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ABSTRACT 

 Shrimp farming is an important business in many Asian countries including Thailand. 
Despite their economic importance, relatively little is known about the shrimp themselves and about 
their interaction with pathogens (especially viral pathogens). This is due in part to the lack of 
continuous shrimp cell lines for conducting molecular and cellular studies. This research focused on 
interactions between shrimp and viral proteins and among shrimp virus proteins themselves. Using a 
yeast two-hybrid (Y2-H) screen between yellow head virus (YHV) proteins and hemocyte proteins of 
the black tiger shrimp Penaeus monodon, two interacting shrimp proteins were discovered. One was 
the C-terminal region of SPH516 (SPH516-C) that interacted with a putative metal ion binding 
domain (MIB) encoded by ORF1b of the YHV genome. Subsequently, the full-length of SPH516 
(PmSPH516) cDNA was obtained using 5’ rapid amplification of cDNA ends (5’ RACE) and it also 
bound specifically to the MIB domain only. PmSPH516 domain features included a putative signal 
peptide, glycine-rich repeat motifs, a clip domain, an HDG triad and a trypsin-like serine protease 
domain. PmSPH516 transcripts were highly expressed in hemocytes and gills and were found to be 
down-regulated after YHV infection. Immunohistochemistry using a polyclonal antibody raised 
against heterologously expressed SPH516-C protein revealed that it was present almost exclusively 
in shrimp hemolymph. The second YHV-interacting protein found was a leucine-rich repeat 
(PmLRR) sequence that also bound to the MIB domain. However, identification of this first full-
length PmLRR from shrimp revealed that the initial partial sequence was not in-frame with the AD 
domain of pGADT7 plasmid used in the yeast two-hybrid assay. Thus, interaction was not observed 
between the full-length PmLRR and YHV MIB domain. The deduced protein of PmLRR contained a 
high proportion of leucine residues (17%) and had sixteen tandem LRR motifs of 23-24 amino acids 
in length in the primary sequence. The computed 3D structure revealed a horseshoe shape consisting 
of alternately repeated strand and helical domains. PmLRR expression was tissue-specific (i.e., 
highest in hemocytes, the intestine and lymphoid organ) suggesting that it may play some role in 
shrimp defense against pathogens. A preliminary test suggested that PmLRR was down-regulated 
after viral challenges. A second Y2-H screen using the BIR domain of Taura syndrome virus (TSV) 
as bait yielded the first reported PmAmidase from shrimp, but this was only partially characterized. 
With respect viral-viral protein interactions, a protein-protein interaction (PPI) network for TSV was 
established using 81 pairwise protein interaction tests that yielded 19 positive interactions. The TSV 
PPI map was visualized by cytoscape software and revealed a total number of 6 proteins (nodes) 
involved in 14 interactions (edges). Interestingly, the BIR and VP1 proteins had the highest number 
of interactions (5 edges) in the map, possibly suggesting important roles in the TSV life cycle. By in 
vitro pull-down assays, it was shown that the structural proteins alone (VP1, VP2 and VP3) could not 
form a complex without Hel protein involvement.  
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บทคดัยอ่ 

  อุตสาหกรรมการเล้ียงกุง้มีความสาํคญัต่อเศรษฐกิจของประเทศในแถบภูมิภาคเอเชียรวมทั้งประเทศไทยดว้ย แต่ความรู้ความ
เขา้ใจในกลไกของกุง้ต่อการตอบสนองเช้ือโรคโดยเฉพาะเช้ือไวรัสยงัมีอยู่จาํกดั ส่วนหน่ึงเป็นเพราะการท่ีไม่มีเซลลก์ุง้ท่ีเล้ียงไดอ้ย่างถาวร
สําหรับใชเ้พื่อศึกษาวิจยัดา้นชีวโมเลกุล งานวิจยัน้ีมีจุดประสงค์ในการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนของกุง้และโปรตีนของไวรัสรวมถึง
ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนของไวรัสดว้ยกนัเอง โดยใชเ้ทคนิค yeast two-hybrid screen ผลการหาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนของไวรัสหัว
เหลืองและโปรตีนจากเมด็เลือดกุง้กุลาดาํทาํใหพ้บโปรตีนสองชนิดท่ีจบัไดก้บัโดเมน metal ion binding domain (MIB) ของไวรัสหวัเหลืองซ่ึง
สร้างมาจากยีนในส่วน ORF1b ของไวรัส โดยโปรตีนชนิดแรกนั้น เป็นส่วนของปลายซี (C-terminus) ของโปรตีน serine protease homolog 
(SPH516) ต่อมาไดห้าลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์สมบูรณ์ของยีน PmSPH516 ดว้ยเทคนิค 5’ rapid amplification of cDNA ends (5’ RACE) ซ่ึงยงั
พบว่าโปรตีน SPH516 ท่ีสมบูรณ์มีปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีน MIB ของไวรัส ลกัษณะท่ีสําคญัของโปรตีน PmSPH516 คือมีส่วนของ signal 
peptide, มีบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนไกลซีนซํ้ าๆ (glycine-rich repeat), มีโดเมน clip, โดเมน HDG triad และโดเมน trypsin-like serine protease 
การศึกษาการแสดงออกของยีน PmSPH516 พบว่ามีมากในเม็ดเลือดและเหงือกกุง้ แต่จะลดลงเม่ือกุง้ติดเช้ือไวรัสหัวเหลือง ผลการศึกษา
ทางอิมมูโนวิทยาโดยใชแ้อนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อโปรตีน SPH516 ดา้นปลายซี พบว่าโปรตีน SPH516 อยู่ในนํ้ าเลือดกุง้ โปรตีนชนิดท่ีสองท่ี
ทาํการศึกษา เร่ิมจากการพบลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนท่ีมีความเหมือนกบัยีนท่ีสร้างโปรตีนท่ีมีกรดอะมิโนลิวซีนซํ้ าๆ (leucine-rich repeat, 
LRR) แต่เม่ือหาลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์สมบูรณ์ของยีน PmLRR แลว้ ทาํใหพ้บว่าลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนท่ีพบแต่แรกนั้นไม่ไดเ้ช่ือมต่อตรง
กบัโดเมน AD ของพลาสมิด pGADT7 เม่ือทดสอบปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีนจึงไม่พบการมีปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน PmLRR ท่ีสมบูรณ์กบั
โปรตีน MIB ของไวรัสหวัเหลือง ลกัษณะเฉพาะของโปรตีน PmLRR คือมีกรดอะมิโนลิวซีนสูงถึง 17 เปอร์เซ็นต ์และมีโดเมน LRR ท่ีมีความ
ยาว 23-24 กรดอะมิโน จาํนวน 16 โดเมน การจาํลองโครงสร้างสามมิติของโปรตีน PmLRR พบว่ามีโครงสร้างเป็นรูปเกือกมา้ท่ีประกอบดว้ย
สายโปรตีนแบบแผ่นสลบักบัแบบเกลียว การศึกษาการแสดงออกของยีนพบว่า PmLRR มีการแสดงออกสูงในเน้ือเยื่อท่ีเก่ียวกบัภูมิคุม้กนัในกุง้ 
เช่น เม็ดเลือด ลาํไส้และต่อมนํ้ าเหลือง ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้่า PmLRR มีความเก่ียวขอ้งกบัการต่อตา้นเช้ือโรคในกุง้ เม่ือทดสอบในกุง้ท่ีติดเช้ือ
ไวรัสหวัเหลือง พบว่ามีการแสดงออกของยีน PmLRR ลดลง การศึกษาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโดเมน BIR ของไวรัสทอร่า (Taura syndrome virus) 
และโปรตีนของกุง้ ทาํใหพ้บยนีท่ียงัไม่เคยมีรายงานในกุง้มาก่อน คือ PmAmidase ส่วนการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนของไวรัสทอร่าดว้ย
กนัเองนั้น พบปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน 19 คู่ จากการทดสอบทั้งหมด 81 คู่ เม่ือสร้างแผนท่ีปฏิสัมพนัธ์ดว้ยโปรแกรม Cytoscape พบว่าในแผนท่ี
ประกอบดว้ยโปรตีน 6 ชนิด ซ่ึงมีปฏิสัมพนัธ์กนัจาํนวน 14  ปฏิสัมพนัธ์ โดยโปรตีน BIR และโปรตีน VP1 เป็นโปรตีนท่ีมีปฏิสัมพนัธ์กบั
โปรตีนชนิดอ่ืนมากท่ีสุดถึง 5 ปฏิสัมพนัธ์ อาจกล่าวไดว้่าโปรตีนทั้งสองชนิดน้ีมีความสาํคญัต่อไวรัสทอร่า จากการใชเ้ทคนิค pull-down assays 
พบวา่โปรตีนโครงสร้างของไวรัสไดแ้ก่ โปรตีน VP1, VP2 และ VP3 ไม่สามารถมีปฏิสัมพนัธ์กนัไดโ้ดยปราศจากโปรตีน Hel 
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