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บทคัดยอ
แบบจําลองกลไกการออกฤทธิ์ของโปรตีนสารพิษจาก Bacillus thuringiensis นั้นเกี่ยว

ของกับการสอดแทรกของคูเกลียวอัลฟาที่ 4 และ 5 ซ่ึงกอใหเกิดรูร่ัวบนผนังหุมเซลลบุกระเพาะ
แมลงตัวออน งานวิจัยนี้ไดศึกษาบทบาทและหนาที่ของกรดอะมิโนในเกลียวอัลฟาที่ 4 และใน
สวนเชื่อมตอเกลียวอัลฟาที่ 4 และ 5 ของโปรตีนฆาลูกน้ํายุง Cry4Aa  ซ่ึงไดเร่ิมศึกษาโดยการแทน
ที่กรดอะมิโนชนิดมีประจุหรือมีขั้วทีต่าํแหนง Asp-169 Arg-171 Gln-173 His-178 His-180 Gln-182 
Asn-183 Glu-187 ในเกลยีวอัลฟาที ่ 4 และ Asn-190 Asn-195 Asp-198 Asp-200 Tyr-201 Tyr-202 
ในสวนเชื่อมตอเกลียวอัลฟาที่ 4 และ 5 ดวย Ala โดยใชเทคนิค PCR ในการเปลี่ยนแปลงยีน  เมื่อ
ทดสอบความเปนพิษของโปรตีนกลายพันธุพบวา  การแทนที่ ณ ตําแหนง His-178 His-180 และ 
Tyr-202 ทําใหโปรตีน Cry4Aa สูญเสียความเปนพิษตอลูกน้ํายุงลาย  เมื่อศึกษาเพิ่มเติมพบวา
การแทนที่ His-178 ดวย Asp Glu Ser Cys หรือ Gln และการแทนที่ His-180 ดวย Leu Asn Gln Trp 
Phe หรือ Tyr  รวมถึงการแทนที่ Tyr-202 ดวย Phe นั้นไมมีผลกระทบตอฤทธ์ิในการฆาลูกน้ํายุงของ
โปรตีนกลายพันธุดังกลาว  จากผลการศึกษานี้รวมถึงผลวิเคราะหโครงสรางแบบจําลอง 3 มิติแสดง
ใหเห็นวาพันธะไฮโดรเจนแบบ side chain-main chain ระหวาง His-178 และ Ile-174  รวมถึงขนาด
ของ side chain ของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 180 และโครงสราง aromatic ของกรดอะมิโนที่ตําแหนง 
202 นาจะมีความสําคัญตอความสามารถในการฆาลูกน้ํายุงของโปรตีน Cry4Aa  นอกจากนี้ยังพบวา
พันธะไฮโดรเจนแบบ side chain-main chain สามารถทดแทนดวยพันธะไฮโดรเจนแบบ side
chain-side chain ระหวาง Tyr-249 ในเกลียวอัลฟาที่ 6 และ side chain ของกรดอะมิโนที่แทนที่ๆ
ตําแหนง 178 (Asp Glu Ser Cys หรือ Gln)  และเมื่อทดสอบความสามารถในการทําให liposomes
แตก รวมถึงการเกิดรูอิออนบนผนังเยื่อหุมสังเคราะหพบวาโปรตีนกลายพันธุ H178C H178D 
H180Q H178Y H180A H180C H180E H180S และ H180V ยังคงมีความสามารถดังกลาวเชนเดียว
กับโปรตีนตนแบบ  แสดงใหเห็นวา His-178 และ His-180 ไมไดเกี่ยวของกับการแตกของเยื่อหุม
สังเคราะหและการไหลของอิออนผานรูร่ัว  จากการศึกษานี้จึงเสนอวา พันธะไฮโดรเจนแบบ side
chain-main chain ระหวาง His-178 และ Ile-174 นาจะมีบทบาทในการทําใหเกิดเสถียรภาพของ
เกลียวอัลฟาที่ 4 ของโปรตีน Cry4Aa ในขณะที่ His-180 นาจะเกี่ยวของกับการรักษาโครงรูปที่
สมบูรณ  และ Tyr-202 นาจะจับกับหมูฟอสเฟตที่ผนังเยื่อหุมเพื่อรักษาเสถียรภาพของรูร่ัว
244 หนา.  ISBN 974-04-4190-4
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ABSTRACT
The current model for molecular mechanism of action of the Bacillus

thuringiensis Cry δ-endotoxins involves penetration of the α4-α5 hairpin into the
target larval midgut membrane to form ion-leakage pores. In this study, PCR-based
mutagenesis was employed to identify a functionally critical residue in α4 and the α4-α5
loop within the pore-forming domain of the 130-kDa Cry4Aa mosquito-larvicidal
protein. Substitutions with alanine of all charged amino acids (Asp-169, Arg-171 and
Glu-187 in α4; Asp-198 and Asp-200 in the α4-α5 loop) and selected polar residues
(Gln-173, His-178, His-180, Gln-182 and Asn-183 in α4; Asn-190, Asn-195, Tyr-201
and Tyr-202 in the α4-α5 loop) were initially performed. Unlike the others, only E. coli
cells that expressed H178A, H180A or Y202A mutant toxins were not toxic to Aedes
aegypti larvae. Further mutagenic analysis of these critical residues showed that
conversions of His-178 to Asp, Glu, Ser, Cys or Gln, His-180 to Leu, Asn, Gln, Trp,
Phe or Tyr and Tyr-202 to Phe did not affect the toxicity. These results together with
structure modeling suggested that the side chain-main chain H-bonding between His-
178 and Ile-174 as well as the size of the side chain at the position-180 in α4 and the
conserved aromatic structure at position 202 within the α4-α5 loop of the Cry4Aa
toxin is critical for toxin activity. In addition, the critical H-bonding between His-
178 and Ile-174 could be compensated by the side chain-side chain H-bonding formed
by Tyr-249 in α6 and the side chain of substituted residues at the position-178 (Asp,
Glu, Ser, Cys and Gln). When both larvicidal active (H178C, H178D and H180Q) and
inactive (H178Y, H180A, H180C, H180E, H180S and H180V) mutant toxins were
further characterised for their membrane-perturbation and ion-channel activity, it
was found that all these 65-kDa activated mutant toxins were able to release
entrapped calcein from hybrid liposomes and could assemble cation-selective channels
with the activity comparable to that of the wild-type toxin, indicating that His-178 and
His-180 in α4 are not involved in membrane perturbation or the passage of ions
through the channel. From this study, it is proposed that the side chain-main chain H-
bonding between His-178 and Ile-174 might participate in stabilising the structure of α
4 of the Cry4Aa toxin, while His-180 could be involved in maintaining an
appropriate conformation for the toxin and Tyr-202 might interact with the
phospholipid head groups of lipid membranes for stabilisation of the oligomeric pore
structure.
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