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บทคัด

α-momorcharin เปนโปรตีนขนาด 30
นีส้ามารถยับย้ังการทํ างานของไรโบโซม โดย
28s ไรโบโซม (N-glycosidase activity) ด
สามารถสังเคราะหโปรตีนไดและตายในท่ีส
มะเร็งและโรคท่ีเกิดจากการติดเชื้อไวรัส

วัตถุประสงคของการศึกษาเพื่อพัฒน
มะระขี้นก และทํ าการผลิต polyclonal antibo
หาปริมาณ α-momorcharin ในสวนตางๆของ

การศึกษาน้ีไดพัฒนาวิธีการสกัด α-m
ตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต และ
ดวยวิธีคอลัมนโครมาโตรกราฟฟ ชนิด hydr
iv
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บริสุทธิ์ และการศึกษาคุณสมบัติของ α-
rcharin จากเมล็ดมะระขี้นก เพื่อการตรวจ
าณโดยวิธีทางภูมิคุมกันวิทยา

ว  ฟาใส  คันธวงค

าชีวเคมี

ัชญา  คงทวีเลิศ ประธานกรรมการ
ิวรรณ  องคไชย กรรมการ
ูลย  รัตนาปนนท กรรมการ
ังพล  คงเสรี กรรมการ

ยอ

 kDa ท่ีพบในเมล็ดมะระขี้นก  โปรตีนชนิด
การตัด adenine ตํ าแหนง 4324 ออกจาก 
ังน้ันเซลลท่ีไดรับ α-momorcharin จึงไม
ุด คุณสมบัตินี้ถูกนํ ามาใชในการรักษาโรค

าวีธีการสกัด α -momorcharin จากเมล็ด
dies ตอโปรตีนดังกลาวเพื่อนํ ามาใชในการ
มะระขี้นก
omorcharin จากเมล็ดมะระขี้นกโดยการตก
นํ าโปรตีนท่ีไดจากการตกตะกอนมาแยกตอ
oxyapatite  โปรตีนท่ีแยกไดจาก คอลัมน
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โครมาโตรกราฟฟ มี 3 peak คือ peak 1, 2 แล
อะมิโนและศึกษาองคประกอบของกรดอะมิโน
ศึกษาองคประกอบของกรดอะมิโน  ทํ าใหทร
และ polyclonal antibodies ตอ α-momorc
momorcharin ดวยความไวสูงเม่ือศึกษาดวย E
ศึกษาดวยวิธี Immunoblot พบวา polyclonal 
peak 1 และ 2 จากคอลัมนโครมาโตรกราฟ
momorcharin)

เมื่อทํ าการตรวจหา α -momorcharin
ELISA พบวามีปริมาณสูงสุดในเมล็ด, ใบ แล
มาจากตางสายพันธุมีปริมาณ α-momorcharin

จากการทดสอบหาคุณสมบัติ N-glyco
reticulocyte lysate พบวา α-momorcharin ท
inactivating activity อยู

โดยสรุปแลว การศึกษาน้ีไดพัฒนาว
momorcharin จากเมล็ดมะระขี้นก โดย
inactivating protein อยู  นอกจากนี้ยังไดพัฒน
ตางๆของตนมะระขี้นกโดยวิธี ELISA แตเน่ือ
เกิด cross-reaction กับโปรตีนชนิดอ่ืนในมะร
momorcharin จึงตองมีการพัฒนาตอไป
v
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ะ 3     peak 3 ถูกนํ าไปศึกษาลํ าดับของกรด
 ผลการหาลํ าดับของกรดอะมิโนและการ
าบวาโปรตีนท่ีสกัดไดคือ α-momorcharin 
harin ท่ีผลิตขึ้นสามารถทํ าปฏิกิริยากับ α-
LISA   โดยมีคา IC50 ท่ี 10 µg/ml   จากการ
antibodies ท่ีผลิตไดสามารถทํ าปฏิกิริยากับ 
ฟไดดวยความแรงท่ีต่ํ ากวา peak 3 (α-

 จากสวนตางๆของตนมะระขี้นกโดยวิธี 
ะ ผล ตามลํ าดับ นอกจากนี้ยังพบวา เมล็ดท่ี
 ตางกัน
sidase activity ตอ ribosome ใน rabbit 
ีแ่ยกบริสุทธิ์ไดนี้ยังมีคุณสมบัติ ribosome-

ิธีใหมท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการแยก α-
ท่ีโปรตีนยังมีคุณสมบัติเปน ribosome-
าการหาปริมาณ α-momorcharin จากสวน
งจาก polyclonal antibodies ท่ีไดสามารถ
ะข้ีนก ดังน้ันการนํ าวิธีนี้มาหาปริมาณ α-
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Abstr

  α-Momorcharin is a 30-kDa type
RIPs) found in bitter melons. It has N-glyco
the inactivation of ribosome by depurination
protein translation is inhibited and leads to th
applied to kill tumor cells and viral infected c

The main focus of this project was to
α-momorcharin from the bitter melon se
precipitation and followed by one-step hyd
Gel HPHT). From the HPHT column chro
observed. The last peak was subjected to d
amino acids) and amino acid analysis. The d
amino acid analysis indicated that the highl
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act

 1 ribosome-inactivating protein (Type 1 
sidase activity that plays important role in 
 adenine 4324 from a 28s ribosome. Thus 
e death of the target cell. This advantage is 
ells.

 develop a novel effective method to purify 
eds by using ammonium sulfate protein 
roxyapatite column chromatography (Bio-
matography, three peaks of protein were 
o N-terminal amino acid sequencing (10 

ata of N-terminal amino acid sequence and 
y purified protein from the third peak was 
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α-momorcharin. This purified α-momorch
polyclonal antibodies in order to develop a q
by immunoassay (ELISA). The IC50 from the
reaction to the first and the second peaks 
technique. It was found that the purified α
glycosidase activity on rabbit reticulocyte rib

Quantitative method of α-momorch
seeds contained the highest amount of α-m
fruits, respectively. The amount of α-mo
sources were different.

From these results, it could be co
purification of α-momorcharin from th
developed.

In addition, the purified protein was 
The polyclonal antibodies which raised 
successfully used to develop an ELISA t
momorcharin in Momordica charantia plant 
vii
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arin was used as an immunogen to produce 
uantitative method for the α-momorcharin 
 competitive ELISA was 10 µg/ml. Cross-
could also be detected by immunobloting 

-momorcharin from this method has N-
osome.
arin by ELISA was demonstrated that the
omorcharin in comparison with leaves and
morcharin among the seeds from various

ncluded that the effective technique for
e bitter melon seeds was successfully

found to remain its  N-glycosidase activity.
against this purified protein could be

achnique for quantitative method of α-
such as seeds, leaves and fruits.


	ACKNOWLEDGEMENT
	
	ª×èÍ¼Ùéà¢ÕÂ¹				¹Ò§ÊÒÇ  ¿éÒãÊ  ¤Ñ¹¸Ç§¤ì
	¤³Ð¡ÃÃÁ¡ÒÃÊÍºÇÔ·ÂÒ¹Ô¾¹¸ì    ÃÈ. ´Ã. »ÃÑª�Ò  ¤§·ÇÕàÅÔÈ		»ÃÐ¸Ò¹¡ÃÃÁ¡ÒÃ



	º·¤Ñ´ÂèÍ
	ACKNOWLEDGEMENT								iii
	CHAPTER I. INTRODUCTION							1	1.1 Statement of problems					                  	1	1.2 Ribosome-inactivating proteins				                  	3
	VITA										           	82
	Immage cartoon of three types of Ribosome-inactivating protein.                  	5
	The example of RNA aptamer								9
	The structure of 28s rRNA								13
	The action sites of RIPs on 28s RNA in rat ribosome					14
	The primary and secondary structure of 246-residues ?-momorcharin		16
	A ribbon structure of the ?- momorcharin						17
	A picture of depurination								22
	A Depurinating mechanism								23
	A  crystal structure of ?- momorcharin						24
	SDS- PAGE of partially purified protein						39
	
	
	
	
	
	Various amount of peak III were loaded on an SDS-PAGE				47
	Because of its various properties, this herb had been used as a folk medicine for  centuries, especially in Asia  and for the native people of the Amazon. For example, the fruit juice and a leaf tea have been employed for diabetes, colic, sores, wounds,
	Three different groups of constituents in bitter melon have been clinically demonstrated to possess hypoglycemic activity (blood sugar lowering) or other actions of potential benefit in Diabetes mellitus.  These include a mixture of steroidal saponins kn
	A well known group of proteins that possessed anti-virus (18-25) and anti-cancer (26-30) activity is in the superfamily of Ribosome-inactivating proteins (RIPs).    All of the RIPs found in bitter melon are type-1 RIPs that inhibit the translation in euk


	Figure 3. 	The Image cartoon of  ribosome-inactivating proteins (32).

	Bitter melon has three kinds of RIPs, MAP30, ?-momorcharin and ?-momorcharin. Type-1 RIPs have been studied for many years and it is already known that these proteins have an effect on viral infected and cancer cells.  Therefore, this study used ?-momorc

	Figure 8.	A ribbon structure of the ?- momorcharin. The ribbon structure of ?-momorcharin complexed with adenine deduced from crystal structure (55).
	1.7 Biochemistry of ?-momorcharin
	
	
	Figure 10	A Depurinating mechanism. The N-7 atom of adenosine was protonated by an acidic residue in the active centre, and the stress at the N-glycosidic bond was made (66).




	1.7.4 Purification and sequencing
	1.7.7 Immunology


	Gel concentration of 12% in 0.25 M Tris-HCl pH 8.8. Set up gel apparatus, prepared separating gel monomer. Added TEMED just prior to pouring gel by using a pasteur pipet and a rubber bulb. Allowed to polymerize before adding stacking gel by overlaying ge
	Crude extract of protein (partially purified protein) was obtained by ammonium precipitation from 5.0 g of decorticated bitter melon seeds. This protocol had been repeated. Lyophilized form of the partially purified protein was measured after the precipi
	1       2       3        4        5                  M
	Figure 12. 	SDS-PAGE of partially purified protein. This figure demonstrated that the crude extract had molecular weight about 29-30 kDa. The number under each band indicated that the precipitation had been repeated and 10 micrograms of protein was appli
	
	(2) Hydroxyapatite column chromatography
	
	50 mg of the partially purified protein from ammonium sulphate precipitation was dissolved in 10 ml of equilibrate buffer (10 mM sodium phosphate buffer) and being applied to hydroxyapatite column chromatography. Column was eluted by linear gradient from
	
	
	Peak III


	Table 2.	Amino  acid Sequencing of the purified protein. Ten amino acid residues from N-terminus of peak III was compared with those of ?-momorcharin (51-53).





	Amino acid
	
	Figure 20.	A typical standard curve for quantitative method of ?-momorcharin. The standard curve of competitive ELISA had shown that the IC50 was 10 ?g/ml.
	
	
	
	3.9 N-glycosidase test

	- NaCl								80 g









