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EXPRESSION AND CHARACTERIZATION OF A_RECOMBINANT NOVEL SNAKE 
VENOM METALLOPROTEINASE FROM GREEN PIT VIPER (CRYPTELYTROP 
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โปรตีนเมตาโลโปรตีเนสจากพิษงูมืฤทธิไขัดย่อยเนื้อเยื่อรอบเซลล์ ปัจจัยการแข็งตัวของ
เลือด และ ยับยั้งการทำงานเกล็ดเลือด การศึกษาโปรตีนนี้ไม่เพียงแต่ให้ความรู้เกี่ยวกับพยาธิ 
กำเนิดของงูกัด แต่ยังอาจทำให้ได้ยาต้านเกล็ดเลือดชนิดใหม่ เราได้โคลนของโปรตีนเมตาโลโปร 
ตีเนล'ชนิด'ใหม่'ซ่ึงมีลำดับเบส RGD ที่แยกได้จากห้องสมุด cDNA ของต่อมพิษของของงูเขียวหาง 
ไหม้ท้องเหลืองคริปเทไลทรอปล์ อัลโบลาบรีส การวิเคราะห์ลำตับเบสพบว่าโปรตีนจัดอยู่ในกลุ่ม 
ย่อย P-llb ของโปรตีนเมตาโลโปรตีเนสจากพิษงูและมีความเหมือนกับ Jerdonitin จากงู 
T r im e r e s u r u s  j e r d o n i i  ร้อยละ 81 โดยมีส่วนของขีลเทอีนที่เหมือนกันซึ่งเกิดไดซัลไฟด์บอนด์จับ 
ระหว่างเมตาโลโปรตีเนสนละดิสอินทริกรินเข้าด้วยกัน cDNA ซึ่งติดฉลากด้วยฮิสทิตีนที่ปลาย 
ด้านอมิโนประกอบด้วยของโดเมนส่วนเมตาโลโปรตีเนสและดิลอินทริกรินถูกนำมาใส่ในพาหะ 
pPICZaA และแสดงออกในยีสต์ P ic h ia  p a s t o r i s  โปรตีนที่แสดงออกมีขนาดประมาณ 32 กิโล 
ดาลตัน จากการทำ Western blot ที'จับด้วยแอนติบอดีต่อ polyhistidine โปรตีนลูกผสมมี 
ความลามารถในการยับยั้งการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดจากการกระตุ้นด้วยคอลลาเจนโดยขึ้นกับ 
ความเข้มข้น ความเข้มข้นท่ียับยั้งการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดได้ร้อยละ 50 (IC50) คือ 5.6 
ไมโครลิตร แต่ไม่สามารถยับยั้งการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดที่กระตุ้นด้วย เอตีพี ตังนั้นกลไกการ 
ยับยั้งอาจเกิดจากการขัดขวางการเข้าจับที่ตัวรับของคอลลาเจน โปรตีนนี้มีตักยภาพที่จะนำไปใช้ 
เป็นสารต้านการแข็งตัวของเกร็ดเลือดชนิดใหม่ได้
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Panchalee Jangprasert: Expression and Characterization of Recombinant 
Novel Snake venom metalloproteinase from green pit Viper (C r y p t e l y t r o p s  

a lb o la b r i s ) .  Thesis Advisor: Associate Professor Ponlapat Rojnuckarin, M.D., 
PhD., 50 pp.

Snake venom metaloproteases (SVMPs) may degrade extracellular matrix 
and/or clotting factors, as well as inhibit integrin and platelet functions, studying 
them not only gives US deeper insights in pathogenesis of snakebites, but also 
potentially yields novel antiplatelet agents. A clone of novel RGD-containing, P-ll 
type, snake venom metalloproteinase was isolated from the green pit viper, c. 
a lb o l a b r i s ,  venom gland cDNA library. Sequence analysis revealed that it 
belonged to P-llb subclass of SVMP and 81% identical to Jerdonitin from 
T r im e r e s u r u s  j e r d o n i i .  They contained 2 conserved cysteines forming a disulfide 
bond, which held metalloproteinase and disintegrin together in mature proteins. 
The N-terminally histidine-tagged construct of metalloproteinase and disintegrin 
domains was inserted into the pPICZOtA vector and expressed in P ic h i a  p a s t o r i s .  

The recombinant protein was approximately 32kD on Western blot probed with 
anti-polyhistidine antibody. The recombinant SVMP dose dependently inhibited 
platelet aggregation induced by collagen with the IC50 of 5.6 |JM. . However, there 
was no effect on ADP-induced platelet aggregation. Therefore, the inhibition 
mechanism should be through blocking of collagen receptor(s). This recombinant 
protein has a potential to be a novel anti-platelet agent.
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