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งานวิจัยน้ีเปนพัฒนาวิธีการ Immobilized เอนไซม pfDHFR บน solid support เพ่ือใช
ในการคัดเลือกสารที่คุณสมบัติที่ดีในการจับเอนไซม pfDHFR จาก Combinatorial library  โดย
ไดทําการเตรยีมเอนไซม pfDHFR ที่มีกรดอะมิโน cysteine ที่ปลาย C-terminal เพ่ีอนําไปตรึง
บนเจล thiopropyl-Sepharose โดยเชื่อมดวยพันธะ S-S   ปริมาณของเอนไซมที่ติดบนเจลวัด
ไดประมาณ 4-5 มิลลิกรัมตอเจลแหง 1 กรัม  โดย activity ของเอนไซมที่ติดบนเจล 
(immobilized enzyme) มีคาใกลเคียงกบัเอนไซมอิสระหลังจากที่ตัดออกจากเจลแลว  นํา 
immobilized เอนไซมที่เตรยีมไดน้ีไปใชในการคัดเลือกตัวยบัยั้งที่ดีออกจากหองสมุดเชิงรวม
โดยอาศัยความสามารถที่แตกตางกันในการจับตัวของเอนไซมกับตวัยับยั้งแตละตัว  เม่ือ
วิเคราะหหาชนิดและปริมาณของตัวยับยัง้ที่ไมถูกเอนไซมจับดวยเครื่อง HPLC-MS ก็จะรูวาตัว
ยับยั้งตวัใดทีมี่ความสามารถจับกับเอนไซมไดดี  โดยสามารถยืนยันไดจากผลการวิเคราะหตวั
ยับยั้งที่ถูกเอนไซมจับไว ซ่ึงจะถูกทําใหหลุดออกจากเอนไซมโดยกัวนิดีนไฮโดรคลอไรด 
(guanidine hydrochloride) 
 
คําหลัก :  Immobilized เอนไซม, พลาสโมเดียม ฟลซิพารัม ไดไฮโดรโฟเลตรีดักเตส, 

หองสมุดเชิงรวม, ตัวยบัยั้งเอนไซมไดไฮโดรโฟเลตรีดักเตส 



Abstract 
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In this study, the method for immobilization of pfDHFRs onto the solid support 
has been developed for the selection of tight-binding inihibitors from combinatorial 
library.  pfDHFRs with cysteine residue at the C-terminal have been prepared in order 
to immobilize to a thiopropyl-Sepharose gel via S-S linkage.  The amount of 
immobilized DHFRs was estimated to be 4-5 mg/g of dried gel, and the activities of the 
bound DHFRs were comparable to that of the free enzymes.  The prepared immobilized 
enzyme has been used for the selection of tight-binding inhibitors from the combinatorial 
library, based on the affinities of each inhibitor with the enzyme.  Free inhibitors were 
then identified and analyzed quantitatively by high performance liquid chromatography-
mass spectrometry (LC-MS) and the components with high binding affinity of the library 
could thus be realized.  Results could be confirmed by quantitative analysis of the 
bound inhibitors released from the enzyme by guanidine hydrochloride treatment. 
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Executive Summary 
 

ไดทําการเตรียมเอนไซม double mutant pfDHFR (C59RS108N) 2 ชนิด ชนิดแรก C-
terminal ตอกับกรดอะมิโนอกี 8 ตัวของ junction region เพื่อใหมีปลายที่เปน cysteine (NCR1) และ 
อีกชนิดหนึ่งจะเปลี่ยนกรดอะมิโน 3 ตัว กอนที่จะถึงปลาย cysteine เปน glycine (NGCR3) โดยไดตอ
เอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้เขากับเจล Thiopropyl Sepharose 6B ดวยพันธะ S-S พบวาปริมาณของ
เอนไซม NCR1 ที่เกาะบน solid support คอื 5 mg ตอ 1 g ของ solid support และมี specific 
activity คือ 27  สวนปริมาณของเอนไซม NGCR3 ที่เกาะบน solid support คือ 4 mg ตอ 1 g ของ 
solid support  และมี specific activity คือ 21 ซึ่งใกลเคียงกับ free เอนไซม ที่ไดจาการตัดเอนไซม
ออกจาก solid support คือ 40.7 และ 38.3 สําหรับเอนไซม NCR1 และ NGCR3 ตามลําดับ แสดงวา 
side chain ของกรดอะมิโนทีติ่ดกับพันธะ s-s ที่ตอกับ solid support ไมมีผลกับ การยดึติดและ 
activity ของเอนไซม  ดังนัน้จงึเลือกเอนไซม NCR1 ซึ่งเปนเอนไซมที่ไมมีการปรับเปลี่ยนกรดอะมิโน
ใดๆไปใชในการคัดเลือกตัวยั้บยั้งเอนไซมจากหองสมุดเชิงรวม  

เพื่อทดสอบวา immobilized เอนไซมที่เตรยีมไดสามารถคัดเลือกสารจากของผสมระหวาง
ตัวยับยั้งไดตามทฤษฎี จึงไดนําเอนไซมที่เตรียมได (NCR1) มาไทเทรตกับสารละลายผสมของ พริิ
เมทธามีน ไตรเมทโทรพริม และ ไซโคลกัวนลิ ที่มีจํานวนโมลที่เทาๆกัน โดยมีอัตราสวนระหวาง
เอนไซมกับตัวยับยั้งตางๆกัน คือ 0, 0.5, 1, 2, 3 และ 3.75 แลวหาปริมาณตัวยับยั้งที่ไมไดถูกจับกับ
เอนไซมโดยใช HPLC  ซึ่งก็พบวาเอนไซมสามารถเลือกจับตัวยับยั้งไดตามทฤษฎี คือ ถาเอนไซมมี
ปริมาณนอยกวาตัวยับยั้งก็จะเลือกจับ ไซโคลกัวนิล ซึ่งมคีา Ki ตํ่าที่สุดกอน (42.6 nM) และเมื่อ
เอนไซมมีปริมาณมากขึ้น ก็จะเลือกจับ พิริเมทธามีน และ ไตรเมทโทรพรมิ ซึ่งมีคา Ki สูงขึ้น 
ตามลําดับ (53.9 และ 242.1 nM) นอกจากนี้เมื่อใชพิริเมทธามีนเปน reference ยังสามารถคํานวณหา
คา Ki ของ ไซโคลกัวนิล และ ไตรเมทโทรพริม ไดใกลเคียงกับคาที่วัดโดยวิธีปกติคือ 33.3 และ 270.9 
nM   

นํา immobilized เอนไซมที่เตรียมไดนี้ไปใชคัดเลือกตัวยับยั้งจากหองสมุดเชิงรวมที่เตรียม
ขึ้นทั้ง 2 กลุม   จาก library แรกที่เตรียมโดยการนําสารที่สังเคราะหและวัดคา Ki ทีละตัวมาผสมกัน 
พบวา %binding ของสารกับเอนไซมจะแปรผันตามคา Ki ของสาร และคา Ki ที่คํานวณไดใกลเคียง
กับคาที่ไดจําการวัดโดยวิธีตามปกติ  และจากทั้ง 2 library นี้จะเห็นวาตัวยับยั้งในกลุมที่มีความ
ยืดหยุนนี้จะมคีา Ki ที่ตํ่ากวาสารที่ไมมีความยืดหยุนเชน พิริเมทธามีนและไซโคลกัวนิล ดังนัน้สารใน
กลุมนี้จึงมีความนาสนใจและมีศักยภาพที่นาจะศึกษาเพื่อเปนยาตานมาลาเรียสําหรับเชื้อที่ดื้อยาตอไป 



เนื้อหางานวิจยั 
 

มาลาเรียเปนโรคที่มีความสําคัญมากโรคหนึ่งของประเทศในแถบเขตรอนรวมทั้งในประเทศไทยดวย  
เชื้อมาลาเรียที่ทําใหเกิดโรคในคนนั้นมี 4 สายพันธุ คือ falciparum, vivax, ovale และ malrae ชนิด 
falciparum, vivax นั้นพบไดมากทีสุด แตชนิด falciparum จะรุนแรงทีสุ่ดและทําใหถึงตายได สวน 2 ชนิด
หลังนี้พบไดคอนขางนอยและไมรุนแรงมากนัก   ปญหาของโรคมาลาเรียก็คือ เชื้อมาลาเรียเกิดมีการกลาย
พันธุขึ้นหลายชนิดทําใหเชื้อด้ือตอยาที่ใชในการรักษา และการดื้อยาของเชื้อก็ไดขยายวงกวางขึ้นอยาง
รวดเร็ว จึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตองรีบพัฒนาหายาตานมาลาเรียตัวใหมๆเพื่อนํามาใชกับเชื้อที่ดื้อยาเหลานี้  
ยาตานมาลาเรียแตละชนิดจะมีเปาหมายในการทําลายเชื้อมาลาเรียที่แตกตางกัน แตเปาหมายหนึ่งที่มผีู
ศึกษาคนควากันมานานก็คือ เอนไซมไดไฮโดรโฟเลตรีดักเตส (DHFR) ซึง่เปนเอนไซมที่มีความสําคัญตอ
การดํารงอยูของเชื้อมาลาเรีย เนื่องจากมีหนาที่สําคัญในกระบวนการชีวสังเคราะหของ Thimidylate ที่มี
ความจําเปนในการสราง DNA ดังนั้นหากสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมนีไ้ดก็จะทําใหเชื้อมาลาเรีย
ตายดวยเชนเดียวกัน เอนไซม DHFR นี้จึงเปนเปาหมายที่นาสนใจในการพัฒนายาตานมาลาเรีย โดยสารใน
กลุมนี้จะเรียกวา แอนติโฟเลต (antifolate)   

แตเดิมการพัฒนาหายาตัวใหมๆจะใชวิธีการสังเคราะหและทดสอบสารทีละตัวๆ  ซึ่งเปนวิธีการที่
สิ้นเปลืองแรงงานและเวลาเปนอยางมาก แตไมนานมานี้ไดมีการนําเทคนิคใหมที่เรียกวา “Combinatorial 
Synthesis” มาใช  วิธีการนี้เปนการสังเคราะหที่ทําใหไดสารที่มีโครงสรางหลากหลายในคราวเดียวกันและได
กลุมของสารที่เรียกวา “Library” อยางไรก็ดปีญหาของวิธีการนี้คือการคัดเลือก (screen) เอาสารที่มีฤทธิ์ที่ดี
ออกจากกลุมของสารที่เตรียมได (library) 

ในงานวิจัยที่ผานมากลุมของผูวิจัยไดทําการพัฒนาหาสารตานมาลาเรียในกลุมของสารพวก
แอนติโฟเลตของเชื้อ Plasmodium falciparum (pfDHFR) โดยอาศัยความเขาใจเกี่ยวกับการจับตัวกัน
ของ ตัวยับยั้งกับเอนไซมในบริเวณ active site เพื่อปรับปรุงโครงสรางของตัวยับยั้งใหสามารถจับกับ
เอนไซมที่กลายพันธุไดดีขึ้น และไดนําเทคนิค Combinatorial Synthesis มาใชในการสังเคราะหดวย 
ซึ่งกลุมวิจัยของ ศ.ดร.ยงยุทธ ไดพัฒนาเทคนิคที่ใชในการคัดเลือกสารที่มีคุณสมบัติที่ดีในการจับและ
ยับยั้งเอนไซม pfDHFR ออกจากกลุมของสารที่เตรียมได (Library) โดยนําเอนไซม DHFR ในรูปของ
เอนไซมอิสระมาทําการคัดเลือก  สารที่มีความสามารถในการจับกับเอนไซมไดดีก็จะถกูเอนไซมจับไว
สวนสารที่ไมถูกเอนไซมจับกจ็ะถูกแยกออกไปโดยวิธี ultrafiltration และทําการตรวจวัดปริมาณสารที่
เหลือจาก filtrate และสารที่ถกูเอนไซมจับไวโดยใชเทคนิค HPLC-MS แตเนื่องจากวิธีนี้ไมสามารถนาํ
เอนไซมกลับมาใชใหมได  ในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาวิธีการ immobilized เอนไซม pfDHFR บน 
solid support เพื่อนํามาใชเปนตัวคัดเลือกสารจาก combinatorial library โดยวิธีการนีจ้ะทําในรูปของ 
solid phase และจะทําใหสามารถนําเอนไซมกลับมาใชในการคัดเลือกครัง้ตอไปได  นอกจากนี้ยัง
สามารถนํา immobilized เอนไซมนี้ไปใชในการทดสอบความจําเพาะของความสามารถในการจับของ
ตัวยับยั้งกับเอนไซม DHFR ระหวางของเชือ้มาลาเรียและของคนอีกดวย 
 



1. การเตรียมเอนไซม 
การตรึงเอนไซมเขากับ solid support นั้นตองคํานึงถึงความยืดหยุนของเอนไซมในชวงกอนที่

จะถึง solid support เพื่อมิใหสูญเสียคุณสมบัติในการเปนเอนไซมไป ดังนั้นในการเตรียมเอนไซมจงึ
ตองเพิ่มตัวเชื่อมคือกรดอะมโินบางตัวเขาไปที่ปลายเพื่อใหเกิดความยืดหยุนเพียงพอ และใหมีปลาย 
C-terminal เปน cysteine เพื่อใหมีกลุม –SH เพื่อใชในการตอเขากับ solid support และเนื่องจาก 
pfDHFR เปน bifunctional enzyme ที่เชื่อมติดกับเอนไซม ไทมไิดเลส ซินเทส ดวยสวนที่เรียกวา 
junction region ดังนั้นเพือ่คงธรรมชาติเดิมของเอนไซมไวจึงเริ่มตนดวยการออกแบบเอนไซมที่ตอ
ดวยกรดอะมิโนในสวนของ junction region  โดยเตรียมเอนไซม double mutant pfDHFR ขึ้นมา 2 
ชนิดคือ ชนิดแรก (NCR1) ปลายของยีนจะตอดวยกรดอะมิโนในสวนของ junction region  8 ตัว ซึ่ง
ตัวที่ 8 จะเปน cysteine  พอดี สวนอกีชนิดหนึง่ (NGCR3) จะเปลี่ยนกรดอะมิโน 3 ตัวกอนถึง 
cysteine ใหเปน glycine เพื่อลดความเกะกะของ side chain  การโคลนยีนของเอนไซม pfDHFR จะ
ใชเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) แลวนําชิน้ยีนที่ไดโคลนเขา pET-17b plasmid และ
นําเขาสู E.coli (BL21)DE3pLysS เพื่อทําการผลิตเอนไซมใหไดจํานวนมากๆ  ซึ่งเอนไซมเหลานีจ้ะ
ถูกทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี methotrexate-affinity โครมาโตรกราฟ  [Sirawaraporn W, Prapunwattana 
P, Sirawaraporn R, Yuthavong Y, Santi DV.  The dihydrofolate reductase domain of 
Plasmodium falciparum thymidylate synthase-dihydrofolate reductase: gene synthesis, 
expression, and anti-folate resistant mutants. J Biol Chem 1993; 268: 21637-21644.]  เนื่องจาก
ในขั้นตอนการเตรียมเอนไซมจะมีการเติมตัวรีดิวส คือ dithiothreitol (DTT) จึงตองทําการแยกเอาตัว
รีดิวสออกกอนที่จะนําไปตอกับ solid support โดยผานคอลัมน Sephadex G25 อีกครั้งหนึ่ง เพื่อ
ไมให DTT ไปรีดิวสพันธะ s-s ระหวางเอนไซมกับ solid support 
 
2. ทดสอบ activity ของเอนไซมที่เตรียมได 

 โดยทดสอบกับ substrate ซึง่ก็คือไดไฮโดรโฟเลต โดยม ีNADPH เปน co-factor แลววัดการ
เปลี่ยนแปลงทาง kinetic ของ NADPH ดวย UV-VIS spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 340 nM 
โดยในปฏิกิริยา จะประกอบดวย 100 mM H2folate, 100 mM NADPH, 50 mM TES, pH 7.0, 75 
mM β-mercaptoethanol, 1 mg/ml bovine serum albumin and ~0.005-0.01 Unit of purified 
enzyme   

 - Specific activity ของเอนไซม NCR1 คือ  71.8 
 - Specific activity ของเอนไซม NGCR3 คือ  80.3 
 

 เอนไซมที่เตรยีมไดทั้ง 2 ชนิดนี้ ม ีSpecific activity ใกลเคียงกับเอนไซม double mutant ที่
ไมไดผานการดัดแปลงใดๆ (90.1) แสดงวากรดอะมิโนที่ตอเขาไปที่ปลายยีนและ DTT ที่กําจัดออกไป
ไมทําใหคุณสมบัติการเปนเอนไซมเปลี่ยนแปลงมากนัก  ดังนั้นจึงนําเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ไปใชในการ
ตรึงกับ solid support 
 



3. Immobilized เอนไซม pfDHFR บน solid support 
Immobilized เอนไซม pfDHFR ที่โคลนไดโดยใช Thiopropyl Sepharose 6B เปน solid 

support ซึ่งจะตอเชื่อมกันดวยพันธะ S-S โดยการ incubate เอนไซมกบั Thiopropyl sepharose 6B 
ใน 20 mM phosphate buffer pH7 ที่ประกอบดวย 0.1 mM EDTA, 50 mM KCl, 20% glycerol โดย
บัฟเฟอรนี้จะตองกําจัด O2 ออกดวยการ bubble N2 ลงไปกอนการใชงานทุกครั้ง จากนั้นจึงวิเคราะห
หาปริมาณเอนไซมที่เกาะบน solid support ดวยวิธี titration-based โดย incubated solid support 
(10 mg) กับเอนไซมที่ปริมาณตางๆกัน แลว plot กราฟระหวาง activity ของเอนไซมใน solution 
phase (เอนไซมที่ไมจับกับ solid phase) กับปริมาณของเอนไซมที่ใสลงไป  ซึ่งเมือ่เอนไซมถึงจดุ
อิ่มตัวกราฟระหวาง activity และปริมาณเอนไซมจะเพิ่มขึ้นเปนเสนตรง เมื่อลากเสนตรงผานแกน
ปริมาณเอนไซมก็จะไดปริมาณของเอนไซมที่เกาะบน solid support  

 
-  วิเคราะหหาปริมาณเอนไซม NCR1 ที่เกาะบน solid phase ไดดังกราฟ 
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พบวาปริมาณของเอนไซม NCR1 ที่ยึดติดบน solid support คือ 5 mg ตอ 1 g ของ solid 

support  
-  วิเคราะหหาปริมาณเอนไซม NGCR3 ที่เกาะบน solid phase ไดดังกราฟ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
พบวาปริมาณของเอนไซม NCR1 ที่ยึดติดบน solid support คือ 4 mg ตอ 1 g ของ solid 

support 
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4. ทดสอบ activity ของ immobilized เอนไซมที่เตรียมได  
โดยวัดการเปลี่ยนแปลงทาง kinetic ของ NADPH ดวย UV-VIS spectrophotometer ที่ความ

ยาวคลื่น 340 nM พบวา 
- Specific activity ของ immobilized เอนไซม NCR1 คือ  27 
- Specific activity ของ immobilized เอนไซม NGCR3 คือ  21 
นอกจากนี้ยังไดทําการตัดเอนไซมจาก solid support โดยใช β-mercaptoethanol และวัด 

activity ของ free เอนไซม พบวา  
- Specific activity ของ free เอนไซม NCR1 คือ  40.7 
- Specific activity ของ free เอนไซม NGCR3 คือ  38.3 
ซึ่งคา activity ของ free เอนไซมใกลเคียงกับ activity ของ immobilized เอนไซมที่เตรยีมได 

นอกจากนี้ปริมาณของเอนไซมที่ยึดติดบน solid support และ activity ของเอนไซมทัง้ 2 ชนิดมีคา
ใกลเคียงกัน แสดงวา side chain ของกรดอะมิโนที่ติดกับพันธะ s-s ที่ตอกับ solid support ไมมีผล
กับ การยึดติดและ activity ของเอนไซม  ดังนั้นจึงเลือกเอนไซม NCR1 ซึ่งเปนเอนไซมที่ไมมีการ
ปรับเปลี่ยนกรดอะมิโนใดๆไปใชในการคัดเลือกตัวยั้บยั้งเอนไซมจากหองสมุดเชิงรวม  
 
5. ทดสอบเทคนิคที่ใชในการคัดเลือกสารจากหองสมุดเชิงรวมของ immobilized เอนไซม 

เพื่อทดสอบวา immobilized เอนไซมที่เตรยีมไดสามารถคัดเลือกสารจากของผสมระหวางตัว
ยับยั้งไดตามทฤษฎี จึงไดนําเอนไซมที่เตรียมได (NCR1) มาไทเทรตกับสารละลายผสมของ พริิเมทธา
มีน (Pyr) ไตรเมทโทรพริม (Tmp) และ ไซโคลกัวนิล (Cyc) ที่มีจํานวนโมลที่เทาๆกัน โดยมีอัตราสวน
ระหวางเอนไซมกับตัวยับยั้งตางๆกัน คือ 0, 0.5, 1, 2, 3 และ 3.75 แลวหาปริมาณตัวยับยั้งที่ไมไดถกู
จับกับเอนไซมโดยใช HPLC ซึ่งไดผลดังรูปดานลาง 
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จะเห็นวาเอนไซมสามารถเลือกจับตัวยับยั้งไดตามทฤษฎี คือ ถาเอนไซมมีปริมาณนอย
กวาตัวยับยั้งก็จะเลือกจับ ไซโคลกัวนิล (Cyc) ซึ่งมีคา Ki ตํ่าที่สุดกอน (42.6 nM) และเมื่อเอนไซมมี
ปริมาณมากขึ้น ก็จะเลือกจับ พิริเมทธามีน (Pyr) และ ไตรเมทโทรพริม (Tmp) ซึ่งมีคา Ki สูงขึ้น 
ตามลําดับ (53.9 และ 242.1 nM) นอกจากนี้ จากสมการที่ (1) และขอมลูที่อัตราสวนระหวางเอนไซม
กับตัวยับยั้งเปน 2 โดยใช พริเิมทธามีนเปน reference จะสามารถคํานวณหาคา Ki ของ ไซโคลกัวนิล 
และ ไตรเมทโทรพริม ไดใกลเคียงกับคาที่วัดโดยวิธีปกติคือ 33.3 และ 270.9 nM 

 
คา Ki ของตัวยับยั้ง i, Kii   =  [Ii] . [EIref] . Kiref    (1) 
     [EIi]  [Iref] 

 
[Ii], [EIi], [Iref] และ [EIref] คือความเขมขนของตัวยับยั้ง i, เอนไซม-ตัวยับยั้ง complex, reference และ 
เอนไซม-reference complex 
 
โดยที่    [Ii]    =  Peak area of Ii in the test  . Iti 

       Peak area of Ii in control 
[EIi]  =  Iti – [Ii]  
Iti =  the total concentration of inhibitor i   
[Iref]    =  Peak area of Iref  in the test  . Itref 

       Peak area of Iref  in control 
[EIref]  =  Itref – [Iref]  
Itref =  the total concentration of reference   

 
5.  เตรียม library ของสารตานมาลาเรียในกลุมแอนติโฟเลต 
 

- library 1    เนื่องจากการดื้อยาพิริเมทธามีนของเชือ้มาลาเรียเกิดจากการที่ Cl อะตอมมีความเกะกะ
และชนกับ side chain ที่ยาวขึ้นของกรดอะมิโนที่ตําแหนง 108 ของเชือ้ที่ดื้อยา (เปลี่ยนจาก Ser เปน Asn)
เพื่อหลีกเลี่ยงการชนกันนี้จึงไดสังเคราะหสารในกลุม pyrimidine และ triazine ที่มีความยืดหยุนจํานวน 9 
ตัว โดยวัดคา Ki ของสารแตละตัว แลวนํามาผสมรวมกับพิริเมทธามีนซึ่งจะใชเปน reference ไดเปน 
Library 1 โดยมีรายละเอียดดังตารางที่ 1 

 



ตารางที่ 1 โครงสราง น้ําหนักโมเลกุลและคา Ki ของสารใน library 1 

สาร โครงสราง น้ําหนักโมเลกุล Ki (nM) 

1 N

N

NH2

H2N Et

Cl
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552.44 9.2 

 
 

-  library 2 ใชวิธี การสังเคราะหโดย combinatorial synthesis แบบ split and mix คือจะแยกทํา
ปฏิกิริยายอย 3 ปฏิกิริยา ดังแผนภาพ 

 
  A1     +     B1  B2  B3  B4  B5  A1B1   A1B2    A1B3    A1B4    A1B5 
  A2     +     B1  B2  B3  B4  B5  A2B1   A2B2    A2B3    A2B4    A2B5 
  A3     +     B1  B2  B3  B4  B5  A3B1   A3B2    A3B3    A3B4    A3B5 
   

และเมื่อนํามารวมกันก็จะไดสารทั้งหมด 15 ตัว ซึ่งจาการทดสอบโดยการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุล
ดวย mass spectrometer พบวาสามารถสังเคราะหสารไดทั้ง 15 ตัวดังตารางที่2 



 
ตารางที่ 2 โครงสราง และน้ําหนักโมเลกุลของสารใน library 2 

สาร โครงสราง น้ําหนักโมเลกุล 
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6.  นําเอนไซมทีเ่ตรียมไดไปคัดเลือกสารจาก Combinatorial Library 

- นําสารจาก library 1 ไปคัดเลือกโดย immobilized เอนไซมที่เตรียมได โดยมีอัตราสวนระหวาง
ปริมาณสารกับปริมาณเอนไซมเปน 1.6 ตอ 1 หลังจาก incubate สารใน column ที่บรรจุดวยเอนไซมเปน
เวลา 5 นาที่ จงึนําสารที่ไมถกูจับดวยเอนไซม (unbound) ไปวิเคราะหโดยใช HPLC-MS สวนสารที่ถูกจับ
ดวยเอนไซม (bound) จะถูกชะออกดวย guanidine HCl แลวนําไปวิเคราะหดวย HPLC-MS เชนเดียวกัน 
โดยสามารถคํานวณหา %binding ของสารที่ไดจากสวนที่ไมถูกจับและจากสวนที่ถูกจับดวยเอนไซมไดจาก
สมการที่ 2 และ 3 และ คํานวณหาคา Ki ของตัวยับยั้งแตละตัวไดจากสมการที่ 1 ดังตารางที่ 3  

 
ตารางที่ 3  

% binding Ki (nM) สาร Retention 
time (นาที) from 

bound 
inhibitor 

from unbound 
inhibitor 

measured calculated 

2 30.5 64.35 81.55 2.77 2.49 
6 31.1 70.03 83.35 1.81 2.02 
3 32.0 18.21 25.17 38.5 32.7 
1 40.4 9.64 16.93 53.9 - 
4 51.7 73.04 88.20 1.45 1.37 
5 55.5 68.40 90.50 1.62 1.15 
7 58.7 67.41 93.41 0.78 0.75 
9 61.8 54.95 75.54 4.20 3.56 
8 63.5 58.72 82.35 6.64 5.25 
10 74.9 47.87 66.69 9.20 8.12 

 
 

% Binding (from unbound) = 100  1 – พืน้ที่ใตพีคของสารที่ทดสอบ   (2) 
                พื้นที่ใตพีคของ control 
 

% Binding (from bound) = 100    พื้นที่ใตพีคของสารที่ทดสอบ    (3) 
                   พื้นที่ใตพีคของ control 
 



เมื่อ plot กราฟระหวางคา %binding กับคา Ki จะไดผลดังรูป 
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    = %binding ของสารที่ไดจากสวนที่ไมถูกจบัดวยเอนไซม 
    = %binding ของสารที่ไดจากสวนที่ถูกจับดวยเอนไซม 
 

จากการทดลองพบวา %binding ของสารกับเอนไซมจะแปรผันตามคา Ki ของสาร และคา Ki ที่
คํานวณไดใกลเคียงกับคาที่ไดจําการวัดโดยวิธีตามปกติ แสดงวาเราสามารถนํา immobilized เอนไซมที่
เตรียมไดนี้ไปใชในการคัดเลือกสารตัวยับยั้งจาก combinatorial library และสามารถประมาณคา Ki โดย
การคํานวณได  
 

- นําสารจาก library 2 ไปคัดเลือกโดย immobilized เอนไซมที่เตรียมได โดยมีอัตราสวน
ระหวางปริมาณสารกับปริมาณเอนไซมเปน 1.6 ตอ 1 หลังจาก incubate สารใน column ที่บรรจุดวย
เอนไซมเปนเวลา 5 นาที่ จึงนําสารที่ไมถูกจับดวยเอนไซม (unbound) ไปวิเคราะหโดยใช HPLC-MS 
สวนสารที่ถูกจับดวยเอนไซม (bound) จะถูกชะออกดวย guanidine HCl แลวนําไปวิเคราะหดวย 
HPLC-MS เชนเดียวกัน เมื่อคํานวณหา คา Ki จากสมการที่ 1 โดยมีไซโคลกัวนิลเปน reference และ 
%binding จากสมการที่ 2 และ 3 จะไดผลดังตารางที่ 4 

 



ตารางที่ 4 

 

% Binding 
สาร 

Retention 
time from bound 

inhibitors 
from unbound 

inhibitors 

Calculated Ki 
double mutant 

(nM) 
 Cyc 15.1 13.01 14.75   42.60a 
  IId 18.6 41.17 39.63 13.84 
  IIId 28.3 70.92 76.67 1.74 
  IIc 34.0 74.58 82.68 2.77 
  Ic 35.9 78.48 83.54 1.55 
  IIIc 45.0 73.10 77.58 1.59 
  Ie 50.7 67.35 73.07 2.88 
  IIIe 52.7 50.69 59.29 5.05 
  IIb 64.5 81.15 84.56 1.87 
  IIe 70.7 60.26 65.61 5.01 
  IIIb 74.0 75.10 79.47 1.45 
  Ib 76.2 78.85 82.30 1.24 
  IIa 85.8 76.95 78.34 1.50 
  Ia 87.0 84.12 88.37 0.82 
  IIIa 91.5 34.88 37.21 13.84 
  Id 95.5 25.96 27.89 18.00 

a คา Ki ไดจาการวัดโดยวิธีตามปกติ 
 

 จะเห็นวาสารในกลุมที่มีความยืดหยุนนี้จะมีคา Ki ที่ตํ่ากวาสารที่ไมมีความยืดหยุนเชน พริิ
เมทธามีนและไซโคลกัวนิล ดังนั้นสารในกลุมนี้จึงมีความนาสนใจและมีศักยภาพที่นาจะศึกษาเพื่อเปน
ยาตานมาลาเรียสําหรับเชื้อทีด่ื้อยาตอไป
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ABSTRACT 

A simple procedure for selection of tight-binding inhibitors of mutant dihydrofolate reductases from 

Plasmodium falciparum (PfDHFRs) based on preferential binding to the enzyme immobilized on a 

Sepharose column has been described.  PfDHFRs with cysteine residue at the C-terminal have been 

prepared in order to immobilize to a thiopropyl-Sepharose gel via S-S linkage.  The amount of 

immobilized DHFRs was estimated to be 4-5 mg/g of dried gel, and the activities of bound DHFRs were 

comparable to that of free enzymes.  The prepared immobilized enzyme has been used for the selection 

of tight-binding inhibitors from combinatorial libraries, based on the affinities of each inhibitor with the 

enzyme.  Free inhibitors were then identified and analyzed quantitatively by high performance liquid 

chromatography-mass spectrometry (LC-MS), and the components with high binding affinity of the 

library could thus be realized.  Results could be confirmed by quantitative analysis of the bound 

inhibitors released from the enzyme by guanidine hydrochloride treatment. 
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INTRODUCTION 

Plasmodium falciparum dihydrofolate reductase- thymidylate synthase (PfDHFR-TS) is a validated 

target of antifolate antimalarial drugs 1, 2 such as pyrimethamine (Pry) and cycloguanil (Cyc), which are 

commonly used clinically for the treatment of malaria infection.  Since the emergence of the resistant 

strain of malaria parasites to these inhibitors became widespread, there has been an urgent need to 

search for new drugs to combat the resistant malaria.  Molecular mechanism for resistance to PfDHFR 

inhibitors has been shown to be due to point mutation at various sites of the parasite gene sequence, 

leading to the decrease in binding affinity of inhibitor to the enzyme.  Mutation of one or more residues 

at amino acid positions 16, 51, 59, 108 and 164 of PfDHFR were identified to be involved in antifolate 

resistance.3-6  Based on modeling of wild type and mutant PfDHFRs, a number of inhibitors were 

synthesized and screened against the enzymes individually and found to be effective against both wild 

type and some mutant PfDHFRs.7-10   

The advent of combinatorial chemistry techniques offers the means for rapid generation of a large 

number of structurally related compounds.  However, identification of potential leads from the 

combinatorial libraries required an effective selection system that can single out the tight-binding 

inhibitors for further characterization and development.  Recently, Kamchonwongpaisan et al. have 

developed an ultrafiltration method for the selection, based on the dissociation constant of the enzyme 

with each inhibitor.11  In the stoichiometric selection, the limitation of this technique is its dependence 

on the solubility of the target enzyme which effected the compounds concentration in the libraries: i.e. 

the larger the size of library, the lower the concentration of each inhibitor.11  Since the sensitivity of 

HPLC instrument is limited only to micromolar level, the quantitative analysis of very low 

concentration inhibitors might not be accurate. 

It has been reported that immobilized enzymes are useful tools in many areas such as for enzyme 

sensors, enzyme reactors, or enzyme catalysis in organic synthesis.12-14  Dihydrofolate reductase 

enzymes were also immobilized onto the solid support in different manners and purposes.15, 16  In this 

paper, we report the method for immobilization of PfDHFR to the Sepharose gel for using in the 
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selection of tight-binding inhibitors from combinatorial libraries.  By using the immobilized enzyme, 

the unbound and released bound inhibitors can easily be separated from the reaction mixture for 

determination and has no limitation on the solubility of the enzyme. 
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EXPERIMENTAL SECTION 

Materials and Methods 

For the synthesis of trimethoprim analogues, reagents were purchased from Fluka, Merck and Sigma-

Aldrich Ltd. and liquids were distilled before use.  For enzyme studies, chemicals were obtained from 

Sigma-Aldrich Ltd., Merck, and BDH and were used without further purification. Oligonucleotides 

were made-to-order from Bioservice unit at our research center. Thiopropyl Sepharose 6B was 

purchased from Amersham Biosciences.  Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded in 

DMSO-d6 on a Bruker AV 500D spectrometer; chemical shifts are reported in parts per million (ppm).  

Mass spectra were recorded on a Micromass LCT using electrospray ionization (ESI) technique.   

Enzyme Preparation  

Double mutant PfDHFR17 and PfDHFR-TS18 (C59R+S108N) were cloned and expressed in E. coli 

BL21(DE3) pLysS. Two modified PfDHFR enzymes with an eight amino acid spacer and a Cys at the 

carboxylic terminal were engineered. The spacers of the enzyme were designed based on its natural 

amino acid sequences (KMLNEQNC, named as K1NCR) and modified sequences (KMLNGGGC, 

named as K1NGCR) at the junction region between DHFR and TS domains. These genes were PCR 

amplified from the available plasmid carrying natural pfdhfr-ts gene18 using 5’ GCC AGC AAG CTT 

ATG  ATG GAA CAA GTC TGC GAC GTT  3’ as the forward primer and 5’ CTC CGC GGT ACC 

TTA ACA ATT TTG TTC ATT TAA CAT TTT A  3’, or 5’ CTC CGC GGT ACC TTA ACA CCC 

TCC GCC ACC TAA CAT TTT ATT ATT CGT TTT CTT  3’ as the reverse primer for K1NCR and 

K1NGCR, respectively.  The PCR protocol was initiated with 95°C for 5 min, followed by 30 thermal 

cycles (1 min denaturation at 95°C, 1 min annealing period at 50°C and 2 min extension period at 72 °C), 

and  10 min final extension at 72°C.  The PCR products of 732 base pairs were purified, restriction 

enzyme cut, and ligated back into the same modified pET17b. The DNA sequences of the constructs 

were verified by DNA sequencing. Protein expression and purification by Methotrexate-Sepharose 

affinity column were carried out as previously described17. 

Immobilization of Enzyme to Thiopropyl-Sepharose 6B 
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For large scale preparation, dried thiopropyl-Sepharose 6B gel (1g) was suspended in 20 mL of buffer 

A (20 mM phosphate buffer, pH 7, 0.1 mM EDTA, 50 mM KCl and 20% glycerol).  The mixture was 

air-aspirated to remove oxygen and bubbled with nitrogen through the solution.  Enzyme (20 mg) was 

added to the gel suspension and mixed gently at 4 °C overnight.  The gel-enzyme suspension was 

transferred to a column and the unbound enzyme was removed by the continuous flow of 100 mL of 

buffer.  The washed enzyme-bound gel was then re-suspended in the same buffer and stored at 4 °C until 

used. 

Determination of the Amount of Enzyme Bound to the Thiopropyl-Sepharose Gel  

Ten portions of 10 mg dried thiopropyl-Sepharose 6B gel were suspended in 200 µL of oxygen-

removed buffer A. Each gel suspension was combined with 200 µL of the enzyme solution containing 

different amount of DHFR enzyme (5-600 µg). The mixtures were mixed gently at 4 °C.  After 5h of 

incubation, the suspensions were centrifuged for 10 min at 12,000 rpm at 4 °C, and the supernatant from 

each tube was collected for the enzyme assay.  The enzyme activity in the supernatant solution was 

plotted against the amount of enzyme added to the gel suspension.  

Enzyme Assay 

The activity of PfDHFRs were determined spectrophotometrically at 25 °C according to the method 

previously described.17  The reaction (1mL) contained 10X DHFR buffer (50 mM N-

[tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethanesulfonic acid], pH 7.0, 75 mM ß-mercaptoethanol, 1 mg/mL 

bovine serum albumin), 100 µM each of the substrate dihydrofolate and cofactor NADPH, and 

appropriate amount of enzyme solution.  In the case of immobilized enzyme, there is no ß-

mercaptoethanol in the reaction mixture and the gel-bound enzyme was placed instead of the enzyme 

solution.  Thiopropyl-Sepharose gel was added to the reaction mixture for blank measurement.   

Construction of Combinatorial Libraries 

Pyrimethamine (Pry), cycloguanil (Cyc), trimethoprim (Tmp) and derivatives of trimethoprim were 

synthesized individually according to the method described previously 8, 9, 19 and their Ki values were 

measured by the conventional kinetic experiment.20  Two libraries were prepared for using in the 
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stoichiometric selection.  The first library was a mixture of an equimolar amount of pyrimethamine, 

cycloguanil and trimethoprim, which was used for technique validation.  The second library was a 

mixture of an equimolar amount of trimethoprim and its 17 analogues, which was constructed based on 

the Ki values of each compound against the double mutant enzyme (C59R+S108N).  The stock solution 

of each library was prepared in DMSO. 

Selection of Tight Binding Inhibitors 

One mL of combinatorial library containing 270 µM inhibitors and 100 µM NADPH in buffer A was 

added into the column of PfDHFR immobilized gel (1 g of dried gel, contained K1NCR 0.18 µmol) for 

the test and into the column of Sepharose gel for control.  After 5-min incubation at 25 °C, unbound 

inhibitors were eluted from the column and collected for further analysis using HPLC.  The column was 

briefly washed with buffer and treated with 1 mL of 6M guanidine-HCl containing 12%DMSO to 

release bound inhibitors from the enzyme.  The release compounds were then eluted from the column 

for further analysis by HPLC.  The peak area of each inhibitor was determined. 

HPLC and LC-MS Analyses 

HPLC analyses were performed on a Waters 600 system equipped with a Waters 996 photodiode 

array detector, using a reverse phase column (Atlantis C18, 5 µm, 4.6x250 mm) and acetonitrile and 25 

mM ammonium acetate (pH 4.5) as the mobile phase at a flow rate of 1 mL/min.  The separation was 

started with 15% acetonitrile, followed by stepwise gradient from 15-25% 25-35% and 35-70% at 5-10 

25-60 and 70-80 min, respectively.  Then the separation continued at 70% actonitrile until the last 

compound was collected.  The chromatograms were detected through absorption at 254 nm for peak 

area determination.  Compound identification was achieved by LC-MS (Micromass) using the same 

column and solvent system.  In case of compounds with similar mass, standard of individual inhibitors 

were used to locate their peaks under the same separation protocol by HPLC. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

Design and Expression of Mutant DHFRs 

The SH group of the cysteine (Cys) residue is very useful for immobilization of an enzyme to the 

solid support 13, 16 because of its easy bond formation under mild condition.  For example, modified 

Escherichia coli DHFR with Cys residue at the C-terminal has been successfully immobilized to a 

thiopropyl-Sepharose gel.16  In this study, PfDHFRs were designed to immobilize to thiopropyl-

Sepharose via S-S bond.  PfDHFRs with Cys residue at the C-terminal were constructed with the 

extension of some amino acids as a spacer to provide the flexibility for the enzyme.  Since the DHFR 

domain of bifunctional enzyme PfDHFR-TS joined to the TS domain by the junction region (JR) of 

which amino acid residue at position 8 is Cys, double mutant (C59R+S108N) enzyme extended with 8 

amino acids of the JR was constructed and named as K1NCR (Fig 1a).  Thus, the 8 amino acid residues 

of the JR acted as a spacer.  Alternatively, it is possible that bond formation of the enzyme to the solid 

support might be restricted due to the steric effect of the large side chains of Glu, Gln and Asn attached 

to Cys, therefore, three glycine (Gly) residues were introduced in place of these amino acid in the 

modified spacer and the engineered enzyme was named as K1NGCR (Fig 1b). 

Following enzyme purification, dithiothreitol (DTT) was removed from the enzyme solution by gel 

filtration through a small column of Sephadex G-50 prior to immobilization. This is to prevent the 

cleavage of S-S bond between the enzyme and the solid support in the immobilization process and to 

keep the S-S bond intact throughout the study.  The specific activities of free K1NCR and K1NGCR 

enzymes after DTT removal were 71.8 and 80.3 units/mg protein, respectively, which were similar to 

that of the parent C59R+S108N double mutant enzyme, K1 (90.1 units/ mg protein).  The result 

indicated that the extended amino acids and the removal of DTT did not affect the enzyme activity.   

Immobilization of DHFRs on Sepharose Gel 

The amount of enzyme bound to thiopropyl-Sepharose gel was determined by a titration-based 

experiment.16  Following incubation of 10 mg of the gel with various amount of PfDHFR enzymes 

ranging from 5 to 600 µg, unbound enzyme was separated and the activity of enzyme was determined.  
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Figure 2 shows the relationship between the total enzyme added to the gel suspension and the activity 

of unbound enzyme detected in supernatant solution.  At low amount of enzyme added, 5-40 µg, the 

activity of DHFR enzyme was undetectable to very low.  With the increasing amount of enzyme, the 

enzyme activity of unbound fraction became detectable.  This indicated that, after saturation of the 

immobilization of enzyme onto the Sepharose gel, further addition of enzyme merely increased the 

amount of unbound enzyme and, therefore, the enzyme activity in supernatant solution showed linear 

relationship with the amount of added enzyme.  The total amount of enzyme bound to the gel can then 

be estimated by extrapolating the linear line back to zero (x-axis intercept).  This estimation is based on 

the assumption that the disappearance of enzyme activity from supernatant solution is immobilized onto 

the gel support, thus, the maximum estimate could be obtained from this method.  The calculated 

specific activity of the enzyme would decrease as the amount of immobilized enzyme estimated 

increase.  Therefore, it was not unreasonable to assume that this method gave the minimum specific 

enzyme activity.  It was estimated that the amount of bound K1NCR and K1NGCR enzymes on the gels 

were 5 and 4 mg per 1 g of dried gel as shown in Figures 2a and b, respectively.  The calculated 

specific activities of the immobilized enzymes were 27.3 and 21.5 units/mg protein for K1NCR and 

K1NGCR enzymes, respectively (using a maximum estimate value of each enzyme).  A more accurate 

figure was also obtained by determining the amount of enzyme by protein determination21 following 

DTT treatment to release the enzymes from the gel.  By this direct determination, the amounts of bound 

K1NCR and K1NGCR enzymes on the gel were 4.4 and 3.2 mg/ g of dried gel, respectively, which 

were similar to the values determined by the titration method.  Upon releasing from the gel, the specific 

activities of the free enzymes (40.7 and 38.3 units/mg protein) were comparable to those of the 

immobilized enzymes. 

Technique Validation 

The general procedure for the stoichiometric selection of tight-binding inhibitors by an immobilized 

enzyme is outline in Scheme 1.  Inhibitors with high affinity should bind tightly to the enzyme and the 

unbound inhibitors could then be eluted from the column for further quantitative analysis and 
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identification by HPLC and LC-MS.  Ki values of each inhibitor in the library could be calculated using 

equation 1 11 by mixing the reference compound with known Ki value to the library as an internal 

standard.   

Ki value of inhibitor i,     Kii   =  [Ii] [EIref] . Kiref    (1) 
        [EIi] [Iref] 

[Ii], [EIi], [Iref] and [EIref] are concentrations of free inhibitor i, enzyme-inhibitor complex, reference 

and enzyme-reference complex, respectively. 

where    [Ii]    =  Peak area of Ii in the test  . Iti
            Peak area of Ii in control 

[EIi]  =  Iti – [Ii]  

Iti =  the total concentration of inhibitor i   
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[Iref]    =  Peak area of Iref  in the test  . Itref

            Peak area of Iref  in control 

[EIref]  =  Itref – [Iref]  

Itref =  the total concentration of reference   

Since the activities of two immobilized enzymes were comparable, non-modified enzyme K1NCR 

was selected for further study.  The theoretical expectation of the binding of immobilized enzyme with 

the mixture of inhibitors was tested by titration of the enzyme with a mixture of equimolar of each 

pyrimethamine (Pyr), cycloguanil (Cyc) and trimethoprim (Tmp).11  Then the amount of free inhibitors 

was determined.  Figure 3 shows that the concentrations of free inhibitors decrease sequentially in the 

order of Cyc, Pyr and Tmp as expected.  Using equation 1 and data in Figure 3 at the enzyme : inhibitor 

ratio of 2, where all inhibitors share the binding to the enzyme at less than 100 % binding, Pyr as the 

reference with Ki value of 53.9 nM, the calculated Ki values of Cyc and Tmp were 33.3 and 270.9 nM, 

respectively.  These values are comparable with the previously reported Ki values of 42.63 ± 6.3, and 

242.1 ± 40.1 nM, respectively.  This demonstrated that the principle of stoichiometric selection of 

inhibitors was applicable to an immobilized PfDHFR and their inhibitors and the accurate Ki value of 

each compound in the library could be calculated by this method. 

 



 

Construction and Identification of Trimethroprim Derivatives in the Library 

In order to generate the library of the compounds with a variety of binding affinities, a library of 17 

trimethoprim derivatives together with trimethoprim itself as reference was constructed based on their 

Ki values against double mutant enzyme (C59R+S108N) which was measured by conventional kinetic 

method.20  This 18 compound-library was subjected to HPLC analysis using reversed phase column and 

stepwise gradient of 15-70% acetonitrile and 25nM ammonium acetate (pH 4.5) and each compound 

was identified by LC-MS.  The amount of each compound was determined from peak area at 254 nM.  

The structures, Ki values and the analysis results of these inhibitors in the library were summarized in 

Table 1.   

Selection of Lead Compounds from the Library by the Immobilized Enzyme 

The binding assay was carried out with the excess molar ratio of 1.5:1.0 inhibitors to the enzyme, i.e. 

270 µM of total inhibitors (15 µM each) to 180 µM enzyme.  Then the bound and unbound inhibitors 

were analyzed by HPLC.  Inhibitors with lower Ki values (higher affinities) competed for the enzyme 

much more readily and bound to the enzyme at higher extent than those with higher Ki values, as shown 

by a linear correlation between % binding to the enzyme from both unbound and bound inhibitors 

(calculated from equation 2 and 3, respectively) and Ki values in Figure 4.  It is worth mentioning that 

% binding determined from bound inhibitors were slightly lower than those from unbound inhibitors 

which presumably due to the dissociation of weak binding complexes (high Koff rate) in the washing 

step.11  Using trimethoprim as a reference with Ki value of 242.1 applied to equation 1, the calculated Ki 

value of each derivative obtained from the data of unbound fraction was comparable to that measured 

kinetically (Table1) as shown by linear relationship between Ki values from both methods in Figure 5.  

% Binding (from unbound) = 100  1 – Peak area of the test   (2) 
                           Peak area of control 

% Binding (from bound) = 100    Peak area of the test  (3) 
                               Peak area of control 

The results indicated that this method could efficiently be used for the selection of tight-binding 

inhibitors from the library and Ki value of each inhibitor could be predicted reasonably accurately.  The 
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advantages of this method over the free enzyme method11 are that higher amount of enzyme can be 

used, leading to a possible screening of a larger size of library with higher concentration of inhibitors 

and thus increasing the sensitivity and accuracy of detection by quantitative HPLC analysis. Thus, this 

system should be a useful tool for a primary screening or large scale selection of tight-binding inhibitors 

from combinatorial syntheses or libraries of natural products.  
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CONCLUSION 

 We have shown that PfDHFRs could be immobilized onto Separose gel via S-S bond with the 

estimated amount of 4-5 mg/g of dried gel and could be used for the selection of tight-binding inhibitors 

from combinatorial libraries.  By this method, both bound and unbound inhibitors were easily separated 

from the reaction mixture for further quantitative analysis and identification by HPLC and LC-MS.  

Since there was no limitation on the solubility of the immobilized enzyme, the higher concentration of 

each inhibitor could be used and a more accurate detection can be obtained from quantitative HPLC 

analysis.  
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LEGENDS OF FIGURES 

Figure 1.  Schematic representation of extended DHFR which were constructed in this study a) DHFR-

KMLNEQNC (K1NCR) and b) DHFR- KMLNGGGC (K1NGCR) 

Figure 2.  Immobilization of enzyme K1NCR (a) and K1NGCR (b) on thiopropyl-Sepharose 6B gel 

Figure 3.  Selective binding of a library containing pyrimethamine (  ), cycloguanil (  ) and 

trimethoprim (    ) by an immobilized DHFR 

 Figure 4.  Correlation of percentage of binding and K  value of inhibitors upon selection by 

immobilized enzyme using an excess molar ratio of enzyme to total inhibitors of 1.0:1.5; %binding from 

bound inhibitors (     ) and %binding from unbound inhibitors (    )  

i

Figure 5.   Correlation between Ki values of inhibitors in the library from calculated and measured 

kinetically 
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Figure 2   
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Figure 3  
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Figure 5    
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Scheme 1  General protocol for stoichiometric selection  
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Table 1  Structure, retention time, mass and Ki value against double mutant PfDHFR of each inhibitor in 

library 

 

N

N

NH2

H2N R'
R

 

Molecular mass 
Cpd Peak 

# R R’ Retention 
time 

Ki double 
mutant (nM) calculated M+H+ 

(m/z) 

T1 1 4-N(CH3)2 H 12.1±0.3 449.8±20.1 243.31 244.15 

Tmp 2 3,4,5-(OMe)3 H 13.6±0.5 242.1±40.1a 290.32 291.14 

T2 3 3,4,5-(OMe)3 Me 16.8±0.1 520.3±122.8a 304.35 305.16 

T3 4 2,4-(OMe)2 H 20.4±0.1 762.2±37.4 260.29 261.14 

T4 5 4-OEt H 21.4±0.1 199.8±20.3 244.30 245.14 

T5 6 4-Br H 24.7±0.1 285.8±47.0 278.01 279.02 

T6 7 2,3-(C4H4)- H 28.2±0.1 222.1±80.2 250.30 251.13 

T7 8 4-Pri H 42.2±0.4 496.5±54.1 242.32 243.16 

T8 9 4-OCH2-[3,4,5-(OMe)3]Ph H 43.3±0.1 5.2±0.3a 396.45 397.19 

T9 10 3-OEt-4- OCH2-[3,4,5-(OMe)3]Ph H 46.8±0.1 2.2±0.1a 440.50 441.21 

T10 11 3-OBun H 50.9±0.1 288.6±29.2 272.35 273.17 

T11 12 4- But H 52.8±0.2 134.5±18.5 256.35 257.17 

T12 13 3-OPh Me 54.8±0.1 15.1±1.8 306.37 307.16 

T13 14 3-OEt-4-OCH2Ph H 59.0±0.1 9.7±1.4a 350.42 351.18 

T14 15 3-OMe-4-OCH2Ph Et 60.3±0.1 60.1±8.1a 364.45 365.20 

T15 16 4-OC3H6OCH2Ph H 68.1±0.1 6.7±0.5 364.45 365.20 

T16 17 3- OCH2Ph-4-OCH2Ph Me 82.9±0.1 80.0±10.3a 426.52 427.21 

T17 18 4-OC3H6O-[2,4,5-(Cl)3]Ph H 87.1±0.1 39.1±3.1 452.05 453.07 
a Data from ref.19 
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