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   บทคัดยอ 

  
 บทบาทหนาที่ของเกลียวอัลฟา 7 ซึ่งคอนขางอนุรักษ (conserved) ของโปรตีนฆาลูกนํ้ายุง Cry4Ba ยัง
ไมมีการวินิจฉัยอยางชัดเจน ในการศึกษาน้ีกรดอะมิโนอโรมาติกที่อนุรักษในเกลียวอัลฟา 7 อันไดแก Trp243, 
Phe246, Tyr249 และ Phe264 ซึ่งถูกแทนที่ดวย Ala พบวาโปรตีนกลายพันธุ W243A, Y249A และ F264A น้ันมีฤทธิ์
การฆาลูกนํ้ายุงลาย (Stegomyia aegypti) ลดลงมาก ซึ่งเมื่อศึกษาเพ่ิมเติมของโปรตีนกลายพันธุใน Tyr249 และ 
Phe264 พบวาคุณสมบัติความเปนอโรมาติกของทั้งสองกรดอะมิโนน้ีซึ่งวางหันหนาไปทางเดียวกันในเกลียวอัลฟา
ที่ 7 น้ันมีความสําคัญตอฤทธิ์ฆาลูกนํ้ายุงอยางมากเมื่อถูกเปลี่ยนแปลงพรอมกัน (Y249L/F264L หรือ 
F264A/Y249A)  เมื่อศึกษาเพ่ิมเติมโดยใชวิธี ATR-FTIR spectroscopy  พบวาเปปไทดสังเคราะหขนาด 27 กรดอะ
มิโนที่เหมือนกับเกลียวอัลฟา 7 ซึ่งอยูในสภาพของเย่ือหุมเซลลจําลองที่เปน DMPC น้ันมีทั้งที่เปนลักษณะเกลียว

อัลฟา (α-helix) และแผนเบตา (β-sheet) แตเมื่อเปล่ียนชนิดของเยื่อหุมจําลองเปน DMPG และ DDPC พบวาเปป
ไทดดังกลาวมีลักษณะโครงรูปสวนใหญเปนเกลียวอัลฟาและแผนเบตา ตามลําดับ และเมื่อปรับเปล่ียนอัตราสวน
ระหวางเปปไทดและเยื่อหุมไขมันที่ใชพบวา มีการแสดงลักษณะโครงสรางของช้ินสวนเกลียวอัลฟา 7 ที่เปน
ระหวางอัลฟาและเบตาในอัตราสวนที่แตกตางกัน นอกจากน้ีพบวาถาเปนลักษณะโครงสรางเบตาน้ันจะมีการฝง
ตัวลงไปในเยื่อหุมจําลองชนิด DMPC ประมาณ 90% มีคามุมเอียงเฉล่ีย 47° แตถาเปนลักษณะโครงสรางเกลียว
อัลฟาน้ันจะมีการวางตัวเปนแนวราบขนานกับผิวหนาของเยื่อหุมจําลองพรอมกับฝงตัวลงไปในเยื่อหุมประมาณ 
40% โดยที่กรดอะมิโนอโรมาติกทั้ง 2 ซึ่งสําคัญตอความเปนพิษน้ันช้ีไปทางเย่ือหุมจําลอง โดยผลการทดลองจาก 
ATR- FTIR น้ันใหผลสอดคลองกับการทํา 10-ns MD simulations ของเปปไทดดังกลาวใน DMPC จากผลการ
ทดลองทั้งหมดน้ีแนะนําวา Tyr249 และ Phe264 ในเกลียวอัลฟา 7 น้ันนาจะมีบทบาทสําคัญในการออกฤทธิ์โปรตีน
ฆาลูกนํ้ายุง Cry4Ba  
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                   ABSTRACT 

 Functional elements of the conserved helix 7 in the pore-forming domain of the 
Bacillus thuringiensis Cry δ-endotoxins have not yet been clearly identified. In this study, 
alanine substitutions were initially performed for four highly conserved aromatic residues, 
Trp243, Phe246, Tyr249 and Phe264, in helix 7 of the Cry4Ba mosquito-larvicidal protein. 
Bioassays against Stegomyia aegypti mosquito-larvae revealed that only W243A, Y249A and 
F264A mutant toxins displayed a dramatic decrease in toxicity. Further mutagenic analysis 
showed that replacements with an aromatic residue particularly at Tyr249 and Phe264 still 
retained the high-level toxin activity. In addition, a nearly complete loss in larvicidal activity 
was found for Y249L/F264L or F264A/Y249A double mutants, confirming the involvement 
in toxicity of both aromatic residues, which face towards the same direction. By using ATR-
FTIR, a 27-residue peptide corresponding to Cry4Ba-α7 in DMPC multibilayers was found to 
exhibit a mixture of α-helical and β-sheet structures. However, the α7 peptide incorporated in 
DMPG and DDPC could adopt predominantly α-helix and β-sheet, respectively. In addition, 
changes in the peptide-lipid ratio revealed variations in the peptide conformational ratio of α-
helix to β-structure. Hydrogen/deuterium exchange suggested that the β-form was 
approximately 90% insertion into the DMPC lipid membranes, with an average tilt angle of 
47o, whilst the α-helical form was placed on the membrane surface with ~40% insertion and 
both critical aromatic residues pointing towards the membrane. These results are consistent 
with that of a 10-ns MD simulations of both conformations in the DMPC bilayers. Altogether, 
the data suggest a potential role of two critical aromatic residues, Tyr249 amd Phe264, in the 
Cry4Ba toxin activity. 
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