylsilyl chloride, TBDMSCl), เ ท อ เ ชี ย รี บิ ว ทิ ล ไ ด ฟี นิ ล ไ ซ ลิ ล  ค ล อ ไ ร ด์  (tert-
butyldiphenylsilyl chloride,TBDPSCl), หรือ ไตรไอโซโพรพิลไซลิล คลอไรด์ (triisopropylsilyl 
chloride ,TIPSCl) 

41. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 40 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) สารประกอบท่ีมี
หมู่ไซลิล (silyl group) คือ เทอเชียรีบิวทิลไดเมทิลไซลิลคลอไรด์ (tert-butyldimethylsilyl chloride, 20 
TBDMSCl) 

42. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) อตัราส่วนโดย 
โมลของ 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) และสารประกอบท่ีมีหมู่ไซลิล 
(silyl group) อยูใ่นช่วง 1:2 ถึง 1:3 

43. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ข) อตัราส่วนโดย 25 
โมลของอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ก) และเบนซิมิดาโซล อยูใ่นช่วง 1.5:1 ถึง 2.5:1  
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44. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ค) อตัราส่วนโดย 
โมลของอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ข) และ อนุพนัธ์ของฟีนอล อยูใ่นช่วง 1:1.5 ถึง 1:2.5 

45. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 โดยท่ี ในขั้นตอน ง) อตัราส่วนโดย  
โมลของอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ค) และ เตตระบิวทิลแอมโมเนียมฟลูออไรด์ (tetrabutylamonium 
fluoride, TBAF) อยูใ่นช่วง 1:2 ถึง 1:3 โดยโมล 5 

46. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ดงัแสดงตามโครงสร้าง (I) ท่ีประกอบรวมดว้ยขั้นตอน 

 

ก. ผสม  1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) และอนุพันธ์ของฟีนอล  ใน
อตัราส่วน 1:1 ถึง 3:1 โดยโมล โดยมีตวัเร่งปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิ 40 ถึง 100 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ถึง 24 ชัว่โมง 10 

ข. ผสมอนุพนัธ์ท่ีได้จากขั้นตอน ก) และเบนซิมิดาโซลในอตัราส่วน 1:1 ถึง 3:1 โดยโมล โดยมี
ตวัเร่งปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย ์ ท่ีอุณหภูมิ 15 ถึง 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ถึง 24 
ชัว่โมง 

โดยท่ี A แสดงแทน อนุพนัธ์ของฟีนอล ท่ีเลือกไดจ้าก อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติก
ไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) ท่ีมีจ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม แบบโซ่ตรง แบบโซ่ก่ิง 15 
หรือ แบบวง ทั้งท่ีอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั, อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic group), และ
อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่เฮเทอโร (hetero-substituted group) 

47. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะ
ลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) เลือกได้จาก 4-โพรพิลฟีนอล (4-propylphenol),        
3-โพรพิลฟีนอล (3-propylphenol), 4-ไอโซโพรพิล-3-เมทิลฟีนอล (4-isopropyl-3-methyl phenol),    20 
4-ไซโคลเฮกซิลฟีนอล (4-cyclohexylphenol), 4-ไซโคลเพนทิลฟีนอล (4-cyclopentylphenol), หรือ 
5-อินดานอล (5-indanol)  

48. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโร
มาติก (aromatic group) คือ แนปทาลีน-2-ออล (naphthalene-2-ol) 
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49. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ได
ออกซี (dioxy group) คือ ซีซามอล (sesamol)  

50. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล  ตามข้อถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่
ไฮไลด์ (halide-substituted group) เลือกไดจ้าก 2-ฟลูออโร-5-(ไตรฟลูออโรเมทิล) ฟีนอล (2-Fluoro-
5-(trifluoromethyl)phenol), 3,4- ไดฟลูออโรฟีนอล (3,4-difluorophenol), 2,5-ไดฟลูออโรฟีนอล 5 
(2,5-difluorophenol), หรือ เพนตะฟลูออโรฟีนอล (pentafluoro phenol) 

51. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) และ ข) ตวัท า
ละลายอินทรีย ์เลือกไดจ้าก ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane), อะซิโตน (acetone), ไดเมทิลฟอร์มา
ไมด ์(dimethylformamide), เอทานอล (ethanol), เมทานอล (methanol), อะซิโตไนไตรล ์(acetonitrile), 
เตตระไฮโดรฟูแรน (tetrahydrofuran), เอทิล อะซิเตท (ethyl acetate), เฮกเซน(hexane), ไอโซโพรพา10 
นอล (isopropanol), หรือส่วนผสมของสารดงักล่าว 

52. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล  ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 51 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) ตวัท าละลาย
อินทรีย ์เลือกไดจ้าก เอทานอล (ethanol), หรือ อะซิโตน (acetone) 

53. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล  ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 51 โดยท่ี ในขั้นตอน ข) ตวัท าละลาย
อินทรีย ์คือ ไดเมทิลฟอร์มาไมด ์(dimethylformamide) 15 

54. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) และ ข) ตวัเร่ง
ปฏิกิริยาเลือกไดจ้าก อิมิดาโซล (imidazole), โพแทสเซียมคาร์บอเนต (potassium carbonate), โซเดียม
คาร์บอเนต (sodium carbonate), โซเดียมไฮไดรด์ (sodium hydride), โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium 
hydroxide), ซีเซียมคาร์บอเนต (cesium carbonate), หรือส่วนผสมของสารดงักล่าว 

55. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 54 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) ตวัเร่งปฏิกิริยา 20 
คือ โพแทสเซียมคาร์บอเนต (potassium carbonate) 

56. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 54 โดยท่ี ในขั้นตอน ข) ตวัเร่งปฏิกิริยา 
คือ โซเดียมไฮไดรด ์(sodium hydride) 

57. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) อุณหภูมิท่ีใชใ้น
การท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 50 ถึง 85 องศาเซลเซียส 25 



หนา้ 10 ของจ านวน 10 หนา้ 
 

58. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี ในขั้นตอน ข) อุณหภูมิท่ีใชใ้น
การท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 20 ถึง 30 องศาเซลเซียส 

59. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) เวลาท่ีใชใ้นการ
ท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 15 ถึง 20 ชัว่โมง 

60. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี ในขั้นตอน ข) เวลาท่ีใชใ้นการ5 
ท าปฏิกิริยา อยูใ่นช่วง 20 ถึง 24 ชัว่โมง 

61. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี ในขั้นตอน ก) อตัราส่วนโดย 
โมลของ 1,3-ไดโบรโม-2-โพรพานอล (1,3-dibromo-2-propanol) และอนุพนัธ์ของฟีนอล อยู่ในช่วง 
1:1  ถึง 2:1 

62. วิธีการเตรียมสารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 46 โดยท่ี ในขั้นตอน ข) อตัราส่วนโดย10 
โมลระหวา่งอนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากขั้นตอน ก) และ เบนซิมิดาโซล อยูใ่นช่วง 1:1 ถึง 2:1 

63. สารประกอบเบนซิมิดาโซล ท่ีไดจ้ากวิธีการเตรียมตามขอ้ถือสิทธิท่ี 18 ถึง 62 ขอ้ใดขอ้หน่ึง 

64. การใชส้ารประกอบเบนซิมิดาโซล ตามขอ้ถือสิทธิท่ี 1 ถึง 17 หรือ 63 ขอ้ใดขอ้หน่ึง ส าหรับยบัย ั้งการ
ท างานของเอนไซม ์InhA เพื่อใชเ้ป็นสารตา้นวณัโรค 



หนา้ 1 ของจ านวน 1 หนา้ 
 

บทสรุปการประดิษฐ์ 

การประดิษฐ์น้ีเก่ียวขอ้งกบัสารประกอบเบนซิมิดาโซลท่ีมีหมู่แทนท่ีเป็นอนุพนัธ์ฟีนอล และวิธีการ
เตรียมของอนุพนัธ์เบนซิมิดาโซลดงักล่าว ท่ีสามารถยบัย ั้งเอนไซม ์InhA และน าไปประยุกตใ์ชเ้ป็นสารตา้น
วณัโรค ดงัแสดงตามโครงสร้าง (I) 

 5 

โดยท่ี A แสดงแทน อนุพันธ์ของฟีนอล  ท่ีเลือกได้จาก อนุพันธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะลิฟาติก
ไฮโดรคาร์บอน (aliphatic hydrocarbon) แบบโซ่ตรง แบบโซ่ก่ิง หรือ แบบวง ทั้งท่ีอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั ท่ีมี
จ านวนคาร์บอน 1 ถึง 6 อะตอม, อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่อะโรมาติก (aromatic group), อนุพนัธ์ของฟีนอลท่ี
มีหมู่ไดออกซี (dioxy group) และอนุพนัธ์ของฟีนอลท่ีมีหมู่ไฮไลด์ (halide-substituted group) 
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Abstract: 

 Enoyl ACP reductase, InhA has been identified as promising target for anti-

tuberculosis development. This enzyme is the binding pocket of isoniazid, the first line drug 

for anti-tuberculosis agents. However, the potency of isoniazid is decreased due to the 

mutation of activation enzyme, KatG. Pyrrolyl benzohydrazide derivatives were designed as 

new InhA inhibitors with moderate activities against InhA and mycobacterial cell. Herein, we 

aim to develop new highly potent InhA inhibitors based on pyrrolyl benzohydrazide 

derivatives. Molecular docking calculations were used to elucidate the key interactions for 

binding of these inhibitors in InhA binding pocket. The obtained results showed that 

hydrogen bond interaction between ligand and Pro156, Tyr158, Ala198, Val203 and NAD+ 

cofactor. Moreover, pi-pi interaction was improved the binding affinity of inhibitors in InhA 

binding site. The integrated results from docking in this work aided to rational design new 

and more potent InhA inhibitors in a series of pyrrolyl benzohydrazide as novel anti-

tuberculosis agents. 

 

1. Introduction  

Enoyl-ACP reductase (ENR) 

catalyzes the last step of the elongation 

cycle in the synthesis of fatty acids. Fatty 

acid biosynthesis is essential for survival is 

mammals, plants, fungi and bacteria (the 

archaea make isoprenoid-based lipids).1 

ENR also known as InhA, it is enzyme of 

Mycobacterium tuberculosis (M. tuber- 

culosis) caused causative agent for 

tuberculosis (TB), an infection caused by the 

slow growing bacteria that frequently found 

in lungs, called pulmonary TB. The disease 

can also spread to other parts of the body, 

referred to as extra-pulmonary TB that may 

be latent or active. M. tuberculosis has been 

the major public health threat that remains to 

be the leading cause of mortality with 

malaria and AIDS, and infecting nearly 

eight million people worldwide, probably 

killing more than three million yearly2. 

Inhibition of the InhA is one of the most 

effective treatment of killing M. 

tuberculosis, as clinically demonstrated by 

© The 2018 Pure and Applied Chemistry International Conference (PACCON 2018) PH85

mailto:pornpan_ubu@yahoo.com


 

 

isoniazid, the most potent TB drug. 

Unfortunately, both multi-drug and 

extensively drug resistant (XDR) of  M. 

tuberculosis isolates are resistant to 

isoniazid, predominantly due to mutations in 

KatG, the catalase peroxidase involved in 

the activation process of isoniazid. This 

problem led to extensive efforts to identify 

direct InhA inhibitors.3 Pyrrolyl 

benzohydrazide derivatives were designed 

as new InhA inhibitors with moderate 

activities against InhA and mycobacterial 

cell. Herein, we aim to develop new highly 

potent InhA inhibitors based on pyrrolyl 

benzohydrazide derivatives. Presently, 

molecular docking calculations were used to 

elucidate the key interactions for binding of 

these inhibitors in InhA binding pocket. 

  

2. Methods 

Fifty-three structures and biological 

activities of inhibitors were obtained from 

literatures review.2  The 3D structures were 

generated using GaussView 5. 0. 8 program 

(Gview). This results 3D structure from 

Gview leads to optimize by M062X/6-31G* 

method using Gaussian09 program. 

2.1 Molecular docking studies 

 Molecular docking was done to 

clarify the binding mode of the compounds 

to provide straight forward information for 

further structural optimization.2 Molecular 

docking calculations using Autodock 4. 2 

program was performed to predict the potent 

inhibitors in the InhA binding pocket.  The 

X-ray crystal structure (PDB code: 

InhA2x23)  was used as receptor for this 

calculation.  

 

3. Results and Discussion 

3.1 Interactions for binding of these 

Pyrrolyl benzohydrazide derivatives in 

InhA binding pocket by Molecular 

docking calculations   

Molecular docking calculations were 

used to elucidate the key interactions for 

binding of these inhibitors in InhA binding 

pocket. The obtained results showed that the 

important interaction between ligand, amino 

acid and NAD+  cofactor in InhA binding 

pocket are H-bond interaction and - 

interaction.  In this literatures review, we 

study the structure and inhibition values of 

InhA at 50 µM. Table 1 shows the chemical 

structures and % inhibition value of 

compounds 1, 6, 51 and 52, respectively. 

Compounds 1, 51 and 52 show inhibition 

values are higher inhibitory activity than 

compound 6.  Figure 1 shows the binding 

interactions of compounds 1, 6, 51 and 52.  

As depicted in figure 1a, the six H-

bond interactions green line)  between 

compound 1 with Gly96, Val203, Leu218 

residues and NAD+  cofactor.  In binding 

mode of compound 51, formed six H-bond 

interactions with Met103, Tyr158, Met161, 

Ala198 residues and NAD+  cofactor in 

figure 1b.  Figure 1c shows the results of 

docking, all seven H-bond interactions 

between compound 52 and Phe97, Pro156, 

Met161, Ala198, Ile202 residues and NAD+ 

cofactor.  Moreover, - interaction between 

ligand with Tyr158 residue was found 

(Figure 1d). Figure 1e, compound 6 showed 

the H-bond interaction with ligand formed 

Tyr158, Met161, Ala198 residues and 

NAD+ cofactor.  

3.2 Effect of R substituent from molecular 

docking calculations 

Compounds 1 and 6 have the same 

general structures.  Only R structure of 

compound 6 contained bromine atoms at R 

substituent, according to Table 1.  The 

inhibition value of compound 1 higher than 

the inhibition value compound 6.  On the 

other hand, the results of molecular docking 

of compound 6 was formed H-bond 

interaction more than compound 1. 

Compound 6 contained Br atoms at R 

substituent as compared to compound 1, 

these atoms must be affected to inhibitory 

activity.  Compound 1 contained hydrogen 

atoms. Small size of compound 1 helped to 

recognize the orientation InhA binding site 

( Figure 1a) .  As compared to compound 6, 

the orientation of this compound is different 

(Figure 1e)  as compared with compound 1.   

This result suggested that R substituent 

should be low electron density and size.    

The - interaction of compound 52 was 
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found as the crucial interaction to bind with 

InhA binding pocket.  This interaction 

effected to inhibitory activity of InhA.  So, 

inhibition may be related to the position and 

between ligand and amino acid and 

electrostatic interaction of bromine 

substituents.   

Therefore, the important interaction 

between ligand, NAD+ cofactor and amino 

acid is H-bond interaction and pi-pi 

interaction. Moreover, the substituent of 

new design compounds should be electron 

withdrawing group like F and Cl at R 

substituent and electron donating group such 

as CH3 group at pyrrolyl. 

 

 
Figure 1.  Docked mode of ( a)  compound 1 formed H-bond, ( b)  compound 51 formed            

H-bond, ( c)  compound 52 formed H-bond, ( d)  compound 52 formed - interaction and     

(e) compound 6 formed H-bond with inhibitors 
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Table 1. The chemical structures and % inhibition value 

                                    
N OCH2R  

                                           1-47    

N
O

R'

R

R  
              48-53 

 

4. Conclusion 

Structure based drug design using 

molecular docking calculations was 

successfully elucidated to predict InhA 

inhibitors based on pyrrolyl benzohydrazide 

derivatives in InhA binding site. The results 

showed that selected compounds formed H-

bond interactions with Gly96, Phe97, 

Met103, Pro156, Tyr158, Met161, Ala198, 

Ile202, Val203, Leu218 residues and NAD+ 

cofactor.  The - interaction was found as 

important interaction of InhA inhibitor. 

Accordingly, the obtained results from this 

work aid to rational design new pyrrolyl 

benzohydrazide derivatives as highly potent 

InhA inhibitors. 
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Abstract: 

 Protein serine/threonine kinase B (PknB) is an essential serine/threonine kinase of M. 

tuberculosis, plays an important role in a number of signalling pathways involved in cell 

division and metabolism. However, PknB inhibitors show less potency against whole cell.  

To develop protein kinase B inhibitors as new potential anti-tuberculosis agents in class of            

4-oxo-crotonic acid derivatives, molecular docking calculations and molecular dynamic 

simulations (MD simulations) were applied to understand the crucial interactions, binding 

mode and binding energy of selected 4-oxo-crotonic acid derivatives. The results obtained 

from molecular docking calculations indicated that highly active compound form hydrogen 

bond interactions with back bone of Leu17, Val95, and Asp156 in the PknB binding pocket. 

Moreover, van der Waals interactions with Tyr94, Val95, and Met145 in the PknB binding 

pocket were crucial for binding affinity. The binding mode and binding energy of highly 

active compound obtained from MD simulations were employed to gain insight into the 

complex structures of the protein kinase B inhibitors and their binding energetics. The results 

can be helpful for further design a novel anti-tuberculosis drug design. 

1. Introduction 
Tuberculosis (TB) caused by M. 

tuberculosis remains as a major world health 

problem. It is second only to HIV/AIDS as 

the biggest killer worldwide. In 2016, 10.4 

million people worldwide suffered from TB 

and an estimated 1.7 million people death 

from TB.1 In particular, standard regimens 

using existing drugs such as isoniazid 

(INH), the main drug for TB treatment, are 

ineffective because of increasing prevalence 

of drug-resistant tuberculosis such as 

multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) 

and extensively drug-resistant tuberculosis 

(XDR-TB). The 2-trans-enoyl-ACP 

reductase (InhA) is an attractive target for 

designing novel antibacterial agents because 

this enzyme is not found in the mammalian 

system.2,3 However, this target developed 

the resistance to isoniazid. Intensive 

research efforts are directed toward 

identification and development of novel 

InhA inhibitors, but most of the newly 

discovered InhA inhibitors show poor 

cellular activity against M. tuberculosis.4 

Accordingly, finding new drugs to treat TB 

as well as identifying new targets are an 

urgent priority. Protein kinase B (PknB) is a 

Ser/Thr protein kinase (STPK) and 

represents a signaling element involved in 
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mycobacterial physiology and virulence of 

M. tuberculosis. Protein kinase B has been 

considered as an attractive target for 

development of anti-TB agents because this 

enzyme is essential for bacterial growth and 

for survival of the pathogen within the host. 

A large number of PknB inhibitors have 

been screened and identified as potential 

anti-TB agents. Lead PknB inhibitors show 

promising enzyme potency and cellular 

activity against M. tuberculosis. Moreover, 

PknB inhibitors are able to target PknB 

outside of the M. tuberculosis cell, avoiding 

the problem of poor cell wall permeability.5 

Because of poor cell wall permeability, 

many anti-TB agents with promising 

enzyme potency show weak or no cellular 

activity against M. tuberculosis nowadays, 

substituted aminopyrimidine compounds 

have been synthesized as a new class of 

PknB inhibitor. Some of these compounds 

show the nanomolar enzyme binding affinity 

and micromolar minimum inhibitory 

concentrations against M. tuberculosis.6 

However, the detailed structure basis for 

binding of 4-oxo-crotonic acid compounds 

as PknB inhibitor is not well understood. 

Accordingly, molecular docking calculation 

and molecular dynamics simulations (MD 

simulation) were employed in this work to 

model the complex structures of substituted 

4-oxo-crotonic acid in PknB inhibitors. The 

integrated results could be helpful for further 

design a novel and more potent anti-

tuberculosis agents. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Biological data 

Structures and biological activities of 

ninety 4-oxocrotonic acid derivatives were 

obtained from literature.6 All derivatives 

were constructed by standard tools in 

Gaussview 5.08 program and then fully 

optimized by M06-2X/6-31G* method using 

Gaussian09 program. 

2.2 Molecular docking calculations 

Molecular docking using the 

Autodock 4.2 program was employed with 

the aims of generating inhibitor enzyme 

Table 1. Structure and biological activity of 

4-oxocrotonic acid derivatives as PknB 

inhibitors 

R

R'

O

O            H3CO

R

O

O

 
(a) cpd. 55 and cpd. 85            (b) cpd. 02 

cpd. R R’ % 

inhibition 
at 20 µM 

02 OCH3 - 24.7±1.5 

55 

OCH3  

isopropyl 56.2±5.0 

85 

O2N  

2-[(tert-

Butoxycarbo

nyl)amino] 

ethyl 

87.9±5.3 

 

complexes in this study. The available X-ray 

structure of PknB in a complex with 1,4-

dihydroxy-5,8-bis({2[(hydroxyethyl)amino] 

ethyl}amino)-9,10-anthracenedione (PDB 

code 2FUM) was used as an initial structure 

of receptor for molecular docking 

calculations. The number of Genetic 

Algorithm (GA) runs was set to 200 run per 

ligand with the default search algorithm 

parameters. The docking protocols were 

validated based on the root-mean-square 

deviation (RMSD) value between the 

docked and observed X-ray conformations.  

2.3 Molecular dynamic simulations       
Molecular dynamic simulation (MD 

simulations) were performed to predict the 

inhibitors in the PknB binding pocket. 

TIP3P water model and Na+ were chosen to 

represent water for salvation and ions for 

neutralize system. To reduce the bad steric 

interactions of solvate water molecules and 

Na+ ions of each system, the inhibitor-PknB 

complex was first minimized by 1,000 steps 

with atomic positions of solute species 

restraint with using force constant of 500 

kcal/mol Å2. Non-bonded cut-off was set to 

8 Å. The threshold value of the energy-

gradient for the convergence was set as 

0.001 kcal/mol/ Å. Then, the whole system 

was minimized by 1,500 steps as the same 

conditions of water and ions minimization 

without restraining condition. Next, the 
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systems were gradually warmed up from 0 

to 300 K in the first 20 ps followed by 

maintaining the temperature at 300 K in the 

last 10 ps with 2 fs time simulation steps in a 

constant volume boundary. The solute 

species were restrained to their initial 

coordinate structures with a weak force 

constant of 10 kcal/mol Å2 during the 

temperature warming. This was followed by 

70 ps of the position-restrained dynamics 

simulation with a restrain weight of 2 

kcal/mol Å2 at 300 K under an isobaric 

condition. Finally, 10 ns MD simulations 

without any restraints were performed using 

the same conditions. The root-mean square 

deviations (RMSDs) of the PknB enzyme 

and the inhibitors, and binding free energies 

were calculated to evaluate the binding 

affinities of inhibitors in PknB binding 

pocket using the Molecular Mechanics 

Poisson-Boltzmann Surface Area (MM-

PBSA) methods. 

 

3. Results and Discussion  

3.1 Molecular docking calculations 

3.1.1 Crucial interaction of selected 

inhibitors 

High accuracy prediction of docking 

parameter in Autodock 4.2 program was 

validated based on the RMSD value between 

X-ray and docked structures. RMSD value is 

1.09 Å. Therefore, binding mode of selected 

compounds in this study was predicted as 

the same parameters. The binding mode of 

highest active compound is cpd. 85 in PknB 

binding pocket is showed in Figure 1.            

The crucial binding interactions are 

hydrogen bond interaction between side 

chain of R substituent with backbone of 

Leu17, Val72, Tyr94 and Met155 residues, 

respectively. In addition, van der Waals 

interaction between side chain of R 

substituent and side chain of Val25, Lys40, 

Met92, Val95 and Asp156 residues were 

founded. The binding mode of moderate 

active compound is cpd. 55 is showed in 

Figure 2. The crucial binding interactions 

are hydrogen bond interaction between 

carbonyl group of core structure with side 

chain of Met92 residue. Moreover, van der 

Waals interactions were obtained between 

side chain of cpd. 55 with side chain of 

Val72, Gly97, Met145, Met155 and Asp156 

residues, respectively. For less active 

compound, the crucial interactions are 

hydrogen bond interaction between C-O of 

R substituent with side chain of Leu17 

residue. In addition, van der Waals 

interactions were found between core 

structure and side chain of Val72, Val95 and 

Met145 residues, respectively. The obtained 

results suggested the crucial interactions of 

4-oxocrotonic acid in PknB binding pocket 

could be helpful for rational design new             

4-oxocrotonic acid derivatives.  

3.2 Molecular dynamic simulations      

3.2.1 Structural stability during MD 

simulations  

In order to calculate structural 

stability during MD simulation of cpd. 85 in 

PknB binding pocket, The RMSDs for all  

 

 
Figure 1. Crucial interactions of highest 

active compound (cpd. 85)  

 

 
Figure 2. Crucial interactions of moderate 

active compound (cpd. 55) 

© The 2018 Pure and Applied Chemistry International Conference (PACCON 2018) PH82



   

 

 
Figure 3. Crucial interactions of less active 

compound (cpd. 02) 

 

atoms of solute species relative to the initial 

structure over the 10 ns of simulation times 

were calculated and plotted in Figure 4.           

The RMSD plots indicate that cpd. 85 

reached equilibrium state after 5 ns.              

Therefore, the result obtained from MD 

simulations of cpd. 85 was reasonable for 

further analyze in more detail of binding 

free energy, binding mode and binding 

interaction. The binding free energy 

calculations were calculated by MM-PBSA 

method the result indicated that the 

calculated binding free energy of cpd. 85 

was -13.29 kcal/mol (the binding energy 

obtained from experimental was -12.58 

kcal/mol). The obtained result indicated that 

binding free energy calculations based on 

MM-PBSA method provide good value and 

closed to experimental binding free energy. 

3.2.2 Binding mode and binding 

interactions of cpd. 85 

The binding mode of cpd. 85 

obtained from MD simulations formed four 

hydrogen bond interactions between 

hydrogen atom of R substituent with 
carbonyl group of Glu59, Glu93 residue and 

carbonyl group of core structure with side 

chain of Met145 residue, respectively. 

Moreover the hydrogen bond interaction 

between carbonyl group of R substituent 

with side chain of Asp156 residue was 

founded. The van der Waals interaction 

between side chain of R substituent and side 

chain of Val25 and Val95 residues were 

founded. 

 

 
Figure 4. RMSD plots for the cpd. 85 in 

PknB binding pocket during MD simulation 

 

 
Figure 5. Crucial interactions of highest 

active compound (cpd. 85) obtained from 

MD simulations 

 

 
Figure 6. Superimposition of docked ligand 

(yellow) and the structure obtained from 

MD simulations (Cyan) 

 

4. Conclusion 

Molecular docking calculations and 

Molecular dynamic simulations were 

successfully to predict the binding mode 

binding interactions and binding free energy 

of 4-oxocrotonic acid derivatives as PknB 

inhibitors. Hydrogen bond interaction with 

Glu59, Glu98, Met145 and Asp156 are key 

amino acid residue for improve the 

biological activity of novel 4-oxocrotonic 

acid as anti M. tuberculosis agents.  
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Abstract:

Benzimidazole derivatives are good candidates for anti-tuberculosis agents that 
display a promising potency for inhibition of InhA. In this work, molecular docking 
calculations combined with bioisosteres were applied to get new potential structures of this 
series. This derivative has the same general structure but different in R substituent. Cpd05 
was the highest active compound. Cpd32 and Cpd46 shown moderate active compounds. 
Cpd55 was less active compound. These compounds were classified based on the predicted 
binding affinity. To gain more details of binding interactions of new designed compounds, 
molecular dynamic simulations (MD) were performed on the designed inhibitors. The 
interactions of Cpd 05, Cpd32, Cpd46 and Cpd55 with amino acid surrounding the InhA 
binding pocket were analyzed. The hydrogen bond interactions were found as the crucial 
interactions for binding in the InhA binding site. These results lead to the synthesis of new 
series of benzimidazole derivatives. 

1. Introduction
Tuberculosis (TB) is one of the most 

common infectious diseases caused by 
Mycobacterium tuberculosis, TB kills two 
million people every year and it continues to 
be a major cause of morbidity and mortality 
all over the world. About one-third of 
the world's population is currently infected 
with TB. If the present trend continues, 
tuberculosis is likely to claim more than 30 
million lives within the next decade.
Five percent of all TB cases are now 
estimated to be multi-drug-resistant TB.1
The enoyl-acyl carrier protein reductase of 
Mycobacterium tuberculosis is a key 

enzyme of the type II fatty acid synthesis 
system. It is involved in the production of 
mycolic acid and is a known target for 
isoniazid, an effective antibiotic for 
tuberculosis treatment.2

Antibiotics for TB treatment are 
classified into two classes, first-line drugs 
and second-line drugs. First-line drugs are 
mainly bactericidal and combine a high 
degree of efficacy with a relatively low 
toxicity to the patient during treatment. 
These drugs include isoniazid, rifampicin, 
streptomycin, ethambutol, pyrazinamide, 
and fluoroquinolones. Second-line drugs 
are mainly bacteriostatic, which have           
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a lower efficacy and are usually more toxic. 
These drugs include para-aminosalicylic 
acid, ethionamide, and cycloserine.3            
Isoniazid (INH), a frontline drug for over 
640 years used in the treatment of TB. As a 
prodrug, INH must be first activated by 
KatG, a catalase-peroxidase that oxidizes 
INH to an acyl-radical, which binds 
covalently to NAD+, the co-substrate for 
InhA. The INH-NAD adduct functions as a 
potent inhibitor of InhA.4 INH drug resistant 
tuberculosis caused by KatG mutation.  

Hence, there is an urgent need to 
discover and develop new anti-TB agents 
that target novel biochemical pathways and 
to treat drug-resistant forms of the disease.  
Recently, molecular docking and molecular 
dynamics simulations have been performed 
to study the binding of benzimidazoles 
derivative onto the active site of InhA in an 
attempt to address the mycobacterial 
resistance against the drug. The integrated 
results should aid in the rational design of 
InhA inhibitors with high potential anti-
tubercular activity.

2. Materials and Methods
The four chemical structure, docking 

score and binding energy of benzimidazole 
derivatives were shown in Table 1.The X-
ray structure of InhA enzyme complexed  
with diphenyl ether was taken from Protein 
Data Bank (PDB code: 2X23). Chemical 
structures of these inhibitors were 
constructed using the standard tools 
available in GaussView 5.0.8 program and 
were then fully optimized using the ab initio
(M062X/6-31G*) method implemented in 
Gaussian program. Molecular docking 
calculations was applied to obtain the 
binding mode of benzimidazoles derivatives 
using Autodock 4.2 program. Moreover, 
molecular dynamics simulations of Cpd05, 
Cpd33, Cpd46 and Cpd55 were performed 
for 30 ns to elucidate the binding mode and 
binding interactions into the InhA binding 
site.

3. Results and Discussion 
3.1 Validation of the molecular docking 
calculations

Molecular docking calculations were 
employed to predict the potential binding 
mode of benzimidazole derivative in the 
InhA binding pocket. To ensure that the 
binding modes of   InhA inhibitors obtained 
from molecular docking calculations are 
reliable, the docking parameters in 
Autodock 4.2 program were validated. The 
superimposition between the docked 
conformation and the X-ray crystal structure 
of diphenyl ether derivative is shown in 
Figure 1. The docked conformation of 
diphenyl ether derivative is close to the 
binding mode found in the X-ray crystal 
structure with rmsd of 0.61 Å, indicating 
that the docking parameters are reasonable 
to generate the binding mode of diphenyl 
ether derivative in the InhA binding pocket. 
Therefore, molecular docking calculations 
could be extended to search the binding 
modes of benzimidazole derivatives in the 
data set.

Figure 1. Superimposition of the X-ray 
crystal structure (carbon atoms colored by 
purple) and docked conformation (yellow) 
of diphenyl ether derivative in the InhA
binding pocket
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Table 1. The chemical structures, docking score and binding energy of benzimidazoles 
derivatives

Compound R Docking score
kcal/mol

Binding energy
kcal/mol

05 -11.97 -8.78

32
 

-11.46 -9.31

46
 

-11.33 -8.40

55
 

-11.21 -7.47

3.2. Molecular docking analysis of Cpd05,
the highest active compound

Cpd05, the highest active compound 
from docking score (-11.97 kcal/mol) was 
selected to analyze the crucial interactions of 
benzimidazole derivative in InhA binding 
site. The obtained results show that Cpd05 
formed hydrogen bond interaction between 
hydroxyl groups of ligand with oxygen atom 
of nicotinamide ribose cofactor (NAD+). In 
addition, cation- interactions between 
aromatic ring of Cpd05 with hydrogen atom
of Lys165 residue and sigma-Pi interaction 
between aromatics ring of ligand with 
hydrogen atom of Met161 residue is shown 
in Figure 2. Moreover, hydrophobic 
interaction between hydrogen atom of ligand 
with hydrogen atom of Phe97, Met98,
Met103, Ala157, Tyr158, Pro193, Val203
and Leu218 residues were founded.
3.3. Molecular docking analysis of Cpd32 
and Cpd46, moderate active compounds

The binding mode and binding 
interactions of moderate InhA inhibitors of 
benzimidazole derivatives, Cpd32 and 

Cpd46 were investigated. The obtained 
results show that Cpd32 formed hydrogen 
bond interaction between oxygen atom and 
nitrogen atom of nicotinamide ribose 
cofactor (NAD+) with hydroxyl group of 
ligand. In addition, hydrogen bond 
interactions between oxygen atoms of NAD+

with hydrogen atom of ligand at R position 
are shown in Figure 3. Moreover, 
hydrophobic interactions between hydrogen 
atom of ligand with hydrogen atom of 
Phe97, Met98, Met103, Ala157, Tyr158, 
Pro193, Ala198, Val203 and Leu218 
residues were founded.

For Cpd46, hydrogen bond 
interactions between oxygen atom of NAD+

with hydrogen atom of ligand at R position 
and hydrogen bond interactions between 
oxygen atom of NAD+ with hydroxyl group 
of ligand were found as crucial interaction 
for binding in InhA binding site. In addition, 
Cation-Pi interactions between aromatic ring 
of ligand with atom hydrogen of Lys165 
residue and - interaction between 
aromatic ring of ligand with hydrogen atom 
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of Met161 residue is shown in Figure 4. 
Moreover, hydrophobic interactions between 
hydrogen atom of ligand with hydrogen 
atom of Phe97, Met98, Met103, Phe149,
Tyr158, Pro193, Ala198, Ile202, Val203 and 
Leu218 residues were founded.

Figure 2. The binding mode of Cpd05 in 
InhA binding pocket obtained from
molecular docking calculations

Figure 3. The binding mode of Cpd32 in 
InhA binding pocket obtained from 
molecular docking calculations
 

Figure 4. The binding mode of Cpd46 in 
InhA binding pocket obtained from 
molecular docking calculations

3.4. Molecular docking analysis of Cpd55,
the less active compound

The lowest docking score (-11.21 
kcal/mol) was classified as the less active 
compound of Cpd55. The obtained results 
show that Cpd55 formed hydrogen bond 
interactions between hydroxyl group on R
substitute of ligand with Tyr158 and Pro156
residues. In addition, hydrogen bond 
interactions between oxygen atoms of NAD+

with hydrogen atom of ligand were found as
shown in Figure 5. Moreover, hydrophobic 
interactions between hydrogen atom of 
ligand with hydrogen atom of Phe97, Met98,
Met103, Tyr158, Ile202, Val203 and 
Leu218 residues were founded.

Figure 5. The binding mode of Cpd55 in 
InhA binding pocket obtained from 
molecular docking calculations.
3.5. System equilibration from molecular 
dynamics simulations

MD simulations of Cpd05, Cpd32, 
Cpd46, and Cpd55 bound with InhA were 
performed for 30 ns to evaluate the 
structural stability of the complexes and 
their binding strength. The RMSDs for all 
atoms of three different solute species 
(InhA, NAD+, and ligand) over the 30 ns of 
simulation times were analyzed and plotted 
in Figure 6. The plateau characteristic of the 
RMSD plot over the simulation time is the 
criteria to indicate the equilibrium state of 
each solute species. Figure 6 showed that
NAD+ reaches the equilibrium state at the 
early time. However, RMSDs of all 
compounds are more fluctuated, particularly 
Cpd32. For Cpd05 and Cpd46 reach the 
equilibrium state after 5 ns (Figure 6a and 
6c) Cpd32 reach the equilibrium state after
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15 ns (Figure 6b) and Cpd55 reach the 
equilibrium state after 15 ns. (Figure 6d)
3.6. The binding modes of benzimidazole 
derivatives in InhA

The binding modes of Cpd05, 
Cpd32, Cpd46 and Cpd55 bound with InhA 
pocket observed from the simulations are 
illustrated in Figure 7. Cpd05 was found 
hydrogen bond interaction between 
hydrogen atom of Tyr158 residue with
nitrogen atom of ligand. In addition,
hydrogen bond interactions between oxygen 
atoms of NAD+

with hydrogen atom of ligand (Figure 7e).                      
Moreover, hydrophobic interactions between 
hydrogen atom of ligand Cpd05 with 
hydrogen atom of Met199, Ile202 and 
Leu207 residues, Cpd32 was found 
hydrogen bond interaction between oxygen 
atoms of Met98 residue with hydroxyl group 
of ligand. In addition, hydrogen bond 
interactions between oxygen atoms of 
NAD+ with hydrogen atom of ligand and 
Cation-Pi interaction between aromatic ring 
of ligand with nitrogen atom of Gly98 
residue (Figure 7f).

(a)                                                                    (b)

                                                                 (c)                                    (d)

Figure 6. RMSD plots of compounds 05 (a), 32 (b), 46 (c), and 55 (d) complexes with InhA

In addition, hydrophobic interactions 
between hydrogen atom of ligand with 
hydrogen atom of Ala157 , Met98 , Met103 
and Met1 6 1 residues were founded, For 
Cpd46 Hydrogen bond interaction between 
hydrogen atoms of Pro193 residue with
hydroxyl group of ligand was found. In 
addition, hydrogen bond interactions 
between hydrogen atoms of NAD+ with
nitrogen atom of ligand. The - interaction 
between aromatic ring of ligand with 
aromatic ring of NAD+ was founded (Figure 
7g). Moreover, hydrophobic interactions 
between hydrogen atom of ligand with 

hydrogen atom of Phe149 and Ala198
residues, Cpd55 was found hydrogen bond 
interaction between hydrogen atoms of 
Phe149 residue with oxygen atom at 
hydroxyl group of ligand. In addition, 
hydrogen bond interactions between oxygen 
atoms of NAD+ with hydrogen atom of 
ligand. (Figure 7 h) Moreover, hydrophobic 
interactions between hydrogen atom of 
ligand with hydrogen atom of Met155,
Leu207, Met199 and Ile202 residues were 
founded.
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4. Conclusion
Molecular docking calculations and 

molecular dynamics simulations were 
performed on a series of benzimidazole 
derivatives to achieve a better understanding 
of the crucial interactions for binding 
affinity of these derivatives in the InhA 
binding pocket. The obtained results show 
the hydrogen bond interactions were found

as the crucial interactions for binding.
Moreover, the hydrophobic interaction, Pi-Pi 
interaction, cation- interaction, -
interaction, and hydrophilic interactions of 
ligands with amino acid in InhA binding 
pocket were observed. This information
leads to the design benzimidazole 
derivatives with effective in inhibiting InhA.

  (e)                                                                                                             (f)

                            
(g)                                                                               (h)

Figure 7. The binding mode of Cpd05 (e), Cpd32 (f), Cpd46 (g) and Cpd55 (h) in InhA 
binding pocket obtained from molecular dynamics simulations
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Abstract: 

 Benzimidazole derivative has been identified as new potential lead InhA inhibitors 

based on virtual screening and biological assay evaluations. This compound exhibited the 

good enzyme assay (IC50) and mycobacterial assay (MIC). To develop novel benzimidazole-

containing derivatives based InhA inhibitors, in silico based virtual screening was performed 

on ChemBridge database. Our finding indicated that the 5928640 is a potential candidate to 

be a novel InhA inhibitor benzimidazole-containing hit for further design. Therefore, novel 

InhA inhibitors based on 5928640 derivatives were designed using bioisostere replacement 

combined with ADMET prediction and molecular docking calculations. MD simulations and 

waterswap calculations were applied to gain insight into the binding mode and key 

interactions for binding of 5928640 in InhA binding pocket. The obtained results revealed 

that hydrogen bond interaction between benzimidazole core with Tyr158 is the key 

interactions of new benzimidazole-containing derivatives. In addition, hydrophobic 

interactions could be considered as the contribution for stabilizing the InhA-ligand complex. 

Accordingly, the obtained results from this work aid to rational design of new benzimidazole-

containing derivatives as new potential InhA inhibitors for mycobacterial drug development.

1. Introduction 

Enoyl-acyl carrier protein (ACP) 

reductase or InhA of Mycobacterium 

tuberculosis (M. tuberculosis) is potential 

attractive target for anti-tuberculosis drugs 

development. The InhA has been identified 

as the primary target of isoniazid (INH), the 

first-line drug of tuberculosis treatment. A 

prodrug, INH is activated to get the active 

radical by M. tuberculosis catalase 

peroxidase (KatG). Then, the active radical 

is covalently bound with nicotinamide 

adenine dinucleotide (NAD+) at the position 

4, producing an active INH-NAD adduct. 

However, the inhibitory activity is reduced 

by the mutations effect of amino acid 

residues in KatG and InhA binding pockets, 

leading to the drug resistant of M. 

tuberculosis.  However, it is still a valuable 

target to identify potential and selective 

inhibitor of InhA.1-5 To overcome the drug 

resistant of M. tuberculosis, new inhibitors 

that directly bind with the InhA were 

developed.6-8 However, low inhibitory 

activity based on mycobacterial whole assay 

of these lead compounds were reported.  

Benzoimidazole derivatives have 

been developed as anti-tuberculosis agents 

with high effective against mycobacterial 

whole cell.9-11 Therefore, we aim to identify 
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new InhA hits with highly specific with 

target enzyme and highly active 

mycobacterial whole cell based on 

benzoimidazole derivatives. Substructure 

search, ADMET predictions and molecular 

docking were employed to identify new 

specific InhA inhibitors. In addition, the 

structural stability of hit compounds in InhA 

binding site was investigated using 

molecular dynamics (MD) simulations. 

Bioisostere replacement combined with 

ADMET prediction were applied for rational 

design of new potent InhA inhibitors. The 

obtained results from this work aided to 

identify new InhA inhibitors based on 

benzoimidazole derivatives. The potential 

hits compounds of InhA inhibitors were 

proposed for InhA enzyme assay and 

mycobacterial whole cell assay to further 

develop new potent anti-tuberculosis agents.  

 

2. Materials and Methods 

2.1 Virtual screening approach 

 Ligand based virtual screening based 

on substructure search and ADMET 

predictions combined with molecular 

docking calculations were applied to 

identify novel InhA inhibitors based on 

benzoimidazole-containing derivatives.  The 

small molecules from commercial database 

(ChemBridge database) were selected as 

ligand library for this virtual screening. 

ChemBridge database contained 1,300,000 

compounds. InhA complexed with diphenyl 

ether (PDB code: 2X23) was downloaded 

from Protein databank and used as receptor 

for virtual screening.12 To select the 

potential hit compounds of InhA inhibitors 

with good lead-like properties, ADMET 

prediction using SwissADME was 

employed.13 Lead-likeness and no PAINS 

violation compounds were selected for 

molecular docking calculations. Molecular 

docking calculations using GOLD program 

with Goldscore was used to predict the 

docking score and binging mode of small 

benzoimidazole-containing molecules in 

InhA binding site. 

2.2 MD simulations 

 The AMBER16 package was used 

for MD simulations to determine the 

structural stability and potential binding 

mode of InhA-hit complex. The ff14SB 

force field was used as parameter for InhA 

and General amber force field (GAFF) was 

applied as parameters for ligand and NAD+ 

cofactor. All missing hydrogen atoms of 

InhA were added by LEaP module. Atomic 

partial ESP charges for ligand were obtained 

from the HF/6-31G(d) calculations. 

Complex structure was solvated by TIP3P 

waters. To neutralize the charge of solvated 

system, Na+ ions were added.   To reduce 

the bad steric interactions of water 

molecules and ions, the system was first 

minimized with atomic positions of solute 

species. Then, the whole system was 

optimized. Thereafter, the system was 

gradually warmed up from 0 to 300 K. The 

solute species were restrained to their initial 

coordinate structures. This was followed by 

the position-restrained dynamics simulation 

under an isobaric condition. Finally, 30 ns 

MD simulations without any restraints were 

performed using the same conditions.  

2.3 Design of novel InhA inhibitors based 

on benzoimidazole-containing derivatives 

Based on MD simulations, novel 

InhA inhibitors based on benzoimidazole-

containing derivatives were design based on 

Bioisostere replacement that obtained from 

SwissBioisostere. ADMET prediction using 

SwissADME was used to predict the 

ADMET properties of new designed 

compounds.13 

 

3. Results and Discussion  

3.1 Virtual screening of new InhA 

inhibitors 

In this work, three steps of virtual 

screening were performed to identify novel 

InhA inhibitors based on benzoimidazole-

containing derivatives.  First, substructure 

search based on benzoimidazole core 

structure was applied to obtain 9,420 

derivatives of benzimidazole-containing 

from Chembridge database. To get good 

drug properties and good candidate for new 
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InhA inhibitors, ADMET prediction was 

applied. Using two criteria’s,168 compounds 

were achieved based on lead-like properties 

and no PAINS violation.  Molecular docking 

calculations were applied to predict binding 

mode and Goldscore of lead-like 

compounds. Based on Goldscore, the 

estimate binding affinity in InhA binding 

site, four compounds with Goldscore higher 

than 80 were selected as hit compounds 

(Table 1). Two series of benzoimidazole-

containing hit compounds, 2-(1H-benzimi 

dazol-2-ylthio)acetamide (three compounds) 

and (1H-Benzimidazol-2-yl) methyl (one 

compound) derivatives were classified. 

Based on ADMET predictions as shown in 

Figure 2, we found that hit compounds are 

high GI absorption (Gastrointestinal 

Absorption), except 5914960. 

Unfortunately, low blood–brain 

barrier (BBB) permeation of all hits were 

obtained. 5928640 (2-(1H-benzimidazol-2-

ylthio)-N-(4-methoxyphenyl)acetamide), the 

highest Goldscore with good ADMET 

prediction was considered as potential hit of  

InhA inhibitors. In addition, this compound 

might be easily to modify as high BBB 

permeation. Therefore, to obtain the novel 

InhA inhibitors based on benzoimidazole-

containing derivatives with highly specific 

to InhA binding site, MD simulations of 

5928640-InhA complexed was applied to 

investigate the structural stability and 

binding mode in InhA binding site. 

 

 
Figure 1. Virtual screening workflow  

 

 

Table 1. Hit compounds based on benzoimidazole-containing derivative 

  ID Goldscore Structure 

5928640 82.90 

 

6533900 81.33 

 

6659051 80.86 

 

5914960 80.04 
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Figure 2. ADMET prediction of hit 

compounds 

 

3.2 Binding mode of InhA-5928640 

complexed 

To gain more insight into the binding 

characteristic of 5928640 in InhA binding 

site, MD simulations was carried out over 

30ns of simulations time as showed in 

Figure 3. Based on RMSD plotted, the 

binding mode and binding interaction of 

5928640 complexed with InhA were derived 

from MD simulations as displayed in Figure 

4. 

 

 
Figure 3. RMSD plotted of 5928640 

complexed with InhA 

 
Figure 4. Binding mode and binding 

interaction of 5928640 in InhA binding site 

 

5928640 is favorable to bind with 

InhA binding site via hydrogen bond 

interactions. Three hydrogen bond 

interactions were observed between 

5928640 with NAD+ cofactor and amino 

acid residues. Nitrogen atom and NH of 

benzoimidazole core formed hydrogen bond 

interactions with hydroxyl group of Tyr158 

and an oxygen carbonyl on nicotinamide 

ring of NAD+, respectively. In addition, an 

oxygen of methoxyl substituent on phenyl 

ring interacted with a NH amide sidechain 

of Gln214. The binding affinity of 5928640 

was increased due to the pi-pi interaction of 

benzoimidazole ring with nicotinamide ring 

of NAD+. Hydrophobic interactions between 

5928640 with Ala198, Met199, Ile202, 

Val203 and Leu218 sidechain were 

observed.  

3.3 Rational design of 5928640 derivatives 

To obtain the novel InhA inhibitors 

based on benzoimidazole-containing 

derivatives, the integrated results from MD 

simulations with bioisostere replacement 

were considered. The 4-methoxyphenyl of 

5928640 was located at hydrophobic 

binding site of InhA. This fragment was 
 

Table 2. ADMET prediction of 5928640 derivatives 

Molecule TPSA WLOGP 
GI  

absorption 

BBB  

permeant 

Pgp  

substrate 

CYP inhibitors 

1A2 2C19 2C9 2D6 3A4 

Triclosan 29.46 5.14 High Yes No Yes Yes Yes No No 

Diphenyl ether 29.46 6.09 High No No Yes Yes Yes Yes No 

D01 83.08 3.13 High No No Yes Yes Yes Yes No 

D02 83.08 2.88 High No No Yes Yes No Yes No 

D03 83.08 2.55 High No No Yes No No No No 

D04 83.08 2.35 High No No Yes No No No No 

5928640 92.31 3.11 High No No Yes Yes Yes Yes Yes 
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selected as replacement region of 5928640. 

Therefore, 592 compounds of 5928640 

derivatives were designed. Based on 

ADMET prediction, 110 compounds with 

high GI absorption and lead-like properties 

were obtained. Four compounds of 5928640 

derivatives as shown in Table 2 were good 

candidates for InhA inhibitors with high 

predicted ADMET properties. These 

designed compounds were compared with 

two well-known InhA inhibitors, triclosan 

and diphenyl ether. D01, D02 are CYP1A2, 

CYP2C19, CYP2C9 and CYP2D6 

inhibiters. These obtained results were 

comparable to diphenyl ether derivatives. 

However, novel InhA inhibitors based on 

this finding need to optimize to obtain high 

BBB permeation.   

 

4. Conclusion 

Virtual screening was successfully 

applied on ChemBridge database to identify 

novel InhA inhibitors based on 

benzoimidazole- containing derivatives.  

5928640 were found as the most favorable 

to bind in InhA binding site based on 

Goldscore. Based on MD simulations, 

hydrogen bond interactions, pi-pi 

interactions and hydrophobic interactions 

were special characteristic for binding of 

5928640 in InhA binding site. The MD 

simulations results combined with 

bioisostere replacement and with ADMET 

prediction were applied to design novel 

InhA inhibitors based on benzoimidazole-

containing derivatives. Accordingly, the 

results obtained from this study aided to 

rational design novel InhA inhibitors as 

highly potential anti-tuberculosis agents. 
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Abstract — Aspergillusidone A-F were isolated from marine-derived fungus Aspergillus unguis. Several inhibitory activities 
against potential target of these compounds were reported. To help biomedical science to find new inhibitory activity of 
Aspergillusidone A-F bioactive compounds against new potential targets, we aim to find new inhibitory activity against 
tuberculosis, the problem infection disease in Thailand. Molecular docking calculations was employed to model 
Aspergillusidone A-F complexed with M. tuberculosis PknG. The obtained results revealed that Aspergillusidone A was 
strongest bound to ATP binding site of M. tuberculosis PknG with docking score of -9.08 kcal/mol. Based on MD simulations 
followed by MM-GBSA interaction energy calculations, the crucial interactions of this compound are hydrogen bond 
interactions between Aspergillusidone A and Lys181, Glu233, Val235 and Arg242. In addition, molecular behavior 
Aspergillusidone A/PknG complexed was provided the key information to develop as highly specific PknG inhibitors. 

Therefore, the obtained results from this study guide to design the new potential bioactive compounds and biological assay 
evaluation against PknG and M. tuberculosis cell to find new anti-tuberculosis agents. 
 
Index Terms — Aspergillusidone, biomedical science, PknG, tuberculosis, molecular modeling. 
 
I. INTRODUCTION 
 
M. tuberculosis serine/threonine protein kinases G, 
PknG has been identified as attractive target for 
anti-tuberculosis drug discovery. This enzyme 
involved in bacterial cell metabolic processes and 
preventing phagosome-lysosome fusion in host 
macrophages [1-4]. Moreover, sclerotiorin isolated 
from an endophytic fungus, Penicillium sp. Strain 
ZJ27 was reported as PknG inhibitor with an IC50 
value of 76.5 mM, and acted as a non-competitive 
inhibitor [5]. Talaramide A bioactive compound 
isolated from endophytic fungus Talaromycessp. 

(HZ-YX1) showed promising inhibition of PknG 
activity with an IC50 value of 55 µM [6]. This result 
guided to search new natural products extracted from 
an endophytic fungus as PknG inhibitors and 
anti-tuberculosis agents. Many Thai natural products 
have been reported as potential anti-tuberculosis 
agents especially, multidrug resistant tuberculosis 
[7-8]. Aspergillusidone A-F were isolated from 
marine-derived fungus Aspergillus unguis. Chlorinated 
Aspergillusidone from the marine-derived fungus 
Aspergillus unguis CRI282-03 were reported as the 
aromatase inhibitors, an important therapeutic target 
for breast cancer treatment [9-11]. To help biomedical 

science to find new biological activity of 
Aspergillusidone bioactive compounds, we aim to 
apply structure based drug design approaches based on 
molecular docking calculations to identify the 
potential PknG inhibitors from isolated bioactive 
compounds of the endophytic fungus Aspergillus 
unguis. The novel M. tuberculosisPknG inhibitor was 
proposed.     
 
II. MATERIALS AND METHODS 
 
A. 3D structure ofAspergillusidone A-F   
Structure of Aspergillusidone A-F [9,12] as shown in 
Figure 1 were contracted by standards tools 
implemented in Gaussview 3.07 and were then 
optimized by M06-2X/6-31G(d). The ligand 
Aspergillusidone A-F were prepared using LigPrep 
module to generate generate at most 32 conformations 
and one lowest energy ring conformation per ligand 
for docking study. 

 
Aspergillusidone A: R=H, R1=H, R2=H, R3=COOH 

Aspergillusidone B: R=Cl, R1=Me, R2=H, R3=Cl 
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Aspergillusidone C: R=H, R1=H, R2=Cl, R3=Cl 
Aspergillusidone D: R=H, R1=H, R2=Br, R3=Br 
Aspergillusidone E: R=H, R1=H, R2=Br, R3=H 
Aspergillusidone F: R=Br, R1=H, R2=H, R3=Br 

 
Fig. 1: Structure of Aspergillusidone A-F. 

 
B. Molecular docking 
Molecular docking calculations using Glide XP was 
applied to predict binding mode and estimate the 
binding energy of Aspergillusidone A-F in PknG 
binding pocket. The structure of PknG complexed with 
AX20017, an ATP competitive inhibitor of PknG was 
downloaded from the Protein Data Bank (PDB code: 

2PZI). PknG structure was prepared with the Protein 
Preparation Wizard module. 
 
C. MD simulations 
MD simulations of highest docking score in PknG 
binding pockrt was performed for 10 ns. The 
ligand-enzyme complexe was obtained from molecular 
docking calculation in sections B. The AMBER12 
package was used for all MD simulations to determine 
the potential binding mode, binding interactions and 
binding free energies. Amber03 force field was applied 
as parameter for PknG and General amber force field 
(GAFF) was applied as parameters for ligand. All 
missing hydrogen atoms of InhA were added by LEaP 
module. Atomic partial RESP charges for ligand were 
obtained from the M06-2X/6-31G(d) calculations. 

Complex structure was solvated by TIP3P waters in a 
truncated octahedral box extending up to 10 Å of 
solute species. To neutralize the charge of each 
solvated system, Na+ ions were added.   To reduce the 
bad steric interactions of water molecules and ions of 
each system, the system was first minimized by 1,000 
steps with atomic positions of solute species restraint 
(using force constant of 500 kcal/mol Å2

). Non-bonded 
cut-off was set to 8 Å. The threshold value of the 
energy-gradient foe the convergence was set as 0.001 
kcal/mol/ Å.  Then, the whole system was optimized by 
1,500 steps as the same conditions of water and ions 
optimization without restraining condition. Thereafter, 
the systems were gradually warmed up from 0 to 300 
K in the first 20 ps followed by maintaining the 
temperature at 300 K in the last 10 ns with 2 fs time 
simulation steps in a constant volume boundary. The 
solute species were restrained to their initial 
coordinate structures with a weak force constant of 10 
kcal/mol Å2 during the temperature warming. This was 
followed by 70 ps of the position-restrained dynamics 
simulation with a restrain weight of 2 kcal/mol Å2 at 
300 K under an isobaric condition. Finally, 10 ns MD 
simulations without any restraints were performed 
using the same conditions. Binding free energy based 
on the Molecular Mechanics Poisson–Boltzmann 

Surface Area (MM-PBSA) and Normal-mode method 
were analyzed. 
 
III. RESULTS AND DISCUSSION 
 
A. Molecular docking calculations 
Docking score of Aspergillusidone A-F complexed 
with PknG derived from Glide XP docking was 
summarized in Table I. This result indicated that 
Aspergillusidone A is favorable to bind with PknG 
with docking score of -9.08 kcal/mol. Aspergillusidone 
A contained COOH at R3 position which is different 
substituent as compared to other Aspergillusidone. 

This functional might be important for binding 
ofAspergillusidone A as compared to 
Aspergillusidone B-F in PknG binding site.  To gain 
more details of binding mode and binding interactions, 
MD simulations of Aspergillusidone A complexed 
with PknG were performed.   
 

Aspergillusidone Docking score (kcal/mol) 
A -9.08 
B -6.35 
C -7.32 
D -6.39 
E -6.51 
F -7.65 

Table I: Docking Score of Aspergillusidone A-F Isolated from 
Aspergillus unguis in PknG Binding Pocket 

 
B. Stability of Aspergillusidone A complexed with 
PknG 
This is binary complexed of Aspergillusidone A 
complexed with PknG.  Two solute species including 
PknG and Aspergillusidone A were considered. To 
explore the dynamical stability of 
ligand/enxymecomplexe, root mean square deviations 
(RMSD) from the starting minimized structure of each 
solute species were analyzed as plotted in Figure 2. 

The obtained results showed that ligand/enzyme 
complexed reach equilibrium within 1 ns. Based on the 
RMSDs results, the data in terms of binding free 
energy and binding mode and binding interactions 
after an equilibrium state were analyzed. 
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Fig. 2: RMSD of Aspergillusidone A complexed with PknG 

derived from MD simulations. 

C. Binding free energy calculation 
The binding free energy of Aspergillusidone A 
complexed with PknG derived from MM-PBSA and 
MM-GBSA methods were summarized in Table II. 

Based on the energy contributions, electrostatic 
interactions energy was lower than van der Waal 
interactions indicated that electrostatic interaction was 
main interaction in PknG binding site of 
Aspergillusidone A. Binding free energy (Gbind) 

derived from two methods displayed similar results, 
-14.42 kcal/mol and -17.76 kcal/mol for MM-PBSA and 
MM-GBSA, respectively. 
 

Contributions Energy (kcal/mol) 
EvdW -33.35 
Eele -41.94 
Egas -75.29 
Gsolv(MM-PBSA) 44.75 
H(MM-PBSA) -30.55 
Gsolv(MM-GBSA) 41.41 
H(MM-GBSA) -33.88 
TS -16.13 
Gbind(MM-PBSA) -14.42 
Gbind(MM-GBSA) -17.76 

Table II: Binding free energies of Aspergillusidone A in PknG 

binding pocket derived from MM-PBSA and MM-GBSA 
approaches 

 
D. Binding interactions 
The binding mode and binding interactions of 
Aspergillusidone A complexed with PknG were 
analyzed as shown in Figure 3. Based on interactions 
analysis, we found that hydrogen bond interactions 
between Aspergillusidone A and amino acid residues 
surrounding their binding site are crucial interactions. 

An oxygen at R2 position bound with NH backbone of 
Val235. This hydrogen bonding showed highest 
hydrogen bond occupation with 95 %. This result was 
confirmed by the large interaction energy (Figure 4) of 
Val235 derived from MM-GBSA approach. At the 
same substituent, hydrogen atom act as hydrogen bond 
donor to from hydrogen bond interactions with an 
oxygen carbonyl of Glu233. At an oxygen carbonyl of 
Aspergillusidone A, 64 % hydrogen bond occupation 
was displayed to bind with NH3

+sidechain of Lys181 
and the large interaction energy was reported as shown 
in Figure 3 and 4. COOH of Aspergillusidone A act s 
hydrogen bond acceptors to form hydrogen bond 
interactions with Arg242 with hydrogen bond 
occupations of 28%. In addition, hydrophobic 
interactions were important for binding of 
Aspergillusidone A in PknG binding site. These results 

were displayed from the binding interaction energy in 
Figure 4. Binding interactions energy of Val179 and 
Ile292 were obtained. Side chains of these residues 
bound with methyl groups of Aspergillusidone A. 

 
Fig. 3:  Binding mode of Aspergillusidone A complexed with 

PknG derived from MD simulations. 

 
Fig. 4:  RMSD of Aspergillusidone A complexed with PknG 

derived from MD simulations. 

 
CONCLUSION 
 
Molecular docking and MD simulations were 
successfully applied on Aspergillusidone A-F in M. 

tuberculosisPknG binding site.  Aspergillusidone A 
was found as the most favorable to bind in PknG 
binding site. Hydrogen bond interactions with Lys181, 
Glu233, Val235 and Arg242 were founds as the 
crucial interactions for binding. In addition, 
hydrophobic interactions of Val179 and Ile292 
residues were shown as the crucial interactions to 
improve binding interaction energy in PknG binding 
pocket. These results aid to help biomedical science for 
biological evaluation and identify this compound as 
new anti-tuberculosis agents.    
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Abstract: 

 Mycobacterium tuberculosis remains to be the major cause for tuberculosis. Enzyme 

Enoyl-ACP reductase (InhA) of Mycobacterium tuberculosis is an enzyme which is important 

for the growth of bacteria. This work used molecular docking calculations to study the binding 

mode and the crucial interactions of novel pyrrolyl benzohydrazide and pyrrolyl benzamide 

derivatives in InhA binding site. The obtained results show hydrogen bond interactions with 

Tyr 158 and cofactor NAD+ of compound 25 Cation-Pi interactions between aromatic ring of 

compound 3 with hydrogen atom of Lys165 were obtained. In addition, sigma-Pi interaction 

between aromatics ring of compound 3 and hydrogen atom of Met161 are important for binding 

in the active site of InhA. Moreover, hydrophobic interaction between compound 1, compound 

3 and compound 25 and Ala157, Ile202 Val203 and Leu218 residues were found. This 

information on the structure interaction between enzyme inhibitors and enzymes is important 

in the design and development of new drugs as anti-tuberculosis agents. 

 

1. Introduction 

Mycobacterium tuberculosis (M. 

tuberculosis) is the causative agent of human 

tuberculosis (TB) and remains a major public 

menace1. The World Health Organization  

(WHO) estimated that there are 10.4 million 

new cases of TB and 1.4 million TB deaths 

annually2. Among the infected individuals 

8.7 million develop active TB and nearly 1.4 

million people die from the disease annually. 

The pandemic of AIDS has had a major 

impact on the worldwide TB problem. On 

one hand, HIV infection is the most potent 

risk factor for converting latent TB into the 

active, transmissible form, thus fueling the 

spread of TB; on the other hand, TB bacteria 

can accelerate the progress of AIDS 

infection3.  The enoyl-acyl carrier protein 

reductase (InhA) is a key enzyme of the type 

II fatty acid synthesis (FAS) system [4]. InhA 
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is an enzyme which is important for the 

growth of bacteria Mycobacterium 

tuberculosis4. In previous research study 

pyrrolyl benzohydrazide and pyrrolyl 

benzamide derivatives were developed and 

tested for inhibition of the biological activity 

showing anti-Mycobacterium tuberculosis 

and InhA inhibition activity. So, this work 

study molecular docking calculations to 

investigate the structural requirements and 

crucial binding interactions between pyrrolyl 

benzohydrazide and pyrrolyl benzamide 

derivatives substances in binding site of 

InhA5, 6, 7. For development used as a 

prototype to study benzimidazole derivatives 

for use in the design of InhA inhibitors as 

anti-tuberculosis agents. 

 

2. Materials and Methods 

Structures and biological activities of 

pyrrolyl benzohydrazide and pyrrolyl 

benzamide derivatives and InhA inhibitors 

against M. tuberculosis were taken from 

literatures5, 6, 7 as shown in Table 1. The 

biological activities of these compounds are 

%Inhibition of InhA at 50 μM of biological 

data. The X-ray structure of InhA enzyme 

complexed with diphenyl ether was taken 

from Protein Data Bank (PDB code: 2X23). 

Chemical structures of these inhibitors were 

constructed using the standard tools available 

in GaussView 5.0.8 program and were then 

fully optimized using the ab initio 

(M062X/6-31G*) method implemented in 

Gaussian program. Molecular docking 

calculations were applied to obtain the 

binding mode of pyrrolyl benzohydrazide 

and pyrrolyl benzamide derivatives using 

Autodock 4.2 program. The binding mode 

and binding interactions belong the InhA 

binding site. 

Table 1. Structures and biological activities 

of InhA derivatives5, 6, 7.    
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Com. R1 R2 %Inhibition of 

InhA at 50 μM 

 

13 H 4-OCH3 21 
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14 H 2,4-OCH3 37 

15 H 3-Phenoxy 15 

16 H Indole-3-

carboxaldehyde 

19 

17 CH3 H 34 

18 CH3 4-Br 27 

19 CH3 4-NO2 51 

20 
N O

O

N
N

SH

 

57 

N

O

R 3

R 1

R 2

 
General structure of pyrrolyl benzohydrazide 

Com. R1,R2 R3 %Inhibition of 

InhA at 50 μM 

21 H 

 HN

N

O

O

Br

Br

Br

Br  

72 

(IC50= 34.8± 

2.1𝜇M) 

22 H 

 HN
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Cl
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O
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(IC50= 12.6± 

2.8𝜇M) 
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Cl
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(IC50= 31.1± 

2.4𝜇M) 
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General structure of benzamide derivative 

Com. R %Inhibition of InhA at 50 

μM 

 

27 4-ClC6H4 99(29% at 50 nM) 

28 3-FC6H4 99(27% at 50 nM) 

29 2,3-ClC6H3 99(37% at 50 nM) 

30 2-NH2C6H4 99(31% at 50 nM) 

31 2-NO2C6H4 99(31% at 50 nM) 

N

O

HN
N
H

O

R

 
General structure of pyrrolyl benzohydrazide 

Com. R %Inhibition of InhA at 50 

μM 

32 H 13 

33 4-Br 38 

34 4-NO2 22 

35 4-Cl 36 

36 4-F 35 

37 4-OH 29 

38 4-OCH3 13 

39 3- OCH3 31 

40 3- CH3 29 

41 2- CH3 12 

 

3. Results & Discussion  

3.1 Molecular docking analysis of 

compound 1 of pyrrolyl benzohydrazide 

derivative 

Compound 1 come from biological 

activities were selected to analyze the crucial 

interactions pyrrolyl benzohydrazide 

derivative in InhA binding site. The obtained 

results is shown Figure 1. Hydrophobic 

interaction between hydrogen atoms of 

ligand with hydrogen atom of Pro156 and 

Leu218 residues were founded. Moreover, 

hydrogen bond interaction between hydrogen 

atoms of ligand with oxygen atoms of Ala157 

Tyr158 and Pro193 residue was found. 

 
Figure 1 binding interactions of compound 1. 
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3.2 Molecular docking analysis of 

compound 3 of pyrrolyl benzohydrazide 

derivative 

Compound 3, pyrrolyl 

benzohydrazide derivative in InhA binding 

site. The obtained results show that 

compound 3 formed Cation-Pi interactions 

between aromatic ring of compound 3 and 

hydrogen atom of Lys165 residue and sigma-

Pi interaction between aromatics ring of 

ligand and nitrogen atom of Met161 residue 

(Figure 2). For hydrophobic interaction were 

found between hydrogen atoms of ligand and 

hydrogen atom of Ala157 Tyr158 and 

Val203 residues. In addition, hydrogen bond 

interaction between hydrogen atom of ligand 

with oxygen atoms of Met155 Tyr158 and 

Val203 residue was found. 

 
Figure 2 binding interactions of compound 3. 

 

3.3 Molecular docking analysis of 

compound 22 of pyrrolyl benzohydrazide 

derivative 

Compound 22 of pyrrolyl benzamide 

derivative have interactions in InhA binding 

site. For Compound 22 differ with Compound 

25 at R1 and R2. The obtained results show 

that compound 22 formed Pi-Pi interactions 

between aromatic ring of compound 22 and 

aromatic ring of Phe149 Pi-Pi residue 

(Figure 3). Moreover, hydrophobic 

interaction between hydrogen atoms of 

ligand with hydrogen atom of Ile215 residue 

was found. Moreover, hydrogen bond 

interaction between hydrogen atom of ligand 

with oxygen atoms of Phe97 Met98 Met103 

Tyr158 Met161 Ala198 and Ile202 residues 

were found. 

 
Figure 3. binding interactions of compound 

22. 

 

3.4 Molecular docking analysis of 

compound 25, the highest active 

compound of pyrrolyl benzohydrazide 

derivative 

Compound 25, the highest active 

compound in pyrrolyl benzohydrazide 

derivative come from biological activities 

were selected to analyze the crucial 

interactions of pyrrolyl benzohydrazide 

derivative in InhA binding site. The obtained 

results show that compound 25 formed 

hydrogen bond interaction between hydroxyl 

groups of ligand with oxygen atom of 

nicotinamide ribose cofactor (NAD+). In 

addition, Pi-Pi interactions between aromatic 

ring of compound 25 with aromatic ring of 

Tyr 158 residue (Figure 4). Moreover, 

hydrophobic interaction between hydrogen 

atoms of ligand with hydrogen atom of 

Ala158 Tyr158 Phe149 Val203 and Leu218 

residues were found. Moreover, hydrogen 

bond interaction between hydrogen atom of 

ligand with oxygen atoms of Phe97 Met98 

Met103 and Ile202 residues were found.  

 
Figure 4. binding interactions of compound 

25. 



 
 

© The 2019 Pure and Applied Chemistry International Conference (PACCON 2019) PH58  

 

3.5 Molecular docking analysis of 

compound 28 of pyrrolyl benzamide 

derivative 

Compound 28 of pyrrolyl benzamide 

derivative have interactions in InhA binding 

site. The results show that compound 28 

formed Pi-cation interactions between 

aromatic ring and nitrogen atom of Lys165 

residue (Figure 5).    Pi-Pi interactions 

between aromatic ring and aromatic ring of 

Tyr158 residue. The hydrophobic interaction 

between hydrogen atoms of ligand with 

hydrogen atom of Phe149 and Val203   

residue were found. Moreover, hydrogen 

bond interaction between fluorine atoms of 

ligand with hydrogen atoms of Leu215 and 

Leu218 residues were found. 

 
Figure 5. binding interactions of compound 

28. 

 

3.6 Molecular docking analysis of 

compound 29 of pyrrolyl benzamide 

derivative 

Compound 29 of pyrrolyl benzamide 

derivative have interactions in InhA binding 

site. The results formed Pi-Pi interactions 

between aromatic ring with aromatic ring of 

Tyr149 residue (Figure 6). The halogen 

interaction between chlorine atoms of ligand 

with hydrogen atom of Met161 residue was 

found. 

 

Figure 6. binding interactions of compound 

29. 

Rational design based on the study of 

molecular docking calculations when 

analyzing the conformation and interactions 

in the binding pocket of InhA for to higher 

activity. Compound 25 is highest was 

selected as template molecule design novel 

pyrrolyl benzohydrazide derivative.  The 

substituent R1 and R2 should be large for to 

achieve hydrogen bond interaction and amino 

acid around even better.  The substituent R1 

should be a groups of hydrogen donor and 

have a small electron density to form 

hydrogen bond with carbonyl group of amino 

acids Ala15 7 .  The substituent R3 should be 

small, such as H, F, Br and Cl for to hydrogen 

bond, hydrophobic and halogen interactions 

with the phosphate of NADH and amino 

acids around. 

In Compound 29 of pyrrolyl 

benzamide derivative has %Inhibition of 

InhA higher than compound 27, 28, 30, and 

31.  The substituent should be F, Br and Cl 

for to halogen interaction and amino acids 

around. 

 

4. Conclusion 

      Molecular docking calculations 

investigate crucial interactions of pyrrolyl 

benzohydrazide and pyrrolyl benzamide 

derivatives. Molecular docking calculations 

to get more understanding of the binding 

mode and the crucial derivatives in the InhA 

binding pocket. The results show the 

hydrogen bond interactions were found as the 

crucial interactions for binding. In addition, 

the hydrophobic interaction, Pi-Pi 

interaction, Cation-Pi interaction and Sigma-

Pi interaction of ligands with amino acid in 

InhA binding pocket were observed. This 

information will lead to design to increase the 

efficiency of the substance of benzimidazole 

derivatives in InhA inhibitors as anti-

tuberculosis agents.  
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Abstract:  

             Mycobacterial enoyl-ACP-reductase (InhA) is an enzyme contributing in mycolic 

acids biosynthesis has been established as promising target of anti-tuberculosis drugs. In this 

study, 4-thiazolidinone (rhodanine) inhibitors were selected to study crucial interaction using 

molecular modelling techniques by molecular dynamics simulations. Molecular docking 

calculations were used to elucidate the key interactions for binding of these inhibitors in InhA 

binding pocket. The obtained results showed that hydrogen bond interaction between hydrogen 

atom of carboxylic group with Ser123 and electrostatic interactions with Phe97, Met98, and 

NAD+ cofactor were found. Molecular dynamics simulations were performed to elucidate the 

binding interaction and binding free energy of 4-thiazolidinone (rhodanine) inhibitors. 

Hydrogen bond interactions were found as the crucial interactions for binding in the InhA 

binding site. Binding free energy calculations based on MM-PBSA method corresponded well 

to the experimental value. The integrated result obtained from this study aid to better 

understand on the structural basis of 4-thiazolidinone (rhodanine) derivatives for rational 

design more potent InhA inhibitors as potential anti-tuberculosis agents. 

___________________________________________________________________________ 

1. Introduction 

Tuberculosis (TB), caused by 

Mycobacterium tuberculosis (M. 

tuberculosis), remains a major global health 

problem. In 2017, there were an estimated 

10.4 million new TB patients worldwide, and 

the high mortality rate of TB is caused by its 

HIV co-infection as well as strong drug 

resistance of M. tuberculosis1. Drugs such as 

isoniazid, rifampicin, pyrazinamide and 

ethambutol are currently used for the 

treatment of TB, although there are many M. 

tuberculosis having resistance to these drugs. 

In addition, multidrug resistant tuberculosis 

(MDR-TB), extensive drug-resistance TB 

(XDR-TB), and co-infection between M. 

tuberculosis and HIV (TB/HIV) are major 

problems in the treatment of TB1. Antibiotics 

for TB treatment are classified into two 

classes, first-line drugs and second-line 

drugs. First-line drugs are mainly bactericidal 

and combine a high degree of efficacy with a 
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relatively low toxicity to the patient during 

treatment. These drugs include isoniazid, 

rifampicin, streptomycin, ethambutol, 

pyrazinamide, and fluoroquinolones. 

Second-line drugs are mainly bacteriostatic, 

which have a lower efficacy and are usually 

more toxic. These drugs include para-

aminosalicylic acid, ethionamide, and 

cycloserine2. Isoniazid (INH), a frontline 

drug for over 640 years used in the treatment 

of TB. As a prodrug, INH must be first 

activated by KatG, a catalase-peroxidase that 

oxidizes INH to an acyl-radical, which binds 

covalently to NADH, the co-substrate for 

InhA. The INH-NAD adduct functions as a 

potent inhibitor of InhA3. INH drug resistant 

tuberculosis is caused by KatG mutation. 

Hence, there is an urgent need to discover and 

develop new anti-TB agents that target novel 

biochemical pathways and to treat drug-

resistant forms of the disease. 4-

thiazolidinone (rhodanine) derivatives were 

developed as new potent anti-tuberculosis 

agents based on direct InhA inhibitors4.  

Recently, molecular docking has been 

performed to study the binding of  4-

thiazolidinone (rhodanine) derivatives onto 

the active site of InhA in an attempt to 

address the mycobacterial resistance against 

the drug. The integrated results should aid in 

the rational design of InhA inhibitors with 

high potential anti-tubercular 

activity.maximum length of full paper must 

not exceed six A4 pages. 

 

2. Materials and Methods 

Two chemical structures and their 

experimental biological activities of  

4-thiazolidinone (rhodanine) derivatives 

were selected from the literature as presented 

in Figure 14. The biological activities of 

these compounds were expressed in terms of  

M. tuberculosis InhA IC50 in μM values. All 

chemical structures of these inhibitors were 

constructed using the standard tools available 

in GaussView 3.07 program and were then 

fully optimized using the M062X/6-31G* 

method implemented in Gaussian09 

program. Molecular docking calculations 

using Autodock4.2 program was performed 

to predict potent inhibitors in the InhA 

binding pocket (PDB Code: 1P44). 

 

 

 
 

Figure 1. Chemical structures and IC50 

values of the 4-thiazolidinone (rhodanine) 

derivatives employed in the present study. 

 

Molecular dynamics simulations 

were performed to predict inhibitors in the 

InhA binding pocket. TIP3P water model and 

Na+ were chosen to represent water for 

salvation and ions for neutralize system. To 

reduce the bad  interactions of solvate water 

molecules and Na+ ions of each system, the 

inhibitor-InhA complex was first minimized 

by 1,000 steps with atomic positions of solute 

species restraint with using force constant of 

500 kcal/mol Å2. Non-bonded cut-off was set 

to 8 Å. The threshold value of the energy-

gradient foe the convergence was set as 0.001 

kcal/mol/ Å. Then, the whole system was 

minimized by 1,500 steps as the same 

conditions of water and ions minimization 

without restraining condition. Next, the 

systems were gradually warmed up from 0 to 

300 K in the first 20 ps followed by 

maintaining the temperature at 300 K in the 

last 10 ps with 2 fs time simulation steps in a 

constant volume boundary. The solute 

species were restrained to their initial 
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coordinate structures with a weak force 

constant of 10 kcal/mol Å2 during the 

temperature warming. This was followed by  

70 ps of the position-restrained dynamics 

simulations with a restrain weight of 2 

kcal/mol Å2 at 300 K under an isobaric 

condition. Finally, 30 ns molecular dynamics 

simulations without any restraints were 

performed using the same conditions. The 

root-mean square deviations (RMSDs) of the 

InhA enzyme and the inhibitors, binding 

interactions were analyzed based on the 

equilibrium state obtained. The binding 

energies were calculated to evaluate the 

binding affinities of inhibitors in InhA 

binding pocket using the Molecular 

Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area 

(MM-PBSA)5-8 and Normal-mode9 methods. 

The single snapshot that showed the 

calculated binding energy closed to 

experimental binding energy was selected to 

analyze the binding mode and binding 

interactions. 

 

3. Results & Discussion  

3.1 Structural stability during MD 

simulations and binding energy 

calculations  

To reveal the structural stability of 

simulation system, the RMSD values for the 

position of all solute species were separately 

analyzed. The RMSD plots for the four 

simulation systems over 30 ns are shown in 

Figure 2. Convergent RMSD plots indicated 

that the equilibrium state was reached for 

each system during this simulation period. As 

shown, the RMSDs for compound 1 and 

compound 2 in InhA converged after 

approximately 10 ns. To gain quantitative 

insights into the affinity for binding of 4-

thiazolidinone (rhodanine) derivatives in the 

InhA binding site, the binding energies of 4-

thiazolidinone (rhodanine) derivatives/InhA 

complexes were calculated by the MM-

PBSA method, reported in Table 1.      It is 

notable that the calculated binding energies 

of inhibitors are correct order as compared 

with the IC50 values. The obtain results could 

be successfully used to validate the MD 

procedure in this study. Therefore, we 

concluded that MD simulations reliably 

model binding modes of compounds 1 and 2 

in the InhA pocket. 
 

3.2 Binding mode and binding interactions 

of compounds  

The crucial interactions of compound 

1, the highest active compound, with amino 

acids surrounding the binding pocket of InhA 

enzyme was analyzed, shown in Figure 3 (a). 

The major interactions in the InhA binding 

pocket are hydrogen bond interactions as 

following details: (a) strong hydrogen bond 

interactions between hydrogen atom of 

carboxylic group of compound 1 with 

backbone of Ser123 (1.857 Å) can be 

observed. Electrostatic interactions between 

oxygen atom of hydroxyl (-OH) and carboxyl 

(C=O) in carboxylic with Phe97 and NAD+ 

cofactor were observed, respectively. 

Moreover, the hydrogen atom of 1H-indole 

group of R2 substituent has electrostatic 

interaction with backbone of Met98 residue 

in InhA binding pocket can be found. In 

contrast, for compounds 2 showing lowest 

active compound, important interactions of 

the inhibitors were significantly reduced.
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Figure 2. RMSD plots of (a) compound 1 and (b) compound 2 complexed with InhA. 

 

Table 1. The calculated binding energies (kcal/mol) of 4-thiazolidinone (rhodanine) 

derivatives calculated by MM-PBSA method. 

Cpd. 
Total energies IC50 

(µM) Complex Receptor Ligand Binding energy 

1 -23255.73 -23182.42 -25.43 -47.87       2.9 

2 -23229.38 -23124.44 -61.81 -43.12 24.4 

 

As compared to compound 1, strong 

hydrogen bond interaction between hydrogen 

atom of carboxylic group of compound 2 

with backbone of Ala157 (2.075 Å) were 

found. Hydrogen atom of propane in R2 

substituent has electrostatic interaction with 

Met103 residue in InhA binding pocket can 

be found as shown in Figure 3 (b).Based on 

the study of the interaction that occurs, 

compound 1 has hydrogen bond interaction 

distant shorter compound 2 this show 

stronger bond. The hydrogen bond 

interactions were found as the crucial 

interaction for binding in the InhA binding 

site and R2 substituent has electrostatic 

interaction  better compound 2 as shown in 

Figure 3 for explain, so can predict 

interactions of inhibitors in InhA binding 

site.As compared the hydrogen bond 

interaction and electrostatic interaction of 

inhibitors in InhA binding site, it can be seen 

that these interactions in compound 1 are 

higher than compound 2. 

Therefore, this fragment is crucial for 

favorable IC50 values. In the carboxylic group 

of  4-thiazolidinone (rhodanine) derivatives 

have hydrogen bond interactions between 

hydrogen atom of hydroxyl (-OH) part in 

carboxylic group with backbone of Ser123 

and electrostatic interactions between 

hydrogen atom of carboxyl (C=O) with 

NAD+ cofactor. Moreover, the R2 substituent 

of 4-thiazolidinone (rhodanine) derivatives 

have electrostatic interactions with Met98 

and Met103 in InhA binding pocket. 
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Figure 3. The binding mode of (a) compound 

1 and (b) compound 2 in the InhA binding 

pocket. Red and blue lines indicate hydrogen 

bonding and electrostatic interactions, 

respectively. 

 

4. Conclusion 

Molecular dynamics simulations was 

successfully applied to investigate the key 

structural for binding of 4-thiazolidinone 

(rhodanine) derivatives in the binding site of 

InhA. Hydrogen bond and hydrophobic 

interactions are crucial interactions for 

binding of 4-thiazolidinone (rhodanine)  

derivatives in InhA binding site derived from 

molecular docking calculations. The 

information derived from this study guided to 

design new and more potent InhA inhibitors 

against M. tuberculosis. 
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บทคัดย่อ 
           เอนไซม์ Enoyl-ACP Reductase (InhA) ของเช้ือไมโครแบคทรีเรียม ทูเบอร์คูโลซิส เป็นเอนไซม์ที่มีความส าคัญใน
การพัฒนาสารรักษาวัณโรค ในงานวิจัยนี้ได้น าเอาระเบียบวิธีการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งมาท าการศึกษาอันตรกิริยาที่ส าคัญ
ที่เกิดขึ้นระหว่างสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol กับโพรงเอนไซม์ 
InhA ที่เกิดขึ้น จากผลการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งแสดงถึงความสามารถในการจ าลองรูปแบบการจับตัวกันของสารอนุพันธ์ 
1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่ให้ค่า RMSD เท่ากับ 0.610 อังสตรอม ซึ่ง
สามารถยืนยันได้ว่าระเบียบวิธีการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งที่ใช้มีความน่าเช่ือถือในการท านายต าแหน่งการจัดวางตัวของสาร
อนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ในโพรงเอนไซม์ InhA เกิดอันตรกิริยา
ที่ส าคัญ ได้แก่ อันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนที่หมู่แทนที่ต าแหน่ง R กับกรดอะมิโน Pro156, Tyr158 และ Val203 
นอกจากน้ันยังพบอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับกรดอะมิโน Phe97, Met98, Met103 และ Ala198 จากข้อมูลที่ได้จึงน าไปสู่
การออกแบบและพัฒนาโครงสร้างของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-
2-ol ที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งเอนไซม์ InhA ในอนาคต 

 
ค้าส้าคัญ  :  สารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol                    
                สารยับยั้งเอนไซม์ InhA   ระเบยีบวิธกีารค านวณโมเลคิวลารด์๊อกกิ้ง 

 
Abstract 

  Enoyl-ACP Reductase (InhA) of Mycobacterium tuberculosis is important enzyme for development 
anti-tuberculosis drugs. In this study molecular docking calculations were applied to elucidate the crucial 
interaction between 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol derivatives with 
enzyme InhA binding pocket. The obtained result indicated that the molecular docking calculations was 
reliable to predict the binding mode and binding interactions with RMSD of 0.61 angstrom. The crucial 
interactions of 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol derivatives in enzyme 
InhA binding pocket is hydrogen bond interaction at R position of ligand with Pro156, Tyr158 and Val203. 
Moreover, the hydrophobic interaction between InhA inhibitors with Phe97, Met98, Met103 and Ala198 was 
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reliable to predict the binding mode and binding interactions with RMSD of 0.61 angstrom. The crucial 
interactions of 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol derivatives in enzyme 
InhA binding pocket is hydrogen bond interaction at R position of ligand with Pro156, Tyr158 and Val203. 
Moreover, the hydrophobic interaction between InhA inhibitors with Phe97, Met98, Met103 and Ala198 was 
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founded. The obtained result could be help for rational design with more potent InhA inhibitors as potential 
anti-tuberculosis agents.  
 
Keywords  :  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol Derivatives,               
               InhA inhibitors and Molecular Docking calculations 
 
บทน้า 
 โรควัณโรคเป็นโรคติดต่อที่มีสาเหตุหลักจากเชื้อแบคทีเรียไมโครแบคทรีเรียม ทูเบอร์คูโลซิสและเป็นสาเหตุของการ
เสียชีวิตของคนทั่วโลก จากสถิติในปี 2016 ขององค์การอนามัยโลก พบว่ามีจ านวนผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ประมาณ 2 ล้านคน
ต่อปีและมีผู้ป่วยเสียชีวิตปีละประมาณ 1.8 ล้านคน ส าหรับสถานการณ์ในประเทศไทยนั้นองค์การอนามัยโลกจัดอันดับให้ไทย
ติดอันดับที่ 18 ในกลุ่ม 22 ประเทศทั่วโลกท่ียังไม่สามารถควบคุมวัณโรคได้ [http://www.who.int, 2017] ในปัจจุบันมียาที่
ใช้ในการรักษาอยู่หลายชนิดแต่เนื่องจากปัญหาการดื้อยาท าให้ผู้ป่วยวัณโรคไม่ตอบสนองต่อตัวยาหลักท่ีใช้รักษาในปัจจุบัน อีก
ท้ังยังมีการแพร่ระบาดของโรควัณโรคในกลุ่มผู้ป่วยเอดส์อย่างรวดเร็ว ซึ่งท าให้ไม่สามารถท าการรักษาวัณโรคในผู้ป่วยกลุ่มนี้
ด้วยวิธีมาตรฐานได้อีกต่อไป ดังนั้นแล้วจึงต้องมีการพัฒนาตัวยาใหม่อย่างเร่งด่วนเพื่อมาใช้ในการรักษาวัณโรค  เอนไซม์ 
Enoyl-ACP reductase (InhA) เป็นเอนไซม์เป้าหมายในการออกฤทธิ์ของตัวยาไอโซไนอาซิด ซึ่งเป็นตัวยาส าคัญในการรักษา
วัณโรค [Quemard, A.,1995 and Rozwarski, D.A.,1998] โดยท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยารีดักชันของกรดไขมันในการสังเคราะห์
ผนังเซลล์ของเช้ือวัณโรคอย่างไรก็ตามการใช้ไอโซไนอาซิดยังมีปัญหาส าคัญคือการเกิดกลายพันธุ์ของเอนไซม์ InhA พบว่าการ
ดื้อยาของไอโซไนอาซิดเกี่ยวข้องโดยตรงกับกระบวนการรบกวนพันธะไฮโดรเจนที่ช่วยการจับของ  NADH มีเสถียรภาพ และ
จากการศึกษาในเวลาต่อมายังพบว่าการดื้อยาของไอโซไนอาซิดเกี่ยวข้องกับการกลายพันธุ์ของเอนไซม์ KatG ด้วย [Dias, M. 
V.,2007] จึงท าให้มีหลายกลุ่มงานวิจัยพยายามที่จะพัฒนาสารยับยั้งเอนไซม์ InhA ตัวใหม่ โดยไม่ต้องการกระบวนการกระตุ้น
จากเอนไซม์ KatG [Tamara, D., et al.,2010] เพื่อใช้ เป็นยาในการรักษาวัณโรคแทนที่ตัวยาหลักไอโซไนอาซิด ดังนั้นใน
งานวิจัยนี้จึงมีความสนใจในการน าเอาระเบียบวิธีทางด้านการจ าลองแบบโมเลกุลมาประยุกต์ใช้ในการศึกษา  ออกแบบและ
ค้นหาสารยับยั้งเอนไซม์ InhA ตัวใหม่โดยสนใจที่จะท าการพัฒนาสารอนุพันธ์ในกลุ่ม  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-
dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ให้มีประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ยับยั้งโรควัณโรคได้สูงขึ้น  โดยใช้ระเบียบ
วิธีการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้ง (molecular docking calculations) ซึ่งจะท าให้เข้าใจถึงอันตรกิริยาที่ส าคัญระหว่างสาร
อนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่เกิดขึ้นในโพรงการจับของเอนไซม์ 
InhA รวมถึงท าให้ทราบถึงรูปแบบการวางตัวและรูปแบบการจับกันของเอนไซม์กับสารยับยั้งที่อยู่ในโพรงการจับ  โดยผู้วิจัย
คาดหวังว่างานวิจัยนี้จะท าให้ได้สารยับยั้งตัวใหม่ที่มีประสิทธิภาพที่ดีขึ้นเพื่อใช้เป็นสารยับยั้งเอนไซม์ InhA และเช้ือแบคทีเรีย
ไมโครแบคทีเรียม ทูเบอร์คูโลซิส นอกจากนี้ยังท าให้ได้ข้อมูลที่ส าคัญทางด้านโครงสร้างอันตรกิริยาที่ส าคัญซึ่งเป็นข้อมูลส าคัญ
ในการออกแบบและพัฒนาสารยับยั้งตัวใหม่ที่มีประสิทธิภาพสูง    
 
วิธีการวิจัย 
 รวบรวมข้อมูลทางโครงสร้างของสารอนุพันธ์  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) 
propan-2-ol โดยวิธีคัดสรรเสมือนจริงจากฐานข้อมูลสารเคมีและจากฐานข้อมูลผลิตภัณฑ์ธรรมชาติของประเทศไทยจ านวน 9 
โครงสร้าง ดังแสดงดังตารางที่ 1 จากนั้นท าการปรับโครงสร้างให้เสถียรที่สุดด้วยระเบียบวิธีการค านวณเคมีควอนตัม ab-initio 
(M062X/6-31G*) โดยใช้ โปรแกรม Gaussius 09 ทดสอบความน่าเช่ือถือของโปรแกรม Autodock 4.02 ศึกษารูปแบบการ
จับตัวกันของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ภายในโพรงการจับ
เอนไซม์ InhA (PDB Code: 2X23) ด้วยวิธีการค านวณการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งวิเคราะห์ผลการศึกษาและสรุปผล
การศึกษา 
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ตารางที่ 1 โครงสร้างและค่าพลังงานอิสระ (docking score) ของสารอนุพันธ์  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro- 
              1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol 

N
N

HO

O R

 

โครงสร้างทั่วไปของสารอนุพันธ์  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol 
 

จ้านวนสาร หมายเลขสาร โครงสร้างสาร ค่าพลังงานอิสระ 
(docking score) 

1 3 

 

-12.09 

2 8 

 

-11.85 

3 9 

 

-11.83 

4 34 

 

-11.43 

5 38 

 

-11.39 

6 39 

 

-11.39 

7 60 

 

-11.14 

8 63 

 

-11.12 
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ตารางที่ 1 โครงสร้างและค่าพลังงานอิสระ (docking score) ของสารอนุพันธ์  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro- 
              1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol 

N
N

HO
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โครงสร้างทั่วไปของสารอนุพันธ์  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol 
 

จ้านวนสาร หมายเลขสาร โครงสร้างสาร ค่าพลังงานอิสระ 
(docking score) 

1 3 

 

-12.09 

2 8 

 

-11.85 

3 9 

 

-11.83 

4 34 

 

-11.43 

5 38 

 

-11.39 

6 39 

 

-11.39 

7 60 

 

-11.14 

8 63 

 

-11.12 

ผลงานน าเสนอภาคโปสเตอร ์

294 
 

ตารางที่ 1 โครงสร้างและค่าพลังงานอิสระ (docking score) ของสารอนุพันธ์  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro- 
              1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol 

N
N

HO

O R

 

โครงสร้างทั่วไปของสารอนุพันธ์  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol 
 

จ้านวนสาร หมายเลขสาร โครงสร้างสาร ค่าพลังงานอิสระ 
(docking score) 

1 3 

 

-12.09 

2 8 

 

-11.85 

3 9 

 

-11.83 

4 34 

 

-11.43 

5 38 

 

-11.39 

6 39 

 

-11.39 

7 60 

 

-11.14 

8 63 

 

-11.12 
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9 71 

 

-11.02 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล  
1) ผลการตรวจสอบความน่าเชื่อถือของโปรแกรม Autodock 4.02  

ผลจากการเปรียบเทียบระหว่างโครงสร้างที่ได้จากการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งของสารยับยั้งเชื้อวัณโรค ในโพรง
การจับของเอนไซม์ InhA พบว่าให้ค่า RMSD เท่ากับ 0.61 อังสตรอม ซึ่งสามารถยืนยันได้ว่าระเบียบวิธีการค านวณ 
โมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งที่ใช้มีความน่าเชื่อถือในการท านายต าแหน่งการจัดวางตัวของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-
dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ในโพรงเอนไซม์ InhA 
 

2) วิเคราะห์อันตรกิริยาที่ส้าคัญของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) 
propan-2-ol ในโพรงเอนไซม์ InhA 

  2.1) สารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่มี 
ค่าพลังงานอิสระ (docking score) สูง 
  เมื่อพิจารณาถึงสารอนุพันธ์ 1-) benzimidazol- 1- yl)- 3-)2 , 3- dihydro- 1- h-inden- 5- yloxy) propan- 2- ol ที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงสุด คือ สารหมายเลข 3, 8 และ 9 ซึ่งมีค่าพลังงานอิสระ (docking score) คือ -12.09, -11.85 
และ -11.83 มีต าแหน่งในการวางตัว ดังแสดงในรูปที ่1 พบว่าเกิดอันตรกิริยาที่ส าคัญดังนี ้ 

สารหมายเลข 3 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 2 ชนิด คือ กรดอะมิโน Val203 และ Ala198 
โดยเกิดระหว่าง อะตอมออกซิเจนของลิแกนด์สารหมายเลข 3 กับกรดอะมิโน Val203 และ Ala198 นอกจากนี้ยังเกิดอันตร
กิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่าง อะตอมไฮโดรเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met103, Phe97, Met98, Pro193, Phe149, 
Tyr158,  Ala198, Val203, Leu207และ Leu218 สารหมายเลข 8 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 2 
ชนิด ระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Pro156 และ Tyr158 นอกจากนี้ยังเกิดอันตรกิริยาชนิด ไฮโดรโฟบิ
กระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met103, Phe97, Met98, Met155, Phe149, Tyr158,  Ala157, 
Ile202, Val203 และ Leu218 และสารหมายเลข 9 ไม่พบอันตรกิริยาแบบพันธะไฮโดรเจน แต่เกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิ
กระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met103, Phe97, Met98, Met155,  Tyr158, Pro193, Ile202, 
Val203, IlE215 และ Leu218 
          จากการวิเคราะห์อันตรกิริยาที่ส าคัญของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) 
propan-2-ol ในกลุ่มที่มีค่า docking score สูง พบว่าสารหมายเลข 3 และสารหมายเลข 8 เกิดอันตรกิริยาแบบพันธะ
ไฮโดรเจน ซึ่งพบว่าสารหมายเลข 3 จะเกิดอันตรกิริยาที่แข็งแรงกว่าสารหมายเลข 8 เนื่องจากสารหมายเลข 3 มีค่าพลังงาน
อิสระ (docking score) ที่สูงกว่าสารหมายเลข 8 ส าหรับสารหมายเลข 9 พบว่ามีค่าพลังงานอิสระ (docking score) ที่ต่ าที่สุด
ในกลุ่มนี้จึงพบเฉพาะอันตรกิริยาแบบไฮโดรโฟบิก 
 

 
 
รูปที่ 1  รูปแบบการจับของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่ม ี
           ประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงสุด (ก) สารหมายเลข 3 (ข) สารหมายเลข 8 และ (ค) สารหมายเลข 9 ในโพรงการ 
          จับของเอนไซม์ InhA ของเชื้อวัณโรคที่ได้จากการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้ง 
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  2 . 2 ) ส า รอนุ พั น ธ์  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่ มี ค่ า
พลังงานอิสระ (docking score) ปานกลาง 
  เมื่อพิจารณาถึงสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง คือ สารหมายเลข 34, 38 และ 39 ซึ่งมีค่าพลังงานอิสระ (docking score) เท่ากับ              
-11.43,  -11.39 และ -11.39 มีต าแหน่งในการวางตัว ดังแสดงในรูปที่ 2 พบว่าเกิดอันตรกิริยาที่ส าคัญดังนี้ 
  สารหมายเลข 34 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 3 ชนิด คือ กรดอะมิโน Met161, Pro193 
และ Val203 ระหว่างอะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met161 และ Pro193 และระหว่างอะตอมไนโตรเจนของลิ
แกนด์กับกรดอะมิโน Met161 และ Val203  นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิ
แกนด์กับกรดอะมิโน Met103, Phe149, Met155, Tyr158, Ala198, Ile202 และ Val203  
 สารหมายเลข 38 เกิดอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met98, Phe97, 
Met103, Ala157, Tyr158, Pro193, Ile202 , Val203 และ Leu218 และสารหมายเลข 39 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะ
ไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 2 ชนิด คือ กรดอะมิโน Pro156, Ala198 และ Val203 ระหว่างอะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับ
กรดอะมิโน Ala198 และ Val203 และเกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจน โดยเกิดระหว่างอะตอมไฮโดรเจนกับ กรดอะมิโน 
Pro156 นอกจากนี้ยังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิก ระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met98, Phe97, 
Met103, Tyr158, Ala157, Pro193, Val203 และ Leu218    
   จากการวิเคราะห์อันตรกิริยาที่ส าคัญของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-
inden-5-yloxy) propan-2-ol ในกลุ่มที่มีค่าพลังงานอิสระ  (docking score) ปานกลาง พบว่าสารหมายเลข 34 และ         
สารหมายเลข 39 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจน ซึ่งพบว่าสารหมายเลข 34 จะเกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนที่
แข็งแรงท่ีสุด ส่งผลให้ค่าพลังงานอิสระ (docking score) ของสารหมายเลข 34 มีค่าสูงที่สุด  
                   

 
 
รูปที่ 2   รูปแบบการจับของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ทีม่ี 
           ประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง (ก) สารหมายเลข 34 (ข) สารหมายเลข 38 และ (ค) สารหมายเลข 39 ใน โพรง
 การจับของเอนไซม์ InhA ของเชื้อวัณโรคที่ได้จากการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้ง 
 
  2.3) สารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่มี      
ค่าพลังงานอิสระ (docking score) ต้่า 
 เมื่อพิจารณาถึงสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งต่ าคือ สารหมายเลข 60, 63 และ 71 ซึ่งมีค่าพลังงานอิสระ (docking score) เท่ากับ              -
11.14, -11.12 และ -11.02 ตามล าดับ มีต าแหน่งในการวางตัว ดังแสดงในรูปที่ 3 พบว่าเกิดอันตรกิริยาที่ส าคัญดังนี้ 
 สารหมายเลข 60 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 1 ชนิด คือ กรดอะมิโน Ala198 ระหว่าง
อะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Ala198  นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจน
ของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Phe97, Met98, Met103, Tyr158, Pro193, Ile202, Val203 และ Leu218 
 สารหมายเลข 63 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 1 ชนิด คือ กรดอะมิโน Ala157 ระหว่าง
อะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Ala157 นอกจากนี้ยังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจน
ของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Phe97, Met98, Met103, Phe149, Ala157, Pro193, Ala198, Val203 และ Leu218 
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  2 . 2 ) ส า รอนุ พั น ธ์  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่ มี ค่ า
พลังงานอิสระ (docking score) ปานกลาง 
  เมื่อพิจารณาถึงสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง คือ สารหมายเลข 34, 38 และ 39 ซึ่งมีค่าพลังงานอิสระ (docking score) เท่ากับ              
-11.43,  -11.39 และ -11.39 มีต าแหน่งในการวางตัว ดังแสดงในรูปที่ 2 พบว่าเกิดอันตรกิริยาที่ส าคัญดังนี้ 
  สารหมายเลข 34 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 3 ชนิด คือ กรดอะมิโน Met161, Pro193 
และ Val203 ระหว่างอะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met161 และ Pro193 และระหว่างอะตอมไนโตรเจนของลิ
แกนด์กับกรดอะมิโน Met161 และ Val203  นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิ
แกนด์กับกรดอะมิโน Met103, Phe149, Met155, Tyr158, Ala198, Ile202 และ Val203  
 สารหมายเลข 38 เกิดอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met98, Phe97, 
Met103, Ala157, Tyr158, Pro193, Ile202 , Val203 และ Leu218 และสารหมายเลข 39 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะ
ไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 2 ชนิด คือ กรดอะมิโน Pro156, Ala198 และ Val203 ระหว่างอะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับ
กรดอะมิโน Ala198 และ Val203 และเกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจน โดยเกิดระหว่างอะตอมไฮโดรเจนกับ กรดอะมิโน 
Pro156 นอกจากนี้ยังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิก ระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met98, Phe97, 
Met103, Tyr158, Ala157, Pro193, Val203 และ Leu218    
   จากการวิเคราะห์อันตรกิริยาที่ส าคัญของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-
inden-5-yloxy) propan-2-ol ในกลุ่มที่มีค่าพลังงานอิสระ  (docking score) ปานกลาง พบว่าสารหมายเลข 34 และ         
สารหมายเลข 39 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจน ซึ่งพบว่าสารหมายเลข 34 จะเกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนที่
แข็งแรงท่ีสุด ส่งผลให้ค่าพลังงานอิสระ (docking score) ของสารหมายเลข 34 มีค่าสูงที่สุด  
                   

 
 
รูปที่ 2   รูปแบบการจับของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ทีม่ี 
           ประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง (ก) สารหมายเลข 34 (ข) สารหมายเลข 38 และ (ค) สารหมายเลข 39 ใน โพรง
 การจับของเอนไซม์ InhA ของเชื้อวัณโรคที่ได้จากการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้ง 
 
  2.3) สารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่มี      
ค่าพลังงานอิสระ (docking score) ต้่า 
 เมื่อพิจารณาถึงสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งต่ าคือ สารหมายเลข 60, 63 และ 71 ซึ่งมีค่าพลังงานอิสระ (docking score) เท่ากับ              -
11.14, -11.12 และ -11.02 ตามล าดับ มีต าแหน่งในการวางตัว ดังแสดงในรูปที่ 3 พบว่าเกิดอันตรกิริยาที่ส าคัญดังนี้ 
 สารหมายเลข 60 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 1 ชนิด คือ กรดอะมิโน Ala198 ระหว่าง
อะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Ala198  นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจน
ของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Phe97, Met98, Met103, Tyr158, Pro193, Ile202, Val203 และ Leu218 
 สารหมายเลข 63 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 1 ชนิด คือ กรดอะมิโน Ala157 ระหว่าง
อะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Ala157 นอกจากนี้ยังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจน
ของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Phe97, Met98, Met103, Phe149, Ala157, Pro193, Ala198, Val203 และ Leu218 
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  2 . 2 ) ส า รอนุ พั น ธ์  1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่ มี ค่ า
พลังงานอิสระ (docking score) ปานกลาง 
  เมื่อพิจารณาถึงสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง คือ สารหมายเลข 34, 38 และ 39 ซึ่งมีค่าพลังงานอิสระ (docking score) เท่ากับ              
-11.43,  -11.39 และ -11.39 มีต าแหน่งในการวางตัว ดังแสดงในรูปที่ 2 พบว่าเกิดอันตรกิริยาที่ส าคัญดังนี้ 
  สารหมายเลข 34 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 3 ชนิด คือ กรดอะมิโน Met161, Pro193 
และ Val203 ระหว่างอะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met161 และ Pro193 และระหว่างอะตอมไนโตรเจนของลิ
แกนด์กับกรดอะมิโน Met161 และ Val203  นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิ
แกนด์กับกรดอะมิโน Met103, Phe149, Met155, Tyr158, Ala198, Ile202 และ Val203  
 สารหมายเลข 38 เกิดอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met98, Phe97, 
Met103, Ala157, Tyr158, Pro193, Ile202 , Val203 และ Leu218 และสารหมายเลข 39 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะ
ไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 2 ชนิด คือ กรดอะมิโน Pro156, Ala198 และ Val203 ระหว่างอะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับ
กรดอะมิโน Ala198 และ Val203 และเกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจน โดยเกิดระหว่างอะตอมไฮโดรเจนกับ กรดอะมิโน 
Pro156 นอกจากนี้ยังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิก ระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Met98, Phe97, 
Met103, Tyr158, Ala157, Pro193, Val203 และ Leu218    
   จากการวิเคราะห์อันตรกิริยาที่ส าคัญของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-
inden-5-yloxy) propan-2-ol ในกลุ่มที่มีค่าพลังงานอิสระ  (docking score) ปานกลาง พบว่าสารหมายเลข 34 และ         
สารหมายเลข 39 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจน ซึ่งพบว่าสารหมายเลข 34 จะเกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนที่
แข็งแรงท่ีสุด ส่งผลให้ค่าพลังงานอิสระ (docking score) ของสารหมายเลข 34 มีค่าสูงที่สุด  
                   

 
 
รูปที่ 2   รูปแบบการจับของสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ทีม่ี 
           ประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง (ก) สารหมายเลข 34 (ข) สารหมายเลข 38 และ (ค) สารหมายเลข 39 ใน โพรง
 การจับของเอนไซม์ InhA ของเชื้อวัณโรคที่ได้จากการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้ง 
 
  2.3) สารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่มี      
ค่าพลังงานอิสระ (docking score) ต้่า 
 เมื่อพิจารณาถึงสารอนุพันธ์ 1-(benzimidazol-1-yl)-3-(2,3-dihydro-1-h-inden-5-yloxy) propan-2-ol ที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งต่ าคือ สารหมายเลข 60, 63 และ 71 ซึ่งมีค่าพลังงานอิสระ (docking score) เท่ากับ              -
11.14, -11.12 และ -11.02 ตามล าดับ มีต าแหน่งในการวางตัว ดังแสดงในรูปที่ 3 พบว่าเกิดอันตรกิริยาที่ส าคัญดังนี้ 
 สารหมายเลข 60 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 1 ชนิด คือ กรดอะมิโน Ala198 ระหว่าง
อะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Ala198  นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจน
ของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Phe97, Met98, Met103, Tyr158, Pro193, Ile202, Val203 และ Leu218 
 สารหมายเลข 63 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 1 ชนิด คือ กรดอะมิโน Ala157 ระหว่าง
อะตอมออกซิเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Ala157 นอกจากนี้ยังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจน
ของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Phe97, Met98, Met103, Phe149, Ala157, Pro193, Ala198, Val203 และ Leu218 
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 และสารหมายเลข 71 เกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างอะตอมไฮโดรเจนของลิแกนด์กับกรดอะมิโน Phe97, 
Met98, Met103, Phe149, Tyr158, Pro193, Ala198, Val203 และ Leu218   
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ระยะเวลาในการรักษาสั้นลงเปนสิ่งที่ตองการในการรักษา ในงานวิจัยนี้ไดนําเอาระเบียบวิธีการคัดสรรเสมือนจริงเชิงโครงสราง
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ดอกกิ้งในการจับที่ต่ํากวา -8.00 kcal/mol อันตรกิริยาที่สําคัญคือพันธะไฮโดรเจนที่เกิดกับกรดอะมิโน กลูตามิก 233 และ

กรดอะมิโนวาลีน 235 ผลที่ไดจากการศึกษานี้นําไปสูการพัฒนาเปนสารยับยั้งเอนไซม PknG เพื่อเปนสารตานวัณโรค  

คําสําคัญ  :  สารตานวณัโรค  สารยับยั้งเอนไซม PknG  การคัดสรรเสมือนจริง  2-อะมิโนไพริดีน 

 
Abstract 

  Development of new anti-tuberculosis agents is urgently required due to drug resistant tuberculosis 

problems. New drugs that effected to short duration of treatment timeline are required. This work, structure 

based drug design using molecular docking calculations was applied to screen new PknG inhibitors in a series 

of 2-aminopyridine derivatives. Twenty-three compounds with different five structures were obtained based 

on docking free energy lower than -8.00 kcal/mol. The crucial interactions were hydrogen bond interaction 

of new compounds with Glu233 and Val235. The obtained results from this study lead to develop novel 

PknG inhibitors as anti-tuberculosis agents. 

  

Keywords  :  anti-tuberculosis agents, PknG inhibitors, Virtual screening, 2-aminopyridine 
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on docking free energy lower than -8.00 kcal/mol. The crucial interactions were hydrogen bond interaction 

of new compounds with Glu233 and Val235. The obtained results from this study lead to develop novel 

PknG inhibitors as anti-tuberculosis agents. 
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Identifications of New PknG Inhibitors as Anti-tuberculosis Agents Based on 
2-aminopyrimedine Derivatives: Structure Based Virtual Screening 

 
พฤทธิ์ ค าศรี1  อรดี พันธ์กว้าง1  พัชรีนารถ ทรัพย์อาภากร2   สุภา หารหนองบัว2  Zhaoqiang Chen3  Weiliang Zhu3  สัญญา สุเรรัมย์4 

ประสาท กิตตะคุปต์4  คมสันต์ สุทธิสินทอง5  นิธิมา สุทธพิันธุ์6  กัมปนาท ฉายจรัส7  อินทุอร อัปปะมะโต7 และ พรพรรณ พึ่งโพธิ์7*  
1 สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยันครพนม 214 ถนนนิตโย อ าเภอเมือง จังหวัดนครพนม 48000 

2 ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร์ 50 ถนนงามวงศ์วาน แขวง ลาดยาว เขตจตุจักร กรุงเทพมหานคร 10900 
3 Drug Discovery and Design Center, Shanghai Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Sciences,                              

555  Zuchongzhi Rd, Shanghai 201203, China  
4 สถาบันวจิัยจุฬาภรณ์ ถนนวภาวดี-รังสิต เขตหลักสี่ กรุงเทพมหานคร 10210 

5 ศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาติ ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีหง่ชาติ (สวทช.)                                                                
111 ถนนพหลโยธิน, ต.คลองหนึ่ง อ.คลองหลวง      จ.ปทุมธาน,ี 12120 

6 คณะเภสัชศาสตร์  มหาวิทยาลัยอบุลราชธานี 85 ถนนสถลมาร์ค อ าเภอวารนิช าราบ จังหวัดอุบลราชธาน ี34190 
7 ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวทิยาลัยอุบลราชธานี 85 ถนนสถลมาร์ค อ าเภอวารินช าราบ จังหวัดอบุลราชธานี 34190 

* E-mail  :   pornpan_ubu@yahoo.com   
 

บทคัดย่อ 
   การพัฒนาสารต้านวันโรคยังมีความจ าเป็นเร่งด่วนเนื่องจากปัญหาการดื้อยาของเช้ือวัณโรค  ยาตัวใหม่ที่ท าให้

ระยะเวลาในการรักษาสั้นลงเป็นสิ่งท่ีต้องการในการรักษา ในงานวิจัยนี้ได้น าเอาระเบียบวิธีการคัดสรรเสมือนจริงเชิงโครงสร้าง
โดยใช้ระเบียบวิธีการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งในการคัดเลือกสารยับยั้งเอนไซม์ PknG ตัวใหม่โดยมีโครงสร้างเป็นสารอนุพันธ ์
2-อะมิโนไพริดีน จากการศึกษาได้สารทั้งหมด 23 โครงสร้างแบ่งออกเป็น 5 กลุ่มมีค่าพลังงานอิสระจากการค านวณโมเลคิวลาร์
ด๊อกกิ้งในการจับที่ต่ ากว่า -8.00 kcal/mol อันตรกิริยาที่ส าคัญคือพันธะไฮโดรเจนที่เกิดกับกรดอะมิโน กลูตามิก 233 และ
กรดอะมิโนวาลีน 235 ผลที่ได้จากการศึกษาน้ีน าไปสู่การพัฒนาเป็นสารยับยั้งเอนไซม์ PknG เพื่อเป็นสารต้านวัณโรค  

ค้าส้าคัญ  :  สารต้านวณัโรค  สารยับยั้งเอนไซม์ PknG  การคัดสรรเสมือนจริง  2-อะมิโนไพริดีน 
 

Abstract 
  Development of new anti-tuberculosis agents is urgently required due to drug resistant tuberculosis 

problems. New drugs that effected to short duration of treatment timeline are required. This work, structure 
based drug design using molecular docking calculations was applied to screen new PknG inhibitors in a series 
of 2-aminopyridine derivatives. Twenty-three compounds with different five structures were obtained based 
on docking free energy lower than -8.00 kcal/mol. The crucial interactions were hydrogen bond interaction 
of new compounds with Glu233 and Val235. The obtained results from this study lead to develop novel 
PknG inhibitors as anti-tuberculosis agents. 
  
Keywords  :  anti-tuberculosis agents, PknG inhibitors, Virtual screening, 2-aminopyridine 
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บทน้า 
 วัณโรคเป็นโรคที่มีสาเหตุหลักมาจากการติดเช้ือไมโครแบคที่ เรียที่มี ช่ือว่า M. tuberculosis ซึ่งเป็นปัญหา
สาธารณสุขที่ส าคัญของโลก เป็นโรคติดต่อที่เป็นปัญหาหลักในกลุ่มประเทศที่ก าลังพัฒนาและมีรายได้น้อย ในปี 2015 มี
จ านวณของผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ทั้งหมด 10.4 ล้านคนและมีผู้ป่วยที่เสียชีวิตทั้งหมด 1.4 ล้านคน (WHO, 2016) โดยส าหรับ
การติดต่อของวัณโรคนั้นจะขึ้นอยู่กับปริมาณความหนาแน่นของประชากร ส าหรับยาที่ใช้ในการรักษาวัณโรคในปัจจุบันแบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มตามประสิทธิภาพ ได้แก่ยาในกลุ่มของ First-line และยาในกลุ่ม second และ third-line ซึ่งเป็นตัวยาท่ีมีการ
ใช้ในการรักษามามากกว่า 40 ปี (Chetty et al., 2017) แต่อย่างไรก็ตามการดื้อยาในการรักษาวัณโรคจึงเป็นปัญหาหลักใน
การรักษาในปัจจุบัน รวมทั้งการเกิดปัญหาร่วมกันกับโรคเอดส์ ซึ่งปัญหาเหล่านี้ท าให้ตัวยารักษาวัณโรคในปัจจุบันไม่สามารถใช้
ในการรักษาวัณโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนั้นการพัฒนาตัวยาใหม่ที่มีประสิทธิภาพสูงและสามารถแก้ไขปัญหาการดื้อยาได้
จึงเป็นที่ต้องการในการรักษาวัณโรค โดยตัวยาตัวใหม่ที่ใช้ในการรักษาจะต้องสามารถที่จะรักษาวัณโรคที่มีการดื้อยาได้ มี
ระยะเวลาที่ใช้ในการรักษาสั้นลง ลดลงปริมาณและความถี่ในการใช้ยาในการรักษา อันตรกิริยาระหว่างยา -ยาที่ลดลงและมี
ราคาถูก (Shehzad et al., 2013)  
 เอนไซม์ไคเนส (Kinase enzyme) เป็นอีกกลุ่มเอนไซม์ที่เป็นเป้าหมายในการพัฒนายารักษาโรคและประสบ
ความส าเร็จในการใช้ในการรักษาโรค โดยเฉพาะมะเร็งและอีกหลายๆโรค (Kana et al., 2014; Klebl and Muller, 2005; 
Schreiber, Res and Matter, 2009) จากการศึกษาพบว่าโครงสร้างเอนไซม์ไคเนสที่พบในเช้ือวัณโรคมีลักษณะที่เฉพาะ จึง
เป็นเป้าหมายที่ส าคัญในการพัฒนาสารยับยั้งและยาในการรักษาวัณโรคโดยที่มีความจ าเพาะคือท าให้ระระเวลาที่ใช่ในการ
รักษาสั้นลง จึงได้รับความสนใจในการพัฒนายารักษาวัณโรคเอนไซม์ PknG เป็นอีกเอนไซม์ไคเนสเป้าหมายส าหรับการพัฒนา
สารยับยั้งวัณโรคและมีสารกลุ่มงานวิจัยพยายามที่จะพัฒนาสารยับยั้งในกลุ่มของสารยับยั้งเอนไซม์ PknG ได้แก่สารอนุพันธ์
เบนโซไตรเอโซล (Székely et al., 2008; Magnet et al., 2010; Sipos et al., 2015; Scherr et al., 2007; ) สารอนุพันธ์ 
2-อะมิโนไพริมิดีน (Anand et al., 2012) และกลุ่มอื่นๆ (Singh et al., 2015) รวมทั้งสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ Sclerotiorin 
(Chen et al., 2017) จากการสืบค้นข้อมูลพบว่าสารในกลุ่มของอะมิโนไพริมิดีนถูกพัฒนาเป็นสารยับยั้งเอนไซม์ไคเนสเป็น
จ านวนมากและเป็นตัวยาที่ใช้ในการรรักษาโรคต่างๆดังรูปท่ี 1 ดังนั้นการพัฒนาสารในกลุ่มของอะมิโนไพริมิดีนจึงเป็นแนวทาง
ที่เหมาะสมส าหรับการพัฒนาสารยับยั้งเอนไซม์ PknG และนอกจากน้ีงานวิจัยของ Anand ได้พัฒนาโครงสร้างของสารอนุพันธ์ 
2-อะมิโนไพริมิดีน ซึ่งมีประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ยับยั้งปานกลาง ดังนั้นแล้วในงานวิจัยนี้จึงสนใจในการพัฒนาสารยับยั้ง
เอนไซม์ PknG กลุ่มใหม่โดยมีโครงสร้างพื้นฐานเป็น 2-อะมิโนไพริมิดีน ซึ่งผลจากการศึกษาได้สารโครสร้างใหม่ที่คาดว่ามี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงและพัฒนาเป็นยารักษาวัณโรคดื้อยาในอนาคต 
 

 
Imatinib 

 
Nilotinib 

 
Pazopanib 

 
Dabrafenib 

 
รูปที่ 1 ตัวอย่างสารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพรมิิดีน ซึงเป็นสารยับยั้งเอนไซม์ในกลุม่ของไคเนสที่เป็นยาในปัจจุบัน 
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วิธีการวิจัย 
ในงานวิจัยนี้ใช้วิธีการคัดสรรเสมือนจริงเชิงโครงสร้างโดยใช้ระเบียบวิธีการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งโดยมีขั้นตอน

ของการคัดสรรดังนี้  
1. การเตรียมฐานข้อมูลโครงสร้างสารเคมีของสารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมิดีนทั้งหมด 1,837 โครงสร้างที่ได้จาก

ระเบียบวิธี Sub structure search โดยอาศัย Ligand preparation ในโปรแกรม Glide (Friesner et al., 2004 and 2006; 
Halgren et al., 2004)  

2. การบ่งช้ีบริเวณการจับของเอนไซม์เป้าหมาย PknG ส าหรับในงานวิจัยนี้การบ่งช้ีบริเวณของโพรงการจับนั้นได้
อาศัยข้อมูลการจับของสารยับยั้งเอนไซม์เป้าหมายจากโครงสร้างเอกซเรย์ 2PZI ซึ่งเป็นโครงสร้างของเอนไซม์ PknG ที่จับกับ
สารยับยั้ง AX20017 ในการบ่งช้ีบริเวณการออกฤทธ์ิในการยับยั้งของสารยับยั้งเอนไซม์ PknG ส าหรับการศึกษาการค านวณโม
เลคิวลาร์ด๊อกกิ้งและการคัดสรรเสมือนจริง 
 3. การคัดสรรเสมือนจริงโดยใช้การค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งและการค านวณค่าพลังงานในการจับโดยมีขั้นตอน
แสดงดังรูปที่ 2 โดยเริ่มจากการน าเอาโครงสร้างทั้งหมดที่ได้จากระเบียบวิธี Sub structure search และเตรียมด้วยวิธี 
Ligand preparation ไปค านวณการวางตัวและพลังงานในการจับโดยใช้โปรแกรม Glide โดยใช้การค านวณพลังงานในการจับ
แบบ Glide XP  
 4. หลังจากการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งเลือกโครงสร้างที่มีค่าพลังงานน้อยกว่า -8.00 kcal/mol มาใช้ในการ
พิจารณาโครงสร้างโดยอาศัย Lipinski's rule of five การแบ่งกลุ่มโครงสร้างโดยใช้ Binning clustering ที่ Similarity Cutoff 
เท่ากับ 0.5 และการพิจารณาอันตรกิริยาที่ส าคัญในโพรงการจับตามล าดับ 
 
ผลการวิจัย 

 1. การคัดสรรเสมือนจริง 
 เพื่อเป็นการยืนยันการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไคเนส (kinase) ของสารในกลุ่มของสารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมิดีน 
เพื่อพัฒนาเป็นสารออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ PknG และสารต้านวัณโรคที่มีประสิทธิภาพสูง โครงสร้างของ 2-อะมิโนไพริมิดีนถูก
ใช้เป็นต้นแบบในการค้นหาที่มีการใช้ในการรักษาโรคในปัจจุบันจากฐานข้อมูล Drugbank ซึ่งพบว่ามีตัวยาทั้งหมด 8 ตัวที่เป็น
ยารักษาโรคและมีเป้าหายในการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไคเนส ได้แก่ Imatinib, Nilotinib, Pazopanib, Dabrafenib, 
Ceritinib, Osimertinib, Ribociclib และ Olmutinib ซึ่งมีความเป็นไปได้สูงที่สารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมิดีนจะสามารถ
พัฒนาเป็นยาที่ใช้ในการรักษาได้ในอนาคต โดยขั้นตอนการคัดสรรเสมือนจริงแสดงดังรูปที่ 2 

 
รูปที่ 2 ขั้นตอนการคัดสรรเสมือนจริง 
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อาศัยข้อมูลการจับของสารยับยั้งเอนไซม์เป้าหมายจากโครงสร้างเอกซเรย์ 2PZI ซึ่งเป็นโครงสร้างของเอนไซม์ PknG ที่จับกับ
สารยับยั้ง AX20017 ในการบ่งช้ีบริเวณการออกฤทธ์ิในการยับยั้งของสารยับยั้งเอนไซม์ PknG ส าหรับการศึกษาการค านวณโม
เลคิวลาร์ด๊อกกิ้งและการคัดสรรเสมือนจริง 
 3. การคัดสรรเสมือนจริงโดยใช้การค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งและการค านวณค่าพลังงานในการจับโดยมีขั้นตอน
แสดงดังรูปที่ 2 โดยเริ่มจากการน าเอาโครงสร้างทั้งหมดที่ได้จากระเบียบวิธี Sub structure search และเตรียมด้วยวิธี 
Ligand preparation ไปค านวณการวางตัวและพลังงานในการจับโดยใช้โปรแกรม Glide โดยใช้การค านวณพลังงานในการจับ
แบบ Glide XP  
 4. หลังจากการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งเลือกโครงสร้างที่มีค่าพลังงานน้อยกว่า -8.00 kcal/mol มาใช้ในการ
พิจารณาโครงสร้างโดยอาศัย Lipinski's rule of five การแบ่งกลุ่มโครงสร้างโดยใช้ Binning clustering ที่ Similarity Cutoff 
เท่ากับ 0.5 และการพิจารณาอันตรกิริยาที่ส าคัญในโพรงการจับตามล าดับ 
 
ผลการวิจัย 

 1. การคัดสรรเสมือนจริง 
 เพื่อเป็นการยืนยันการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไคเนส (kinase) ของสารในกลุ่มของสารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมิดีน 
เพื่อพัฒนาเป็นสารออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ PknG และสารต้านวัณโรคที่มีประสิทธิภาพสูง โครงสร้างของ 2-อะมิโนไพริมิดีนถูก
ใช้เป็นต้นแบบในการค้นหาที่มีการใช้ในการรักษาโรคในปัจจุบันจากฐานข้อมูล Drugbank ซึ่งพบว่ามีตัวยาทั้งหมด 8 ตัวที่เป็น
ยารักษาโรคและมีเป้าหายในการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไคเนส ได้แก่ Imatinib, Nilotinib, Pazopanib, Dabrafenib, 
Ceritinib, Osimertinib, Ribociclib และ Olmutinib ซึ่งมีความเป็นไปได้สูงที่สารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมิดีนจะสามารถ
พัฒนาเป็นยาที่ใช้ในการรักษาได้ในอนาคต โดยขั้นตอนการคัดสรรเสมือนจริงแสดงดังรูปที่ 2 

 
รูปที่ 2 ขั้นตอนการคัดสรรเสมือนจริง 
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วิธีการวิจัย 
ในงานวิจัยนี้ใช้วิธีการคัดสรรเสมือนจริงเชิงโครงสร้างโดยใช้ระเบียบวิธีการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งโดยมีขั้นตอน

ของการคัดสรรดังนี้  
1. การเตรียมฐานข้อมูลโครงสร้างสารเคมีของสารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมิดีนทั้งหมด 1,837 โครงสร้างที่ได้จาก

ระเบียบวิธี Sub structure search โดยอาศัย Ligand preparation ในโปรแกรม Glide (Friesner et al., 2004 and 2006; 
Halgren et al., 2004)  

2. การบ่งช้ีบริเวณการจับของเอนไซม์เป้าหมาย PknG ส าหรับในงานวิจัยนี้การบ่งช้ีบริเวณของโพรงการจับนั้นได้
อาศัยข้อมูลการจับของสารยับยั้งเอนไซม์เป้าหมายจากโครงสร้างเอกซเรย์ 2PZI ซึ่งเป็นโครงสร้างของเอนไซม์ PknG ที่จับกับ
สารยับยั้ง AX20017 ในการบ่งช้ีบริเวณการออกฤทธ์ิในการยับยั้งของสารยับยั้งเอนไซม์ PknG ส าหรับการศึกษาการค านวณโม
เลคิวลาร์ด๊อกกิ้งและการคัดสรรเสมือนจริง 
 3. การคัดสรรเสมือนจริงโดยใช้การค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งและการค านวณค่าพลังงานในการจับโดยมีขั้นตอน
แสดงดังรูปที่ 2 โดยเริ่มจากการน าเอาโครงสร้างทั้งหมดที่ได้จากระเบียบวิธี Sub structure search และเตรียมด้วยวิธี 
Ligand preparation ไปค านวณการวางตัวและพลังงานในการจับโดยใช้โปรแกรม Glide โดยใช้การค านวณพลังงานในการจับ
แบบ Glide XP  
 4. หลังจากการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งเลือกโครงสร้างที่มีค่าพลังงานน้อยกว่า -8.00 kcal/mol มาใช้ในการ
พิจารณาโครงสร้างโดยอาศัย Lipinski's rule of five การแบ่งกลุ่มโครงสร้างโดยใช้ Binning clustering ที่ Similarity Cutoff 
เท่ากับ 0.5 และการพิจารณาอันตรกิริยาที่ส าคัญในโพรงการจับตามล าดับ 
 
ผลการวิจัย 

 1. การคัดสรรเสมือนจริง 
 เพื่อเป็นการยืนยันการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไคเนส (kinase) ของสารในกลุ่มของสารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมิดีน 
เพื่อพัฒนาเป็นสารออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ PknG และสารต้านวัณโรคที่มีประสิทธิภาพสูง โครงสร้างของ 2-อะมิโนไพริมิดีนถูก
ใช้เป็นต้นแบบในการค้นหาที่มีการใช้ในการรักษาโรคในปัจจุบันจากฐานข้อมูล Drugbank ซึ่งพบว่ามีตัวยาทั้งหมด 8 ตัวที่เป็น
ยารักษาโรคและมีเป้าหายในการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไคเนส ได้แก่ Imatinib, Nilotinib, Pazopanib, Dabrafenib, 
Ceritinib, Osimertinib, Ribociclib และ Olmutinib ซึ่งมีความเป็นไปได้สูงที่สารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมิดีนจะสามารถ
พัฒนาเป็นยาที่ใช้ในการรักษาได้ในอนาคต โดยขั้นตอนการคัดสรรเสมือนจริงแสดงดังรูปที่ 2 

 
รูปที่ 2 ขั้นตอนการคัดสรรเสมือนจริง 
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วิธีการคัดสรรเสมือนจริงในการศึกษานี้เริ่มจากวิธี Sub structure search ในฐานข้อมูลสารเคมี Specs ได้สารอนุพันธ์ 
2-อะมิโนไพริมิดีนท้ังหมด 1,837 โครงสร้าง และค านวณการวางตัวของสารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมิดีนท้ังหมดในโพรงการจับ
ของเอนไซม์ PknG โดยใช้ระเบียบวิธีการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้ง (Glide XP) โดยพบว่ามีสารทั้งหมด 156 โครงสร้างที่มี
พลังงานในการจับจากการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้งที่ต่ ากว่า -8.00 kcal/mol และเพื่อให้ได้โครงสร้างสารท่ีเหมาะส าหรับ
การออกฤทธ์ิเป็นยาและพัฒนาโครงสร้างสารยับยั้งให้เป็นยาได้ Lipinski's rule of five จึงถูกใช้ในการพิจารณาโครงสร้างของ
สารสนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมิดีนพบว่ามีสารทั้งหมด 142 โครงสร้างมีคุณสมบัติที่เหมาะสมส าหรับการออกฤทธิ์เป็นยา หลังจาก
นั้นใช้ Binning clustering ที่ Similarity Cutoff เท่ากับ 0.5 และเลือกสารยับยั้งที่มีค่าพลังงานในการจับที่ต่ าที่สุดในแต่ล่ะ
กลุ่มได้โครงสร้างสารแบ่งตามกลุ่มทั้งหมด 78 โครงสร้างและเมื่อพิจารณาถึงอันตรกิริยาที่ส าคัญภายในโพรงการจับของ
เอนไซม์ PknG กับสารยับยั้ง Tetrahydrobenzothiophene (AX20017) และวงอะดีนีนของ ATP ซึ่งเป็นซับสเตรทของ
เอนไซม์ PknG ซึ่งเกิดพันธะไฮโดรเจนระหว่างสารยับยั้งกับกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และกรดอะมิโนวาลีน 235 
(Val235) โดยพบโครงสร้างที่มีพันธะไฮโดรเจนทั้ง 2 ต าแหน่ง จ านวน 23 โครงสร้างดังตารา งที่ 1 ซึ่งสารเหล่านี้มีความ
เหมาะสมที่จะพัฒนาเป็นสารยับยั้งการท างานของเอนไซม์ PknG และสารต้านโรควัณโรคต่อไป    
 
ตารางที่ 1 สารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมดิีนชนิดใหม่ที่น าเสนอจากระเบียบวิธีการคัดสรรเสมือนจริง 
 

Hit No IDNUMBER docking score 
(kcal/mol) Hit No IDNUMBER docking score 

(kcal/mol) 
1 AJ-292/14921003 -9.58 13 AO-476/43362695 -8.61 
2 AT-417/43484907 -9.26 14 AE-848/32001037 -8.52 
3 AK-105/40693577 -9.15 15 AG-664/36602004 -8.50 
4 AN-465/43460979 -9.09 16 AJ-292/08600008 -8.47 
5 AE-413/20090042 -9.04 17 AN-465/43461088 -8.44 
6 AO-555/14497001 -8.98 18 AH-262/31956054 -8.31 
7 AG-401/41015807 -8.97 19 AK-968/11781368 -8.22 
8 AG-401/43410761 -8.94 20 AJ-292/40871953 -8.19 
9 AP-653/41545019 -8.84 21 AN-465/43479889 -8.19 
10 AG-205/36992131 -8.79 22 AN-584/43409796 -8.10 
11 AG-205/37175017 -8.69 23 AG-205/11316021 -8.01 
12 AR-682/43286375 -8.64    

 
2. ลักษณะการวางตัวและอันตรกิริยาในการจับของสารยับยั งเอนไซม์ PknG ที่ได้จากการคัดสรรเสมือนจริง 
จากการคัดสรรเสมือนจริงพบว่าสาร 23 โครงสร้างที่คาดว่ามีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม์ PknG ที่สูงแบ่งตาม

ลักษณะโครงสร้างพื้นฐานโดยอาศัยโครงสร้างที่เกิดพันธะไฮโดรเจนกับกับกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และกรดอะมิโน
วาลีน 235 (Val235) ได้ทั้งหมด 5 กลุ่มดังนี้ 2-อะมิโนไพริมิดีน, 2,4-ไดอะมิโนไพริมิดีน, 3-อะมิโนไพราโซล, 4-อะมิโนไพริมิดีน
และ3-อะมิโน-[1,2,4]-ไตรเอโซโล-[1,5-a]-ไพริมิดีน โดยที่สารยับยั้งที่เป็นตัวแทนของแต่ละกลุ่มมีการวางตัวและอันตรกิริยาที่
เกิดขั้นดังรูปที่ 3  

2.1 การวางตัวและอันตรกิริยาของ 2-อะมิโนไพริมิดีน 
สารอนุพันธ์ 2-อะมิโนไพริมิดีน เป็นกลุ่มโครงสร้างที่พบได้มากที่สุด โดยมีทั้งหมด 16 โครงสร้าง โดยอันตรกิริยาหลัก

ที่เกิดขึ้นคือ อะตอมไนโตรเจนต าแหน่งที่ 1 หรือ 3 ในวงไพริมิดีนเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH backbone ของกรดอะมิโน
วาลีน 235 (Val235) และหมู่อะมิโนของ 2-อะมิโนไพริดีนไพริมิดีนเกิดพันธะไฮโดรเจนกับอะตอมออกซิเจนของหมู่คาร์บอนิล 
(O=C backbone) กรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) สารหมายเลข AJ-292/14921003 เป็นสารที่มีค่าพลังงานในการจับ
ต่ าที่สุดในกลุ่มนอกจากจะเกิดพันธะไฮโดรเจนใน 2 ต าแหน่งของกรดอะมิโนที่กล่าวมาแล้ว ยังพบว่าเกิดอันตรกิริยาที่ส าคัญคือ
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พันธะฮาโลเจนที่เกิดขึ้นระหว่างหมู่คลอโร (Cl) กับหมู่ NH3
+ ของกรดอะมิโนไลซีน 241 (Lys241) นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยา

ชนิดไฮโดรโพบิกทีเกิดขึ้นระหว่างสารยับยั้ง AJ-292/14921003 กับกรดอะมิโนไอโซลิวซีน 157 (Ile157) กรดอะมิโนอะลานีน 
158 (Ala158) กรดอะมิโนไอโซลิวซีน 165 (Ile165) กรดอะมิโนวาลีน 179 (Val179) กรด อะมิโนเมทไธโอนีน 232 (Met232) 
กรดอะมิโนไทโรซีน 234 (Tyr234) กรดอะมิโนกลูตามิก 280 (Glu280) กรดอะมิโนเมทไธโอนีน 283 (Met283) และกรดอะมิ
โนไอโซลิวซีน 292 (Ile292) 

2.2 การวางตัวและอันตรกิริยาของ 2,4-ไดอะมิโนไพริมิดีน 
2,4-ไดอะมิโนไพริมิดีนเป็นกลุ่มของสารอนุพันธ์ท่ีพบได้มากเป็นอันดับที่ 2 รองจากสารในกลุ่มของ 2-อะมิโนไพริมิดีน 

ซ่ึงพบโครสร้างทั้งหมด 4 โครสร้างโดยอันตรกิริยาที่ส าคัญของสารในกลุ่มนี้คือพันธะไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นระหว่างอะตอม
ไนโตรเจนต าแหน่งที่ 1 หรือ 3 ในวงไพริมิดีนเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH backbone ของกรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) 
และหมู่อะมิโนที่ต าแหน่งที่ 2 และ 4 และเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกับอะตอมออกซิเจนของหมู่คาร์บอนิล (O=C backbone) 
กรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และกรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) โดยสารหมายเลข AK-105/40693577 เป็นสารที่มี
ค่าพลังงานในการจับต่ าที่สุดในกลุ่ม นอกจากจะเกิดพันธะไฮโดรเจน 3 ต าแหน่งกับกรด  อะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และ
กรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) ยังพบพันธะไฮโดรเจนที่เกิดระหว่างหมู่คาร์บอนิลของสารยับยั้งกับอะตอมออกซิเจนของหมู่
คาร์บอนิล (O=C backbone) กรดอะมิโนกลูตามิก 280 (Glu280) และพันธะแคทไอออน-ไพระหว่างวงฟีนิลกับกรดอะมิโนไล
ซีน 241 (Lys241) นอกจากน้ียังพบอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรโฟบิกท่ีเกิดขึ้นกับกรดอะมิโนท่ีอยู่ในโพรงการจบัของสารยับยัง้ 

2.3  การวางตัวและอันตรกิริยาของ 3-อะมิโนไพราโซล  
3-อะมิโนไพราโซลที่พบว่ามีค่าพลังงานในการจับที่ต่ ามี 1 โครงสร้างคือสารหมายเลข AO-555/14497001 ซึ่งเกิด

พันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และกรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) ดังนี้ หมู่ NH และอะตอม
ไนโตรเจนต าแหน่งที่ 2 ของวงไพราโซลเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH และคาร์บอนิลของกรดอะมิโรวาลีน 235 (Val235)  
ส่วนหมู่อะมิโนที่ต าแหน่งที่ 3 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่คาร์บอนิลของกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) นอกจากนี้ยังพบ
อันตรกิริยาชนิดไฮโดรโพบิกทีเกิดขึ้นระหว่างสารยับยั้งตรงบริเวณของ 4,6-ไดเมทอกซีไพริมิดีน กับกรดอะมิโนไอโซลิวซีน 157 
(Ile157) กรดอะมิโนอะลานีน 158 (Ala158) กรดอะมิโนเมทไธโอนีน 283 (Met283) และกรดอะมิโนไอโซลิวซีน 292 
(Ile292) 

2.4 การวางตัวและอันตรกิริยาของ 4-อะมิโนไพริมิดีน 
สารอนุพันธ์ในกลุ่มของ 4-อะมิโนไพริมิดีน ที่มีค่าพลังงานในการจับที่ได้จากการศึกษานี้มี 1 โครงสร้างคือ AO-

476/43362695 ซึ่งเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และกรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) ดังนี้ 
อะตอมไนโตรเจนต าแหน่งที่ 3 ของวงไพริมิดีนเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH และคาร์บอนิลของกรดอะมิโรวาลีน 235 
(Val235) และหมู่อะมิโนที่ต าแหน่งที่ 4 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่คาร์บอนิลของกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233)           
อันตรกิริยาไฮโดรโฟบิกท่ีเกิดขึ้นระหว่างวงไพโรลิดีนกับกรดอะมิโนอะลานีน 158 (Ala158) 

2.5 การวางตัวและอันตรกิริยาของ 3-อะมิโน-[1,2,4]-ไตรเอโซโล-[1,5-a]-ไพริมิดีน 
 3-อะมิโน-[1,2,4]-ไตรเอโซโล-[1,5-a]-ไพริมิดีนซึ่งพบได้ 1 โครงสร้างที่มีค่าพลังงานในการจับที่ต่ าคือ AK-
968/11781368 โดยอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นคือ อะตอมไนโตรเจนต าแหน่งที่ 4 ของวงไตรเอโซลเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH 
และคาร์บอนิลของกรดอะมิโรวาลีน 235 (Val235) และหมู่อะมิโนที่ต าแหน่งที่ 3 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่คาร์บอนิลของ
กรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) นอกจากนี้แล้วยังพบอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างกรดอะมิโนไอโซลิวซีน 157 
(Ile157) กรดอะมิโนอะลานีน 158 (Ala158) และกรดอะมิโนเมทไธโอนีน 283 (Met283) 
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พันธะฮาโลเจนที่เกิดขึ้นระหว่างหมู่คลอโร (Cl) กับหมู่ NH3
+ ของกรดอะมิโนไลซีน 241 (Lys241) นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยา

ชนิดไฮโดรโพบิกทีเกิดขึ้นระหว่างสารยับยั้ง AJ-292/14921003 กับกรดอะมิโนไอโซลิวซีน 157 (Ile157) กรดอะมิโนอะลานีน 
158 (Ala158) กรดอะมิโนไอโซลิวซีน 165 (Ile165) กรดอะมิโนวาลีน 179 (Val179) กรด อะมิโนเมทไธโอนีน 232 (Met232) 
กรดอะมิโนไทโรซีน 234 (Tyr234) กรดอะมิโนกลูตามิก 280 (Glu280) กรดอะมิโนเมทไธโอนีน 283 (Met283) และกรดอะมิ
โนไอโซลิวซีน 292 (Ile292) 

2.2 การวางตัวและอันตรกิริยาของ 2,4-ไดอะมิโนไพริมิดีน 
2,4-ไดอะมิโนไพริมิดีนเป็นกลุ่มของสารอนุพันธ์ท่ีพบได้มากเป็นอันดับที่ 2 รองจากสารในกลุ่มของ 2-อะมิโนไพริมิดีน 

ซึ่งพบโครสร้างทั้งหมด 4 โครสร้างโดยอันตรกิริยาที่ส าคัญของสารในกลุ่มนี้คือพันธะไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นระหว่างอะตอม
ไนโตรเจนต าแหน่งที่ 1 หรือ 3 ในวงไพริมิดีนเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH backbone ของกรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) 
และหมู่อะมิโนที่ต าแหน่งที่ 2 และ 4 และเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกับอะตอมออกซิเจนของหมู่คาร์บอนิล (O=C backbone) 
กรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และกรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) โดยสารหมายเลข AK-105/40693577 เป็นสารที่มี
ค่าพลังงานในการจับต่ าที่สุดในกลุ่ม นอกจากจะเกิดพันธะไฮโดรเจน 3 ต าแหน่งกับกรด  อะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และ
กรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) ยังพบพันธะไฮโดรเจนที่เกิดระหว่างหมู่คาร์บอนิลของสารยับยั้งกับอะตอมออกซิเจนของหมู่
คาร์บอนิล (O=C backbone) กรดอะมิโนกลูตามิก 280 (Glu280) และพันธะแคทไอออน-ไพระหว่างวงฟีนิลกับกรดอะมิโนไล
ซีน 241 (Lys241) นอกจากน้ียังพบอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรโฟบิกท่ีเกิดขึ้นกับกรดอะมิโนท่ีอยู่ในโพรงการจบัของสารยับยัง้ 

2.3  การวางตัวและอันตรกิริยาของ 3-อะมิโนไพราโซล  
3-อะมิโนไพราโซลที่พบว่ามีค่าพลังงานในการจับที่ต่ ามี 1 โครงสร้างคือสารหมายเลข AO-555/14497001 ซึ่งเกิด

พันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และกรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) ดังนี้ หมู่ NH และอะตอม
ไนโตรเจนต าแหน่งที่ 2 ของวงไพราโซลเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH และคาร์บอนิลของกรดอะมิโรวาลีน 235 (Val235)  
ส่วนหมู่อะมิโนที่ต าแหน่งที่ 3 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่คาร์บอนิลของกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) นอกจากนี้ยังพบ
อันตรกิริยาชนิดไฮโดรโพบิกทีเกิดขึ้นระหว่างสารยับยั้งตรงบริเวณของ 4,6-ไดเมทอกซีไพริมิดีน กับกรดอะมิโนไอโซลิวซีน 157 
(Ile157) กรดอะมิโนอะลานีน 158 (Ala158) กรดอะมิโนเมทไธโอนีน 283 (Met283) และกรดอะมิโนไอโซลิวซีน 292 
(Ile292) 

2.4 การวางตัวและอันตรกิริยาของ 4-อะมิโนไพริมิดีน 
สารอนุพันธ์ในกลุ่มของ 4-อะมิโนไพริมิดีน ที่มีค่าพลังงานในการจับที่ได้จากการศึกษานี้มี 1 โครงสร้างคือ AO-

476/43362695 ซึ่งเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และกรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) ดังนี้ 
อะตอมไนโตรเจนต าแหน่งที่ 3 ของวงไพริมิดีนเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH และคาร์บอนิลของกรดอะมิโรวาลีน 235 
(Val235) และหมู่อะมิโนที่ต าแหน่งที่ 4 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่คาร์บอนิลของกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233)           
อันตรกิริยาไฮโดรโฟบิกท่ีเกิดขึ้นระหว่างวงไพโรลิดีนกับกรดอะมิโนอะลานีน 158 (Ala158) 

2.5 การวางตัวและอันตรกิริยาของ 3-อะมิโน-[1,2,4]-ไตรเอโซโล-[1,5-a]-ไพริมิดีน 
 3-อะมิโน-[1,2,4]-ไตรเอโซโล-[1,5-a]-ไพริมิดีนซึ่งพบได้ 1 โครงสร้างที่มีค่าพลังงานในการจับที่ต่ าคือ AK-
968/11781368 โดยอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นคือ อะตอมไนโตรเจนต าแหน่งที่ 4 ของวงไตรเอโซลเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH 
และคาร์บอนิลของกรดอะมิโรวาลีน 235 (Val235) และหมู่อะมิโนที่ต าแหน่งที่ 3 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่คาร์บอนิลของ
กรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) นอกจากนี้แล้วยังพบอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกระหว่างกรดอะมิโนไอโซลิวซีน 157 
(Ile157) กรดอะมิโนอะลานีน 158 (Ala158) และกรดอะมิโนเมทไธโอนีน 283 (Met283) 
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พันธะฮาโลเจนที่เกิดขึ้นระหว่างหมู่คลอโร (Cl) กับหมู่ NH3
+ ของกรดอะมิโนไลซีน 241 (Lys241) นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยา
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158 (Ala158) กรดอะมิโนไอโซลิวซีน 165 (Ile165) กรดอะมิโนวาลีน 179 (Val179) กรด อะมิโนเมทไธโอนีน 232 (Met232) 
กรดอะมิโนไทโรซีน 234 (Tyr234) กรดอะมิโนกลูตามิก 280 (Glu280) กรดอะมิโนเมทไธโอนีน 283 (Met283) และกรดอะมิ
โนไอโซลิวซีน 292 (Ile292) 

2.2 การวางตัวและอันตรกิริยาของ 2,4-ไดอะมิโนไพริมิดีน 
2,4-ไดอะมิโนไพริมิดีนเป็นกลุ่มของสารอนุพันธ์ท่ีพบได้มากเป็นอันดับที่ 2 รองจากสารในกลุ่มของ 2-อะมิโนไพริมิดีน 
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ไนโตรเจนต าแหน่งที่ 1 หรือ 3 ในวงไพริมิดีนเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH backbone ของกรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) 
และหมู่อะมิโนที่ต าแหน่งที่ 2 และ 4 และเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกับอะตอมออกซิเจนของหมู่คาร์บอนิล (O=C backbone) 
กรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และกรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) โดยสารหมายเลข AK-105/40693577 เป็นสารที่มี
ค่าพลังงานในการจับต่ าที่สุดในกลุ่ม นอกจากจะเกิดพันธะไฮโดรเจน 3 ต าแหน่งกับกรด  อะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และ
กรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) ยังพบพันธะไฮโดรเจนที่เกิดระหว่างหมู่คาร์บอนิลของสารยับยั้งกับอะตอมออกซิเจนของหมู่
คาร์บอนิล (O=C backbone) กรดอะมิโนกลูตามิก 280 (Glu280) และพันธะแคทไอออน-ไพระหว่างวงฟีนิลกับกรดอะมิโนไล
ซีน 241 (Lys241) นอกจากน้ียังพบอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรโฟบิกท่ีเกิดขึ้นกับกรดอะมิโนท่ีอยู่ในโพรงการจบัของสารยับยัง้ 

2.3  การวางตัวและอันตรกิริยาของ 3-อะมิโนไพราโซล  
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ไนโตรเจนต าแหน่งที่ 2 ของวงไพราโซลเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH และคาร์บอนิลของกรดอะมิโรวาลีน 235 (Val235)  
ส่วนหมู่อะมิโนที่ต าแหน่งที่ 3 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่คาร์บอนิลของกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) นอกจากนี้ยังพบ
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2.4 การวางตัวและอันตรกิริยาของ 4-อะมิโนไพริมิดีน 
สารอนุพันธ์ในกลุ่มของ 4-อะมิโนไพริมิดีน ที่มีค่าพลังงานในการจับที่ได้จากการศึกษานี้มี 1 โครงสร้างคือ AO-

476/43362695 ซึ่งเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโนกลูตามิก 233 (Glu233) และกรดอะมิโนวาลีน 235 (Val235) ดังนี้ 
อะตอมไนโตรเจนต าแหน่งที่ 3 ของวงไพริมิดีนเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ NH และคาร์บอนิลของกรดอะมิโรวาลีน 235 
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อันตรกิริยาไฮโดรโฟบิกท่ีเกิดขึ้นระหว่างวงไพโรลิดีนกับกรดอะมิโนอะลานีน 158 (Ala158) 

2.5 การวางตัวและอันตรกิริยาของ 3-อะมิโน-[1,2,4]-ไตรเอโซโล-[1,5-a]-ไพริมิดีน 
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(Ile157) กรดอะมิโนอะลานีน 158 (Ala158) และกรดอะมิโนเมทไธโอนีน 283 (Met283) 
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2-อะมิโนไพรมิิดีน (AJ-292/14921003) 

-9.58 kcal/mol 

 
2,4-ไดอะมิโนไพริมดิีน (AK-105/40693577) 

-9.15 kcal/mol 

 
3-อะมิโนไพราโซล (AO-555/14497001) 

-8.98 kcal/mol 

 
4-อะมิโนไพรมิิดีน (AO-476/43362695) 

-8.61 kcal/mol 

 
3-อะมิโน-[1,2,4]-ไตรเอโซโล-[1,5-a]-ไพริมิดีน (AK-968/11781368) 

-8.22 kcal/mol 
 

รูปที่ 3 ลักษณะโครงสร้างของสารยับยั้งเอนไซม ์PknG ตัวใหม่ทั้ง 5 กลุ่มโครงสร้างที่ได้จากการคัดสรรเสมือนจริง 
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Elucidating the structural basis of InhA inhibitors for anti-tuberculosis agents:  
Ligand and structure based drug design approaches 
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บทคัดยอ 
 ในงานวิจัยนี้ไดนําเอาระเบียบวิธีการทางดานการออกแบบโมเลกุลดวยการคํานวณมาประยุกตใชในการคนหา

และปรับเปล่ียนสารยับยั้งของโมเลกุลเปาหมายชนิดใหมที่มีศักยภาพในการยับ เอนไซมอีโนอิลเอซีพีรีดักเตส หรือ
เอนไซม InhA ของเชื้อไมโคแบคทีเรียม ทูเบอรคูโลสิส ซึ่งเปนเอนไซมเปาหมายในการออกฤทธิ์ยับยั้งของตัวยาหลัก
ในการรักษาโรควัณโรคอยางยาไอโซไนอาซิด ซึ่งการดื้อตอยาไอโซไนอาซิดเก่ียวเนื่องจากการกลายพันธุของเอนไซม 
InhA ในการพัฒนายาตานโรควัณโรคซึ่งสารยับยั้งโรควัณโรคท่ีถูกนํามาทําการศึกษาในการพัฒนาสารยับยั้งเชื้อโรค
วัณโรคคือ สารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่มีศักยภาพในการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม InhA ของเชื้อ 
ไมโครแบคทีเรียม ทูเบอรคูโลสิส ระเบียบวิธีการคํานวณโมเลคิวลารดอกก้ิง การจําลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล และ
การศึกษาความสัมพันธระหวางโครงสรางกับคากัมมันตภาพในเชิงสามมิติถูกประยุกตใชเพื่อศึกษาขอมูลที่สําคัญของ
ตัวยับยั้งเอนไซม InhA ดังนั้น ขอมูลที่ไดจากการศึกษา ทําใหทราบถึงรูปแบบการวางตัวในโพรงการจับของตัวยับยั้ง 
อันตรกิริยาที่สําคัญที่เกิดขึ้นในโพรงการจับและความตองการทางโครงสรางของสารอนุพันธ heteroaryl 
benzamide ที่เปนตัวยับยั้งเอนไซม InhA ซึ่งเปนแนวทางในการออกแบบตัวยับยั้งเอนไซม InhA มีศักยภาพสูงขึ้น  

  

คําสําคัญ  : สารอนุพันธ heteroaryl benzamide  การคํานวณโมเลคิวลารดอกก้ิง  การจําลองแบบพลวัตเชงิ 
        โมเลกุล  การศึกษาความสมัพันธระหวางโครงสรางกบัคากมัมันตภาพในเชงิสามมิติ 
 
 
 

Abstract 
  In this research, computer aided molecular design approaches were applied to investigate 

and optimization of novel drug targets due to high potential. Enoyl-ACP reductase (InhA) of 
Mycobacterium tuberculosis, has been shown to be the primary target of the isoniazid. The 
isoniazid resistance arises from the mutations of InhA. The developing new and more potent anti-
tuberculosis agents, which are selected the heteroaryl benzamide derivative as potential anti-
tuberculosis agents active against Mycobacterium tuberculosis InhA. Molecular docking 
calculations, molecular dynamics (MD) simulations and three dimensional quantitative structure 
activity relationships (3 D-QSAR) were applied to elucidate the important information of InhA 
inhibitors. Therefore, the important information from this studies were applied to understand the 
binding mode of inhibitors in binding pocket, the crucial interactions of inhibitors in binding pocket 
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and the structure requirements of heteroaryl benzamide derivatives as InhA inhibitors provided 
guidelines for the design of new and more potent InhA inhibitors. 

  
Keywords  :  Heteroaryl Benzamide Derivatives, Molecular Docking Calculations, Molecular  
   Dynamics Simulations, Three Dimensional Quantitative Structure Activity  
   Relationship 
 

บทนํา 
 โรควัณโรคเปนโรคติดตอที่มีสาเหตุหลักมาจากเชื้อแบคทีเรียไมโครแบคทรีเรียมทูเบอรคูโลซิสและ 
เปนสาเหตุของการเสียชีวิตของคนท่ัวโลก ปจจุบันสถานการณในประเทศไทยองคการอนามัยโลกไดจัดอันดับ 
ใ ห ไ ท ย อ ยู ใ น ก ลุ ม ป ร ะ เ ท ศ ท่ี ยั ง ไ ม ส า ม า ร ถ ค ว บ คุ ม วั ณ โ ร ค ไ ด  ( World Health Organization,  
http://www.who.int/tb/publications/global_ report/en/) การรักษาวัณโรคในปจจุบันตองใชยาในการรักษาดวยกันอยาง
นอย 2 ชนิดขึ้นไป โดยมีไอโซไนอาซิด ( Isoniazid หรือ INH) เปนยาหลัก 1 ชนิดแลวใชยาตัวอ่ืนๆ รวมดวย 
(Graham, A. W. et al., 2005) เอนไซม Enoyl-ACP reductase (InhA) เปนเอนไซมเปาหมายในการออกฤทธิ์ของ
ตัวยาไอโซไนอาซิด ซึ่งเปนตัวยาสําคัญในการรักษาวัณโรค (Rozwarski, D. A. et al., 1998) โดยทําหนาที่เรง
ปฏิกิริยารีดักชันของสายโซกรดไขมันใน FAS II patway ในกระบวนการการการสังเคราะหผนังเซลลของเช้ือวัณโรค 
อยางไรก็ตามการใชไอโซไนอาซิดยังมีปญหาสําคัญคือการเกิดกลายพันธุของเอนไซม InhA พบวาการดื้อยาของ 
ไอโซไนอาซิดเก่ียวของโดยตรงกับกระบวนการรบกวนพันธะไฮโดรเจนที่ชวยการจับของ Nicotinamide adenine 
dinucleotide (NAD+) มีเสถียรภาพและจากการศึกษาในเวลาตอมายังพบวาการดื้อยาของไอโซไนอาซิดเก่ียวของ
กับการกลายพันธุของเอนไซม catalase-peroxidase (KatG) ดวย (Rozwarski, D. A. et al., 1999) จึงทําให 
มีหลายกลุมงานวิจัยพยายามที่จะพัฒนาสารยับยั้งเอนไซม InhA ตัวใหมโดยไมตองการกระบวนการกระตุนจาก
เอนไซม KatG (Frisch, M. J. et al., 2009) จากขอมูลที่ไดเหลานี้ทําใหเขาถึงกลไกการด้ือยาซ่ึงจะมีประโยชนตอ
การออกแบบตัวยาที่มีศักยภาพสูงในการรักษาโรควัณโรคเพื่อพัฒนาตัวยับยั้งใหมีประสิทธิภาพและมีความจําเพาะ
ตอเอนไซม InhA ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีความสนใจในการนําเอาระเบียบวิธีทางดานการจําลองแบบโมเลกุลมา
ประยุกตใชในการศึกษาออกแบบและคนหาสารยับยั้งเอนไซม InhA ตัวใหมโดยสนใจที่จะทําการพัฒนาสารอนุพันธ 
heteroaryl benzamide ใหมีประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ยับยั้งโรควัณโรคไดสูงขึ้น โดยใชระเบียบวิธีการคํานวณ
โมเลคิวลารดอกกิ้ง การจําลองพลวัติเชิงโมเลกุล และศึกษาความสัมพันธระหวางโครงสรางกับคากัมมันตภาพการ
ยับยั้งซึ่งจะทําใหเขาใจถึงรูปแบบการวางตัวและอันตรกิริยาที่สําคัญระหวางสารอนุพันธ heteroaryl benzamide 
ที่ เกิดขึ้นในโพรงการจับของเอนไซม InhA โดยผูวิจัยคาดหวังวางานวิจัยนี้จะทําใหไดสารยับยั้งตัวใหมที่มี
ประสิทธิภาพที่ดีขึ้นเพื่อใชเปนสารยับยั้งเอนไซม InhA และเชื้อแบคทีเรียไมโครแบคทีเรียมทูเบอรคูโลซิส นอกจากนี้
ยังทําใหไดขอมูลที่สําคัญทางดานโครงสราง อันตรกิริยาที่สําคัญซึ่งเปนขอมูลสําคัญในการออกแบบและพัฒนาสาร
ยับย้ังตัวใหมที่มีประสิทธิภาพสูง    
 
วิธีการวิจัย 

รวบรวมขอมูลทางโครงสรางของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ดังแสดงดังตารางที่ 1 จากนั้น 
ทําการปรับโครงสรางใหเสถียรดวยระเบียบวิธีการคํานวณเคมีควอนตัม ab initio (M062X/6-31G*) โดยใช
โปรแกรมGaussius 09 (Frisch, M. J. et al., 2009) ทดสอบความนาเช่ือถือของโปรแกรม Autodock 4.2 (Morris, 
G. M. et al., 2009) ศึกษารูปแบบการจับตัวกันของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ภายในโพรงการจับ
เอนไซม InhA (PDB Code: 4QXM) (Guardia, A. et al., 2016) ดวยระเบียบวิธีการคํานวณโมเลคิวลารดอกกิ้ง 
ศึกษาสมบัตทางเทอรโมไดนามิกสเพื่ออธิบายและทํานายกระบวนการสําคัญทางชีวเคมีในธรรมชาติ ทําการ
คํานวณหาคาพลังงานการจับอิสระของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ภายในโพรงการจับเอนไซม InhA 
โดยใชวิธี MM-PBSA (Wang, J. et al., 2001; Kaledin, M. et al., 2004; Wang, J. et al., 2006; Hou, T. et al., 
2011) ดวยระเบียบวิธีการจําลองพลวัตเชิงโมเลกุล และศึกษาความตองการทางโครงสราง ของสารอนุพันธ 
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heteroaryl benzamide เพื่อเพิ่มคากัมมันตภาพในการยับยั้งดวยระเบียบวิธีการศึกษาความสัมพันธระหวาง
โครงสรางกับคากัมมันตภาพการยับยั้ง วิเคราะหและสรุปผลท่ีไดจากการศึกษาในแตละระเบียบวิธีการศึกษา เพื่อนํา
ขอมูลที่ไดมาประยุกตใชในการออกแบบโครงสรางของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่มีคากัมมันตภาพ
สูงขึ้นในการยับยั้งเอนไซม InhA  

 
ตารางท่ี 1 โครงสรางและคากัมมันตภาพในการยับยั้งเอนไซม InhA (IC50) ของสารอนุพันธ heteroaryl  
       benzamide (Guardia, A. et al., 2016) 

สารหมายเลข โครงสราง IC50 (μM) 
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ผลการวิจัย 

1) ผลการศึกษาสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ดวยระเบียบวิธีการคํานวณโมเลคิวลาร 
ดอกก้ิง 
1.1)  ผลการตรวจสอบความนาเชื่อถือของโปรแกรม Autodock 4.2  

ผลจากการเปรียบเทียบระหวางโครงสรางที่ไดจากการคํานวณของสารยับยั้งเชื้อวัณโรคในโพรง
การจับของเอนไซม InhA ของเชื้อวัณโรคชนิดดั้งเดิม พบวาในโพรงการจับของเอนไซม InhA ของเชื้อวัณโรคใหคา 
RMSD เทากับ 0.50 อังสตรอม จากการซอนทับกันของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ระหวางโครงสราง
ผลึกทางเอ็กซเรยกับโครงสรางที่ไดจากการคํานวณของสารยับยั้งเชื้อวัณโรคในโพรงการจับของเอนไซม InhA ของ
เชื้อวัณโรค พบวาทั้งสองโครงสรางมีตําแหนงการวางตัวที่ใกลเคียงกัน ดังแสดงในรูปที่ 1 
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รูปที่ 1 การซอนทับกันของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ระหวางลิแกนดผลึกทางเอ็กซเรย (สีเขียว)  
  และโครงสรางที่ไดจากการคํานวณ (สีแดง) ของสารยับยั้งเชื้อวัณโรคในโพรงการจับของเอนไซม InhA  
  ชนิดดั้งเดิม 

 
1.2) วิเคราะหอันตรกิริยาที่สําคัญของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ในโพรงเอนไซม 

InhA    
สารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่มีคากัมมันตภาพการยับยั้งเอนไซม InhA สูงท่ีสุด เมื่อ

พิจารณาถึงสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงสุดคือ สารหมายเลข 19  
มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม InhA ดวยคา IC50 เทากับ 0.02 μM มีรูปแบบการวางตัว แสดงดังในรูปที่ 2 (a) 
พบวาเกิดอันตรกิริยาที่สําคัญ คือ อันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนระหวางอะตอมไฮโดรเจนของหมูเอไมดกับอะตอม
ออกซิเจนของกรดอะมิโน Met98 มีระยะหาง 2.044 อังสตรอม และอะตอมไนโตรเจนของวงไพริดีนกับหมู 
ไฮดรอกซิลของโคแฟเตอร NAD+ มีระยะหาง 2.571 อังสตรอม นอกจากนี้ยังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับ 
กรดอะมิโน Phe97, Phe149, Tyr158 และ Met161 สารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่มีคากัมมันตภาพ
การยับยั้งเอนไซม InhA ปานกลาง เมื่อพิจารณาถึงสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งปานกลาง คือ สารหมายเลข 25 ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม InhA ดวยคา IC50 เทากับ 1.00 μM  
มีรูปแบบการวางตัว ดังแสดงในรูปที่ 2 (b) พบวาเกิดอันตรกิริยาที่สําคัญ คือ เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจน
ระหวางอะตอมไฮโดรเจนของหมูเอไมดกับอะตอมของออกซิเจนของกรดอะมิโน Met98 โดยมีระยะหาง 2.153 
อังสตรอม และอะตอมไนโตรเจนของวง 3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl กับหมูไฮดรอกซิลของโคแฟเตอร NAD+ 
มีระยะหาง 2.681 อังสตรอม นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับกรดอะมิโน Phe97, Phe149, 
Tyr158 และ Met199 สารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่มีคากัมมันตภาพการยับยั้งเอนไซม InhA ต่ําสุด 
เมื่อพิจารณาถึงสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งต่ําสุด คือ สารหมายเลข 38 
ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม InhA ดวยคา IC50 เทากับ 6.10 μM มีรูปแบบการวางตัว แสดงดังในรูปที่ 2 
(c) พบวาเกิดอันตรกิริยาที่สําคัญ คือ อันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนระหวา งอะตอมไนโตรเจนของวง  
3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl กับหมูไฮดรอกซิลของโคแฟเตอร NAD+ มีระยะหาง 3.050 อังสตรอม นอกจากนี้
ยังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับกรดอะมิโน Tyr158, Met161, Ala198, Met199 และ Ile202 

จ า กก า ร วิ เ ค ร า ะห อั น ต รกิ ริ ย าที่ สํ า คั ญ ขอ งส า รอนุ พั น ธ  heteroaryl benzamide  
ที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังสูงสุด ปานกลาง และตํ่าสุด พบวาสารหมายเลข 19 และสารหมายเลข 25  
ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงสุดและปานกลาง ตามลําดับ ซึ่งสารหมายเลข 19 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะ
ไฮโดรเจนที่แข็งแรงมากกวาสารหมายเลข 25 จึงสงผลใหสารหมายเลข 19 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม 
InhA ที่สูงกวาสารหมายเลข 25 และสารหมายเลข 38 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนจํานวนนอยกวาและ 
ไมแข็งแรง จึงสงผลใหสารหมายเลข 38 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม InhA ต่ําที่สุด 
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รูปที่ 2  รูปแบบการจับของสารยับยั้งสารอนุพันธ heteroaryl benzamide สารหมายเลข 19 ที่มีคากัมมันตภาพ 
  การยับยั้งเอนไซม InhA สูง (a) สารหมายเลข 25 ที่มีคากัมมันตภาพการยับยั้งเอนไซม InhA ปานกลาง  
  (b) และสารหมายเลข 38 ที่มีคากัมมันตภาพการยับยั้งเอนไซม InhA ต่ํา (c) ในโพรงการจับของเอนไซม  
  InhA ของเชื้อวัณโรคท่ีไดจากการคํานวณโมเลคิวลารด็อกก้ิง 

 
2) ผลการศึกษาสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ดวยระเบียบวิธีวิธีการจําลองพลวัตเชิง

โมเลกุล 
2.1) ความเสถียรภาพและการคํานวณหาคาพลังงานการจับอิสระของสารอนุพันธ heteroaryl  
        benzamide ในโพรงการจับของเอนไซม InhA 

 จากการจําลองพลวัตเชิงโมเลกุลโดยการคํานวณ RMSD ของทุกอะตอมของเอนไซม InhA  
โคแฟกเตอร NAD+ และสารอนุพันธ heteroaryl benzamide พบวาในแตระบบมีการเปลี่ยนของสารประกอบ เมื่อ
เปรียบเทียบกับโครงสรางจากโครงสรางเร่ิมตน ดังแสดงในรูปที่ 3 จะเห็นไดวาโครงสรางเอนไซม InhA โคแฟกเตอร 
NAD+ และสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ในทุกระบบมีคา RMSD คอนขางเสถียรตั้งแตเวลา 2 ns จนถึง 
30 ns และมีคา RMSD เฉลี่ยในชวง 0.5-3.0 อังสตรอม ดังนั้นผูวิจัยไดนําเอาคาเฉลี่ยในชวงเวลา 5 ns สุดทายมาทํา
การคํานวณหาคาพลังงานการจับอิสระของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ในโพรงการจับของเอนไซม InhA 
ดังแสดงในตารางท่ี 2 และเม่ือทําการฟลอตกราฟหาคาความสัมพันธระหวางคาพลังการจับอิสระที่ไดจากการ
ทดลองและการคํานวณ พบวา ไดคาความสัมพันธ (r2) 0.8642 ดังแสดงในรูปที่ 4  

 

 
รูปที่ 3  ความสัมพันธระหวางเวลากับ RMSD ของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ในโพรงการจับของ 
  เอนไซม InhA ของสารหมายเลข 17 (a) สารหมายเลข 19 (b) สารหมายเลข 21 (c) สารหมายเลข 22  
  (d) สารหมายเลข 33 (e) สารหมายเลข 34 (f) และสารหมายเลข 35 (g) 
 
 



ผลงานนําเสนอแบบโปสเตอร 
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ตารางที่ 2 การคํานวณคาพลังงานการจับอิสระในหนวย kcal/mol โดยวิธี MM-PBSA (n=100 snapshot) 
สารหมายเลข IC50 (μM) ∆H T∆S ∆Gcal ∆Gexp

[a] 
17 0.05 -31.26±3.61 -21.82±5.47   -9.45±3.85 -10.03 
19 0.02 -30.34±3.03 -20.05±4.43 -10.29±3.62 -10.57 
21 0.19 -29.61±3.48 -21.00±4.85   -8.61±3.67   -9.23 
22 0.04 -38.93±3.22 -28.41±4.58 -10.52±3.51 -10.16 
33 3.40 -34.07±3.33 -26.35±6.33   -7.72±5.22   -7.51 
34 1.55 -39.88±4.00 -31.60±5.22   -8.28±4.01   -7.98 
35 0.26 -34.75±3.36 -25.52±4.69   -9.23±3.56   -9.04 

[a] ∆Gexp=RT ln[IC50], เมื่อ R = 1.988 cal/mol K และ T = 300 K 
 

 
รูปที่ 4 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาพลังงานการจับอิสระจากการทดลองและคาพลังงาน 

การจับจากการคํานวณ 
 

2.2) ตําแหนงการวางตัวและอันตรกิริยาของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ในโพรงการ
จับของเอนไซม InhA 

ตําแหนงการวางตัวระหวางสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่มีโครงสรางท่ีแตกตางกัน
ตรงตําแหนงของ picolinamide ของสารหมายเลข 21 และ N-phenylformamide ของสารหมายเลข 22  
จะเห็นไดวามีตําแหนงการวางตัวของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่แตกตางกัน สารหมายเลข 21  
มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม InhA ดวยคา IC50 เทากับ 0.19 μM มีตําแหนงในการวางตัว แสดงดังในรูปที่ 5 
(a) เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนระหวางอะตอมไฮโดรเจนของหมูเอไมดกับอะตอมออกซิเจนของกรดอะมิโน 
Met98 ดวยระยะหาง 2.127 อังสตรอม และอะตอมไนโตรเจนของวง 3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl กับหมู 
ไฮดรอกซิลของโคแฟกเตอร NAD+ ระยะหาง 2.852 อังสตรอม นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับ 
กรดอะมิโน Met161 สารหมายเลข 22 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม InhA ดวยคา IC50 เทากับ 0.04 μM  
มีตําแหนงในการวางตัว แสดงดังในรูปท่ี 5 (b) จากผลการศึกษาพบ อันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนระหวาง
อะตอมไฮโดรเจนของหมูเอไมดกับอะตอมออกซิเจนของกรดอะมิโน Met98 ระยะหาง 1.855 อังสตรอม และพบ
อันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับกรดอะมิโน Met161, Ala198 และ Ala201 จากสารหมายเลข 21 และสาร
หมายเลข 22 ที่มีความแตกตางกันระหวางหมู picolinamide และ N-phenylformamide ตามลําดับ สงผลใหมี
ตําแหนงการวางตัวของสารทั้งสองหมายเลขและประประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม InhA แตกตางกัน จากผล
การศึกษา พบวา สารหมายเลข 22 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนท่ีแข็งแรงและอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิก
ที่มากกวาสารหมายเลข 21 จึงสงผลใหสารหมายเลข 22 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม InhA ดีกวาสาร
หมายเลข 21 
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รูปที่ 5 ตําแหนงการวางตัวและอันตรกิริยาของสารหมายเลข 21 (a) และสารหมายเลข 22 (b) ในโพรงการจับของ 
          เอนไซม InhA 
 

ตําแหนงการวางตัวระหวางสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่มีโครงสรางท่ีแตกตางกัน
ตรงตําแหนงของหนึ่งอะตอมในสายโซระหวางวงเบนซีนกับวงไพริดีน สารหมายเลข 17 สายโซระหวางวงเบนซีนกบั
วงไพริดีน คือ มีเทน (-CH2-) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม InhA ดวยคา IC50 เทากับ 0.05 μM และสาร
หมายเลข 33 สายโซระหวางวงเบนซีนกับวงไพริดีน คือ อะตอมออกซิเจน (-O-) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม 
InhA ดวยคา  IC50 เทากับ  3.40 μM และสารทั้ งสองหมายเลขมีตําแหนงการวางตัวดังแสดงใน รูปที่ 6  
จากผลการศึกษา พบวา สารหมายเลข 17 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนระหวางอะตอมไอโดรเจนของ 
วงไพริดีนกับโคแฟกเตอร NAD+ ระยะหาง 2.876 อังสตรอม และอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรโฟบิกกับกรดอะมิโน 
Met98, Met161, Leu197 และ Ala201 สําหรับสารหมายเลข 33 เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนระหวาง
อะตอมไฮโดรเจนของหมูเอไมดกับอะตอมออกซิเจนของกรดอะมิโน Met98 ดวยระยะหาง 2.093 อังสตรอม และยัง
เกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับกรดอะมิโน Tyr158 และ Leu207 จากผลการศึกษา พบวา สารหมายเลข 17 
เกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกที่มากกวาสารหมายเลข 33 ดังนั้นจึงสงผลใหสารหมายเลข 17 มีประสิทธิภาพใน
การยับย้ังเอนไซม InhA ไดดีกวาสารหมายเลข 33 

 

 
รูปที่ 6 ตําแหนงการวางตัวและอันตรกิริยาของสารหมายเลข 17 (a) และสารหมายเลข 33 (b) ในโพรงการจับของ 
          เอนไซม InhA 

 
ตําแหนงการวางตัวระหวางสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่มีโครงสรางท่ีแตกตางกัน

ตรงตําแหนงของสองอะตอมในสายโซระหวางวงเบนซีนกับวงไพริดีน สารหมายเลข 19 สายโซระหวางวงเบนซีนกับ
วงไพริดีน คือ เมธทาโนน (-OCH2-) มีคา IC50 0.02 μM พบวาเกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนระหวางอะตอม
ไฮโดรเจนของเมธทาโนน (-OCH2-) กับอะตอมออกซิเจนของกรดอะมิโน Gly96 และโคแฟกเตอร NAD+ ระยะหาง 
2.513 และ 2.485 อังสตรอม ตามลําลับ นอกจากนั้นยังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับกรดอะมิโน Tyr158, 
Met161 และ Ala198 สารหมายเลข 35 สายโซระหวางวงเบนซีนกับวงไพริดีน คือ เมธทิลไทโอ (-SCH2-) มีคา IC50 
0.26 μM จากการวิเคราะหอันตรกิริยาที่สําคัญ พบวา เกิดอันตรกิริยาระหวางอะตอมไฮโดรเจนของหมูเอไมดกับ
อะตอมออกซิเจนของกรดอะมิโน Met98 ระยะหาง 2.369 อังสตรอม นอกจากนั้นยังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดร 
โฟบิกกับกรดอะมิโน Met161 และ Ile202 สารหมายเลข 34 สายโซระหวางวงเบนซีนกับวงไพริดีน คือ อีเทน  
(-CH2CH2-) มีคา IC50 1.55 μM พบวา เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนระหวางอะตอมไฮโดรเจนของหมูเอไมด
กับอะตอมออกซิเจนของกรดอะมิโน Met98 ระยะหาง 2.213 อังสตรอม และอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับ 
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กรดอะมิโน Phe149 และ Met199 จากผลการศึกษาอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นของสารท้ังสามหมายเลข พบวา  
สารหมายเลข 19 ที่เปนสารโซประกอบดวยอะตอมที่มีคาอิเล็กโตรเนกาติวิตีสูงจะเกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะ
ไฮโดรเจนที่มากกวาสารหมายเลข 35 และสารหมายเลข 34 ดังนั้นจึงสงผลใหสารหมายเลข 19 มีประสิทธิภาพใน
การยับย้ังเอนไซม InhA ไดดีกวาสารหมายเลข 35 และสารหมายเลข 34 

 
รูปที่ 7 ตําแหนงการวางตัวและอันตรกิริยาของสารหมายเลข 19 (a) สารหมายเลข 35 (b)  และสารหมายเลข 34  
  (c) ในโพรงการจับของเอนไซม InhA 

 
3) ผลการศึกษาความสัมพันธเชิงปริมาณระหวางโครงสรางกบัคากัมมันตภาพในการยับยั้งแบบสาม

มิติของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide 
ผลการศึกษาความสัมพันธเชิงปริมาณระหวางโครงสรางกับคากัมมันตภาพในการยับยั้งดวย ระเบียบ

วิธีการวิเคราะหเชิงเปรียบเทียบดัชนีความเหมือนเชิงโมเลกุล (CoMSIA) โดยศึกษาสมบัติทางโครงสรางและคา 
กัมมันตภาพในการยับย้ังเชื้อเอนไซม InhA ของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide จํานวน 39 โครงสราง  
โดยแยกเปนชุดสรางแบบจําลอง (training set) จํานวน 33 โครงสราง และชุดทดสอบ (test set) 6 โครงสราง 
พบวา แบบจําลอง CoMSIA ที่ดีที่สุด คือ แบบจําลองท่ีมีคา rcv

2 และคา r2  เทากับ 0.500 และ 0.965 ตามลําดับ 
ซึ่งมีสวนรวมของสนามสเตอริก สนามอิเล็กโตร-สแตติก สนามไฮโดรโฟบิก และสนามไฮโดรเจนแอคเซปเตอร  
เปน 10.0 %, 395 %, 31.6 % และ 18.9 % ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 3  ผลการศึกษานี้ คาความสามารถ 
ในการทํานาย (predictive ability) ของแบบจําลองท่ีไดต่ํากวา 0.600 แสดงใหเห็นวาแบบจําลอง CoMSIA ที่ไดนี้ 
ไมสามารถอธิบายความตองการทางโครงสรางของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ในการออกฤทธ์ิ 
ทางชีวภาพและไมสามารถนําไปใชในการออกแบบสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ตัวใหมที่มีประสิทธิภาพ
เพิ่มสูงขึ้นได  

 
ตารางท่ี 3 ผลทางสถิติของแบบจําลอง CoMSIA ของอนุพันธ heteroaryl benzamide 

model 
Statistical parameters 

rcv
2 r2 N Spress SEE F Fraction 

  S/E/H/A  0.500 0.965 5 0.556 0.151 100.608 10.0/39.5/31.6/18.9 
rcv

2; non-cross-validation, r2; cross-validation, N; Optimum number of components, 
Spress; Standard error of prediction, SEE; Standard error of estimate, F; F Value, S; steric field, E; 
electrostatic field, H; Hydrophobic field, D; Hydrogen Donor field, A; Hydrogen Acceptor field 

 
จากแบบจําลอง CoMSIA ของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่ดีที่สุด พบวา คากัมมันตภาพ

ในการยับยั้งของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ที่ไดจากการทํานายไมใกลเคียงกับการทดลองแสดง 
โดยกราฟความสัมพันธระหวางคากัมมันตภาพในการยับยั้งจากการทดลองและการทํานาย ดังแสดงในรูปที่ 8 ดังนั้น
จึงสามารถยืนยันไดวาแบบจําลอง QSAR ของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ไมมีความนาเชื่อถือเพียงพอ 
ในการทํานายคากัมมันตภาพในการยับยั้งจากการคํานวณและผลแผนภาพคอนทัวรในรูปที่ 9 ไมสามารถชี้แนะ 
ถึงความตองการทางโครงสรางที่สําคัญของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ได เนื่องจากแผนภาพคอนทัวร 
ที่ไดของสนามสเตอริก สนามไฮโดรโฟบิก และสนามไฮโดรเจนแอคเซปเตอร นั้นมีลักษณะท่ีใหญและไมแยกเปน 
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แตละความตองการทางโครงสราง ดังนั้นจึงไมสามารถท่ีจะชี้แนะถึงความตองการทางโครงสรางของสารอนุพันธ 
heteroaryl benzamide ได 

 
รูปที่ 8 กราฟท่ีพลอตระหวางคากัมมันตภาพในการยับยั้งที่ไดจากการทดลองกับคาจากการทํานายของสารอนุพันธ   
         heteroaryl benzamide ดวยวิธี CoMSIA 
 

 

 
รูปที่ 9 แผนภาพคอนทัวร CoMSIA ในสนามสเตอริก (a) สนามอิเล็กโตรสแตติก (b) สนานไฮโดรโฟบิก (c) และ 
          สนามโฮโดรเจนแอคเซปเตอร (d) 
 
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 
 จากการศึกษาการออกแบบโมเลกุลดวยคอมพิวเตอรโดยใชระเบียบวิธีการคํานวณโมเลคิวลารดอกกิ้ง 
ระเบียบวิธีการจําลองพลวัตเชิงโมเลกุลและการศึกษาความสัมพันธเชิงปริมาณระหวางโครงสรางกับคากัมมันตภาพ
ในการยับยั้งแบบสามมิติของสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ทําใหเขาใจถึงรูปแบบการวางตัวและอันตร
กิริยาที่เกิดขึ้นของโครงสรางที่มีผลตอคากัมมันตภาพในการยับยั้งของสารยับยั้งเอนไซม InhA นอกจากนี้ พบวา 
กรดอะมิโน Met98 คือกรดอะมิโนที่เกิดอันตรกิริยาท่ีสําคัญกับสารอนุพันธ heteroaryl benzamide ดังนั้นผลท่ีได
จากการศึกษาครั้งนี้จะเปนแนวทางสําคัญสําหรับการออกแบบสารยับยั้งเอนไซม InhA ตัวใหมใหมีประสิทธิภาพ
สูงขึ้นเพื่อใชเปนสารตานเชื้อไมโครแบคทีเรียมทูเบอรคูโลซิส 
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การออกแบบโมเลกุลดวยการคํานวณของสารอนุพันธ 4 aminoquinolone piperidine amide                     
ซึ่งมีศักยภาพสูงในการยับยั้งโรควัณโรค 

Computer Aided Molecular Design of 4-aminoquinolone piperidine amides Derivatives 
as Highly Potent Anti-Tuberculosis Agents 
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บทคัดยอ 

โรควัณโรคเกิดจากเชื้อไมโครแบคทีเรียมทูเบอรคูโลซิส (Mycobacterium tuberculosis) เอนไซมดีคาร
พรีนิลฟอสโฟริล-เบตา-ดี-ไรโบส-2-อิพิเมอเรส (DprE1) ซึ่งเปนเอนไซมที่เกี่ยวของในกระบวนการสังเคราะหทาง
ชีวภาพของ arabinogalactan ที่ผนังเซลลของไมโครแบคทีเรียม ทูเบอรคูโลซิส และยังถูกคนพบวาเปนเอนไซม
เปาหมายสําหรับการพัฒนาเปนยับยั้งโรควัณโรค สารอนุพันธ 4 aminoquinolone piperidine amide เปนสาร
ยับยั้งโรควัณโรคชนิดนอนโควาเลนต สารอนุพันธกลุมนี้ถูกพัฒนาเพื่อเปนสารยับยั้งเอนไซม DprE1 อยางไรก็ตาม
สารยับยั้งเอนไซม DprE1 ชนิดพัฒนาขึ้นมายังไมมีประสิทธิภาพเพียงพอ ดังนั้นในงานวิจัยนี้ระเบียบวิธี 3D-QSAR 
การคํานวณโมเลคูลารดอกกิ้ง การจําลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล และการคํานวณ fragment molecular orbital 
(FMO) ถูกประยุกตใชเพื่อทําใหทราบถึงความตองการทางโครงสรางและอันตรกิริยาที่สําคัญของสารอนุ พันธ  
4-aminoquinolone piperidine amide ผลท่ีไดจากการศึกษาครั้งนี้จะทําใหเขาใจถึงความตองการทางโครงสราง 
รูปแบบการจับ และอันตรกิริยาที่สําคัญของสารอนุพันธ  4-aminoquinolone piperidine amide เพื่อใชเปน
แนวทางในการออกแบบสารยับยั้งโรควัณโรคใหมีประสิทธิภาพสูงข้ึน 

 
คําสําคัญ  : เอนไซมดีคารพรีนิลฟอสโฟริล-เบตา-ดี-ไรโบส-2-อิพิเมอเรส  ไมโครแบคทีเรียมทูเบอรคูโลซิส  3D-QSAR             
      การคํานวณโมเลคลูารดอกก้ิง  การจําลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล  การคํานวณ fragment molecular  
      orbital   

 
Abstract 

Tuberculosis (TB) is caused by Mycobacterium tuberculosis. Decaprenyl phosphoryl-β-D-ribose 
oxidase (DprE1) involved in arabinogalactan biosynthesis partway of M. tuberculosis cell wall has 
been identified as a promising target for anti-tuberculosis drug developments. A group of 4 
aminoquinolone piperidine amide derivatives were identified as noncovalent DprE1  inhibitors. 
These compounds were modified to increase their inhibitory activities against DprE1 as well as M. 
tuberculosis. However, these DprE1 enzyme inhibitors are not efficient.  Therefore, in this research 
3D-QSAR, molecular docking calculations, molecular dynamic simulations, and fragment molecular 
orbitals were performed to elucidate the structural requirements and crucial interaction of 4 
aminoquinolone piperidine amide derivatives. These results lead to better understanding of the 
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structural requirement of  4 - aminoquinolone piperidine amide derivatives for designing effective 
anti-tuberculosis agents. 
 
Keywords  :  Decaprenyl phosphoryl-β-D-ribose oxidase (DprE1), M. tuberculosis, 3D-QSAR  
   Molecular Docking Calculations, Molecular Dynamic Simulations, Fragment  
   Molecular Orbitals Approach 
 
บทนํา 

ปจจุบันวัณโรคเปนโรคติดตอที่เปนสาเหตุหลักการตายของประชากรทั่วโลก เนื่องจากปญหาการดื้อยา  
ทําใหผูปวยวัณโรคไมตอบสนองตอตัวยาหลักที่ใชรักษาในปจจุบัน [1] อีกทั้งยังมีการแพรระบาดของโรควัณโรค 
ในกลุมผูปวยเอดสอยางรวดเร็ว ซึ่งการรักษาวัณโรคในผูปวยกลุมนี้มีความซับซอนมากข้ึนไมสามารถรักษาดวยวิธี
มาตรฐานไดอีกตอไป ดังนั้น การแพรระบาดของวัณโรคจึงยังคงมีอยูในปจจุบันและยังเปนปญหาหลักทางดาน
สุขภาพของประชากรท่ัวโลกโดยเฉพาะในประเทศกําลังพัฒนา จากปญหาการดื้อยาของวัณโรคทําใหตัวยาที่ใช 
ในปจจุบันไมสามารถใชรักษาวัณโรคไดอีกตอไป ดังนั้นจึงมีความจําเปนอยางยิ่งท่ีตองทําการศึกษาวิจัยเพื่อคนหา
และพัฒนายาตัวใหมที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งวัณโรค กลยุทธที่มีประสิทธิภาพในการพัฒนายาตัวใหมคือการ
คนหาตัวยาที่สามารถยับยั้งเอนไซมที่จําเปนของเชื้อแบคทีเรีย  M. tuberculosis ซึ่งเปนสาเหตุของวัณโรค โดยมี
หลักการคือ ยาที่พัฒนาขึ้นมาไดควรจะมีกลไกการออกฤทธิ์ใหมหรือสามารถจับกับเปาหมายใหม หรือยาที่พัฒนาขึ้น
มาสามารถจับกับเปาหมายเกาไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น  เอนไซม DprE1 เปนสารยับยั้งเชื้อวัณโรคชนิดใหม 
ที่กําลังไดรับความสนใจซ่ึงเอนไซมชนิดนี้พบในปฏิกิริยาการสังเคราะห decaprenylphosphoryl-d-arabinose 
(DPA) ในผนังเซลล โดยทําหนาที่ เปนตัวรีดิวซที่ชวยเรงปฎิกิริยาอิพิเมอไรเซชัน [ 2] ทําใหเอนไซม DprE1  
เปนสวนประกอบสําคัญสําหรับการเจริญเติบโตและการอยูรอดของเซลล ดังนั้นจึงทําใหเอนไซม DprE1 เปาหมาย
สําคัญที่จะทําการพัฒนาไปเปนยารักษาวัณโรคตัวใหมที่มีศักยภาพสูงได  
 ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความสนใจในการนําเอาระเบียบวิธีทางดานการจําลองแบบโมเลกุลมาประยุกตใช  
ในการศึกษา ออกแบบและคนหาสารยับยั้งเอนไซม DprE1 โดยสนใจท่ีจะทําการพัฒนาสารอนุพันธในกลุมของ  
4-aminoquinolone piperidine amide ใหมีประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิยับยั้งโรควัณโรคไดสูงขึ้น โดยใน
งานวิจัยนี้ไดนําเอาวิธีการจําลองแบบโมเลกุลดวยการคํานวณ โดยใชระเบียบวิธีการออกแบบโมเลกุลเชิงโครงสราง 
(Structure based drug design) และระเบียบวิธีการออกแบบโมเลกุลเชิงลิแกนด (Ligand based drug design) 
ซึ่งจะทําใหเขาใจถึงความตองการทางโครงสราง รูปแบบการจับ และอันตรกิริยาที่สําคัญระหวางเอนไซมกับ 
สารยับยั้งที่เกิดขึ้นในโพรงการจับ โดยใชระเบียบวิธี 3D-QSAR การคํานวณโมเลคูลารดอกก้ิง และการจําลองแบบ
พลวัตเชิงโมเลกุล มาใชในการศึกษาเพ่ือออกแบบสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide ตัวใหมที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม DprE1 ที่สูงข้ึน โดยผูวิจัยคาดหวังวางานวิจัยนี้จะทําใหไดสารยับยั้งตัวใหมที่มี
ประสิทธิภาพที่ดีในการยับยั้งเอนไซม DprE1 และเชื้อแบคทีเรีย M. Tuberculosis นอกจากนี้ยังทําใหไดขอมูลที่
สําคัญทางดานโครงสราง อันตรกิริยาที่สําคัญระหวางสารยับยั้งกับเอนไซม ซึ่งเปนขอมูลสําคัญในการออกแบบและ
พัฒนาสารยับยั้งตัวใหมที่มีประสิทธิภาพสูง      
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วิธีการวิจัย 
1. รวบรวมโครงสรางของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide 

 
โครงสรางทั่วไปของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide 

 
ตารางท่ี 1 โครงสรางและคากัมมันตภาพทางชีวภาพของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide                 
               ทั้ง 29 โครงสราง 

No X (Aromatic ring) Y (Linker) 
Z (Five 

membered ring) 
IC50 (μM) 

log(1/IC50) 

1* 
   

0.04 7.40 

2 
   

0.005 8.30 

3 
 

 
  

0.006 8.22 

4 
   

0.007 8.15 

5 
   

0.011 7.96 

6 
   

0.009 8.25 

7 
   

8 5.10 

8 
   

18 4.74 

9* 
   

78 4.11 

10 
   

3 5.52 

11 
   

4.7 5.33 

12 
   

1.8 5.74 

13 
   

0.026 7.59 

14 
   

0.030 7.52 
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*test set  

2. การศึกษาความตองการทางโครงสรางของสารอนุพนัธ 4-aminoquinolone piperidine amide ดวยระเบียบ 
    วิธี 3D-QSAR 

การศึกษาความตองการทางโครงสรางของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide โดยใช
ระเบียบวิธี 3D-QSAR (CoMSIA) ในงานวิจัยนี้สารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide  ทั้งสิ้น 29 
โครงสรางถูกทําการปรับเสถียรดวยโปรแกรม Guassian 09 และทําการ alignment ดวยโปรแกรม MOE โดยทํา

No X (Aromatic ring) Y (Linker) 
Z (Five 

membered ring) 
IC50 (μM) 

log(1/IC50) 

15 
   

43 4.37 

16 
   

<0.006 8.22 

17* 
   

0.011 7.96 

18 
   

0.045 7.45 

19 
  

0.018 7.74 

      

20 
N

CH3

OF

F

   
0.038 7.42 

21 
   

0.021 7.68 

22 
   

0.009 8.05 

23 
   

0.007 8.15 

24 
   

0.012 7.92 

25 
   

0.008 8.10 

26 
   

0.017 7.77 

      

27 
   

0.058 7.53 

28 
   

0.026 7.59 

29* 
   

0.183 6.74 
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การแบงสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide ออกเปน 2 กลุมคือ training จํานวน 25 โครงสราง 
และ test set จํานวน 4 โครงสราง จากนั้นทําการคํานวณโดยใชสมการทางคณิตศาสตร PLS แลวทําการแปลผล
สมการในรูปแบบแผนภาพคอนทัวร 
 
3. การคํานวณโมเลคูลารดอกก้ิง 

รวบรวมขอมูลทางโครงสรางและคากัมมันตภาพในการยับยั้งของเอนไซม DprE1 ของสารอนุพันธ  
4-aminoquinolone piperidine amide ซึ่งแสดงดังตารางท่ี 1 จากการสืบคนเอกสารบนฐานขอมูลตางๆ ปรับ
โครงสรางใหเสถียรที่สุดดวยระเบียบวิธีการคํานวณเคมีควอนตัม ab-initio (M062X/6-31G*) โดยใชโปรแกรม 
Gaussius 09 ทดสอบความนาเชื่อถือของโปรแกรม Autodock 4.02 ศึกษารูปแบบการจับตัวกันของสารอนุพันธ  
4-aminoquinolone piperidine amide ภายในโพรงการจับเอนไซม DprE1 (PDB Code: 4P8L) ดวยวิธีการ
คํานวณโมเลคิวลารด็อกก้ิง วิเคราะหผลการศึกษาและสรุปผลการศึกษา 
 
4. การจําลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล 

การศึกษาสมบัติทางโครงสรางและพลวัตเชิง โม เลกุลดวยวิธี โมเลคิวลาร ไดนามิกสซิมู เลชัน                         
(molecular dynamics simulatioNS) ดูคาการจับของสารยับยั้งกับเปาหมายดวยโปรแกรม AMBER12 ระบบที่
ศึกษาเปนแบบ Canonical การศึกษาทั้งหมดไดกําหนดใหปริมาตรของระบบคงท่ี และอุณหภูมิคงที่ที่ 300 K เปน
ตัวควบคุม โดยใช ff03 สําหรับพารามิเตอรที่อธิบายโปรตีน ใช RESP จากการคํานวณโดยวิธี M062X/6-31G* 
โมเลกุลของน้ําชนิด TIP3P ไดถูกเติมเขาไปในทุกระบบท่ีใชในการศึกษาโมเลคิวลาร ไดนามิกส ซิมูเลชัน ในการ
กําหนดสนามแรงของลิแกนด และไดมีการกําหนด non-bonded cutoff ใหมีคาเทากับ 10 Å และใช SHAKE 
method ชวยในการ constrain อะตอมทั้งหมด สําหรับ time step ที่ใชมีคาเทากับ 2 fs คาพลังงานในการจับของ
สารยับยั้งที่จับกับเอนไซม เปาหมาย คํานวณโดยระเบียบวิธี MM-PBSA 

 
5. การคํานวณ fragment molecular orbital (FMO) 

การคํานวณ FMO โดยใชระเบียบวิธี MP2 / 6-31G* เพื่อศึกษาโครงสรางทางอิเล็กทรอนิกสและอันตร
กิริยาที่สําคัญระหวางเอนไซม DprE1 กับสารยับยั้ง โดยใชโปรแกรม ab initio FMO ABINIT-MP ver.6.0 เพื่อลด
ระยะเวลาในการคํานวณ จึงใชโมเลกุลของน้ําภายในระบบของแตละลิแกนดที่ 8 Å (78 โมเลกุล) สําหรับการคํานวณ 
FMO การจับกันระหวางกรดอะมิโนแตละตัวและลิแกนด สามารถใชอธิบายถึงอันตรกิริยาที่สําคัญระหวาง 
fragment ของ DprE1 และลิแกนด ในขณะท่ี FAD หรือโคแฟกเตอร ถูกแบงออกเปนสามสวนคือ flavin ring, 
diphosphate ที่เชื่อมโยงกับ D-ribital และ adenine deoxyribose ประจุของ DprE1, FAD และลิแกนดคือ 0, -
2 และ 0 ตามลําดับ พลังงานอันตรกิริยาของแตละสวน (IFIE) เปนพลังงานท่ีเกิดขึ้นระหวางอันตรกิริยาของเอนไซม 
DprE1 โคแฟกเตอร ลิแกนด และโมเลกุลของน้ํา [4] ผลที่ไดจากการศึกษาดวยระเบียบวิธี FMO calculations จะ
ไดพลังงานอันตรกิริยาระหวางเอนไซม DprE1 กับสารยับยั้งในระดับอิเล็กตรอน นอกจากนี้พลังงานรวม (TEs) ของ
โปรตีนโคแฟกเตอร และ ลิแกนดถูกนํามาคํานวณเพื่อหาพลังงานในการจับ (BE) โดยพลังงานในการจับสามารถหา
ไดจากสมการที่ 1 และ 2 

 
BE=  TEcomplex – TEreceptor - TEligand -TEwater   (1)  
BE =  TE(DprE1 + FAD+ + AQ + water) − TE(DprE1 + FAD+ + water)  

                        − TE(AQ + water) + TE(water)    (2) 
 
 ผลการวิจัย 
1. การศึกษาความตองการทางโครงสรางของสารอนุพนัธ 4-aminoquinolone piperidine amide ดวยระเบียบ
วิธี  3D-QSAR 
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ผลท่ีไดจากการศึกษาความตองการทางโครงสรางของสารอนุพันธ 4 -aminoquinolone piperidine 

amide ดวยระเบียบวิธี 3D-QSAR พบวาแบบจําลองที่ดีที่สุดมีคาความสามารถในการทํานายเทากับ 0.62 ประกอบ
ไปดวยตัวอธิบายโมเลกุลคือ สนาม steric, สนาม electrostatic, สนาม hydrophobic และสนาม H-bond donor 

ซึ่งมีเปอรเซ็นตการมีสวนรวม คือ 8.2 % 37.9 %, 22.5 % และ 31.1 %, ตามลําดับ  

 
ตารางท่ี 2 ตารางแสดงคางสถติิของแบบจําลอง QSAR 

แบบจําลอง 
พารามิเตอรเชิงสถิติ 

เปอรเซ็นตการมีสวนรวม 
q

2
 r

2
 N S SEE F 

S/E/H/D 0.62 0.96 6 0.92 0.31 76.52 8.2/37.9/22.5/31.1 

 

 
รูปที่ 1 แสดงความสัมพนัธระหวางคาดัมมนัตภาพทางชีวภาพท่ีไดจากการคํานวณและคาท่ีไดจากการทดลอง 

 
การแปลผลสมการ 
  ผลการศึกษาคอมเซียจะแสดงอันตรกิริยาของตัวยับยั้งท่ีมีผลตอเอนไซม  DprE1 พบวาคอนทัวร steric  
(รูป 3 ก.) บริเวณคอนทัวรสีเหลืองคือไมชอบความเกะกะ ผลจากการศึกษาพบคอนทัวรสีเหลืองที่บริเวณรอบหมู 
เอริล แสดงวาหมูแทนท่ีที่ตําแหนงนี้ควรเปนหมูขนาดเล็ก  คอนทัวร electrostatic (รูปที่ 3 ข.) พบวาคอนทัวร 
สีแดงที่บริเวณวงเอริล แสดงวาหมูแทนที่ที่ตําแหนงนี้ควรมีคุณสมบัติเปนหมูดึงอิเล็กตรอน คอนทัวร hydrophobic 
(รูปที่ 3 ค.) แสดงใหเห็นวามีคอนทัวรสีเทาท่ีบริเวณวงอะโรมาติกและวงเอริล ดังนั้นหมูแทนท่ีที่ตําแหนงนี้ควรมี
คุณสมบัติเปนไฮโดรโฟบิก คอนทัวร H-bond donor (รูปที่ 3 ง.)  พบวามีคอนทัวรมีฟาขึ้นที่ตําแหนงไนโตรเจน 
ของวงอะโรมาติก จากผลการศึกษาความตองการโครงสรางของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine 
amide สามารถสรุปไดวาหมูแทนที่ของสารยับยั้งตัวใหมควรมีคุณสมบัติเปนหมูแทนที่ขนาดเล็ก มีคุณสมบัติเปนหมู
ดึงอิเล็กตรอนและมีความเปนไฮโดรโฟบิกท่ีสูงเพื่อทําใหสารยับยั้งตัวใหมมีประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิยับยั้ง
เอนไซม DprE1 ไดดีขึ้น 

 
 

รูปท่ี 2 แผนภาพคอนทัวร (ก) สนาม steric (ข) สนาม electrostatic  
(ค) สนาม hydrophobic (ง) สนาม H-bond donor 
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2. การคํานวณโมเลคลูารดอกก้ิง 
2.1. ผลการตรวจสอบความนาเชื่อถือของโปรแกรม Autodock 4.02 

ผลจากการเปรียบเทียบระหวางโครงสรางที่ไดจากการคํานวณของสารยับยั้งเชื้อวัณโรคในโพรงการจับของ
เอนไซม DprE1 พบวาในโพรงการจับของเอนไซม DprE1 ของเชื้อวัณโรคใหคา RMSD เทากับ 1.15 อังสตรอม  
จากการซอนทับกันระหวางโครงสรางผลึกทางเอ็กซเรยกับโครงสรางท่ีไดจากการคํานวณของสารยับยั้งเชื้อวัณโรค 
ในโพรงการจับของเอนไซม DprE1 พบวาทั้งสองโครงสรางมีตําแหนงการวางตัวใกลเคียงกันดังแสดงในรูปที่ 3 

 
รูปที่ 3 ลิแกนดผลึกทางเอ็กซเรย (สีเขียว) และโครงสรางที่ไดจากการคํานวณ (สีฟา)  

ของสารยับยั้งเชื้อวัณโรคในโพรงการจับของเอนไซม DprE1 
 

2.2 การวิเคราะหอันตรกิริยาของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide ในโพรงการจับ
ของเอนไซม DprE1 

 เม่ือพิจารณาถึงสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงสุด
คือ สารหมายเลข 2 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม DprE1 ดวยคา IC50 เทากับ 0.005 μM มีตําแหนง 
ในการวางตัว แสดงดังในรูปที่ 4 พบวาเกิดอันตรกิริยาที่สําคัญ คือ อันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนที่บริเวณอะตอม
ไนโตรเจนของวงอะโรมาติกกับหมูเอมีนของกรดอะมิโน Gln336 และหมูคารบอกซิลิกของหมูเชื่อมตอกับกรด 
อะมิโน Leu317 นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยาแบบไพของวงอะโรมาติกกับวงอะโรมาติกของโคแฟคเตอร (FAD) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4 รูปแบบการจับของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide สารหมายเลข 2  

ในโพรงการจับของเอนไซม DprE1 ที่ไดจากการคํานวณโมเลคิวลารด็อกก้ิง   
 

เมื่อพิจารณาถึงสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งต่ําสุด
คือ สารหมายเลข 9 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม DprE1 ดวยคา IC50 เทากับ 78 μM มีตําแหนงในการ
วางตัว แสดงดังในรูปที่ 5 พบวาเกิดอันตรกิริยาท่ีสําคัญ คือ อันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนที่บริเวณอะตอม
ไนโตรเจนของวงอะโรมาติกกับกรดอะมิโน Arg325 นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยาแบบไพของวงอะโรมาติกกับวง 
อะโรมาติกของโคแฟคเตอร 
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รูปที่ 5 รูปแบบการจับของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide สารหมายเลข 9  

ในโพรงการจับของเอนไซม DprE1 ที่ไดจากการคํานวณโมเลคิวลารด็อกก้ิง 
 
3. การจําลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล (Molecular dynamic stimulation model) 

เพ่ือตรวจสอบความนาเชื่อถือของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide ในโพรงการจับ
ของเอนไซม DprE1 ดวยระเบียบวิธีการจําลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล ผลจากการศึกษาพบวาเมื่อทําการพล็อตกราฟ 
RMSD ระหวางเอนไซม DprE1 โคแฟกเตอร และสารหมายเลข 2 พบวาระบบเขาสูสมดุลหลังจากผานไป 2 ns  
ดังแสดงในรูปที่ 6 จากรูปพบวาระบบมีความเสถียรและมีความนาเชื่อถือสําหรับนําไปศึกษารูปแบบการจับและ
รูปแบบการวางตัวและการคํานวณพลังงานการจับ 

 
รูปที่ 6 แสดง RMSD ของสารหมายเลข 2 ในโพรงการจับของเอนไซม DprE1 

 
1. การวิเคราะหอันตรกิริยาของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide ในโพรงการจับของ

เอนไซม DprE1 ดวยระเบียบการจําลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล 
เมื่อพิจารณาถึงสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

สูงสุดคือสารหมายเลข 2 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม DprE1 ดวยคา IC50 เทากับ 0.005 μM มีตําแหนง
ในการวางตัว แสดงดังในรูปที่ 7 พบวาเกิดอันตรกิริยาที่สําคัญคือ อันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนที่บริเวณอะตอม
ไนโตรเจนของวงอะโรมาติกกับหมูเอมีนของกรดอะมิโน Gln336 และหมูคารบอกซิลิกของหมูเชื่อมตอกับกรด 
อะมิโน Leu317 และ Lys418 นอกจากนี้ ยังพบอันตรกิริยาแบบไพของวงอะโรมาติกกับวงอะโรมาติกของ 
โคแฟคเตอรซึ่งสอดคลองกับรูปที่ 4  
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รูปที่ 7 รูปแบบการจับของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide สารหมายเลข 2  

ในโพรงการจับของเอนไซม DprE1 ที่ไดการจําลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล 
 
4. พลังงานอันตรกิริยาระหวางเอนไซม DprE1 กับสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amides 
(Total IFIE) /kcal/mol 
 
ตารางท่ี 3 พลังงานอันตรกิริยาระหวางเอนไซม DprE1 กับสารยับยั้งทีไ่ดจากการคํานวณโดยระเบียบวิธี Fragment  
     molecular orbitals  
  

Compound Log1/IC50 Total IFIE (kcal/mol) 
1 7.40 -69.7 
2 8.30 -75.5 
3 8.22 -70.1 
4 8.15 -73.5 
9 4.11 -51.7 
11 5.33 -54.1 
12 5.74 -55.7 
15 6.68 -62.0 
16 7.68 -68.7 

 

 
รูปที่ 8 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาพลังงานอันตรกิริยา (total IFIE) กับคากมัมันตภาพทางชีวภาพ 
    ที่ไดจากการทดลอง (IC50)  
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พลังงานในการจับระหวางเอนไซม DprE1 กับสารยับยั้งที่ ไดจากการศึกษาดวยระเบียบวิธี FMO  
แสดงดังตารางท่ี 3 จากตารางท่ี 23 พบวาสารหมายเลข 2 ใหคาพลังงานในการจับต่ําที่สุด จากนั้นทําการพล็อต
กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาพลังงานในการจับกับคากัมมันตภาพทางชีวภาพท่ีไดจากการทดลองดังแสดงใน
รูปที่ 8 พบวามีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2) เทากับ 0.94 ซึ่งสามารถสรุปไดวาผลการศึกษาที่ไดมีความนาเชื่อถือ
และสามารถใชอธิบายแนวโนมของคากัมมันตภาพทางชีวภาพของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine 
amide  
 
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

จากผลการศึกษาการออกแบบโมเลกุลโดยใชการคํานวณของสารอนุพันธ 4 -aminoquinolone 
piperidine amide โดยใชระเบียบวิธี 3D-QSAR การคํานวณโมเลคูลารดอกกิ้ง และการจําลองแบบพลวัต 
เชิงโมเลกุล เพื่อใชในการพัฒนาประสิทธิภาพของสารอนุพันธเหลานี้ในการยับยั้งเอนไซม DprE1 พบวาหมูแทนที่
ของสารยับยั้งตัวใหมควรมีคุณสมบัติเปนหมูแทนที่ขนาดเล็ก มีคุณสมบัติเปนหมูดึงอิเล็กตรอนและมีความเปน
ไฮโดรโฟบิกที่สูงเพื่อทําใหสารยับยั้งตัวใหมมีประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม DprE1 ไดสูงข้ึน ผลจาก
การศึกษาอันตรกิริยาที่สําคัญและรูปแบบการจับของสารยับยั้งเอนไซม DprE1 โดยใชระเบียบวิธีการคํานวณโมเลคิว
ลารดอกกิ้งดวยโปรแกรม Autodock 4.02 มีความสามารถในการทํานายรูปแบบการ จับของสารอนุพันธ  
4-aminoquinolone piperidine amide ในโพรงการจับของเอนไซม DprE1 โดยใหคา RMSD ระหวางโครงสราง
ผลึกทางเอ็กเรยกับโครงสรางที่ไดจากการคํานวณ เทากับ 1.15 อังสตรอม จากคาที่ไดทําใหสามารถยืนยันไดวา
ระเบียบวิธีการคํานวณโมเลคิวลารดอกกิ้งที่ ใชมีความนาเชื่อถือในระดับหนึ่ง ในการทํานายตําแหนงการจัดวางตัว
ของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide ในโพรงการจับเอนไซม DprE1และสามารถบงบอก
อันตรกิริยาที่เฉพาะเจาะจงของสารอนุพันธ 4-aminoquinolone piperidine amide และพบอันตรกิริยาชนิด
พันธะไฮโดรเจนท่ีบริเวณอะตอมไนโตรเจนของวงอะโรมาติกกับหมูเอมีนของกรดอะมิโน Gln336 และหมู 
คารบอกซิลิกของหมูเชื่อมตอกับกรดอะมิโน Leu317 นอกจากนี้ยังพบอันตรกิริยาแบบไพของวงอะโรมาติกกับ 
วงอะโรมาติกของโคแฟคเตอร ผลการศึกษาการจําลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุลของสารอนุพันธ 4 -aminoquin 
olone piperidine amide ในโพรงการจับของเอนไซม DprE1 พบวาเมื่อทําการพล็อตกราฟ RMSD ระหวาง
เอนไซม DprE1 โคแฟกเตอร และสารหมายเลข 2 พบวาระบบเขาสูสมดุลหลังจากผานไป 2 ns พบวาระบบมีความ
เสถียรและมีความนาเชื่อถือสําหรับนําไปศึกษารูปแบบการจับและรูปแบบการวางตัวทําการคํานวณพลังงานการจับ 
เมื่อนําโครงสรางที่ไดจากการศึกษาการจําลองแบบพลวัติเชิงโมเลกุลไปเปนโครงสรางเร่ิมตนสําหรับการศึกษา FMO 
ทําใหเขาใจถึงรูปแบบของโครงสรางที่มีผลตอคากัมมันตภาพทางชีวภาพของสารยับยั้งเอนไซม DprE1 ในระดับ
อิเล็กตรอนได อีกทั้งโครงสรางระหวางเอนไซม DprE1 กับลิแกนดที่ไดจากการศึกษาดวยวิธี FMO ใหขอมูล 
ที่นาเชื่อถือ  นอกจากนี้พบวากรดอะมิโน Lys418 คือกรดอะมิโนท่ีเกิดอันตรกิริยาที่สําคัญกับสารอนุพันธ  
4-aminoquinolone piperidine amides ดังนั้น ผลการศึกษาที่ไดทั้งหมดนี้สามารถใหขอมูลทางโครงสรางที่เปน
ประโยชนในระดับโมเลกุล ซึ่งเปนแนวทางนําไปสูการออกแบบสารตานวัณโรคท่ีมีประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพสูงในการยับยั้งเอนไซม DprE1 ที่สูงขึ้น 
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การศึกษารูปแบบการจับและอันตรกิริยาที่สําคัญของสารอนุพันธ Pyrrolyl Benzohydrazide 
โดยใชระเบียบวิธีการคํานวณโมเลกุลารดอกกิ้งและการจําลองแบบทางพลวัตเชิงโมเลกุล 

Elucidating of Binding Modes and Crucial Interactions of Pyrrolyl Benzohydrazide 
using Molecular Docking Calculations and Molecular Dynamic Simulations Approaches 
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บทคัดยอ 

 M. tuberculosis เปนแบคทีเรียที่เปนสาเหตุหลักในการเกิดวัณโรคซ่ึงมี Enoyl ACP reductase (ENR) 
หรือ InhA เปนเอนไซมสําคัญในการสังเคราะหกรดไขมันที่เปนสวนประกอบหลักของแบคทีเรีย ดังนั้นเอนไซม InhA 
จึงเปนเปาหมายในการพัฒนาเพื่อยับยั้งวัณโรค ปจจุบันมียาไอโซไนอะซิด เปนยายับยั้ง M. tuberculosis แตพบวา
เมื่อใชยาไอโซ -ไนอะซิดตอเนื่องจะเกิดการด้ือยาซึ่งสาเหตุ เกิดจากการกลายพันธุของ KatG งานวิจัยนี้ 
จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาประสิทธิภาพของตัวยับยั้งเอนไซม InhA โดยมีอนุพันธของ Pyrrolyl benzohydrazide 
เปนพื้นฐานและใชวิธีโมเลกุลารดอกกิ๊งเพื่อศึกษาอันตรกิริยาระหวางสารกลุมยับยั้งกับ InhA เปาหมาย ซึ่งพบวา 
สารยับยั้งเกิดอันตรกิริยากับกรดอะมิโนใน InhA ไดแก พันธะไฮโดรเจนที่ Pro156 Tyr158 Ala198 Val203 และ
โคแฟกเตอร NAD+ และพันธะไพซึ่งเปนอันตรกิริยาท่ีจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพระหวางสารกลุมยับยั้งและโมเลกุล 
InhA ไดและใชวิธีการจําลองแบบทางพลวัตเชิงโมเลกุลเพื่อศึกษาโครงสรางที่เปล่ียนแปลงตามระยะเวลาท่ีทําให
โครงสรางเสถียรที่สุด ซึ่งจากการวิเคราะหรวมกันสามารถนํามาออกแบบโครงสรางใหมเพื่อยับยั้งเอนไซม InhA  
ไดอยางสมเหตุสมผล 
 
คําสําคัญ  : วัณโรค  โมเลกุลารดอกก๊ิง  วิธีการจําลองแบบทางพลวัตเชิงโมเลกลุ  

 
Abstract 

  M. tuberculosis is a cause of tuberculosis. The Enoyl ACP reductase (ENR) or InhA. InhA is 
an important enzyme for synthesis fatty acid of a bacteria cell. Nowadays, isoniazid (INH) is a drug 
target for treatment of active tuberculosis infections, but mutation of KatG to resistance INH. In this 
study, molecular docking calculations and molecular dynamic simulations were applied to 
elucidate the binding modes and crucial interactions between pyrrolyl benzohydrazide derivatives 
in InhA binding pocket. The obtained results provided that hydrogen bond interaction between 
ligand and Pro156, Tyr158, Ala198, Val203 and NAD+ cofactor. Moreover, pi-pi interaction was 
improved the binding affinity of inhibitors in InhA binding site. The integrated results obtained from 
this study aided by the rational design of new and more potent InhA inhibitors. 
  
Keywords  :  Tuberculosis, Molecular Docking Calculations, Molecular Dynamics Simulations   
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บทนํา 
 วัณโรค (tuberculosis) ถือเปนโรคติดตอรายแรงอันดับสองของโลก โดยในประเทศไทยมีผูปวยวัณโรค  
มากที่สุด  1 ใน 14 ประเทศของโลกและมีการเพ่ิมขึ้นของผูปวยวัณโรครายใหมคาเฉลี่ยสูงกวาโลกถึง 1.3 เทา 
และคาดวาผูปวยรายใหมที่มีประมาณ 120,000 รายตอปจะมีอัตราการเสียชีวิตสูงถึง 12,000 (konkao,  
http:// www. konkao.net/read.php?id=26124) ซึ่งการเสียชีวิตท่ีมาจากหลายปจจัยทั้งดานการเขาไมถึงการ
บริการรักษาและการรักษาที่มีประสิทธิภาพไมเพียงพอเนื่องจากเกิดการดื้อยา 

วัณโรคมีสาเหตุหลักจาก Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) ซึ่งเปนแบคทีเรียที่สามารถ
เจริญไดดีในระบบทางเดินหายใจจึงมักพบวัณโรคในปอด [He X et al. (2007)] รายงานวา M. tuberculosis  
เปนแบคทีเรียที่มีผนังเซลลหนาที่ประกอบไปดวยกรดไมโคลิก (mycolic acid) ซึ่งเปนกรดไขมันที่ใชเอนไซม Enoyl 
ACP reductase (ENR) หรือ InhA ในการสังเคราะหกรดไขมันเหลานี้ ปจจุบันในการรักษาวัณโรคใชยา 
ไอโซไนอะซิด  (isoniazid, INH) ที่ทํางานรวมกับ KatG เพื่อยับยั้งการสังเคราะหกรดไขมัน [Gaurava S. et al. 
(2017)] รายงานวาเม่ือใชยาไอโซไนอะซิดตอเนื่องจะทําใหเกิดการด้ือยาในผูปวยโดยมีสาเหตุจากการกลายพันธุ 
ของยีนที่ใชสังเคราะหเอนไซม InhA และการกลายพันธุของ KatG สงผลใหการเกิดอันตรกิริยาระหวางยาและ 
อะมิโนของเอนไซมลดลง ดังนั้นเม่ือทราบถึงสาเหตุของการด้ือยาจึงทําใหสามารถนํามาออกแบบและพัฒนา 
สารยับยั้ง InhA ได  

[Shrinivas D. J. et al. (2017)] รายงานวายาไอโซไนอะซิดเปนกลุมยาท่ีมีอนุพันธของ Pyrrolyl benzo-
hydrazide เปนพื้นฐาน ดังนั้นในการศึกษาคร้ังนี้จึงนําโครงสรางกลุมอนุพันธของ Pyrrolyl benzohydrazide  
มาศึกษาคุณสมบัติเพื่อออกแบบและพัฒนาสําหรับเปนโมเลกุลสารยับยั้ง InhA โดยคุณสมบัติที่ศึกษา ไดแก 
การศึกษาอันตรกิริยาดวยวิธีโมเลกุลารดอกกิ๊ง (molecular docking calculations) และศึกษาการจําลองแบบ 
ทางพลวัตเชิงโมเลกุล (molecular dynamics simulation) เพื่อศึกษาโครงสรางที่เปลี่ยนแปลงตามระยะเวลาที่ทํา
ใหโครงสรางเสถียรที่สุด  ซึ่งจากผลการศึกษาคาดวาจะนําไปสูการออกแบบสารตัวใหมที่มีประสิทธิภาพและยับยั้ง
การดื้อยาได 
 
วิธีการวิจัย 

1. นําโครงสรางของอนุพันธ pyrrolyl benzohydrazide จํานวน 53 โครงสรางจากการทบทวนวรรณกรรม
และเลือกโครงสรางทีไ่ดคาเปอรเซ็นตการยับยั้งทีด่ีและเหมาะสมท่ีแสดงดังตารางที่ 1 

2. ศึกษาแบบจําลองเชิงโมเลกุลโครงสราง 3 มิติ โดยใช GaussView 5.0.8 program  
3. ทําการปรับเสถียรโครงสราง 3 มิติ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของโครงสรางสารโดยใช Gaussian program 

และเขาสูการทาํโมเลกุลารด็อกก๊ิงโดยใชโปรแกรม Autodock 4.2 (PDB code: 2X23) 
4. วิเคราะหอันตรกิริยาของโครงสรางจากตารางที่ 1 และเลือกโครงสรางท่ีไดเปอรเซ็นตการยับยั้งทีสู่ง 

กลางและต่ํามาพิจารณาความแตกตางของอันตรกิริยาเพื่อนําไปออกแบบโมเลกุลตัวใหมที่มีประสิทธิภาพตอไป 
5. ศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางที่เสถียรที่สุดที่เวลาตางๆ ดวยโปรแกรม AMBER12 โดยที่โครงสราง         

ของเอนไซมเปาหมายท่ีจับกับสารยับยั้งจากระเบียบวิธีการจําลองแบบทางพลวัตเชิงโมเลกุลนี้ไดทําการศึกษาระบบ
ที่ศึกษาเปนแบบ canonical โดยที่ตลอดเวลาการศึกษาทั้งหมดไดกําหนดใหปริมาตรของระบบคงท่ีและอุณหภูมิ
คงที่ที่ 300 เคลวิน เปนตัวควบคุม โดยใช ff03 สําหรับพารามิเตอรที่อธิบายโปรตีน ใช RESP จากการคํานวณโดยวธิี 
M062X/6-31G* โมเลกุลของน้ําชนิด TIP3P ไดถูกเติมเขาไปในทุกระบบที่ใชในการศึกษาวิธีการจําลองแบบทาง
พลวัตเชิงโมเลกุลในการกําหนด สนามแรงของลิแกนดและไดมีการกําหนด non-bonded cutoff ใหมีคาเทากับ  
10 Å และใช SHAKE method ชวยในการ constrain อะตอมทั้งหมด สําหรับ time step ที่ใชมีคาเทากับ 2 fs  
คาพลังงานในการจับของสารยับยั้งที่จับกับเอนไซมเปาหมาย คํานวณโดยระเบียบวิธี MM-PBSA 
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ตารางท่ี 1 โครงสรางของอนุพันธ pyrrolyl benzohydrazide  

Comp. โครงสราง 
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Comp. โครงสราง 
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ผลการวิจัย 
1. การศึกษาโดยใชวิธโีมเลกุลารดอกก๊ิง 

การศึกษาแบบจําลองเชิงโมเลกุลโดยใชวิธีโมเลกุลารดอกกิ๊งเพื่อทํานายลักษณะการวางตัวและการเกิด
อันตรกิริยาของสารยับยั้งกับโมเลกุล InhA  

การเกิดอันตรกิริยาที่กรดอะมิโนตางๆ โดยอันตรกิริยาท่ีเกิดไดแก พันธะไฮโดรเจนและพันธะโคเวเลนต  
ซึ่งพันธะไฮโดรเจนเกิดจากสารยับยั้งกับโมเลกุลเปาหมาย Gly96 Phe97 Met98 Met103 Pro156 Tyr158 
Met161 Ala198 Met199 Val203 Leu218 และโคแฟกเตอร NAD+ แสดงดังรูปที่ 1 และการเกิดพันธะโคเวเลนต
ระหวางสารยับยั้งกับโมเลกุลเปาหมายตาง ๆ ไดแก กรดอะมิโน Tyr158 Lys165 Leu218 และ โคแฟกเตอร  
NAD+ แสดงดังรูปที่ 2  

การเกิดพันธะไฮโดรเจน (Hydrogen bond) พันธะไฮโดรเจนเปนอันตรกิริยาท่ีดึงดูดกันระหวางอะตอม
ไฮโดรเจนกับอะตอมอ่ืน ๆ ที่มีอิเล็กโทรเนกาติวิตี (electronegativity) สูงกวา ซึ่งการพิจารณาการเกิดพันธะ
ไฮโดรเจนของสารยับยั้งกับกรดอะมิโนของโมเลกุล InhA จากระยะหางและมุมของพันธะทั้งสอง โดยโครงสรางท่ี 24 
1 และ 5 คือโครงสรางที่มีคาการยับยั้งสูง กลางและตํ่าตามลําดับโดยโครงสรางท่ี 5 มีคาการยับยั้งคือ 63 เปอรเซ็นต
และพบพันธะไฮโดรเจน 6 พันธะ ระหวางโครงสรางที่ 1 และโมเลกุลเปาหมายดังนี้ อะตอมออกซิเจนของกรด 
อะมิโน Gly96 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับอะตอมไฮโดรเจนโครงสรางที่ 1 ระยะหาง 2.478 Å (เสนสีเขียว) กรดอะมิโน 
Val203 เกิด 3 พันธะไฮโดรเจนระยะหาง 1.893, 2.491 และ 2.110 Å กับอะตอมออกซิเจนตําแหนงที่ตางกัน 
ของโครงสรางที่ 1 (เสนสีน้ําเงิน) อะตอมไฮโดรเจนของกรดอะมิโน Leu218 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับอะตอม
ออกซิเจนในโครงสรางที่ 1 ระยะหาง 1.893 Å (เสนสีดํา) และโคแฟกเตอร NAD+ เกิดพันธะไฮโดรเจนจากโครงสราง
ที่ 1 ของอะตอมออกซิเจนและอะตอมไฮโดรเจน ระยะหาง 2.101 Å (เสนสีมวง) แสดงดังรูปที่ 1a การเกิดพันธะ
ไฮโดรเจนของโครงสรางที่ 5 ที่มีคาการยับยั้ง 11 เปอรเซ็นตโดยการเกิดอันตรกิริยาแสดงดังรูปท่ี 2 พบพันธะ
ไฮโดรเจน 5 พันธะ ดังนี้ กรดอะมิโน Ala198 เกิด 2 พันธะไฮโดรเจนกับโครงสรางท่ี 5 จากอะตอมไฮโดรเจนของ
กรดอะมิโน Ala198 และอะตอมโบรมีนกับอะตอมออกซิเจนของโครงสรางที่ 5 มีระยะหาง 2.105 Å และ 2.475 Å 
ตามลําดับ (เสนสีเขียว) เกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางอะตอมไฮโดรเจนของกรดอะมิโน Met199 และอะตอม
ออกซิเจนของโครงสรางที่ 5 ระยะหาง 2.361 Å (เสนสีน้ําเงิน) และอะตอมออกซิเจนทั้ง 2 อะตอมของโคแฟกเตอร 
NAD+ เกิดพันธะไฮโดรเจนกับอะตอมไฮโดรเจนและอะตอมโบรมีนของโครงสรางท่ี 5 ระยะหางคือ 2.138 Å  
และ 2.353 Å ตามลําดับ (เสนสีดํา) และโครงสรางที่ 24 คือโครงสรางที่มีคาการยับยั้งในกลุมสูง คือ 76 เปอรเซ็นต 
และพบพันธะไฮโดรเจนทั้งหมด 10 พันธะ แสดงดังรูปที่ 1c โครงสรางท่ี 24 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน 
Phe97 ระหวางอะตอมไฮโดรเจนและอะตอมคลอรีนระยะหาง 1.743 Å (เสนสีเขียว) อะตอมไฮโดรเจนของกรด 
อะมิโน Met98 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับอะตอมคลอรีนของโครงสรางท่ี 24 ระยะหาง 2.058 Å (เสนสีน้ําเงิน)  
กรดอะมิโน Met103 ที่อะตอมไฮโดรเจนเกิดพันธะไฮโดรเจนกับโครงสรางที่ 24 ของอะตอมคลอรีนระยะหาง 2.096 
Å (เส นสี ดํ า ) อะตอมออกซิ เ จนของกรดอะมิ โน  Pro156 เกิ ดพันธะ ไฮโดร เจนกับอะตอมไฮโดรเจน 
ของโครงสรางที่ 24 ระยะหาง 2.383 Å (เสนสีมวง) การเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางอะตอมไฮโดรเจนของกรด 
อะมิโน Tyr158 และอะตอมออกซิเจนของโครงสรางที่ 24 ระยะหาง 1.225 Å (เสนสีสม) อะตอมไฮโดรเจนของ
กรดอะมิโน Met161 เกิดพันธะไฮโดรเจนระยะหาง 2.339 Å กับอะตอมคลอรีนของโครงสรางท่ี 24 (เสนสีชมพู) 
อะตอมไฮโดรเจนของกรดอะมิโน Ala198 เกิดพันธะไฮโดรเจนกับอะตอมคลอรีนของโครงสรางที่ 24 ระยะหาง 
2.150 Å (เสนสีเหลือง) และโคแฟกเตอร NAD+ เกิด 3 พันธะไฮโดรเจนจากอะตอมไฮโดรเจนกับอะตอมออกซิเจน
และอะตอมคลอรีน 2 อะตอมที่ตําแหนงตางกัน ระยะหาง 1.595 2.332 และ 2.276 Å ตามลําดับ (เสนสีแดง) 
 การวางตัวของสารยับยั้งและโมเลกุล InhA ที่ทําใหเกิดพันธะโคเวนเลนต ไดแก อันตรกิริยาระหวาง              
แคทไอออน-พันธะไพ อันตรกิริยาระหวางพันธะซิกมา-พันธะไพและอันตรกิริยาระหวางพันธะไพ-พันธะไพ ซึ่งมีเพียง
โครงสรางที่ 1 และ 24 ที่เกิดพันธะโคเวเลนตกับกรดอะมิโนและโคแฟกเตอร NAD+ ของโมเลกุล InhA แสดง 
ดังรูปที่ 2 โดยโครงสรางที่ 1 พบอันตรกิริยาจากไอออนบวกของอะตอมไนโตรเจนที่กรดอะมิโน Lys165 กับพันธะ
ไพของวงไพรอล (pyrrole) ในโครงสรางที่ 1 (เสนสีเขียว) เกิดพันธะซิกมาของอะตอมไฮโดรเจนในกรดอะมิโน 
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Leu218 และพันธะไพของวงเบนซีน (benzene ring) ของโครงสรางที่ 1 (เสนสีน้ําเงิน) และเกิดพันธะไพ-พันธะไพ 
ระหวางวงเบนซีนของโคแฟกเตอร NAD+ และโครงสรางท่ี 1 (เสนสีดํา) แสดงดังรูป 2a และโครงสรางที่ 24  
เกิดพันธะไพ-พันธะไพจากวงเบนซีนของกรดอะมิโน Tyr158 และโครงสรางท่ี 24 ดังรูปท่ี 2b 

 

 

 
รูปที่ 1 การเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางกรดอะมิโนของโมเลกุล InhA และโคแฟกเตอร NAD+ กับ  

(a) โครงสราง 1 (b) โครงสราง 5 และ (c) โครงสราง 24 
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รูปที่ 2 การเกิดพันธะโคเวเลนตระหวางกรดอะมิโนของโมเลกุล InhA และโคแฟกเตอร NAD+ กับ  

  (a) โครงสราง 1 และ (b) โครงสราง 24 
 
2. การศึกษาวิธีการจําลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล 

ศึกษาโครงสรางที่เปลี่ยนไปตามเวลาที่สนใจท่ีทําใหโครงสรางเสถียรจากรูปที่ 3 คือโครงสราง 24 ที่มีคา
การยับยั้งอยูในกลุมสูงและพบวาเมื่อรันไป 25 นาโนวินาที โครงสรางไดคา RMSD ใกลเคียงกันนั้นแสดงถึงวา
โครงสรางมีความเสถียรและนําโครงสรางที่ 25 นาโนวินาที มาวิเคราะหอันตรกิริยาซ่ึงคาดวาเปนงานที่จะทําตอไป 

 
รูปที่ 3   ผลการศึกษาการเปลีย่นแปลงของโครงสรางตามระยะเวลาทีส่นใจ 
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อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 
 จากการศึกษาการวางตัวโดยวิธีโมเลกุลารดอกกิ๊งของสารยับยั้งและโมเลกุลเปาหมายโดยพิจารณา  
จากโครงสรางทั้งหมดและนํามาแสดงการวางตัวและอันตรกิริยาของสารยับยั้งตามคาการยับยั้งเปนกลุมไดแก  
คาการยับยั้งสูง กลางและต่ํา ซึ่งพบวาโครงสรางที่ 24 ที่ไดคาการยับยั้งสูงเกิดอันตรกิริยาท้ังพันธะไฮโดรเจน  
10 พันธะและพันธะไพ-พันธะไพ  1 พันธะ โครงสรางท่ี 1 พบพันธะไฮโดรเจน 6 พันธะและพันธะโคเวเลนต  
3 พันธะ ซึ่งโครงสรางที่ 1 คาการยับยั้งอยูในกลุมกลางและโครงสรางที่ 5 มีคาการยับยั้งอยูในกลุมต่ําและพบเพียง
พันธะไฮโดรเจน 5 พันธะเทานั้น ซึ่งทั้งนี้คาดวาโครงสรางท่ี 24 มีหมูแทนท่ีเมทิล (CH3) เกาะที่วงไพรอลทําใหเกิด
อันตรกิริยาสูงและนอกจากนี้มีอะตอมโบรมีนเกาะท่ีวงเบนซีน อีกดวยแตในโครงสรางท่ี 5 มีอะตอมโบรมีน
เชนเดียวกันแตมีอันตรกิริยานอยซึ่งทั้งนี้อาจเกิดจากการวางตัวของโครงสรางหรือการไมมีหมูแทนท่ีของเมทิล  
ทั้งนี้ไดศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางท่ีเวลาสนใจโดยวิธีการจําลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล  ซึ่งพบวาโครงสราง
ที่ 24 เสถียรที่ 25 นาโนวินาที ทั้งนี้จะนําโครงสรางมาท่ี 25 นาโนวินาที มาศึกษาอันตรกิริยาและนําโครงสรางอ่ืนๆ 
มาศึกษาดวยวิธีการนี้ตอไป 
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บทคัดย่อ 

  เช้ือ Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) เป็นสาเหตุหลักของวัณโรค (TB) โดย InhA เป็นเอนไซม์ที่มี
ความส าคัญต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis งานนี้ศึกษา 3D QSAR และศึกษาอันตรกิริยาด้วย
ระเบียบวิธีโมเลกุลาร์ด็อกกิ้ง เพื่อศึกษาความต้องการทางโครงสร้าง รูปแบบการจับและอันตรกิริยาที่ส าคัญของสารอนุพันธ์ 
benzohydrazide pyrrolyl และ pyrrolyl benzamide ในโพรงการจับ InhA จากผลศึกษาแสดงอันตรกิริยาแบบพันธะไฮโดรเจน
ระหว่าง Gly96 และ Met161 กับสารหมายเลข 18 ยังมีการเกิดอันตรกิริยาแบบพันธะไพ-ไพ ระหว่างวงอะโรมาติก Tyr158 และ 
ไพ–แคทไอออน เกิดอันตรกิริยาแบบระหว่างวงอะโรมาติกกับอะตอมไฮโดรเจนของ Phe149 นอกจากนี้ยังพบว่ามีอันตรกิริยาแบบ
ไฮโดรโฟบิกระหว่างสารหมายเลข18 23 และ 32 กับ Gly96, Phe97, Ala157, Tyr158, Met161, Ala198, Val203 และ Ile215 
ข้อมูลส าคัญของอันตรกิริยาระหว่างสารยับยั้งกับเอนไซม์ และความต้องการทางโครงสร้างที่ได้จากงานวิจัยนี้มีความส าคัญในการ
ออกแบบและพัฒนายาตัวใหม่เพื่อใช้ในการต้านเชื้อวัณโรค 
ค าส าคัญ  : เชื้อวัณโรค  3D QSAR  การค านวณโมเลกุลาร์ด็อกกิ้ง  InhA 
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Abstract 

  Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) is the causative agent of human tuberculosis (TB) and 
remains a major public menace. InhA is an enzyme which is important for the growth of bacteria Mycobacterium 
tuberculosis. This work 3D QSAR and molecular docking calculations were investigated. To study structural 
requirements, the binding mode and the crucial interactions of novel pyrrolyl benzohydrazide and pyrrolyl 
benzamide derivatives in InhA binding site. The obtained results showed hydrogen bond interactions between 
Gly96 and Met161 with compound 18, Pi-Pi interactions between aromatic ring Tyr158 and Pi-cation interactions 
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between aromatic ring with hydrogen atom of Phe149. Moreover, hydrophobic interactions between compound 
18, compound 23 and compound 32 and Gly96, Phe97, Ala157, Tyr158, Met161, Ala198, Val203 and Ile215 
residues were found. These information on the structure interactions between enzyme inhibitors with enzymes 
and structural requirements are valuable and important for the design process and the development of new 
drugs as anti-tuberculosis agents.  
Keywords  :  Mycobacterium tuberculosis,  3D QSAR,  molecular docking calculations,  InhA 
 
บทน า 
 วัณโรคเป็นโรคติดต่อที่เป็นสาเหตุหลักของการตายของประชากรทั่วโลกในปัจจุบัน และมีจ านวนของผู้ป่วยรายใหม่  
ที่เพ่ิมขึ้นทุกปี เป็นปัญหาหลักท่ีส าคัญในประเทศท่ีก าลังพัฒนา ด้อยพัฒนาและประเทศท่ีมีความหนาแน่นของประชากรสูง (Salla A 
Munro 2007) เอนไซม์ Enoyl-ACP reductase (InhA) เป็นเอนไซม์ที่มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย  
M. tuberculosis เนื่องจากเอนไซม์นี้เป็นหนึ่งในเอนไซม์ที่ท าหน้าในการสังเคราะห์กรดไขมัน mycolic acid ซึ่งเป็นองค์ประกอบ
หลักของผนังเชลล์ของเช้ือแบคทีเรียวัณโรคก่อโรค (Drugs., 2004) นอกจากนี้ยังเป็นเป้าหมายที่ส าคัญในการออกฤทธิ์ยับยั้งโรค 
วัณโรคของตัวยาหลักที่ใช้ในการรักษาคือยาไอโซไนอาซิด แต่อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพในการรักษาโรควัณโรคของตัวยา 
ไอโซไนอาซิดจะลดลง เนื่องจากการกลายพันธุ์ของเอนไซม์  KatG ที่ท าหน้าที่กระตุ้นตัวยาไอโซไนอาซิดให้อยู่ในรูปอนุมูลอิสระ 
เพื่อจับกับ NAD+ โคแฟกเตอร์ให้อยู่ในรูป adduct ที่จะสามารถยับยั้งเอนไซม์ InhA ได้ ซึ่งเป็นการยับยั้งด้วยวิธีทางอ้อม  
จากงานวิจัยก่อนหน้านี้มีการศึกษาสารอนุพันธ์ pyrrolyl benzohydrazide และ pyrrolyl benzamide และออกแบบเพื่อท าการ
สังเคราะห์พบว่าให้ผลดีในการยับยั้งโรควัณโรคในทางตรงโดยไม่ผ่านการกระตุ้นด้วยเอนไซม์ KatG (Joshi, Dixit, et al., 2017) 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีความต้องการที่จะน าสารอนุพันธ์ pyrrolyl benzohydrazide และ pyrrolyl benzamide มาศึกษาเพื่อใช้
ออกแบบและเป็นตัวต้นแบบในการยับยั้งเช้ือวัณโรคและเอนไซม์ InhA 
 
วิธีการวิจัย 

โครงสร้างเริ่มต้นของสารยับยั้งเอนไซม์ InhA ทั้งหมดได้จากการสร้างโดยใช้โปรแกรมโมเลกุลาร์โมเดลลิ่ง Gausview 
จากนั้นท าการค านวณปรับโครงสร้างที่เสถียรที่สุด (full geometrical optimization) ด้วยระเบียบวิธี Ab initio M062X/6-31G* 
(Jena, Waghmare, Kashikar, Kumar, & Harinath, 2014)  เมื่อท าการค านวณในขั้นตอนนี้เสร็จแล้ว จะได้โครงสร้างที่เสถียรแต่
ละโมเลกุล จากนั้นน าโครงสร้างเหล่านี้ไปใช้ในการค านวณด้วยวิธีการโมเลกุลารด์็อกกิ้ง การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างกบั
ค่ากัมมันตภาพในการยับยั้งแบบสามมิติ (3D-QSAR) โดยโครงสร้างของสารยับยั้งเอนไซม์ InhA แสดงดังตารางที่ 1 

 
การศึกษาความสัมพันธ์เชิงปริมาณระหว่างสมบัติทางโครงสร้างโมเลกุลกับค่ากัมตภาพในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพแบบสามมิติ 

การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างกับกัมมันตภาพในการยับยั้งแบบ  3D-QSAR ใช้วิธีวิเคราะห์เปรียบเทียบดัชนี
ความเหมือนเชิงโมเลกุล (Comparative Similarity Index Analysis, CoMSIA) (Ahamad, Islam, Ahmad, Dwivedi, & Hassan, 
2019) ซึ่งเป็นวิธีด้าน Computer-Aided Molecular Design ขั้นตอนส าคัญในการวิเคราะห์ทั้งสองวิธีนั้นอาจแบ่งได้เป็น 3 ขั้นตอน
คือ 
1. การวางโมเลกลุ (Alignment rule)  

ในวิธีการวิเคราะห์นั้นจะวางโมเลกุลทุก ๆ โครงสร้างภายในกล่องซึ่งมีขนาดที่ก าหนด ทั้งนี้ขั้นตอนนี้จัดว่าเป็นขั้นตอนที่
ส าคัญที่สุด โดยในการศึกษานี้จะใช้วิธีการวางโมเลกุลด้วยวิธีการน าเอารูปแบบการจับของสารอนุพันธ์ pyrrolyl benzohydrazide 
และ pyrrolyl benzamide โดยใช้วิธีการวางตัวซ้อนทับของโพรงการจับของตัวจับ 
2. การวิเคราะห์โดยวิธีคอมเซยี (CoMSIA Analysis)  

โมเลกุลที่ได้วางทับไปในขั้นตอนที่ 1 และจะถูกสร้างบริเวณใน 3 มิติ รอบ ๆ โมเลกุลเป็นโพรงผลึกลูกบาศก์ซึ่งจะท าให้ 
ได้จุดตัด (grid point) รอบโมเลกุลจ านวนมาก ซึ่งจุดตัดดังกล่าวนี้จะเป็นโพรบอะตอม (probe atom) ซึ่งการวิเคราะห์จะค านวณ
อันตรกิริยาระหว่างโพรบอะตอมกับโมเลกุลของตัวยับยั้งคือ  อันตรกิริยาสเตอริก อันตรกิริยาอิเล็กโตรสแตติก การให้โปรตอน  
(H donor) และการรับโปรตอน (H acceptor) จากนั้นค่าอันตรกิริยาดังกล่าวจะถูกบันทึกไว้ในตาราง เพื่อน าไปวิเคราะห์โดย
ระเบียบวิธี cross-validation และการถดถอยพหุคุณแบบพาร์เชียล (Partial Least Squares) 
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3. การแปรผล (Interpretation)  
การประเมินผลว่าแบบจ าลองใดที่ให้ผลการท านายค่ากัมมันตภาพดีที่สุดนั้นจะอาศัยค่าความสามารถในการท านาย  

(Predictive ability, q2) เป็นเกณฑ์ในการพิจารณาโดยค่า q2 ควรมีค่าสูงกว่า 0.6 และการแปรผลจะแสดงในรูปของภาพคอนทัวร์
ของสัมประสิทธ์ิ (coefficient contour map)  

 
การศึกษาด้วยระเบียบวิธีโมเลกุลาร์ด็อกกิ้ง  

โครงสร้างผลึก (X-ray crystallography) ของ InhA รหัส 2X23 ถูกน ามาใช้ศึกษาอันตริกิริยาที่ส าคัญในโพรงการจับ 
InhA ของสารอนุพันธ์ pyrrolyl benzohydrazide และ pyrrolyl benzamide ดังแสดงในตารางที่ 1 จากนั้นวิเคราะห์อันตรกิริยา
ที่ส าคัญ  
 
ตารางที่  1 แสดงโครงสร้างและค่ากัมมันตภาพในการยับยั้งของสารอนุพันธ์ pyrrolyl benzohydrazide และ pyrrolyl 
benzamide (Joshi et al., 2018; Joshi, Dixit, et al., 2017; Joshi, More, et al., 2017) 
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20* H H 
O O

NN

SH

 
1.6 5.23 

21 H H 
OHN

N

O

O

Br

Br

Br

Br  
6.25 5.01 

22 H H 
OHN

N

O

O

Cl

Cl

Cl

Cl  
6.25 4.88 

23 H H O

N

HN

O

O  
3.12 4.98 

24 CH3 CH3 OHN

N

O

O

Br

Br

Br

Br  
3.12 5.34 

25 CH3 CH3 OHN

N

O

O

Cl

Cl

Cl

Cl  
3.12 5.20 

26* CH3 CH3 O

N

HN

O

O  
6.25 4.72 

27 H H 
N
H

O
Cl

 
6.25 4.81 

28 H H O

N
H

F

 
3.12 4.95 

29 H H 
O

N
H

Cl
Cl

 
3.12 5.03 
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30 H H O

N
H

H2N

 
3.12 4.95 

31 H H O

N
H

O2N

 
3.12 4.99 

32* H H O

HN N
H

O

 
50 3.79 

33 H H O

HN N
H

O

Br  
3.125 5.09 

34 H H O

HN N
H

O

NO2  
12.5 4.45 

35 H H O

HN N
H

O

Cl  
6.25 4.74 

36 H H O

HN N
H

O

F  
12.5 4.41 

37 H H O

HN N
H

O

OH  
12.5 4.41 

38 H H O

HN N
H

O

OCH3  
12.5 4.43 

39 H H O

HN N
H

O COCH3

 
12.5 4.44 

40 H H O

HN N
H

O CH3

 
12.5 4.41 

41* H H O

HN N
H

O
H3C

 
12.5 4.41 

 
หมายเหตุ :* test set 
 
ผลการวิจัย 
การศึกษาความสัมพันธ์เชิงปริมาณระหว่างสมบัติทางโครงสร้างโมเลกุลกับค่ากัมตภาพในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพแบบสามมิติ 

ผลการศึกษา CoMSIA model ของสารอนุพันธ์ pyrrolyl benzohydrazide และ pyrrolyl benzamide จ านวน 41 
โครงสร้าง โดยเป็น training set จ านวน 35 โครงสร้าง test set 6 โครงสร้าง และ outlier 3 โครงสร้าง ดังตารางที่ 2 พบว่า 
แบบจ าลอง CoMSIA ที่ดีที่สุด คือ แบบจ าลองที่มีค่า q2 และค่า r2 เท่ากับ 0.722 และ 0.959 ตามล าดับ ซึ่งมีอัตราส่วนการมีส่วน
ร่วมของ สนามสเตอริก สนามอิเล็กโตรสแตติก  สนามไฮโดรโฟบิก  และสนามการให้โปรตอน คือ 4.09%, 12.06%, 11.46% และ 
10.97% ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 2 ผลการศึกษาของแบบจ าลอง CoMSIA model ที่ได้นี้ สามารถอธิบายความต้องการ 
ทางโครงสร้างของสารอนุพันธ์ pyrrolyl benzohydrazide และ pyrrolyl benzamide ได้ และเมื่อท าการทดสอบการท านายค่า 
กัมมตภาพในการยับยั้งที่ได้จาก CoMSIA model พบว่ามีความน่าเช่ือถือดังแสดงในรูปที่ 1(Ahamad et al., 2019)   

 
ตารางที่ 2 ค่าทางสถิติของการศึกษาแบบจ าลอง CoMSIA model 

Field type q
2
 r2 N S SSE F อัตราการมีส่วนร่วม 

S/E/H/HD 0.722 0.959 5 0.198 0.077 98.701 4.09%/ 12.06%/ 11.46%/ 10.97% 

หมายเหตุ : q2 คือ Predictive ability; N คือ optimum number of components; s คือstandard error of prediction; SEE คือ standard error 
of estimate; Fคือ F-test value; S คือ steric field; E คือ electrostatic field; H คือ hydrophobic field; HD คือhydrogen donor field; HA คือ 
hydrogen acceptor field 
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รูปที่ 1  กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่ากัมมันตภาพในการยับยั้งของสารอนุพันธ์สารอนุพันธ์  pyrrolyl benzohydrazide และ 
pyrrolyl benzamide ที่ได้จากการทดลองและท านายโดยแบบจ าลอง CoMSIA 
 

 
รูปที่ 2 แผนภาพคอนทัวร์สนามสเตอริก (A) สนามอิเล็กโตรสแตติก (B)  สนามไฮโดรโฟบิก (C)  สนามการให้โปรตอน (D) ที่ได้จาก
แบบจ าลอง CoMSIA ที่ดีท่ีสุด และ โครงสร้างทั่วไปของสารอนุพันธ์ pyrrolyl benzohydrazide และ pyrrolyl benzamide 
 

Model ที่ดีที่สุดน ามาท านายแผนภาพคอนทัวร์ของสารหมายเลข 18 เนื่องจากมีค่ากัมมตภาพในการยับยั้งสูงสุด รูปที่ 2 
แผนภาพคอนทัวร์สามารถแปรผลได้เพียงแผนภาพคอนทัวร์สนามอิเล็กโตรสแตติก ส่วนแผนภาพคอนทัวร์สนามสเตอริก  แผนภาพ
คอนทัวร์สนามไฮโดรโฟบิก และ แผนภาพคอนทัวร์สนามการให้โปรตอน ไม่สามารถน ามาแปรผลได้เนื่องจากมีการซ้อนทับกันของ 
สีคอนทัวร์  

พิจารณา R1 ซึ่งอยู่ใกล้ C1 โดยบริเวณC1 อยู่ใกล้คอนทัวร์สีแดงขนาดเล็กแสดงว่าหมู่แทนที่ R1 จะต้องเป็นหมู่ให้
อิเล็กตรอนจึงจะท าให้ C1 มีความเป็น negative charge หมู่ให้อิเล็กตรอนได้แก่ H, CH3, CH2CH3 เป็นต้น  

พิจารณา R3 คอนทัวร์สีน้ าเงินขนาดใหญ่แสดงว่าบริเวณตรงนั้นต้องเป็นหมู่ให้อิเล็กตรอนจึงมีความเป็นpositive charge 
หมู่ให้อิเล็กตรอนได้แก่ H, CH3, CH2CH3 เป็นต้น คอนทัวร์สีแดงขนาดใหญ่แสดงว่าบริเวณตรงนั้นต้องเป็นหมู่ดึงอิเล็กตรอนแสดงว่า
บริเวณนั้นชอบความเป็น negative charge หมู่ดึงอิเล็กตรอนได้แก่ O และ S เป็นต้น และคอนทัวร์สีแดงขนาดเล็กแสดงว่าบริเวณ
ตรงนั้นต้องเป็นหมู่ดึงอิเล็กตรอนแสดงว่าบริเวณนั้นชอบความเป็น negative charge หมู่ดึงอิเล็กตรอนได้แก่ F, Cl และ Br เป็นต้น 

 
การศึกษาอันตรกิริยาด้วยระเบียบวิธีโมเลคูลาร์ด็อกกิ้ง  
 ผลของอันตรกิริยาสารหมายเลข 18, 23 และ 32 ในโพรงการจับของ InhA (Schroeder, Basso, Santos, & de Souza, 
2005; Sink et al., 2015) พบว่าสารหมายเลข 18 นี้เกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับกรดอะมิโน Phe97, Ala157, Tyr158, 
Ala198, Val203 และIle215 มีการเกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน Gly96 และMet161 เกิดอันตรกิริยาแบบ
พันธะไพ-ไพ และไพ – แคทไอออน กับกรดอะมิโน Tyr158 และ Phe149 ตามล าดับ นอกจากน้ียังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิก
กับไพ – แคทไอออนกับโคแฟกเตอร์ ส่วนสารหมายเลข 23 เกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับกรดอะมิโน Phe97, Phe149, 
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Tyr158, Ala198 และVal203 มีการเกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน Tyr158, Pro193 และ Leu218 เกิดอันตร
กิริยาแบบพันธะไพ-ไพ และไพ – แคทไอออน กับกรดอะมิโน โคแฟกเตอร์ และ Lys165 ตามล าดับ(Sink et al., 2015) นอกจากนี้
ยังเกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับโคแฟกเตอร์ และสารหมายเลข 32 เกิดอันตรกิริยาชนิดไฮโดรโฟบิกกับกรดอะมิโน Gly96, 
Tyr158, Met161, Ala198, Val203 และIle215 มีการเกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน Pro193 เกิดอันตรกิริยา
แบบพันธะไพ-ไพโคแฟกเตอร์  และไพ – แคทไอออนกับกรดอะมิโน Lys165 และโคแฟกเตอร์ แสดงดังรูป 3 

 
รูปที่ 3 ลักษณะการวางตัวในโพรงการจับของเอนไซม์ InhA  สารหมายเลข 18 (A)   สารหมายเลข 23 (B)  และสารหมายเลข 32 
(C) 
 
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

ผลของแบบจ าลอง 3D-QSAR CoMISA พบว่ามีความต้องการทางโครงสร้างคือบริเวณ C1 จะต้องเป็นหมู่ให้อิเล็กตรอน 
จึงจะท าให้ C1 มีความเป็น negative charge ที่บริเวณ R3 คอนทัวร์สีน้ าเงินขนาดใหญ่ที่หมู่คาร์บอนิลแสดงว่าบริเวณตรงนั้น 
ต้องเป็นหมู่ให้อิเล็กตรอนจึงมีความเป็น positive charge คอนทัวร์สีแดงขนาดใหญ่ที่ต าแหน่งออกซิเจนที่หมู่คาร์บอนิลแสดงว่า
บริเวณตรงนั้นต้องเป็นหมู่ดึงอิเล็กตรอนแสดงว่าบริเวณนั้นชอบความเป็น negative charge นอกจากนี้ยังเกิดคอนทัวร์สีแดงขนาด
เล็กที่ต าแหน่งไฮโดรเจนในบริเวณวงเบนซีน แสดงว่าบริเวณตรงนั้นต้องเป็นหมู่ดึงอิเล็กตรอนแสดงว่าบริเวณนั้นชอบความเป็น  
negative charge เมื่อน าพิจารณาผลจากการศึกษารูปแบบการจับของสารสารอนุพันธ์ pyrrolyl benzohydrazide และ pyrrolyl 
benzamide ในโพรง InhA พบว่ามีอันตรกิริยาที่ส าคัญได้แก่ ไฮโดรโฟบิก พันธะไฮโดรเจน พันธะไพ-ไพ และไพ – แคทไอออน 
กับกรดอะมิโนและโคแฟกเตอร์ จากการจ าลองแบบและการออกแบบโมเลกุลในการศึกษานี้ช่วยให้เข้าใจความต้องการทางโครงสรา้ง
ที่ส าคัญในการยับยั้งเป้าหมายของโรควัณโรค ซึ่งในการศึกษานี้จะน าไปสู่การออกแบบสารยับยั้งตัวใหม่ที่ช่วยให้มีประสิทธิภาพ 
ในการยับยั้งสูงกว่าสารต้นแบบ 
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Serine/threonine protein kinase protein kinase B (PknB) of Mycobacterium tuberculosis with 

possible roles in a number of signaling pathways involved in cell division and metabolism. 

This enzyme has been identified as tuberculosis drug development target. In this study, 

HQSAR and 3D QSAR CoMSIA were applied to understand the structural requirement of 

quinazoline based PknB inhibitors. In addition, molecular dynamics simulations (MD 

simulations) were performed to evaluate the binding affinity in a series of quinazoline 

derivatives. The result indicated that the best QSAR models show reliable predictive ability. 

The predicted biological activity corresponded well to experimental result. MD simulation 

showed good correlation between experimental and calculated binding free energy using MM-

PBSA, MM-GBSA and waterswap calculations. Moreover, hydrogen bond interactions and 

hydrophobic interactions are crucial interactions between quinazoline derivatives in PknB 

binding pocket. Based on the integrated  results, it successfully provide fruitful information 

for design  of novel PknB inhibitors with highly and more potent as anti-tuberculosis agents. 
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Mycobacterium tuberculosis remains to be the major cause for tuberculosis. Enzyme Enoyl-

ACP reductase (InhA) of Mycobacterium tuberculosis is an enzyme which is important for 

the growth of bacteria. This work used molecular docking calculations to study the binding 

mode and the crucial interactions of novel pyrrolyl benzohydrazide and pyrrolyl benzamide 

derivatives in InhA binding site. The obtained results show that H-bonding interactions with 

Tyr 158 and cofactor NAD
+
 of compound 25. Cation-Pi interactions between aromatic ring of 

compound 3 with hydrogen atom of Lys165 was obtained. In addition, sigma-Pi interaction 

between aromatics ring of compound 3 with hydrogen atom of Met161 are important for 

binding in the active site of InhA. Moreover, hydrophobic interaction between ligand and 

Pro156, Ala157, Ile202 Val203 and Leu218 residues were found of compound 1, compound 

3 and compound 25. This information on the structure interaction between enzyme inhibitors 

and enzymes is important in the design and development of new drugs tuberculosis inhibitors. 
 

Keywords: InhA; Docking; Pyrrolyl benzohydrazide derivatives; Pyrrolyl benzamide derivatives 
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Mycobacterial enoyl-ACP-reductase (InhA) is an enzyme contributing in mycolic acids 

biosynthesis has been established as promising target of anti-tuberculosis drugs. In this study, 

4-thiazolidinone (rhodanine) inhibitors were selected to study the structural requirement and 

crucial interaction using molecular modelling techniques including 3D-QSAR CoMSIA 

approach, molecular docking calculations and molecular dynamics simulations. Molecular 

docking calculations were used to elucidate the key interactions for binding of these 

inhibitors in InhA binding pocket. The obtained results showed that hydrogen bond 

interaction between R substituent with Tyr158, Glu219 and NAD
+
 cofactor were found. 3D-

QSAR CoMSIA study was applied to investigate the structural requirement of 4-

thiazolidinone (rhodanine) inhibitors with reliable predictive ability (q
2
). Molecular dynamics 

simulations were performed to elucidate the binding interaction and binding free energy of 4-

thiazolidinone (rhodanine) inhibitors. Hydrogen bond interactions were found as the crucial 

interactions for binding in the InhA binding site. Binding free energy calculations based on 

MM-PBSA method corresponded well to the experimental value. The integrated result 

obtained from this study aid to better understand on the structural basis of 4-thiazolidinone 

(rhodanine) derivatives for rational design more potent InhA inhibitors as potential anti-

tuberculosis agents. 

 
 

 

 

Keywords:  Enoyl-ACP-reductase (InhA); 4-thiazolidinone (rhodanine) derivatives; Molecular dynamics 

simulations; Molecular docking calculations; 3D-QSAR 
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Abstract: Protein serine/threonine kinase B (PknB) is an essential serine/threonine kinase of 

M. tuberculosis, plays an important role in a number of signalling pathways involved in cell 

division and metabolism. However, PknB inhibitors show less potency against whole cell.  

To develop protein kinase B inhibitors as new potential anti-tuberculosis agents in class of            

4-oxo-crotonic acid derivatives, molecular docking calculations and molecular dynamic 

simulations (MD simulations) were applied to understand the crucial interactions, binding 

mode and binding energy of selected 4-oxo-crotonic acid derivatives. The results obtained 

from molecular docking calculations indicated that highly active compound form hydrogen 

bond interactions with back bone of Leu17 Val95 and Asp156 in the PknB binding pocket. 

Moreover, Van der Waals interactions with Tyr94 Val95 and Met145 in the PknB binding 

pocket were crucial for binding affinity. The binding mode and binding energy of highly 

active compound obtained from MD simulations was observed. The result can help for 

further design a novel anti-tuberculosis drug design. 
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Molecular dynamic simulations 
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Abstract: Enoyl ACP reductase, InhA has been identified as promising target for anti-

tuberculosis development. This enzyme is the binding pocket of isoniazid, the first line drug 

for anti-tuberculosis agents. However, the potency of isoniazid is decreased due to the 

mutation of activation enzyme, KatG. Pyrrolyl benzohydrazide derivatives were designed as 

new InhA inhibitors with moderate activities against InhA and mycobacterial cell. Herein, we 

aim to develop new highly potent InhA inhibitors based on pyrrolyl benzohydrazide 

derivatives. Molecular docking calculations were used to elucidate the key interactions for 

binding of these inhibitors in InhA binding pocket. The obtained results showed that 

hydrogen bond interaction between ligand and Pro156, Tyr158, Ala198, Val203 and NAD+ 

cofactor. Moreover, pi-pi interaction and hydrophobic interactions were improved the binding 

affinity of inhibitors in InhA binding site. Reiliable 3D-QSAR model was obtained based on 

q2 value. The structural requirement of pyrrolyl benzohydrazide derivatives were investigated 

based on QSAR contour maps. The integrated results from docking and QSAR in this work 

aided to rational design new and more potent InhA inhibitors in a series of pyrrolyl benzohydrazide 

as novel anti-tuberculosis agents. 
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Abstract: Benzimidazole derivatives are good candidates for anti-tuberculosis agents that 

display a promising potency for inhibition of InhA. In this work, molecular docking 

combined with bioisoester was applied to modification to gain new potential structure of this 

series. This derivative has   to same general structure but different R substituent. Cpd05 was 

highest active compound, Cpd32 and Cpd46 were moderate active compounds and Cpd55 

was less active compound were classified based on the predicted binding affinity. To gain 

more details of binding interactions new designed compounds, Molecular dynamic simulation 

of inhibitor-InhA was employed. The interactions Cpd 05, Cpd32, Cpd46 and Cpd55 with of 

amino acid surrounding the binding pocket of InhA enzyme were analyzed. Hydrogen bond 

interactions were found as the crucial interactions for binding in InhA binding site. These 

results lead to synthesis new series of benzimidazole derivatives. The biological activity of 

new synthesized compounds will be consecutively evaluated. 
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Benzimidazole derivative has been identified as new potential lead InhA inhibitors based on 

virtual screening and biological assay evaluations. This compound exhibited the good 

enzyme assay (IC50) and mycobacterial assay (MIC). To develop novel benzimidazole-

containing derivatives based InhA inhibitors, in silico based virtual screening was performed 

on ChemBridge database. Our finding indicated that the 5928640 is a potential candidate to 

be a novel InhA inhibitor benzimidazole-containing hit for further design.  Therefore, novel 

InhA inhibitors based on 5928640 derivatives were designed using bioisostere replacement 

combined with ADMET prediction and molecular docking calculations. MD simulations and 

waterswap calculations were applied to gain insight into the binding mode and key 

interactions for binding of 5928640 as well as the new designed 5928640 derivatives. The 

obtained results revealed that hydrogen bond interaction between benzimidazole core with 

Tyr158 is the key interactions of new benzimidazole-containing derivatives. In addition, 

hydrophobic interactions could be considered as the contribution for stabilizing the InhA-

ligand complex. Accordingly, the obtained results from this work aid to rational design of 

new benzimidazole-containing derivatives as new potential InhA inhibitors for mycobacterial 

drug development.      
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การอธิบายข้อมูลทางโครงสร้างของสารยบัยั้งเอนไซม์ InhA ส าหรบัสารตา้นโรควณัโรค:  
การออกแบบสารยับยั้งโดยอาศัยข้อมลูทางลิแกนด์และข้อมูลทางโครงสร้าง 
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บทคัดย่อ 
 ในงานวิจัยนี้ได้น าเอาระเบียบวิธีการทางด้านการออกแบบโมเลกุลด้วยการค านวณมาประยุกต์ใช้ในการค้นหา

และปรับเปลี่ยนสารยับยั้งของโมเลกุลเป้าหมายชนิดใหม่ที่มีศักยภาพในการยับ เอนไซม์อีโนอิลเอซีพีรีดักเตส หรือ
เอนไซม์ InhA ของเชื้อไมโคแบคทีเรียม ทูเบอร คูโลสิส ซึ่งเป็นเอนไซม์เป้าหมายในการออกฤทธิ์ยับยั้งของตัวยาหลัก
ในการรักษาโรควัณโรคอย่างยาไอโซไนอาซิด ซึ่งการดื้อต่อยาไอโซไนอาซิดเกี่ยวเนื่องจากการกลายพันธุ์ของเอนไซม์ 
InhA ในการพัฒนายาต้านโรควัณโรคซึ่งสารยับยั้งโรควัณโรคที่ถูกน ามาท าการศึกษาในการพัฒนาสารยับยั้งเชื้อโรค
วัณโรคคือ สารอนุพันธ์ heteroaryl benzamide ที่มีศักยภาพในการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ InhA ของเชื้อ 
ไมโคแบคทีเรียม ทูเบอร คูโลสิส ระเบียบวิธีการค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้ง การจ าลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล  
และการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างกับค่ากัมมันตภาพในเชิงสามมิติถูกประยุกต์ใช้เพื่อศึกษาข้อมูล 
ที่ส าคัญของตัวยับยั้งเอนไซม์ InhA ดังนั้น ข้อมูลที่ได้จากการศึกษา ท าให้ทราบถึงรูปแบบการวางตัวในโพรงการจับ
ของตัวยับยั้งอันตรกิริยาที่ส าคัญที่เกิดขึ้นในโพรงการจับและความต้องการทางโครงสร้างของสารอนุพันธ์ 
heteroaryl benzamide ที่เป็นตัวยับยั้งเอนไซม์ InhA ซึ่งเป็นแนวทางในการออกแบบตัวยับยั้งเอนไซม์ InhA  
มีศักยภาพสูงขึ้น  

ค าส าคัญ  : สารอนุพันธ์ heteroaryl benzamide  การค านวณโมเลคิวลาร์ด๊อกกิ้ง  การจ าลองแบบพลวัต 
         เชิงโมเลกลุ  การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างกับค่ากัมมันตภาพในเชงิสามมิติ 
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Abstract 
In this research, computer aided molecular design approaches were applied to investigate 

and optimization of novel drug targets due to high potential. Enoyl-ACP reductase (InhA) of 
Mycobacterium tuberculosis, has been shown to be the primary target of the isoniazid. The 
isoniazid resistance arises from the mutations of InhA. The developing new and more potent anti-
tuberculosis agents, which are selected the heteroaryl benzamide derivative as potential anti-
tuberculosis agents active against Mycobacterium tuberculosis InhA. Molecular docking 
calculations, molecular dynamics (MD) simulations and three dimensional quantitative structure 
activity relationships (3 D-QSAR) were applied to elucidate the important information of InhA 
inhibitors. Therefore, the important information from this studies were applied to understand the 
binding mode of inhibitors in binding pocket, the crucial interactions of inhibitors in binding pocket 
and the structure requirements of heteroaryl benzamide derivatives as InhA inhibitors provided 
guidelines for the design of new and more potent InhA inhibitors. 

Keywords  :  Heteroaryl Benzamide Derivatives, Molecular Docking Calculations, Molecular 
            Dynamics Simulations, Three Dimensional Quantitative Structure Activity 
            Relationship 
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การออกแบบโมเลกุลด้วยการค านวณของสารอนุพันธ์ 4 aminoquinolone piperidine amide                     
ซึ่งมีศักยภาพสูงในการยับยัง้โรควัณโรค 
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บทคัดย่อ 

โรควัณโรคเกิดจากเชื้อไมโครแบคทีเรียมทูเบอร์คูโลซิส (Mycobacterium tuberculosis) เอนไซม์ 
ดีคาร์พรีนิลฟอสโฟริล-เบต้า-ดี-ไรโบส-2-อิพิเมอเรส (DprE1) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการสังเคราะห์
ทางชีวภาพของ arabinogalactan ที่ผนังเซลล์ของไมโครแบคทีเรียม ทูเบอร์คูโลซิส และยังถูกค้นพบว่าเป็นเอนไซม์
เป้าหมายส าหรับการพัฒนาเป็นยับยั้งโรควัณโรค สารอนุพันธ์ 4 aminoquinolone piperidine amide เป็นสาร
ยับยั้งโรควัณโรคชนิดนอนโควาเลนต์ สารอนุพันธ์กลุ่มนี้ถูกพัฒนาเพื่อเป็นสารยับยั้งเอนไซม์ DprE1 อย่างไรก็ตาม
สารยับยั้งเอนไซม์ DprE1 ชนิดพัฒนาขึ้นมายังไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอ ดังนั้นในงานวิจัยนี้ระเบียบวิธี 3D-QSAR 
การค านวณโมเลคูลาร์ด๊อกกิ้ง การจ าลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล และการค านวณ fragment molecular orbital 
(FMO) ถูกประยุกต์ใช้เพื่อท าให้ทราบถึงความต้องการทางโครงสร้างและอันตรกิริยาที่ส าคัญของสารอนุพันธ์  
4-aminoquinolone piperidine amide ผลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้จะท าให้เข้าใจถึงความต้องการทางโครงสร้าง 
รูปแบบการจับ และอันตรกิริยาที่ส าคัญของสารอนุพันธ์ 4-aminoquinolone piperidine amide เพื่อใช้เป็น
แนวทางในการออกแบบสารยับยั้งโรควัณโรคให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น 

ค าส าคัญ  : เอนไซม์ดีคาร์พรีนิลฟอสโฟริล-เบต้า-ดี-ไรโบส-2-อิพิเมอเรส ไมโครแบคทีเรียมทูเบอร์คูโลซิส   
                3D-QSAR  การค านวณโมเลคูลาร์ด๊อกกิ้ง  การจ าลองแบบพลวัตเชิงโมเลกุล  การค านวณ fragment  
                molecular orbital   
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Computer Aided Molecular Design of 4-aminoquinolone piperidine amides 
Derivatives as Highly Potent Anti-Tuberculosis Agents 
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4 National Nanotechnology Center, 114 Thailand Science Park, Pathumthani, Thailand 
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Abstract 
  Tuberculosis (TB) is caused by Mycobacterium tuberculosis.  Decaprenyl phosphoryl-β-D-

ribose oxidase (DprE1) involved in arabinogalactan biosynthesis partway of M. tuberculosis cell wall 
has been identified as a promising target for anti-tuberculosis drug developments. A group of 
4  aminoquinolone piperidine amide derivatives were identified as noncovalent DprE1  inhibitors. 
These compounds were modified to increase their inhibitory activities against DprE1  as well as 
M. tuberculosis.  However, these DprE1 enzyme inhibitors are not efficient.   Therefore, in this 
research 3 D-QSAR, molecular docking calculations, molecular dynamic simulations, and fragment 
molecular orbitals were performed to elucidate the structural requirements and crucial interaction 
of 4  aminoquinolone piperidine amide derivatives. These results lead to better understanding of 
the structural requirement of  4 - aminoquinolone piperidine amide derivatives for designing 
effective anti-tuberculosis agents. 

Keywords  :  Decaprenyl phosphoryl-β-D-ribose oxidase (DprE1), M. tuberculosis, 3D-QSAR 
 Molecular Docking Calculations, Molecular Dynamic Simulations, Fragment 

            Molecular Orbitals Approach 
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การศึกษารูปแบบการจับและอันตรกิริยาที่ส าคัญของสารอนุพนัธ์ Pyrrolyl benzohydrazide 
โดยใช้ระเบียบวิธีการค านวณโมเลกลุาร์ดอ๊กก้ิงและการจ าลองแบบทางพลวัตเชิงโมเลกุล 
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บทคัดย่อ 
 M. tuberculosis เป็นแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุหลักในการเกิดวัณโรคซึ่งมี Enoyl ACP reductase (ENR) 

หรือ InhA เป็นเอนไซม์ส าคัญในการสังเคราะห์กรดไขมันที่เป็นส่วนประกอบหลักของแบคทีเรีย ดังนั้นเอนไซม์ InhA 
จึงเป็นเป้าหมายในการพัฒนาเพื่อยับยั้งวัณโรค ปัจจุบันมียาไอโซไนอะซิด เป็นยายับยั้ง M. tuberculosis แต่พบว่า
เมื่อใช้ยาไอโซ-ไนอะซิดต่อเนื่องจะเกิดการดื้อยาซึ่งสาเหตุเกิดจากการกลายพันธุ์ของ KatG งานวิจัยนี้ 
จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาประสิทธิภาพของตัวยับยั้งเอนไซม์ InhA โดยมีอนุพันธ์ของ Pyrrolyl benzohydrazide 
เป็นพื้นฐานและใช้วิธีโมเลกุลาร์ด๊อกกิ๊งเพื่อศึกษาอันตรกิริยาระหว่างสารกลุ่มยับยั้งกับ InhA เป้าหมาย ซึ่งพบว่า 
สารยับยั้งเกิดอันตรกิริยากับกรดอะมิโนใน InhA ได้แก่ พันธะไฮโดรเจนที่ Pro156 Tyr158 Ala198 Val203 และ
โคแฟกเตอร์ NAD+ และพันธะไพซึ่งเป็นอันตรกิริยาที่จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพระหว่างสารกลุ่มยับยั้งและโมเลกุล 
InhA ได้และใช้วิธีการจ าลองแบบทางพลวัตเชิงโมเลกุลเพื่อศึกษาโครงสร้างที่เปลี่ยนแปลงตามระยะเวลาที่ท าให้
โครงสร้างเสถียรที่สุด ซึ่งจากการวิเคราะห์ร่วมกันสามารถน ามาออกแบบโครงสร้างใหม่เพื่อยับยั้งเอนไซม์ InhA 
ได้อย่างสมเหตุสมผล 

ค าส าคัญ  : วณัโรค  โมเลกุลาร์ด๊อกกิง๊  วิธีการจ าลองแบบทางพลวัตเชิงโมเลกุล 
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Elucidating of Binding Modes and Crucial Interactions of Pyrrolyl Benzohydrazide 
using Molecular Docking Calculations and Molecular Dynamic Simulations Approaches 
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Abstract 
  M. tuberculosis is a cause of tuberculosis. The Enoyl ACP reductase (ENR) or InhA. InhA is 

an important enzyme for synthesis fatty acid of a bacteria cell. Nowadays, isoniazid (INH) is  a drug 
target for treatment of active tuberculosis infections, but mutation of KatG to resistance INH. In this 
study, molecular docking calculations and molecular dynamic simulations were applied to 
elucidate the binding modes and crucial interactions between pyrrolyl benzohydrazide derivatives 
in InhA binding pocket. The obtained results provided that hydrogen bond interaction between 
ligand and Pro156, Tyr158, Ala198, Val203 and NAD+ cofactor. Moreover, pi-pi interaction was 
improved the binding affinity of inhibitors in InhA binding site. The integrated results obtained from 
this study aided by the rational design of new and more potent InhA inhibitors. 

Keywords  :  Tuberculosis, Molecular Docking Calculations, Molecular Dynamics Simulations  
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การออกแบบยาโดยอาศัยโครงสรางของสารอนุพันธควินาโซลิน ซึ่งเปนการยับยั้งโรควัณโรค  
ที่มีศักยภาพสูง: การคํานวณโมเลคูลารดอกก้ิง 

ฑิมพิกา พรพรม1 บัณฑิต คําศร1ี บงกชวรรณ พาคาํวงค1 ภาพตะวัน ทองดี1 นฤดล ภูศร1ี  ชญาณิลห หาญวลินโรจน1  
กัมปนาท ฉายจรัส1  นิธิมา สุทธิพนัธุ2 พฤทธิ์ คําศรี3 อรดี พันธกวาง3 พัชรีนารถ ทรัพยอาภากรณ4 สุภา หารหนองบวั4 

พจนีย ศรีมาโนชญ5 คมสันต สุทธิสินทอง6  และ พรพรรณ พึ่งโพธ์ิ1* 

1ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 
2คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี  

3ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนครพนม 
4ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

5คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ศูนยรงัสิต  
6ศูนยนาโนเทคโนโลยีแหงชาต ิอุทยานวิทยาศาสตรประเทศไทย 

*E-mail: pornpan_ubu@yahoo.com (Corresponding author) 

บทคัดยอ 

เอนไซม PknB ซึ่งเปนเอนไซมที่สําคัญของเชื้อวัณโรค M. tuberculosis มีบทบาทสําคัญหลายวิธี 
ในการสงสัญญาณท่ีเกี่ยวของกับการแบงเซลลและกระบวนการเมตาบอลิซึม อยางไรก็ตามจนถึงตอนนี้   สารยับยั้ง 
PknB ศักยภาพตํ่าในการออกฤทธ์ิยับยั้งเซลล เพื่อพัฒนาสารยับยั้งเอนไซม PknB ตัวใหมที่มีศักยภาพในการ 
เปนสารยับยั้งโรควัณโรค ระเบียบวิธีการออกแบบโมเลกุลโดยอาศัยโครงสรางของตัวจับ การคํานวณโมเลคูลาร  
ดอกกิ้งถูกประยุกตใช  เพื่อทําใหเขาใจถึงอันตรกิริยาท่ีสําคัญ และรูปแบบการจับของสารอนุพันธควินาโซลิน 

ซึ่งเปนสารยับยั้งเอนไซม PknB ผลจากการศึกษาพบวาระเบียบวิธีการคํานวณโมเลคูลาร ดอกก้ิงใหคา 
ความนาเชื่อถือจากการคํานวณโดยพิจารณาจากคา RMSD ซึ่งมีคาเทากับ 1.27 อังสตรอม เมื่อทําการวิเคราะห
อันตรกิริยาที่สําคัญของสารอนุพันธควินาโซลินพบวา เกิดอันตรกิริยาชนิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน Leu17 
Val95 Gly97 และ Asp102 ในโพรงการจับของเอนไซม PknB นอกจากนี้  ยังพบอันตรกิริยาแบบแวนเดอวาลส 
กับกรดอะมิโน Val25 Val98 และ Ala142 ในโพรงการจับของเอนไซม PknB ดังนั้นขอมูลที่ไดจากผลการศึกษา
วิธีการคํานวณโมเลคิวลารดอกกิ้งทําใหเขาใจถึงความตองการทางโครงสรางของสารอนุพันธควินาโซลินสําหรับ  

การออกแบบสารยับยั้งเอนไซม PknB ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งวัณโรคที่สูงขึ้น 

คําสําคัญ  : สารอนุพันธควินาโซลิน  ไมโครแบคทีเรียมทูเบอรคูโลซิส  การคํานวณโมเลคูลารดอกก้ิง  
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Abstract 

  PknB, an essential serine/threonine kinase of M. tuberculosis, plays an important role in a 

number of signaling pathways involved in cell division and metabolism. However, up to now, PknB 

inhibitors show less potency against whole cell. To develop protein kinase inhibitors as new 

potential anti-tuberculosis agents, structure based drug design based on molecular docking 

calculations was applied to understand the crucial interactions and binding mode of quinazoline 

derivatives as PknB inhibitors. Molecular docking calculations were evaluated in terms of the root 

mean square deviation (RMSD) between the docked and observed X-ray conformations of PknB 

inhibitor in its binding pocket. The RMSD value with 1.27 angstrom was deemed acceptable. 

For all compounds, the ligand pose with the lowest final docked energy was selected as the best 

binding mode of these potential PknB inhibitors. The results indicated that highly potent inhibitors 

showed important hydrogen bond interactions with back bone of Leu17 Val95 Gly97 and Asp102 

in the PknB binding pocket. Moreover, Van der Waals interactions with Val25 Val98 and Ala142 in 

the PknB binding pocket were crucial for binding affinity. Therefore, molecular docking calculations 

aids to a better understanding of structural requirements of quinazoline derivatives for rational 

design with more potent PknB inhibitors as potential anti-tuberculosis agents. 

Keywords  :  Quinazoline Derivatives, M. tuberculosis, Molecular Docking Calculations 
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