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การตรวจหากรดอะม ีโนจำเป ็นของแอลอะลาม ีนด ีไฮโดรจิเนสจาก Aeromonas hydrophila ด้วยวิธ  ี

ดัดแปรทางเคมีพบว่าเม ื่อด ัดแปรกรดอะม ีโน เมทไธโอมีน อ ิสต ิด ีน อาร ์จ ิม ีนและไลซีนด ้วย ch lo ram ine  T (CT) 

d ie th y lp y ro ca rb on a te  (DEPC) pheny lg lyoxa l (PG) และ 2 ,4 ,6 - tr in itro benzenesu lfo n ic  a c id  (TNBS) ตาม 

ลำด ับท ี่ความเข ้มข ้นส ุดท ้าย 10 มีลลืโมลาร์พบว่ามีผลทำให้เอนไซม์สูญเส ียแอคดีวิด ีท ั้งหมด เมื่อดัดแปรไทโรซีน 
ด้วย A /-ace ty lim idazo le (N A I) ท ี่ความเข ้มข ้นส ุดท ้าย 10 ม ิลลิโมลาร์พบว่าเอนไซม ์ม ีแอคดีว ิด ีเหล ือ 88 .9%  

ขณะที่ d ith io th re ito l (DTT) ซ ึ่งด ัดแปรจำเพาะต ่อช ิสเตอ ีนไม ่ม ีผลต ่อแอคดีว ิต ีฃองเอนไซม์ การป ้องก ันบริเวณเร่ง 

ของเอนไซม์ด ้วยไพรูเวทหรือ NADH  ต ่อการดัดแปรด้วย DEPC, PG และ TNBS ม ีผลให ้แอคดีว ิต ีคงเหลือของ 

เอนไซม์เพ ิ่มข ึ้นประมาณ 30 -35%  และเม ื่อป ้องก ันบริเวณเร่งด ้วยไพรูเวทและ NADH  ทำให้แอคดีว ิต ีคงเหลือม ี 

ค ่าส ูงถ ึงประมาณ 90%  การป้องก ันบริเวณเร่งโดยสับสเตรทเก ิดข ึ้นน ้อยมากเม ื่อเอนไซม์ถ ูกด ัดแปรด ้วย CT บ ่งช ี ้

ว่า อ ิสด ีด ีน อาร ์จ ิม ีน และไลชีน น ่าจะม ีส ่วนในบริเวณเร่งของอะลาม ีนด ีไฮโดรจิเนสขณะท ี่เมทไธโอม ีนน ่าจะอยู ่

ไกลจากบริเวณเร่ง ร ูปแบบของการย ับย ั้งการทำงานของเอนไซม์ด ้วย DEPC และ PG เป็นแบบ p se udo  -  firs t 

o rd e r โดยม ีกลไกแบบ s im p le -b im o le cu la r m echan ism  ม ีอ ัตราการเข ้าทำปฏ ิก ิร ิยาระหว่างสารด ัดแปรก ับ  

เอนไซม์เป็น 1:1 โมสสารต ่อโมลหน ่วยย ่อยเอนไซม ์ ร ูปแบบการป ้องก ันบริเวณเร่งโดยสับสเตรทบ ่งช ี้ว ่าอ ิสด ีด ีน  

และอาร์จ ิม ีนท ี่ถ ูกด ัดแปรด้วย DEPC และ PG น ่าจะอยู่ในบริเวณเร่ง และเมื่อพิจารณากลไกการเข้าทำ 

ปฏิก ิร ิยาของเอนไซม์ชน ิดมีช ึงเป ็นแบบ sequen tia l o rd e r b ina ry -te rna ry  โดยมี NADH  เข้าจับก่อนใพรูเวททำ 
ให ้คาดว่าอ ิสด ีด ีนและอาร์จ ิม ีนท ี่ถ ูกด ัดแปรน ั้นน ่าจะอย ู่ในบริเวณจับก ับไพรูเวท เม ื่อนำเอนไซม ์!นสภาพ

ธรรมชาติและเอนไซม์ถ ูกด ัดแปรด้วย DEPC มาทำแผนที่เปปไทด'โดยเทคนิคโครมาโทกราพีเประสีทธิภาพสูงและ  

การหาลำด ับกรดอะม ีโนท ี่ปลาย N ได ้ผลการทดลองท ี่คาดการณ ์ได ้ว ่า H is -95  น ่าจะเป ็นกรดอะม ีโนท ี่สำค ัญใน  

บริเวณจับกับไพรูเวท
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A lan ine  de hyd rog enase  from  Aeromonas hydrophila  w as  ch e m ic a lly  m od ifie d  w ith  

a series o f g ro u p -sp e c if ic  reagen ts  to iden tify  essen tia l am ino  a c id  res idues. In cuba tio n  o f the  

enzym e w ith  to  ทาM o f ch lo ram ine  T (CT), d ie th y lp y ro ca rb on a te  (DEPC), phen y lg lyo xa l (PG), and  

2 ,4 ,6 -tr in itro ben zenesu lfo n ic  a c id  (TNBS) w h ich  w e re  s p e c if ic  fo r m eth ion ine , h is tid ine , a rg in ine , and  

lys ine, re spec tive ly , led  to  com p le te  loss o f enzym e ac tiv ity . เท a d d itio n  /V -ace ty lim idazo le  (NAI), 

w h ich  is s p e c if ic  fo r ty ros ine , re du ced  the  enzym e ac tiv ity  to 88 .9% , w h ile  d ith io th re ito l (DTT), a 

m od ifie r o f  cys te ine , d id  no t a ffe c t the  enzym e ac tiv ity . A b o u t 30 -35 % o f the  enzym e  ac tiv ity  c ou ld  

be re ga ined  w hen  p y ru va te  o r NADH p ro te c tio n  aga in s t the  m od ifica tio n  o f DEPC, PG and  TNBS  

w ere  pe rfo rm ed . M oreove r, up  to  90%  o f the  res idua l a c tiv ity  w as  found  w hen  the  enzym e w as  

p ro te c te d  b y  bo th  p y ru va te  and  NADH. No s ig n if ic a n t p ro te c tio n  w as  ob se rve d  w hen  CT w as used  

as the  m od ify in g  reagen t. The resu lt s u g ge s te d  tha t h is tid ine , a rg in ine , a nd  lys ine  shou ld  d ire c tly  

invo lve in the a c tive  s ite  o f a lan ine  de hyd rog enase  w h ile  m e th ion ine  shou ld  not. The pa tte rn  o f 

inac tiva tion  b y  DEPC and  PG p ro c e e d e d  th rough  p se udo -firs t-o rd e r k ine tics . The s im p le  b im o le cu la r 

m echan ism  w as o b se rve d  w ith  a 1:1 s to ich iom e tr ic  ra tio  o f m ole re agen t p e r m o le enzym e subun it. 

S ubstra te  p ro te c tio n  pa tte rn  in d ica te d  tha t D EP C -m od ified  h is tid ine  and  P G -m od ified  a rg in in e  shou ld  

be pa rts  o f the  a c tive  s ite . S ince  k ine tic  m echan ism  o f th is  enzym e is sequen tia l o rd e r b ina ry -te rna ry , 

w h ich  py ru va te  can  b in d  to  the  b in d in g  s ite a fte r NADH  is a lre a d y  fixed  to  the  a c tive  s ite , m od ifie d  

h is tid in e  a nd  a rg in in e  w e re  p ro p o sed  to  loca te  in the  pyruva te  b in d in g  site . P ep tid e  m app in g  

pe rfo rm ed  in bo th na tive  and  D EPC -m od ified  enzym es b y  reve rse phase  h igh  p e rfo rm an ce  liqu id  

ch rom a to g ra p h y  and  N- te rm ina l am ino  a c id  seq uenc in g  sug ge s ted  th a t H is -9 5  m igh t be  an 

essen tia l am ino a c id  re s idue  in py ru va te  b in d in g  site.
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ABBREVIATIONS

ng microgram

แ1 microliter

micromolar 

A absorbance

Ala alanine

AlaDH alanine dehydrogenase

cm centrimeter

CT chloramine

Da dalton

DEAE diethylaminoethyl

DEPC diethylpyrocarbonate

DH dehydrogenase

DLD D-lactate dehydrogenase

DTT dithiothreitol

EDTA ethylene diamine tetraacetic acid

g gram

Glu glutamine

Gly glycine

km Michaelis constant

KPB potassium phosphate buffer

I liter

Leu leucine

Lys lysine

M mole per liter(molar)

Met methionine

ml milliliter

mm millimeter

mol mole



MW molecular weight

N normal

NAD+ nicotinamide adenine dinucleotide

NADP+ nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

NAM A/-acetylimidazole

NEM A/-ethylmaleimide

nm nanometer

nmol nanomole

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis

PG phenylglyoxal

Phe phenylalanine

pmol picomole

PMSF phenyl methy sulfonyl fluoride

rpm round per minute

Ser serine

TEMED A/,A/,A/’,A/-tetramethylethylene diamine

TFA trifluoroacetic acid

TNBS 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid

Tyr tyrosine

V volt

VA/ volume by volume

Val valine

WA/ weight by volume

xg gravity
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