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บทคดัยอ่ 
การตายของเซลลแ์บบ apoptosis เป็นส่วนหน่ึงของระบบภูมิคุม้กนัของส่ิงมีชีวิตหลายเซลลเ์พื่อใชใ้น
การกาํจดัเซลลท่ี์ไม่ตอ้งการ เช่นเซลลท่ี์เส่ือมสภาพอนัเกิดจากการติดเช้ือ โดยมีโปรตีน caspase เป็น
โปรตีนสาํคญัในการรับผดิชอบใหเ้กิดกระบวนการ apoptosis นอกจากน้ียงัมีโปรตีน IAP ท่ีทาํหนา้ท่ี
ในการยบัย ั้งกระบวนการ apoptosis ในขณะท่ีโปรตีน HtrA2 มีหนา้ท่ีช่วยกระตุน้กระบวนการ 
apoptosis ผา่นการยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีน IAP โดยการไปจบัท่ี BIR domains ของโปรตีน IAP 
ซ่ึงรูปแบบการควบคุมกระบวนการ apoptosis โดยกลุ่มโปรตีนดงักล่าวไดถู้กศึกษาพบในส่ิงมีชีวิต
ชนิดต่างๆอย่างกวา้งขวาง และมีการอนุรักษรู์ปแบบอยู่ในสายวิวฒันาการของส่ิงมีชีวิต สําหรับกุง้
กุลาดาํนั้นมีการคน้พบโปรตีน Pmcaspase, PmIAP, และ PmHtrA2 เช่นเดียวกบัสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม
และแมลงหวี่ โดยในปัจจุบนัมีการยืนยนัปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน PmIAP กบั Pmcaspase ของกุง้
กุลาดาํแลว้ ขาดแต่เพียงปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน PmIAP กบั PmHtrA2 ท่ียงัไม่มีหลกัฐานแสดงถึง
ปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีนทั้งสอง  

ในงานวิจยัน้ีไดท้าํการศึกษาการแสดงออกและผลิตโปรตีน PmIAP, BIR domains และ PmHtrA2 
ดว้ยเซลลแ์บคทีเรีย Escherichia coli โดยมีการใชก้ารแสดงออกของโปรตีนลูกผสม Thioredoxin เพื่อ
ช่วยส่งเสริมการแสดงออกของโปรตีนท่ีศึกษา ผลท่ีได้คือสามารถประสบความสําเร็จในการ
แสดงออกและการผลิตโปรตีน PmHtrA2 และ BIR domains ไดใ้นปริมาณสูง อยา่งไรก็ตามสาํหรับ
โปรตีน PmIAP นั้นสามารถผลิตไดเ้ฉพาะบางส่วนซ่ึงมีขนาดเพียงแค่ 56.8 kDa จากทั้งหมด 92.5 kDa 
และเม่ือทาํการศึกษาถึงความสามารถของโปรตีน PmIAP และ BIR domains ต่อการเกิดปฏิสัมพนัธ์
กบัโปรตีน PmHtrA2 พบว่าโปรตีนทั้งสองไม่สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีน PmHrA2 ได ้ทั้งน้ี
อาจเป็นไปไดว้่ากรดอะมิโนส่วนหน่ึงของจุดตดัเอนไซม ์TEV ท่ีเป็นส่วนเกินตรงบริเวณปลาย N-
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Abstract 
Apoptosis, a kind of program cell death, serves in multi-cellular organism immunity system to 
destruct atypical and disease cells. Three kinds of protein, Caspase, IAP, and HtrA2, play dominant 
roles in apoptosis. Active caspases cause a cell to apoptosis while IAP inhibits them. HtrA2, an IAP 
antagonistic protein, binding to BIR domains of IAP prevents the formation of IAP-caspase 
complex resulting in induction of cell death. This blueprint of apoptosis was found in several 
organisms and conserved in evolutionary tree. Recently, Pmcaspase, PmIAP, and PmHtrA2 proteins 
were found in Penaeus monodon as well as in mammalian and drosophila. The interaction between 
Pmcaspase and PmIAP has been already confirmed in several studies. However, there has not been 
any report about the binding of PmIAP to PmHtrA2.  

In this study, PmIAP, BIR domains and PmHtrA2 protein were expressed and purified by using 
Escherichia coli expression system. Thioredoxin fusion was adopted in this study and could 
enhance the expression yield of PmHtrA2 and BIR domains. However, PmIAP could only be 
expressed in a partial form, as indicated by the expression product of 56.8 kDa rather than the 
expected 92.5 kDa, which is the molecular mass of a complete form of PmIAP. The in vitro 
investigation of the interaction of PmIAP or BIR domains to PmHtrA2 showed negative results, 
which could be because the left over residues of TEV cleavage site attached at the N-terminal of 
PmHtrA2 may prevent the interaction between IBM of PmHtrA2 and BIR domains of PmIAP.  

Keywords :  Apoptosis / HtrA2 / IAP / Penaeus monodon  
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รายการสัญลกัษณ์ 
 
A = alanine 
D = aspartic acid 
E = glutamic acid 
L = leucine 
Q = glutamine 
T = threonine 
W = tryptophan 
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ประมวลศัพท์และคาํย่อ 
 
g = กรัม  
kDa = กิโลดาลตนั 
l = ลิตร 
M = โมลาร์ 
mg =  มิลลิกรัม 
ml = มิลลิลิตร 
mM = มิลลิโมลาร์ 
MW = มวลโมเลกลุ 
OD = ค่าคงท่ีการดูดกลืนแสง 
PCR = polymerase chain reaction 
pI = จุดไอโซอิเลก็ตริก 
Rf = retention factor 
rpm = รอบต่อนาที 
xg = ค่าทวิคูณของแรงโนม้ถ่วง 

°C =  องศาเซลเซียส  
μl = ไมโครลิตร 
μg = ไมโครกรัม 
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