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ABSTRACT 

The surface proteins of the influenza A virus, namely hemagglutinin (HA), neuraminidase (NA), and matrix protein-2 (M2) are 

surface exposed and thus are vulnerable targets for neutralizing antibodies. HA is the most abundant protein on the viral surface and the virus uses 

this protein as a ligand for host cell receptor binding and subsequent cellular entry by receptor mediated endocytosis. In the acidic endosome, a 

conformational change in the cleavage-active HA molecule induces fusion of the HA to the host endosomal membrane, allowing the exit of the viral 

RNPs into the host cytoplasm and subsequent nuclear import for replication. NA is a sialidase enzyme that cleaves the NeuAcα2,3Gal or 

NeuAcα2,6Gal on new virions and releases them from the infected cell. The M2 protein forms a homotetramer which is a highly selective channel 

for H+ influx into the intra-endosomal virion causing a dissociation of matrix protein-1 (M1) from the viral RNPs, allowing entry of the latter into 

the host cytosol. In the late stage of viral replication, M2 prevents acid-induced conformational change of newly synthesized hemagglutinin 

molecules that are cleaved in the trans-Golgi network. M2 functions also in inhibition of autophagy in infected cells causing accumulation of 

autophagosomes (macroautophagosome) to help the survival of the influenza virus in the infected cell. In addition, HA, NA, and M2 proteins also 

work together in viral assembly and budding. HA and NA help the M2 amphipathic helix in causing membrane curvature at the neck of the budding 

virion leading to membrane scission and virus release. As such, antibodies that interfere with HA, NA, and M2 functions have high potential as sole 

or adjunct therapeutic agents for influenza. 

In this study, fully human monoclonal single chain antibody variable fragments (HuScFv) specific to HA, NA, and M2 of the 

influenza A virus were generated by using phage display technology. Influenza viruses adsorbed on the human erythrocyte ghosts were used as a 

phage biopanning antigen for selecting phage clones that dispalyed HuScFv from a human ScFv phage display library. The HuScFv specific to HA, 

NA and/or M2 derived from huscfv-phagemid transformed E. coli clones can be classified into 4 groups: HuScFv that bound to HA, NA, and M2 

(clones no. 2, 10, 26, and 54); HuScFv that bound to HA and NA (clone no. 53); HuScFv that bound to M2 (clones no. 15 and 51); and HuScFv that 

bound to HA (clone no. 99). HuScFv from four selected clones which had different antigenic specificities and amino acid sequences particularly at 

their complementarity determining regions (CDRs), i.e., clones no. 26, 51, 53, and 99, were tested for their efficacies in interfering with the 

influenza virus replication cycle in mammalian cell cultures. The results of the plaque assay revealed that the HuScFv of all clones could reduce the 

numbers of influenza virus foci in the HuScFv treated-infected cells.   

Phage clones displaying HuScFv that bound specifically to full length recombinant M2 (rM2) were also selected from the 

human ScFv phage display library. Four huscfv-phagemid transformed E. coli clones, i.e., no. 2, 19, 23 and 27, expressed HuScFv that bound not 

only to the rM2 but also to native M2 (nM2) in influenza virus infected cell homogenates and inside the cells. The HuScFv2, 19, 23, and 27 which 

had different amino acid sequences in immunoglobulin frameworks and CDRs could similarly reduce the amounts of viruses both in the culture 

supernatants and inside the cells infected with adamantane sensitive and resistant A/H5N1 strains belonging to different clades. A phage mimotope 

(peptide) search and multiple alignments revealed that conformational epitopes of HuScFv2 located at the residues important for ion channel activity, 

anti-autophagy, and M1 binding. Epitopic residues of HuScFv19 located at the M2 amphipathic helix and cytoplasmic tail important for anti-

autophagy, virus assembly, morphogenesis, and release. The epitope of HuScFv23 involved residues important for the M2 activities similar to 

HuScFv2 and also amphipathic helix residues for viral budding and release. For the HuScFv27 epitope, it spanned ectodomain, ion channel, and 

anti-autophagy residues. The results of computerized homology modeling and molecular docking conformed to the epitope identification by phages. 

M2 epitopes bound by HuScFv2, 19, 23, and 27 are conserved across influenza A subtypes and human pathogenic clades of H5N1, indicating that 

the HuScFv have anti-influenza A activity.  

Although molecular mechanisms of the HA-, NA-, and/or M2-specific-HuScFv(s) in interfering with the influenza virus 

replication cycle await experimental validations, these small antibody fragments which are fully human proteins have high potential for developing 

further as safe, novel, and mutation tolerable anti-influenza agents, especially against drug resistant variants. 
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บทคดัยอ่ 

โปรตีนท่ีผิวของไวรัสไขห้วดัใหญ่/นกชนิดเอช่ือวา่ฮีแมกกลูตินิน (เอชเอ), นิวรามินิเดส (เอน็เอ) และแมทริกซ์สอง (เอม็สอง) เป็นโปรตีนท่ีผิว

ของไวรัสซ่ึงง่ายต่อการเป็นเป้าหมายของแอนติบอดีท่ีจะทาํการลบลา้งฤทธ์ิ โดยท่ีโปรตีนเอชเอนั้นมีมากท่ีสุดบนผิวของไวรัสและไวรัสใชโ้ปรตีนน้ีเพ่ือเป็นแกนสาํหรับ

จบักบัตวัรับซ่ึงอยูบ่นผิวของโฮสทเ์ซลล ์เพ่ือใชใ้นการเขา้สูเซลลเ์ป้าหมายโดยขบวนการเอน็โดไซโตสิส และในถุงเอน็โดโซมนั้นเองจะเกิดการเปล่ียนแปลงของโมเลกลุ

เอชเอเพ่ือใหเ้กิดการรวมกนัของผิวไวรัสและผิวโฮสทเ์ซลลเ์พ่ือทาํการปลดปล่อยสารพนัธุกรรมของไวรัสเขา้สู่ไซโตพลาสซึมของโฮสทเ์ซลลเ์พ่ือทาํการจาํลองสาร

พนัธุกรรมใหม่ของอนุภาคไวรัสตวัลูกต่อไป ส่วนโปรตีนเอน็เอนั้นมีคุณสมบติัเป็นเอน็ไซมเ์ซียลิซิเดสท่ีใชใ้นการตดัพนัธะ ( NeuAcα2,3Gal หรือ NeuAcα2,6Gal) ท่ี

เช่ือมระหวา่งโฮสทแ์ละอนุภาคไวรัสตวัใหม่ เพ่ือทาํการปล่อยอนุภาคไวรัสตวัลูกออกจากเซลลท่ี์ติดเช้ือนั้น ในขณะท่ีโปรตีนเอม็สองจะรวมตวัเป็นเททราเมอร์ซ่ึงทาํตวั

เป็นช่องท่ีใชต้รวจจบัโปรตอนเขา้มาในอนุภาคไวรัสขณะท่ีอยูใ่นถุงเอน็โดโซมเพ่ือใชใ้นการแยกกนัของโปรตีนเอม็หน่ึงและสารพนัธุกรรมไวรัสออกจากกนั เพ่ือท่ีสาร

พนัธุกรรมของไวรัสนั้นจะเขา้สู่ไซโตพลาสซึมของโฮสทเ์ซลลต่์อไป และในขั้นทา้ยของการจาํลองอนุภาคไวรัสใหม่นั้น โปรตีนเอม็สองมีส่วนช่วยในการป้องกนัการ

เปล่ียนแปลงรูปร่างของโปรตีนเอชเอท่ีสังเคราะห์ใหม่ขณะท่ีอยูใ่นทรานซ์กอนจิเน็ตเวิร์ค โปรตีนเอม็สองยงัมีหนา้ท่ีในการยบัย ั้งกระบวนการออโตฟาจิในเซลลติ์ดเช้ือ 

โดยการทาํใหเ้กิดการสะสมตวัของถุงฟาโกโซม (แมก็โครออโตฟาโกโซม) เพ่ือ ช่วยในการอยูร่อดของไวรัสในเซลลท่ี์ติดเช้ือ นอกจากน้ีโปรตีนเอชเอ, เอน็เอ และเอม็

สองยงัทาํงานร่วมกนัในขณะการจาํลองอนุภาคใหม่และการปลดปล่อยจากเซลลท่ี์ติดเช้ือ โดยท่ีโปรตีนเอชเอและเอม็สองช่วยกบัโปรตีนเอม็สองส่วนแอมฟิพาติกเฮลิกซ์

ในการทาํใหผ้ิวแมมเบรนของโฮสทเ์ซลลเ์กิดการโคง้งอเพ่ือใหง่้ายต่อการตดัอนุภาคไวรัสตวัใหม่ออกจากโอสทเ์ซลลแ์ละปล่อยออกสู่ภายนอก จากเหตุผลดงักล่าวน้ีเอง 

แอนติบอดีท่ีสามารถรบกวนการทาํงานของโปรตีนเอชเอ, เอน็เอ และเอม็สองจึ งน่าจะมีประสิทธิภาพสูงในการนาํไปใชใ้นการรักษาหรือเป็นตวัช่วยยาในการรักษาโรค

ไขห้วดัใหญ่/นก 

ในการศึกษาคร้ังน้ี แอนติบอดีสายเด่ียวของมนุษยแ์บบโมโคลนาลท่ีจาํเพาะกบัโปรตีนเอชเอ, เอน็เอ และเอม็สองของไวรัสไขห้วดัใหญ่/นกถูก

ผลิตข้ึนโดยใชเ้ทคโนโลยีฟาจดิสเพลย ์โดยท่ีอนุภาคไวรัสไขห้วดัใหญ่ท่ีถูกตรึงบนผิวของเมด็เลือดแดงท่ีไม่มีฮีโมโกลบิลจะถูกใชเ้ป็นเป้าหมายสาํหรับการคดัเลือก

โคลนฟาจท่ีมีแอนติบอดีสายเด่ียวแสดงอยูบ่นผิวจากคลงัฟาจแอนติบอดีสายเด่ียวของมนุษย ์ซ่ึงแอนติบอดีสายเด่ียวท่ีจาํเพาะกบัโปรตีนเอชเอ, เอน็เอ และหรือเอม็สอง

จะไดรั้บจากอีโคไลโคลนท่ีบรรจุฟาจมิดท่ีมียีนแอนติบอดีสายเด่ียวอยู ่และสามารถแบ่งแอนติบอดีสายเด่ียวท่ีไดรั้บออกเป็นส่ีกลุ่มดงัน้ี แอนติบอดีสายเด่ียวท่ีจาํเพาะกบั

โปรตีนเอชเอ, เอน็เอ และเอม็สองจาํนวน ๔ โคลน (โคลนเลขท่ี ๒, ๑๐, ๒๖ และ ๕๔) แอนติบอดีสายเด่ียวท่ีจาํเพาะกบัโปรตีนเอชเอและเอน็เอจาํนวน ๑ โคลน (โคลน

เลขท่ี ๕๓) แอนติบอดีสายเด่ียวท่ีจาํเพาะกบัโปรตีนเอม็สองจาํนวน ๒ โคลน  (โคลนเลขท่ี ๑๕ และ ๕๑) และ แอนติบอดีสายเด่ียวท่ีจาํเพาะกบัโปรตีนเอชเอจาํนวน ๑ 

โคลน (โคลนเลขท่ี ๙๙) โดยท่ีแอนติบอดีสายเด่ียวจาํนวน ๔ โคลน (โคลนเลขท่ี ๒๖, ๕๑, ๕๓ และ ๙๙) ซ่ึงจาํเพาะกบัโปรตีนเป้าหมายท่ีแตกต่างกนั และยงัมีลาํดบั

กรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนัโดยเฉพาะบริเวณซีดีอาร์ ถูกนาํมาทดสอบความสามารถในการรบกวนกระบวนการจาํลองอนุภาคไวรัสในเซลลท่ี์เล้ียงในหลอดทดลอง ซ่ึงผล

จาํนวนเซลลท่ี์ติดเช้ือ (ไวรัสโฟไซ) เผยใหเ้ห็นวา่ทุกโคลนของแอนติบอดีสายเด่ียวสามารถลดจาํนวนไวรัสโฟไซไดใ้นเซลลติ์ดเช้ือท่ีไดรั้บแอนติบอดีสายเด่ียว 

ฟาจโคลนท่ีดิสเพลยแ์อนติบอดีสายเด่ียวมนุษยท่ี์จบัจาํเพาะกบัตวัเต็มของโปรตีนรีคอมบิแนนทเ์อม็สอง (อาร์เอม็สอง) ยงัถูกคดัเลือกจากคลงัฟา

จแอนติบอดีสายเด่ียวของมนุษยอี์กดว้ย อีโคไลโคลนท่ีบรรจุฟาจมิดท่ีมียีนแอนติบอดีสายเด่ียวอยูจ่าํนวน ๔ โคลนดงัน้ี โคลนเลขท่ี ๒, ๑๙, ๒๓ และ ๒๗ สามารถจบัได้

กบัโปรตีนอาร์เอม็สอง และ เนทีฟโปรตีนเอม็สองท่ีไดจ้ากเซลลโ์ฮโมจีเนทของเซลลท่ี์ติดเช้ือไวรัสไขห้วดัใหญ่ และท่ีอยูภ่ายในเซลล ์แอนติบอดีสายเด่ียว๒, ๑๙, ๒๓ 

และ ๒๗  ซ่ึงมีลาํดบักรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนัในส่วนอิมมูโนโกบลูลินเฟรมเวิร์คและซีดีอาร์ สามารถลดจาํนวนไวรัสไดท้ั้งในส่วนอาหารเล้ียงเซลลแ์ละภายในเซลลท่ี์

ติดเช้ือกบัไวรัสไขห้วดัใหญ่/นก ซปัทยัป์ เอช๕เอน็๑ ท่ีด้ือและไม่ด้ือยา ซ่ึงแตกต่างกนัตามเคลดท่ีอยู ่การหาฟาจมิโมโทป (เปปไทด)์ และการทาํการเปรียบเทียบลาํดบั

กรดอะมิโนท่ีจะเป็นอิพิโทปบนโปรตีนเอม็สอง เผยใหเ้ห็นวา่ แอนติบอดีสายเด่ียว๒ จบับริเวณท่ีทาํหนา้ท่ีเป็นอิออนชาเนล, แอนติออโตฟาจิ และบริเวณท่ีใชจ้บักบั

โปรตีนเอม็หน่ึง แอนติบอดีสายเด่ียว๑๙ จบับริเวณแอมฟิพาติกเฮลิกซ์ และไซโตพลาสมิคของโปรตีนเอม็สองท่ีสาํคญัต่อการเป็นแอนติออโตฟาจิ และการประกอบและ

ปลดปล่อยอนุภาคไวรัสใหม่ แอนติบอดีสายเด่ียว๒๓ จบับริเวณท่ีสาํคญัต่อการเป็นอิออนชาเนลคลา้ยกบัแอนติบอดีสายเด่ียว๒ แต่ยงัสามารถจบัส่วน แอมฟิพาติกเฮลิกซ์

ท่ีสาํคญัต่อการปลดปล่อยอนุภาคไวรัสใหม่อีกดว้ย ในขณะท่ีแอนติบอดีสายเด่ียว๒๗ จะจบัส่วนเอก็ซ์โตโดเมน, อิออนชาเนล และส่วนท่ีจะเป็นแอนติออโตฟาจิ 

นอกจากน้ีผลของโฮโมโลจีเดลล่ิงและโมเลกลุาร์ด็อกซ์ก๊ิงยงัสนบัสนุนผลอิพิโทปท่ีไดจ้ากฟาจอีกดว้ย ซ่ึงอิพิโทปบนเอม็สองท่ีจบัโดยแอนติบอดีสายเด่ียว๒, ๑๙, ๒๓ 

และ ๒๗ มีลกัษณะท่ีอนุรักษใ์นระหวา่งซปัทยัป์ของไวรัสไขห้วดัใหญ่/นก และ ไวรัสไขห้วดันกซปัทยัป์ เอช๕เอน็๑ ท่ีติดเช้ือในมนุษย ์จากผลตรงน้ีสามารถบอกเป็น

นยัไดว้า่แอนติบอดีสายเด่ียวสามารถใชเ้ป็นสารต่อตา้นไวรัสไขห้วดัใหญ่/นกไดใ้นวงกวา้ง 

ถึงแมว้า่กลไกการทาํงานของดา้นโมเลกลุาร์ของแอนติบอดีสายเด่ียวท่ีจาํเพาะกบัโปรตีนเอชเอ, เอน็เอ และหรือเอม็สอง ท่ีใชใ้นการรบกวนการ

จาํลองอนุภาคใหม่ของไวรัสไขห้วดัใหญ่/นกยงัรอคอยการทดลองท่ีจะมาประเมินผล แต่แอนติบอดีสายเด่ียวโมเลกลุเลก็เหล่าน้ีท่ีผลิตจากมนุษยก์มี็ประสิทธิภาพสูง

พอท่ีจะพฒันาต่อไปเป็นสารท่ีใชใ้นการตา้นไวรัสไขห้วดัใหญ่ท่ีปลอดภยั และทนต่อการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนของโปรตีนเป้าหมายในไวรัสสายพนัธ์ุท่ีด้ือต่อยา 
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