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ย ีน บร ิเวณ ท ี่กำหนดรห ัสการสร ้างโซ เด ียม/โปรตอนแอนต ิพอร ์เตอร ์จากไชยาโนแบคท ีเร ียทนเค ็ม  Aphanothece halophytica,

apnhaP. ได ้ถ ูกแยกโดยใช ้เทคน ิคอ ิน เวอร ์สพ ืซ ีอาร ี พ บ ว ่าย ีนน ี้ถอดรห ัสให ้เป ็น โปรต ินซ ีงประกอบด ้วย  521 กรดอะม ิโน  ม ีม วล โม เล ก ุล  56,881 

ด าล ต ัน  เม ื่อ ว ิเค ร า ะห ์ hyd ropa thy p lo t ประกอบ ก ับ โป รแกรม  transm em brane pred ic tion  พบว ่าโปรต ิน  ApN haP ป ระก อ บ ด ้วย  

transm em brane 11 segm ent จากก าร เป ร ียบ เท ียบ ค วาม ค ล ้าย  (hom ology) ของย ีนน ี้ก ับกล ุ่มของโซ เด ียม /โปรตอนแอนต ิพอร ์เตอร ์ในฐานข ้อ  

ม ูล  พบว ่าโซ เด ียม /โปรตอนแอน ต ิพ อร ์เตอร ์จาก  A  halophytica  ม ีความคล ้ายก ับโซ•.ด ียม/โปรตอน แอนต ิพอร ์เตอร ์ฃองพ ืช (SOS1 และ 

AINHX1 จาก  Arabidopsis) ล ัต ว ์เล ีย งล ูกด ้วย น ม  (NHEs จากม น ุษ ย ์) และแบคท ีเร ีย  (nhaP  จาก  Pseudomonas และ synnhaP  จาก  

Synechocystis) แต ่แสดงค วามจำเพ าะต ่อการแลก เป ล ี่ยน แค ท ไออน /โป รต อน  โปรต ิน  ApN haP ซ ึ่ง เป ็นผล ิตภ ัณ ฑ ์ของย ีน  apnhaP  แสดงก ิจ 

กรรมของการแลกเปล ี่ยน โซ เด ียม /โปรตอน  ตงแต ่ช ่วงพ ืเอซทดสอบ 5 - 9  และส าม ารถ ค อม พ ล ีเม น ต ์ก ับ สายพ ัน ธ ุ้ก ลาย พ ัน ธ ุ E. co li T 0 1 14 (A 

nh a A A nh a B A cha A ) โปรต ิน  ApNhaP ไม ่ปรากฏก ิจกรรมการแลก เปล ี่ยน ล ิเท ียม /โปรตอน ท ุกค ่าพ ืเอช ท ดลอบ  แต ่แลดงก ิจกรรมการแลก

เปล ี่ยนแคลเซ ียม /โปรตอน ในช ่วงพ ืเอชท ี่เป ็นด ่าง ใน การศ ึกษ าคร ั้งน ี้ได ้สร ้างย ินล ูกผลม 2 ชน ิดค ือ apsynnhaP  แ ล ะ  synapnhaP  ซ ึ่งชน ิดแรก 

ก ำห น ดรห ัสก ารสร ้างบ ร ิเวณ ป ลาย เอ ็น (N-term inal) ซ ึ่ง เป ็น ส ่วน  transm em brane ของย ีน apnhaP  และบร ิเวณ ปลายซ ี (C -term inal) ซ ึ่งเป ็นส ่วน  

cytoso lic  ของย ีน  synnhaP ส ่วน ช น ิดท ี่สองรห ัสการสร ้างบร ิเวณ ปลายเอ ิน  ซ ึ่ง เป ็นส ่วน  transm em brane ของย ีน  synnhaP และบ ร ิเวณ ป ลายซ ี 

ซ ึ่ง เป ็น ส ่วน  cytoso lic  ของย ีน  apnhaP ผ ล ิตภ ัณ ฑ ์ของย ีน ล ูกผสมท ั้งสองช น ิดค ือ  ASNhaP แ ล ะ SANhaP ถ ูกน ำมาตรวจสอบก ิจกรรมการแลก  

เป ล ี่ย น  แคทไอออน/โปรตอน เปร ียบ เท ียบก ับโปรต ีน ด ้น ตอ  (ApNhaP และ SynNhaP) เป ็นท ี่น ่าสนใจว ่าโปรต ีนล ูกผสม ASNhaP แสดงก ิจ 

กรรมก ารแลก เป ล ี่ยน ล ิเท ียม /โป รต อน  ซ ึ่งไม ่เคยตรวจสอบพบใน  ApN haP ส ่วน ย ีน ล ูกผสมช น ิด  SANhaP ม ีก ิจกรรมการแลกเปล ี่ยนท ั้งโซ เด ียม / 

โปรตอน แ ล ะ ล ิเท ียม /โป รต อน ลด ลง จากผ ลท ี่ได ้แสดงให ้เห ็น ว ่าปลายด ้าน ซ ีม ีส ่วน เก ี่ย วข ้องก ับความจำเพ าะใน การแลกเปล ี่ยน ไอออน

อ ิกส ่วน หน ี้งใน งาน ว ิจ ัยน ี้ได ้ตรวจลอบการย ่อยสลายไกลซ ีนบ ีเทน ใน  A. halophytica  พ บว ่าสภาวะท ี่ม ีผลใน การช ักนำให ้เก ิดการ 

ย ่อยสลายไกลซ ีน บ ีเท น เก ิดข ึ้น เม ื่อ เซ ล เผ ช ิญ ก ับ ภาวะค วาม เค ร ียดข องเกล ือท ี่ลดต ํ่าลง ซ ึ่งใน การย ่อยสลายไกลซ ีน บ เท น น ี้พ บว ่า เป ็น ผลมาจาก

การทำงานของเอนไซ ม ์บ ีเทน-โฮโมช ิล เตอ ิน เมท ีลทรานเฟอเรส เม ื่อ เซ ล เผ ช ิญ ภ าวะค วาม เค ร ียดข องเกล ือท ี่ลดลงจาก  2.0 โมลาร ีเป ็น  0.5 โม ลาร ี 

โซ เด ียมคลอไรด ์เป ็น เวลา 3 ช ั่วโมง ป ร ิมาณ ไกลซ ีน บ ีเท น ในเซ ลลดลงประมาณ  50 เปอร ์เซ ็นต ์ และก ิจกรรมของเอ ็นไซ ม ์เท ี่มข ึ้นจาก 0 เป ็น  460 

นาโนโมล ช ั่ว โมง '1 ม ีลล ิก ร ัม โป รต ีน '1 ก ิจกรรมของเอ ็นไซ ม ์เพมข ึ้น เล ็กน ้อยเม ื่อ เซ ลเผช ิญ ภาวะขาดคาร ์บอนและไนโตรเจนในอาหารเล ี้ยงเช ื้อ

ได ้ท ำ เอ น ไซ ม ์บ ีเท น -โอ โม ช ิส เต อ ิน เม ท ีล ท ราน ล เฟ อ เรส ให ้บ ร ีล ฺท ธ ิ้บ างส ่วน โด ย ก าร ผ ่าน ค อ ล ัม น ์โค รม าโต ก ราพ ื h yd roxyap a tite  

DEAE-Sepharose CL-6B แ ล ะ Sephadex G -200 ต าม ล ำด ับ แ ล ะพ บ ว ่า เอ น ไซ ม ์ม ิด ว าม ป ร ิส ุท ธ ิ้เพ ํ่ม ข ึ้น 24 เท ่า ได ้ป ร ิม าณ ผ ลผ ล ิต ลดท ้าย  11 

เปอร ์เซ ็นต ์ แล ะให ้ค ่าก ิจกรรมจ ำเพ าะเท ่าก ับ  595 นาโนโมล ช ั่วโมง'' ม ีลล ิก ร ัมโป รต ิน '’ เม ื่อตรวจสอบมวลโม เลก ุลข องเอน ไซ ม ์ใน ภาวะท ี่เล ีย  

สภาพโดยการทำ SDS-PAGE พบว ่าขนาด 45 ก ิโลดาลต ัน  และมวลโมเลก ุลของเอน ไซม ์ในภาวะธรรมชาต ิม ีขน าด  350 ก ิโลดาลต ัน  ชื้ให้เห ็น'ว ่า 

เอน ไซ ม ์น ี้ม ีล ักษ ณ ะโครงสร ้างท ี่ป ระกอบด ้วยห น ่วยย ่อย  8 หน ่วย เอนไซม ์แสดงก ิจกรรมส ูงส ุดท ี่ 37 องศาเซลเซ ียส พ ืเอช 7.5 ค ่า Km สำหร ับ  

ไกลซ ีน บ ีเทน และแอล-โฮโมซ ีส เตอ ิน  เท ่าก ับ  4.3 ม ีลล ิโม ล าร ีแ ล ะ  1.3 ม ีลล ิโมลาร ์ตามลำด ับ  เอน ไซม ์ถ ูกย ับยงการท ำงาน ด ้วย  5 ม ีลล ิโมลาร ์ได เม  

ท ิลไกลซ ีน ป ระมาณ  70 เปอร ์เซ ็น ต ์ ส ่วนชาร ์โคช ินม ิผลย ับย ั้งการทำงานของเอ ็นไชม ์เล ็กน ้อย สารอาน าลอกข องไกลช ิน บ ีเท นสองชน ิดค ือโคล ืน  

แ ล ะบ ีเท น แ อ ล ด ีไอ ด ์ ได ้ถ ูกท ดลอบผลต ่อก ิจกรรมข องเอน ไซ ม ์ พ บว ่า  5 ม ิลล ิโม ล nร ์โคล ิน ม ีผลต ่อการย ับย ั้งก ิจกรรม  60 เปอร ์เซ ็น ต ์ ในขณ ะท ี่

2 .5 ม ิลล ิโมลาร ์บ ีเท น แอลด ีไฮด ์ย ับย ั้งก ิจกรรมการท ำงาน ข องเอน ไซ ม ์ท ั้งห มด  โซ เด ียมคลอไรด ์ท ี่ความเข ้มข ้น  200 ม ิลล ิโมลาร ํย ับ ย ั้งก ิจกรรม การ 

ทำงานของเอนไซ ม ์ท ั้งหมดเช ่นก ัน
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K E Y  W O R D  : SO D IU M /P R O T O N  A N T IP O R T E R  / Aphanothece halophytica /  B E T A IN E -

H O M O C Y ST E IN E  M E T H Y L T R A N SF E R A SE
R U N G A R O O N  W A D IT E E  C H A R A C T E R IZ A T IO N  OF SO D IU M /P R O T O N  
A N T IP O R T E R  A N D  B E T A IN E -H O M O C Y ST E IN E  M E T H Y L T R A N S F E R A S E  
OF A H A L O T O L E R A N T  C Y A N O B A C T E R IU M  Aphanothece halophytica) 
T H E SIS A D V IS O R  ะ A S S O C . PROF. A R A N  IN C H A R O E N S A K D I, Ph. อ .,  
T H E SIS C O -A D V IS O R  : PROF. T E R U H IR O  T A K A B E , Ph. D ., 126 pp.
I S B N 9 7 4 -0 3 -0 3 5 7 -9

T h e c o d in g  reg io n  o f  th e  N a +/H + antiporter g e n e  from  a h a lo to leran t  
cy a n o b a cter iu m  Aphanothece halophytica, apnha?. w a s  iso la ted  b y In verse P o ly m er a se  C h ain  R eaction  
(P C R ) tech n iq u e . T h e p red icted  g e n e  p roduct c o n sis ts  o f  521 am in o  a c id s  w ith  a m o lec u la r  m a ss  o f  
5 6 ,8 8 1  D a. A n a ly s is  o f  the h yd rop ath y  p lo t and the tran sm em brane p red iction  program  p red icted  11 
p u tative  tran sm em b ran e se g m e n ts  in A p N h a P . It turned ou t that A. halophytica co n ta in s  an N a +/H + 
antiporter h o m o lo g o u s  to  p lants (SOS1 and AtNHX\ from  Arabidopsis), m a m m a lia n s  (NHEs from  
h u m an ), and so m e  b acteria  (nhaP from  Pseudomonas and synnhaP from  Synechocystis), but w ith  n o v e l 
ion  s p e c if ic ity . Its g e n e  product, A p N h a P , ex h ib ited  the N a +/H + antiporter a c tiv ity  o v e r  a w id e  ran ge o f  
pH  b etw een  5 and 9 and c o m p lem en ted  the N a +-se n s it iv e  m utant E. coli T O I  14 (AnhaAAnhaBAchaA). 
T h e A p N h a P  had v ir tu a lly  n o a c tiv ity  o f  L i+/H + antiporter, but sh o w e d  h igh  C a:+/H + antip orter a c tiv ity  
at a lk a lin e  p H . T h e ch im eric  g e n e  w h ich  e n c o d e s  the N -term in a l tran sm em b ran e reg io n  o f  apnha? and  
the C -term in a l c y to s o lic  reg io n  o f  synnhaP and v ic e  versa  w a s  co n stru cted . Its g e n e  p ro d u cts, A S N h a P  
and S A N h a P , w ere  ex a m in ed  for  antiporter a c tiv ity  co m p ared  w ith  tw o  parental ty p e s  (A p N h a P  and  
S y n N h a P ). In terestin g ly , the L i+/H 4 ex c h a n g e  a c tiv ity  w h ich  w a s  v ir tu a lly  n o n -d e te c ta b le  in  A p N h a P  
c o u ld  b e  c le a r ly  o b ser v ed  in the A S N h a P  ch im e r ic  p rotein . S A N h a P  c h im e r ic  p rotein  s h o w e d  red u ced  
e x c h a n g e  a c tiv ity  o f  both  N a +/H 4 and  L i / i r  antiporter a c tiv ity  co m p a red  to  th e  parental S y n N h a P . 
T h e se  resu lts  su g g e st  that th e  ion  s p e c if ic ity  o f  an N a +/H + antiporter is partly d eterm in ed  b y  the  
structural p ro p erties  o f  th e  C -term in a l tail w h ic h  w a s  w e ll  e x e m p lif ie d  in the c a se  o f  A. halophytica.

T h e d eg rad a tion  o f  g ly c in e b e ta in e  in A. halophytica w a s a lso  in v e stig a te d  in th is  
stu d y . It w a s  fo u n d  that g ly c in e b e ta in e  d eg rad a tion  occu rred  w h en  c e lls  w e re  su b jected  to  h y p o o sm o tic  
stress (sa lt  d o w n sh o c k ) and th is d eg rad a tion  w a s  ca u sed  b y  the a c tiv ity  o f  b e ta in e -h o m o c y ste in e  
m eth y ltra n sfera se  (B H M T ). T h e in tracellu lar g ly c in e b e ta in e  lev e l w a s  d ecrea sed  a p p r o x im a te ly  50%  
after sa lt d o w n sh o c k  from  2 .0  M to  0 .5  M  N aC I m ed iu m . T h e a c tiv ity  o f  B H M T  in crea sed  from  0  to  
4 6 0  n m ol h"1 m g ’1 after 3 h o f  sa lt d o w n sh o ck . S m a ll in crease o f  the e n z y m e  a c tiv ity  w a s  a lso  o b serv ed  
w h en  A. halophytica W P S  d ep riv ed  o f  carbon  and n itrogen  so u rc es  in the gro w th  m ed iu m .

B H M T  w a s p u r ified  to  h o m o g e n e ity  b y  h yd ro x y a p a tite , D E A E -S e p h a r o se  C L -6 B  
and S e p h a d e x  G -2 0 0  co lu m n  ch rom atograp h y . A  2 4 -fo ld  p u rification  and 11%  ov era ll y ie ld  w ere  
a c h ie v e d  w ith  a s p e c if ic  a c tiv ity  o f  5 9 5  n m ol h '1 m g '1. T h e su b u n it m o lec u la r  m a ss  w a s  d e term in ed  to  
b e 4 5  k D a  b y  so d iu m  d o d e c y l su lfa te -p o ly a c ry la m id e  ge l e le c tro p h o res is  (S D S -P A G E ), and the n ative  
e n z y m e  w a s  fo u n d  to  h a v e  a m o lec u la r  m a ss  o f  3 5 0  kD a, su g g e st in g  an o c ta m e ric  structure o f  the  
en z y m e . T h e  e n z y m e  sh o w e d  o p tim u m  a c tiv ity  at 37°c, pH 7 .5 . T h e  apparent K m  v a lu e s  for  
g ly c in e b e ta in e  and L -h o m o c y ste in e  w ere  4 .3  m M  and 1.3 m M , r e sp e c tiv e ly . T h e e n z y m e  w a s 70%  
in a c tiv a ted  b y  5 m M  d im e th y lg ly c in e  w h erea s  the sa m e co n cen tra tio n  o f  sa rco s in e  s lig h t ly  in a c tiv a ted  
the e n z y m e . T w o  a n a lo g s  o f  g ly c in e b e ta in e  w ere  a lso  tested  for e n z y m e  in a c tiv a tio n  and  it w a s  fou n d  
that 5 m M  c h o lin e  in activ a ted  60%  o f  the e n z y m e  a c tiv ity  and 2 .5  m M  b eta in e  a ld e h y d e  c o m p le te ly  
a b o lish e d  the e n z y m e  a c tiv ity . N aC I at 2 0 0  m M  or h igh er a lso  c o m p le te ly  in activ a ted  the e n z y m e .

D e p a r tm e n t ...........B io ch e m istry .

F ield  o f  s tu d y .......B io ch em istry

A c a d e m ic  y e a r . .. . 2 0 0 1 ..................

S tu d en t’s s ign atu re . 
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