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กฤษ ดาพ ร จ า ต ุร น ตกุล : ล ักษ ณ ะสมบ ัต ิข อ ง  V ira l R e sp o n s iv e  P ro te in  15 และบท บาทท ี่เป ็นไป  

ได ้ใน ก ารน ำไวร ัส  เข ้า /อ อ ก น ิว เค ล ีย ส ใน กุ้งกุลาดำ P en aeu s m o n o d o n . (CHARACTERIZATION  

O F  VIRAL RESPONSIVE PROTEIN 15 AN D  ITS POSSIBLE ROLE IN N U CLEAR  

IM PO R T /E XPO R T  O F  VIRUS IN BLACK  TIGER SHRIMP P en aeu s m o n o d o n ) อ .ท ี่ป ร ึกษ า 

ว ิท ยาน ิพ นธ ์ห ล ัก : ผศ. ด ร .เก ื้อ ก าร ุพ ย ์ คร ูส ่ง, อ .ท ี่ป ร ึกษ าว ิท ยาน ิพ น ธ ์ร ่วม : ศ. ดร.อ ัญ ชล ี ท ัศนาขจร, 

134 หน ้า.

V ira l re sp o n s iv e  p ro te in  15 (Pm VRP15) ค ้น พ บ จ าก ก ารระบ ุย ีน ท ี่ม ีก า รแ ส ด งอ อ ก เพ ิ่ม ส ูงฃ ี้น ใน  

เซ ล ล ์เม ็ด เส ือด ข อ งก ุ้งก ุล าด ำท ี่ต ิด เช ื้อ ไ วร ัส ต ัวแ ด งด วงข าวใน ระย ะต ้น  (24 ซม.) แ ล ะ ร ะย ะป ล า ย  (48 และ 72 

ซม.) ด ้วย เท คน ิค  su pp re ss io n  su b tra c t iv e  h yb r id iza t io n  (SSH) เม ื่อ ท ำน าย โค รงส ร ้า ง ใป รต ีน พ บ ว ่า  

P m V R P15  ป ร ะก อ บ ด ้ว ย ส ่ว น ข อ ง  tra n sm em b ra n e  อย ู่ 1 ส ่วน  จากการเล ี้ย ง เซลล ์เม ็ด เส ือดก ุ้งก ุล าดำ 

(p r im ary  h e m o c y te  cu ltu re s )  พ บ ว ่าย ีน  Pm V R P15  ม ีก า รแ ส ด งอ อ ก ส ูงข ึ้น ป ระม าณ  1.1, 2.6, 3.6, 6.7 และ

4.1 เท ่าห ล ังจากต ิด เช ื้อ ไวรสัต ัวแดงดวงซ าว ท ี่เวลา 6, 12, 24, 48 และ 72 ขม. ต าม ล ำด ับ  ผ ล การย ับ ย ั้ง ก าร 

แสดงออกซองย ีน  P m V R P15  ด ้วย เทคน ิค  RNA in te r fe re n ce  พ บว ่า  เม ื่อฉ ีด d sR N A  P m V R P15  ส ่งผลให ้อ ัตรา 

ก ารเพ ิ่ม จ ำนวนซ องไวร ัส โรคต ัวแด งด วงซ าวลด ลงถ ึง  4.2 เท ่า เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ก ล ุ่ม ค วบ ค ุม  จ ีงกล ่าวได ้ว ่าย ีน  

ด ังก ล ่า วม ีผ ล ต ่อ ก า ร เพ ิ่ม จ ำน วน ข อ งไว ร ัส ต ัว แ ด งด วงข าว  เม ื่อ ว ิเค รา ะห ์บ ร ิเวณ ท ี'ม ีก า รแ ส ด งอ อ ก ข อ งโป รต ีน  

P m V R P15  ด ้วย เท คน ิค  c o n fo c a l la se r scann ing  m ic ro s c o p y  พ บ ว ่า โป รต ีน  P m V R P15  ม ีก ารแสด งออก  

บ ร ิเวณ น ิว เค ล ีย ร ์เม ม เบ รน  และเม ื่อ ส ก ัด แยก เซ ลล ์เม ็ด เล ือด ก ุ้งก ุล าด ำท ี่ต ิด เช ื้อ ไวร ัส ต ัวแดงดวงข าว  พ บ โป รต ีน  

P m V R P15  อย ู่ในส ่วน ใสของน ิว เคล ียสแล ะส ่วนท ี่จ ับ ก ับ โค รมาต ีน  ด ังน ั้น  P m V R P15  อาจ เก ี่ย วข ้อ งห ร ึอท ำห น ้าท ี่ 

เป ็นส ่วน ห น ี่งซ อง เมม เบ รน โป รต ีน ใน น ิว เค ล ียส  เป ็นไปได ้ว ่า P m V R P15  เก ี่ย วข ้อ งก ับก ารเข ้าส ู่น ิว เคล ียส ห ร ึอ ออก  

จากน ิว เคล ียส ซ องเช ื้อ ไวร ัส ต ัวแดงดวงข าว  จ ีงท ด ส อบ โด ย การห าจำน วน ไวร ัส ต ัวแ ด งด วงซ าวใน ส ่วน น ิว เค ล ีย ส  

แ ล ะไซ โท พ ล าส ซ ีม ใน ส ภ าวะท ี่ย ับ ย ั้ง ก า รแ ส ด งอ อ ก ข อ งย ีน  Pm V R P15  ใน ก ุ้ง ต ิด เช ื้อ ไ ว ร ัส ต ัว แ ด งด วงข าว  

เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ก ล ุ่ม ค วบ ค ุม  ผ ลการท ด ล อ งพ บ ว ่าก ารย ับ ย ั้งก ารแ ส ด งอ อ ก ข อ งย ีน  P/T1VRP15 ส ่งผลให ้จำนวน  

ไวร ัส ต ัวแ ด งด วงข าว ใน ส ่วน น ิว เค ล ีย ส ต ่อ ไซ โท พ ล าส ซ ีม ล ด ล งก ว ่าก ล ุ่ม ค วบ ค ุม ถ ึง  9.3 เท ่า จ ีงกล ่าวได ้ว ่า  

P m V R P15  อ าจม ีผ ล ต ่อ ก ารเข ้าส ู่น ิว เค ล ีย ส ข อ ง เช ื้อ ไ ว ร ัล ต ัวแ ด งด วงข าว  เน อ งจาก ก ารต ก ผ ล ีท โป รต ีน เป ็น อ ีก  

ว ัต ก ุป ร ะ ส ง ค ์ห น ึ่ง ซ อ ง ง า น ว ิจ ัย น ี้ จ ีง ท ำ ก า ร ผ ล ิต โ ป รต ีน ร ีค อ ม บ แ น น ท ี P m V R P15  ท ั้ง ใ น ร ะบ บ ย ีส ต ี

S a cch a ro m y ce s ce re v isia e  แล ะแบคท ีเร ีย  Escherichia c o li พ บ ว ่า โป รต ีน ร ึค อ ม ป ็แ น น ท ี Pm VR P15  ม ีก าร 

แสดงออกเพ ียงเล ีกน ้อย ’ใน ระบ บ ย ีส ต ์ ร. cerevisia e  ส ายพ ันธ ์ FGY217 แ ต ่ม ีก ารแ สด งอ อกส ูง ในแ บ ค ท ีเร ีย  E. 

c o li ส ายพ ันธ ์ C 43  (DE3) ที'เวลา 1-3 ซ ม .ห ล ังจาก เห น ี่ย วนำการแสดงออกซ องโป รต ีนด ้วย  IPTG เข ้มข ้น  1 ม ิลล ิ 

โม ลาร ์ จ ากน ั้น ท ำโป รต ีน ให ้บ ร ิส ุท ธ ึ๋ด ้วย น ิก เก ิล ค อล ัม น ์แ ล ะค อล ัมน ์แ บ บ แ ล ก เป ล ี่ย น ไอ อน  DEAE ตามลำด ับ  เม ื่อ 

ว ิเค ราะห ์น ํ้าห น ัก โม เล ก ุล ข อ งโป รต ีน ด ้วย  M ALD I-TO F พ บว ่า  โป รต ีน  rPm VR P15  ม ีฃนาด  15.899 ก ิโลดาลต ัน  

แ ล ะจ าก ก า รว ิเค รา ะห ์โ ค รง ส ร ้า งท ุต ิย ภ ูม ิด ้ว ย เท ค น ิค  C irc u la r  D ich ro ism  s p e c t ro s c o p y  พ บ ว ่า โป รต ีน  

rPm VR P15  ป ระก อ บ ด ้วย ส ่วน ซ อ งแ อ ล ฟ า เฮ ล ีก ซ ์ 48.45 % และเบ ต ้าช ีท  13.57 % บ อ ก จาก น ี้ย ังห าส ภ าว ะท ี่ 

เห ม า ะส ม ใน ก ารต ก ผ ล ึก โ ป รต ีน  rPm VRP15  เพ ื่อ ใช ่ใน ก า รว ิเค รา ะห ์โ ค รงส ร ้า งส าม ม ิต ิด ้ว ย เท ค น ิค  X-ray 

c ry s ta llo g ra p h y  โดยสภาวะท ี่เห มาะสมท ี่ท ำให ้เก ิดผล ึกค ือ  Index™  D12 ซ ึ่งพ บจ ุดท ี่เก ิด จากการเล ี้ย ว เบนของ 

โป รต ีน  อย ่างไรก ิด ีจ ะท ำการป ร ับ ป ร ุงสภ าวะ เพ ื่อ ให ้ได ้ผ ล ึกท ี่เห ม าะล ำห ร ับ ก ารว ิเค ราะห ์โค รงส ร ้า งต ่อ ไป

ภาคว ิข า ฃ ีวเคม ี

สาขาว ิซา ช ีว เคม ีและช ีวว ิท ยาโม เลก ุล
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A vital responsive protein 15 (PmVRP15) has been identified from suppression 
subtractive hybridization library at the early (24 h) and late phase (48/72h). PmVRP15 was 

highly up-regulated in the hemocyte of white spot syndrome virus-infected P enaeus  

m o n o d o n . A protein domain prediction indicated that PmVRP15 consisted of a 

transmembrane helix. เท primary hemocyte cultures, PmVRPl.5 mRNA expression was up- 

regulated about 1.1, 2.6, 3.6, 6.7 and 4.1 fold at 6, 12, 24, 48 and 72 h post-WSSV infection, 
respectively. After PmVRP15 gene silencing by RNA interference (RNAi), VP28 transcript was 
reduced by 4.2 fold at 24 h post WSSV-infection, compared to normal WSSV-infected p. 

m o n o d o n  hemocytes. These results suggested that PmVRP15 is important to WS5V 
propagation. Confocal laser scanning microscopy study, revealed that PmVRP15 localized at 
the nuclear membrane. เท this study, subcellular fractionation of WSSV-infected hemocytes 

showed that PmVRP15 was probed in soluble nuclear and chromatin bound fractions. Taken 

together, PmVRP15 may function in nucleus as a part of membrane protein or related with 
membrane protein. It is possible that PmVRP15 involves in nuclear import/export of wssv. To 
test this hypothesis, ratio of wssv DNA in nuclear and cytoplasmic fractions of normal and 

PmVRP15-silenced hemocytes wore compared. Knockdown of PmVRP15 resulted in a lower 

ratio of wssv copy number in nuclear to cytoplasmic fractions by 9.3 fold, compared to that 
of control, indicating that PmVRP15 may involve in nuclear entry of wssv. For crystallization 

purpose, rPmVRP15 was expressed in S a cch aro m y ces cerev isia e  and Escherichia c o ii 

expression system. Full-length rPmVRP15 was expressed at low level in ร. cerev isia e  (FGY217) 
but overexpressed in E. c o ii C43 (DE3) at 1-3 h after IPTG-induction. The rPmVRP15 was 

purified by Ni-NTA and DEAE columns, respectively. MALDI-TOF MS revealed that the 
molecular weight of PmVRP15 is 15.899 kDa. Circular dichroism spectroscopy Lias been used 
to examine secondary structure of PmVRP15. PmVRPlb contains 48.45 % of alpha-helix and 

13.57 % of beta-sheet. เท addition, screening of PmVRP15 crystallization conditions was 
performed in order to obtain a crystal for structure determination by X-ray crystallography. 

Crystals produced in Index™ DIP gave close spots in diffraction, suggesting the presence of 
protein. This condition will be optimized for further X-ray crystallographic study.
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