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ABSTRACT 

        The resistance to commonly used antimalarial drugs, and spread of insecticide 

resistant vectors constitute major causes behind the re-emergence and severity of a 

worldwide malaria problem. Methionine synthase(MS) plays a vital role in production 

of methionine that is subsequently used to generate folate derivatives(FDs). Rapidly 

dividing cells such as tumors, bacteria and malaria parasites rely heavily on the 

availability of FDs for their growth and development. Thus, inhibition of the MS 

activity can greatly affects cell division, through inhibition of DNA replication and 

protein synthesis. This feature has been exploited for the identification of MS gene in 

Plasmodium falciparum for the development of antimalarial drugs.  

         In this study we employed molecular biological techniques to identify, 

characterize and study the MS in P. falciparum. The MS candidate gene(PFL1625w) 

was amplified from genomic DNA of 3D7 strain Plasmodium falciparum by using 

polymerase chain reaction(PCR). Then, PFL1625w gene was ligated with pET28a 

vector and transformed into DH5a competence cell. After confirmed with DNA 
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sequencing, positive colonies were induced with 0.4 mM IPTG for protein expression. 

Moreover, protein band of interest was extracted and analyzed by LC-MS/MS. The 

result showed that our protein was appeared in insoluble fraction and showed 

complete homology with predicted protein from PFL1625w gene. To test whether our 

expressed protein possessed an biological activity of homocysteine methyl-transferase 

or not, a complementation assay was performed using RK4536, an E. coli strain 

lacking both cobalamin-dependent and –independent methionine synthase activities, 

cultured in M9 minimal media with or without methionine. Unfortunately, no growth 

from RK4536 cells harbouring pET28PFL1625w plasmid was observed from M9 

minimal media without methionine.  

         This study demonstrated that our expressed protein wasn’t possessed an activity 

for methionine synthase which might be caused by their conformation during 

expression process. In addition, further investigation is needed to improve the 

solubility of PFL1625w recombinant protein in order to be able to study its biological 

activity which is predicted to be important. The discovery of methionine synthase in 

Plasmodium spp. may lead to identification of novel drug target which is in need in 

the process of antimalarial drug discovery.  
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บทคัดย่อ 

        การด้ือต่อยาตา้นเช้ือมาลาเรียและการแพร่กระจายของพาหะท่ีด้ือต่อยาฆ่าแมลงไดส่้งผลให้
ปัญหาของโรคมาลาเรียได้มีการทวีความรุนแรงมากข้ึนในระดับโลก จากเหตุดังกล่าวท าให้
การศึกษาเพื่อหาเป้าหมายใหม่ท่ีจะน ามาใช้พฒันายาตา้นเช้ือมาลาเรียชนิดใหม่ทวีความส าคญัมาก
ข้ึนในปัจจุบนั ในงานวิจยัช้ินน้ีไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบัเอนไซมมเ์มไธโอนีน ซีนเธสโดยเอนไซมม์
เมไธโอนีน ซีนเธสน้ีจะมีหนา้ท่ีในการเมไธโอนีนและสารอนุพนัธ์ของโฟเลทซ่ึงจะมีความส าคญั
ในการสังเคราะห์และสร้างดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึนระหวา่งกระบวนการการแบ่งตวัของเซลล์ โดยเซลล์ท่ีมี
ระบบการแบ่งตวัของเซลล์อย่างรวดเร็วอนัไดแ้ก่ เซลล์มะเร็ง, เซลล์แบคทีเรีย และเซลล์ของเช้ือ
มาลาเรีย จะมีความจ าเป็นท่ีจะต้องพึ่งพาสารอนุพนัธ์ของโฟเลทในการเจริญเติบโต  ดงันั้นใน
งานวิจยัช้ินน้ีเอนไซมมเ์มไธโอนีน ซีนเธสจะถูกน ามาศึกษาเพื่อพิจารณาถึงความเป็นไปไดใ้นการ
น าไปพฒันาเป็นเป้าหมายของยาตา้นเช้ือมาลาเรียต่อไป 

        ในส่วนของงานวิจยั งานช้ินน้ีไดเ้ร่ิมจากการน าช้ินยีนท่ีคาดว่าน่าจะท าหน้าท่ีสร้างเอนไซมม์
เมไธโอนีน ซีนเธสในเช้ือมาลาเรีย พลาสโมเดียม ฟาซิพาลมัมาจากฐานขอ้มูล ก่อนจะน ามาเพิ่ม
ปริมาณสารพนัธุกรรมโดยใชป้ฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) ร่วมกบัสารพนัธุกรรมตั้งตน้จาก
เช้ือพลาสโมเดียม ฟาซิพาลมั หลงัจากนั้นสารพนัธุกรรมท่ีถูกท าให้เพิ่มข้ึนไดถู้กน าไปโคลนในพ
ลาสมิด pET28 อลัฟ่า ก่อนจะถูกน าไปใส่ในเช้ือแบคทีเรียอี โคไลโดยสารพนัธุกรรมท่ีไดจ้ะถูก
ยืนยนัความถูกตอ้งโดยวิธีการล าดบัดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ซ่ึงหลงัจากยืนยนัความถูกตอ้ง
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ของสารพนัธุกรรมแลว้ เช้ืออี โคไลท่ีบรรจุสารพนัธุกรรมดงักล่าวอยูจ่ะถูกน าไปกระตุน้ให้เกิดการ
สังเคราะห์โปรตีนโดยใช้ไอพีทีจี (IPTG) ท่ีความเข้มข้น 0.4 มิลลิโมลาร์ โดยโปรตีนท่ีถูก
สัง เคราะห์ออกมาจะถูกน าไปวิ เคราะห์ ต่อโดยใช้ เค ร่ืองแมสสเ ป็กโทรมี เตอร์  (mass 

spectrometer) ซ่ึงผลจากการวเิคราะห์พบวา่โปรตีนท่ีถูกสังเคราะห์ออกมาเป็นโปรตีนเดียวกนักบั
โปรตีนท่ีอยู่ในฐานขอ้มูล แต่ทวา่โปรตีนท่ีถูกสังเคราะห์ออกมานั้นกลบัอยูใ่นรูปแบบท่ีไม่ละลาย
น ้ า ดงันั้นทางผูว้ิจยัจึงไดท้  าการทดสอบความสามารถในการท างานของโปรตีนท่ีถูกสังเคราะห์
ออกมาโดยใช้วิธี คอมพลีเมตเ์ทชัน่ (Complementation assay) โดยผลท่ีเกิดข้ึนพบวา่โปรตีนท่ี
ถูกสังเคราะห์ออกมานั้นไม่สามารถท าหน้าท่ีของเอนไซมม์เมไธโอนีน ซีนเธสได ้ส่งผลให้เช้ือ
แบคทีเรียไม่เกิดการเจริญเติบโตในท่ีสุด 

        อยา่งไรก็ตามทางวิจยัยงัคาดวา่โปรตีนท่ีคาดวา่น่าจะเป็นเอนไซมมเ์มไธโอนีน ซีนเธสน้ีน่าจะ
มีความส าคญัในแง่ของการน ามาศึกษาเพื่อพฒันายาตา้นเช้ือมาลาเรีย ทั้งน้ีปัญหาแรกท่ีตอ้งท าการ
พิจารณาก่อนการศึกษาโปรตีนน้ีก็คือการเพิ่มศกัยภาพในการละลายให้กบัโปรตีนดงักล่าวก่อน ซ่ึง
ทางผูว้จิยัคาดวา่หากสามารถเพิ่มความสามารถในการละลายของโปรตีนน้ีได ้ก็มีความเป็นไปไดท่ี้
จะสามารถศึกษาความสามารถในการท างานของโปรตีนชนิดน้ีได ้และอาจน าไปสู่การศึกษาเพื่อ
พฒันายาตา้นเช้ือมาลาเรียต่อไปไดใ้นอนาคต 

 

 

 

 

 


