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บทคัดยอ
เพื่อศึกษาหนาที่ความสํ าคัญของ β2-β3 loop และ β4-β5 loop ซ่ึงอยูในสวนที่ใชจับกับ 

receptor  (receptor-binding domain) ของโปรตีนสารพิษ Cry4B จากแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis
วามีสวนตอการออกฤทธิ์ฆาลูกนํ้ ายุงที่จํ าเพาะเจาะจง (insecticidal specificity) ในการนี้ไดสราง
โปรตีนสารพิษ Cry4B กลายพันธุโดยการแทนที่กรดอะมิโนชนิดมีขั้วหรือมีประจุดวยกรดอะมิโน 
alanine ในบริเวณสวนที่เชื่อมตอระหวางเบตา 2 กับเบตา 3 (β2-β3 loop) ไดแก Y332A Q333A 
D334A R336A และระหวางเบตา 4 กับ เบตา-5 (β4-β5 loop) ไดแก S362A S366A N367A รวมถึง
ในเบตา 4 ไดแก Y359A S361A และในเบตา 5 ไดแก T369A H370A รวมเปนจํ านวน 11 ชนิด  ซ่ึง
เมื่อทดสอบความเปนพิษของโปรตีนกลายพันธุดังกลาวพบวา  เฉพาะการแทนที่ ณ ตํ าแหนง Tyr-332
และ Thr-369 (Y332A, T369A)   ทํ าใหโปรตีน Cry4B สูญเสียความเปนพิษตอลูกนํ้ ายุงลาย(A. 
aegypti)   ซ่ึงใหผลยืนยันโดยการทดสอบความเปนพิษกับเซลลกระเพาะลูกนํ้ ายุงลายโดยตรง (ex 
vivo cytotoxicity test) นอกจากนี้เมื่อทดสอบดวยวิธี immuno-histochemical staining พบวา  ความ
สามารถในการจับ (binding activity) กับชิ้นเนื้อเยื่อกระเพาะลูกนํ้ ายุงลายของโปรตีน Y332A และ
T369A นอยกวาของโปรตีน wild-type   แตอยางไรก็ตามโปรตีน Y332A และ T369A ยังคงมีความ
สามารถในการทํ าให liposome แตกไดเชนเดียวกับโปรตีน wild-type   เมื่อศึกษาเพิ่มเติมพบวาการ
แทนที่กรดอะมิโนตํ าแหนงที่ 332 ดวย phenylalanine หรือ tryptophan และการแทนที่กรดอะมิโน
ตํ าแหนงที่ 369 ดวย serine, cysteine หรือ aspartate นั้นสามารถทํ าใหโปรตีนกลายพันธุดังกลาวมี
ความเปนพิษตอลูกนํ้ ายุงลายไดเชนเดิม   นอกจากนี้เมื่อศึกษาเพิ่มเติมที่บริเวณ β4-β5 loop พบโครง
สราง aromatic ของกรดอะมิโนที่ตํ าแหนง 364 ก็มีความสํ าคัญตอความเปนพิษตอลูกนํ้ ายุงลายเชนกัน
ฉะนั้นผลการศึกษานี้สรุปไดวา   โครงสราง aromatic ของกรดอะมิโนที่ตํ าแหนง 332 และ 364 รวม
ถึง พันธะไฮโดรเจนแบบ side chain-side chain ระหวางกรดอะมิโนตํ าแหนงที่ 369 และ328 นั้นเกี่ยว
ของตอความเปนพิษตอลูกนํ้ ายุงลายซึ่งนาจะเกี่ยวของในขั้นตอนการจับ (binding step) มากกวาขั้น
ตอนการสรางรูร่ัว (pore forming step)

ผลการศึกษาครั้งนี้จึงเสนอวา สวนโครงสรางแบบ aromatic ที่ยื่นออกมาของกรดอะมิโน
ตรงตํ าแหนง 332 (บน β2-β3 loop) และตํ าแหนง 364 (บน β4-β5 loop) นั้นประกอบกันเปนโครงรูป
แบบที่เหมาะสมเฉพาะของโปรตีนสารพิษ Cry4B ซ่ึงอาศัยพันธะไฮโดรเจนที่จํ าเพาะระหวางกรดอะ
มิโนที่ตํ าแหนง 369 บนสายเบตา 5 กับกรดอะมิโนที่ตํ าแหนง 328 บนสายเบตา 2 ทํ าหนาที่เชื่อม
ระหวางคู β-hairpin ดังกลาวใหมีเสถียรภาพและเหมาะตอการจับกับ receptor
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ABSTRACT

PCR-based mutagenesis was employed to examine the role in insecticidal
specificity of two surface-exposed loops (β2-β3 and β4-β5 loops) in the receptor-
binding domain of the B. thuringiensis Cry4B mosquito-larvicidal protein.  A total of 11
mutants with a single alanine substitution within the β2-β3 loop (Y332A, Q333A,
D334A and R336A), β4 (Y359A and S361A), the β4-β5 loop (S362A, S366A and
N367A) and β5 (T369A and H370A) were initially generated. Similar to the wild type,
all mutant toxins were over-expressed as inclusion bodies in Escherichia coli and were
structurally stable upon solubilisation and trypsin activation. Mosquito bioassays of
alanine substituted mutants showed that only Y332A and T369A mutants made no toxic
effect on the Aedes. aegypti larvae. The mutagenic effect of these two positions was
also confirmed by an ex vivo cytotoxicity assay using A. aegypti isolated larval midguts.
This result suggested that Tyr-332 and Thr-369 are the critical residues for larvicidal
activity of the Cry4B toxin. In addition, Y332A and T369A mutants were still able to
release entrapped calcein from liposomes as comparable to the wild type toxin, but
showed a decrease in binding activity to larval midgut sections detected by  immuno-
histochemical staining. Further mutagenic analysis of these two critical residues showed
that only the conversions of Ala-332 to phenylalanine or tryptophan, and Ala-369 to
serine, cysteine or aspartate were able to restore the larvicidal activity. The results
suggested that an aromatic structure at the 332-residue and specific side chain–side
chain H-bonding between the 369 and 328-residues also play an important role in
larvicidal activity of the Cry4B toxin, most likely being involved in receptor binding
rather than membrane insertion and pore formation. In addition, an aromatic structure at
Phe-364 at the tip of the β4-β5 loop was also found to be important for toxicity.

In this study, it is proposed that two critical residues, Tyr-332 and Phe-364, are
optimally exposed as “the aromatic structure” to the specific receptor by the optimal
conformation of both the β2-β3 and the β4-β5 loops. The specific side chain-side chain
interaction via H-bonding between the residues 328 and 369 apparently stabilises the β
2-β3 and β4-β5 loop structures.
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