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1. Abstract 
ที่มาของปญหา: เชื้อไวรัสเดงก่ีเปนเชือ้ไวรัสที่มียุงลายเปนพาหะ โดยมีการประมาณวาในแต
ละปมีผูปวยทีต่ิดเชื้อ 50-100 รายทั่วโลก ซ่ึงปญหาที่สําคัญของกลไกการเกิดโรคของเชื้อไวรัส
เดงกี่คือ ในการติดเชื้อครัง้แรกรางกายจะสรางสารภูมิคุมกันที่สามารถยับยั้งเชื้อโรคได ซ่ึงสาร
ภูมิคุมกันที่สรางขึ้นจะสามารถยับยั้งเชื้อเดงก่ีซีโรไทปทจากการติดเชื้อครั้งแรกไดเปนระยะ
เวลานาน แตไมสามารถยบัยั้งการติดเชือ้ไวรัสเดงก่ีสายพันธุอ่ืน แตกลบัสงเสรมิใหเกิดการตดิ
เชื้อที่รุนแรงขึน้ได เรียกกลไกที่กอใหเกิดความรุนแรงของโรคเชนน้ีวา Antibody Dependent 
Enhancement จนกระทั่งปจจุบันยังไมสามารถผลติวคัซีน หรือยารักษาไขเลือดออกที่สามาร
ยับยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ีทั้ง 4 ซีโรไทปได ในระยะหลังจึงมีการศึกษาถึงการนําสารโมโนโคอล
แอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อโรค โดยเฉพาะเชื้อไวรัสมาใชในการรกัษา ซ่ึงทีมวิจัยของเราได
ประสบความสําเร็จในการพัฒนาสารโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถยับยั้งเชื้อไวรัส
ไขเลือดออกทัง้ 4 ซีโรไทปได โดยวธิีไฮบริโดมา และยังผานการทดสอบในหนูทดลอง และในลงิ
แลว ในการวิจัยครั้งน้ีจึงเปนการศึกษาลักษณะทางจีโนไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
สามารถยับยัง้เชื้อไวรัสเดงก่ีทั้ง 4 ซีโรไทปที่ไดจากการทดลองที่ผานมา และการสรางรคีอม
บิแนนทแอนติบอดีที่มีคุณสมบัติการยบัยั้งเชื้อไวรัสไดดีเชนเดิมเม่ือเทียบกับแอนติบอดีที่ไดจาก
ไฮบริโดมา โดยการผลิตในเซลลสัตวเลีย้งลูกดวยนม (mammalian cells) เพ่ือนําไปใชในการ
ผลิตในปริมาณมากขึ้น (large scale) เพ่ือสามารถศึกษาลักษณะ และคุณสมบัตขิองโมโน
โคลนอลแอนติบอดีในดานตางๆ ไดละเอียดมากขึ้น 
วิธีดําเนินการวิจัย: โมโนโคลนอลแอนตบิอดีที่สามารถยับยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ีไดทั้ง 4 ซีโรไทปได
ถูกคัดเลือกมาจํานวน 19 โคลนที่เปนแอนติบอดีชนิด IgG เพ่ือศึกษาลักษณะทางจีโนไทป ซ่ึงใน
จํานวนนี้ 3 โคลน (1A10H7, 1B3B9, 1G7C2) ไดถูกคัดเลอืกมาเพ่ือใชในการสรางรีคอม
บิแนนทแอนติบอดีในเซลล Human Embryonic Kidney (HEK) และจํานวน 1 โคลน (1B3B9) 
ถูกนําไปสรางเปน stable cell ในเซลล CHO ที่สามารถผลติสารโมโนโคลนอลแอนติบอดีได
อยางไมจํากัด 
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ผลการทดลอง: ในการศกึษาคุณสมบตัิทางดานพันธุกรรมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 19 
โคลนพบวามีกลไกหลายอยางกอใหเกิดความหลากหลายของแอนติบอดีที่นํามาศึกษาทั้ง 19 
โคลนนี้ คือการรวมกันระหวาง Variable heavy (VH) และ Variable light (VL) ที่ตางกัน การ
เพ่ิมหรือลดกรดอะมิโนในสวนของ CDR3 ของ heavy chain หรือแมกระทั้งการเปลี่ยนแปลง
ลําดับเบสบางตําแหนง ซ่ึงผลของความหลากหลายของแอนติบอดียีนน้ีจะเปนประโยชนใน
การศึกษาสวนเอพิโทปของแอนติเจนตอไป หลังจากนั้นจึงไดนําชิ้นสวน VH และ VL ของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีจํานวน 3 โคลนทีแ่ยกไดจากเซลลไฮบริโดมานี้มาใชในสรางรีคอมบิแนนท
แอนติบอดีในเซลล mammalian ไดเปนผลสําเร็จโดยมีความสามารถในการจับและการยับยั้งเชือ้
ไวรัสเดงก่ีไดใกลเคียงกบัแอนติบอดีที่ไดจากเซลลไฮบริโดมา โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี
จํานวน 1 โคลนไดนํามาสรางเปน stable cell ในเซลล CHO ที่สามารถผลติสารโมโนโคลนอล
แอนติบอดีไดอยางไมจํากัด และยังคงความสามารถในการยับยั้งเชือ้ไวรัสเดงก่ีได ซ่ึงสามารถ
นําไปพัฒนาตอเพ่ือเพ่ิมปริมาณในระดับอุตสาหกรรมไดตอไป 
 
Keywords: Recombinant IgG; Neutralization; Dengue virus; Cross-neutralizing; 
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2. วัตถุประสงค 
2.1 เพ่ือแยกชิ้นสวน VH และ VL จาก ไฮบริโดมาเซลล ที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่สามารถยับยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ีทั้ง 4 ซีโรไทปไดทั้งหมด 19 โคลน 
2.2 เพ่ือสราง mammalian expression plasmid ของ heavy chain และ light chain เพ่ือใชใน
การผลิต recombinant IgG จํานวน 3 โคลน ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ีทั้ง 4 
ซีโรไทปไดดีที่สุด 
2.3 เพ่ือผลิต recombinant IgG ของโมโนโคลนอล 3 โคลนดังกลาว ใน mammalian cells 
2.4 เพ่ือทดสอบความสามารถในการยบัยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ีของ recombinant IgG ที่ผลติขึ้น 
2.5 เพ่ือสราง CHO stable cell lines ที่สามารถหลั่งสาร recombinant IgG ที่สามารถยับยั้งเชือ้
ไวรัสเดงก่ีทั้ง 4 ซีโรไทปได 
 
3. บทสรุปผูบริหาร 
 ไวรัสเดงก่ีเปนเชื้อไวรัสที่มียุงลายเปนพาหะนําโรค โดยมีการรายงานวามีผูติดเชือ้ไวรัส
เดงกี่ถึง 50-100 ลานคนตอปทั่วโลก (World Health Organisation) เชื้อไวรัสเดงก่ีจัดอยูในกลุม 
Flavivirus เปน RNA virus ชนิดหน่ึง ที่สามารถแบงออกไดเปน 4 ซีโรไทป ซ่ึงปญหาที่สําคัญ
ของเชื้อไวรัสเดงก่ีคือผูที่ติดเชื้อเดงก่ีไวรัสคร้ังแรกตอหน่ึงซีโรไทป สามารถมีภูมิคุมกันตอซีโร
ไทปน้ันเปนระยะเวลานาน แตจะมีภูมิคุมกันตอซีโรไทปอ่ืน ในระยะเวลาสั้นๆ  หลังจากนั้น
ถามีการติดเชือ้ซํ้ากับซีโรไทปทีต่างจากการติดเชื้อคร้ังแรก อาจกอใหเกิดอาการรุนแรงของโรค
มากขึ้นได เรียกกลไกการกอโรคในลักษณะนี้วา Antibody dependent enhancement (Schmidt 
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et al., 2010) ซ่ึงในปจจุบันยังไมสามารถผลติวคัซีน หรือยารักษาโรคสําหรับโรคไขเลือดออกน้ี
ไดเปนผลสําเร็จ ในระยะหลังจึงมีการพัฒนายารักษาโรค โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ
ไวรัส โดยการใชสารทีช่ื่อวา “โมโนโคลนอลแอนติบอดี” จากผลงานวิจัยที่ผานมาของทีมผูวิจัย 
เราสามารถผลิตสารโมโนโคลนอลแอนตบิอดีมนุษยทีส่ามารถยับยัง้เชื้อไวรัสเดงก่ีทั้ง 4 ซีโรไทป
ไดเปนผลสําเร็จโดยใชวธิีไฮบริโดมา ซ่ึงจากทั้งหมด 136 โคลนทีพั่ฒนาขึ้น มีทั้งหมด 19 โคลน
ที่เปนแอนตบิอดีชนิด IgG ที่สามารถยบัยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ีทั้ง 4 ซีโรไทปไดดีที่สดุ ซ่ึงทั้ง 19 
โคลนนี้จับกับ envelop protein ของเดงกี่ไวรัส (Setthapramote et al., 2012) ดังน้ัน เพ่ือเปน
การศึกษาลักษณะทางจีโนไทปของโมโคลนอลแอนตบิอดีทั้ง 19 โคลน ชิ้นสวน VH และ VL ได
ทําการแยกออกจากเซลลไฮบริโดมา โดยสกัด Ribonucleic acid (RNA) สังเคราะห 
Complementary Deoxyribonucleic acid (cDNA) เพ่ิมปริมาณชิ้นสวน VH และ VL ดวยวธิี
ปฏิกิริยาพีซีอาร แลวนําไปหาลําดับเบส โดยใชฐานขอมูล IMGT ในการวิเคราะหโมโนโคลนอล
แอนติบอดี ซ่ึงไดทําการศึกษาถึงกลไกการทําใหเกิดความหลากหลายของแอนติบอดีแตละตวั 
ทําใหทราบถึงชนิดของ antibody germline ที่ใช, การรวมกันของสวน variable, diversity และ 
joining (VDJ recombination), การจับคูกันระหวาง VH และ VL และการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิ
โนบางตําแหนง (Somatic hypermutation, SHM) ซ่ึงพบวาแอนตบิอดีทั้ง 19 โคลน เกิดจาก
แอนติบอดี germline ที่ไมเหมือนกันของ heavy chain (HC) ถึง 10 แบบ และ light chain (LC) 
จํานวน 11 แบบ ซ่ึงสังแกตุวาแอนติบอดีแตละโคลนมีการประกอบของ HC และ LC ที่ตางกัน 
ซ่ึงสงผลใหแอนติบอดีแตละโคลนมีความสามารถในการจับกับเดงก่ีไวรัสไดไมเหมือนกัน 
นอกจากนี้เรายังพบวาแอนติบอดีบางตัวมีลําดับกรดอะมิโนใกลเคียงกันมาก มีการใชลําดับ
กรดอะมิโนของ antibody จาก germline เดียวกัน แตมีความแตกตางของการเปลี่ยนแปลง
กรดอะมิโนบางตําแหนงที่ไมเหมือนกัน สงผลใหความสามารถในการจับและยบัยัง้เชื้อไวรัสเดงก่ี
แตกตางกันดวย ซ่ึงสามารถตั้งสมมุตฐิานไดวา ตําแหนงที่เปลี่ยนแปลงไปสงผลใหแอนตบิอดี
น้ันๆ สามารถจับกับเชื้อไวรัสเดงก่ีไดดีขึ้น ซ่ึงมีประโยชนในการพัฒนาวัคซีนตอไปในอนาคต 
 นอกจากการศึกษาลักษณะทางจีโนไทปของแอนติบอดีแตละตวัแลว เราไดคัดเลือกโม
โนโคลนอลแอนติบอดีจํานวน 3 โคลน (1A10H7, 1B3B9, 1G7C2) ที่สามารถยังยั้งเชื้อไวรัสเดง
ก่ีไดดีที่สุด (Sasaki et al., 2013) มาใชในการผลิตสารโมโนโคลนอลแอนติบอดีในรูปแบบรีคอม
บิแนนท (rIgG) โดยทําการศึกษาในเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Mammalian cells) โดยเริ่มจาก
การตัดตอชิ้นสวน VH และ VL เขาใน mammalian expression plasmid pQCX ทั้งหมด 3 
ชนิด คือ pQCXIP-CH ที่มี human constant region (C) ตัดตออยูกอนแลว ซ่ึงใชในการตดัตอ
สวน VH เขากับสวน constant heavy (CH) เพ่ือใหไดเปน heavy chain ทั้งเสน สวนพลาสมิ
ดอีก 2 ชนิด คือ pQCXIH-CL และ pQCXIH-CK ซ่ึงมีสวนของ constant lambda light chain 
(CL) และ constant kappa light chan (CK) ตัดตออยูตามลําดับ โดย variable lambda (VL) 
หรือ variable kappa (VK) ที่แยกไดจากเซลลไฮบริโดมาไดถูกตัดตอเขาพลาสมิดทั้งสองชนิดน้ี
แลวแตชนิดของ variable light chain ที่ได พลาสมิดของ heavy chain และ light chain ที่ไดจึง
นําไปทําการ transfection เขาในเซลล HEK293T เพ่ือใชในการผลติเปน rIgG แลวเกบ็นํ้าเลี้ยง
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เซลลที่มีแอนติบอดีไปทดสอบการจับกับเชื้อเดงก่ีไวรัสดวยวธิี immunofluorescense assay 
(IFA) และทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ีทั้ง 4 ซีโรไทปดวยวิธี Focus 
Reduction Neutralization Test (FRNT) ซ่ึงพบวา rIgG ที่ไดทั้ง 3 โคลนสามารถจับ และยบัยั้ง
เชื้อเดงก่ีไวรัสไดคลายคลึงกับแอนติบอดีทีส่รางขึ้นจากเซลลไฮบริโดมา จากน้ันโมโนโคลนอล
แอนติบอดีจํานวน 1 โคลน (1B3B9) ไดถูกคัดเลือกเพ่ือนําไปสรางเปน stable cell ในเซลล 
CHO ซ่ึงเปนเซลลที่ไดรับการยอมรับอยางกวางขวางในการนําไปใชในการผลิตในระดับใหญ 
หรือระดับอุตสาหกรรม (Kim et al., 2012) โดยทําการศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
ไวรัสเดงก่ีของแอนติบอดีทีไ่ดจาก stable cell อีกคร้ังหน่ึง พบวาแอนติบอดีที่สรางขึ้นจาก 
stable cell สามารถยังยั้งเชื้อเดงก่ีไวรัสไดคลายคลึงกับแอนตบิอดีที่ไดจากเซลลไฮบริโดมา
เชนกัน Stable cell ที่สรางขึ้นไดสามารถนําไปพัฒนาตอโดยการปรับเปลีย่นใหกลายเปนเซลล
ลอย และสามารถเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงที่ปราศจากซีร่ัมได เพ่ือนําไปเพ่ิมปริมาณ และหา
สภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติในปริมาณมากขึ้นตอไปได 
 
4. วิธีทดลอง 

4.1 การแยกชิ้นสวน VH และ VL จากเซลลไฮบริโดมา 
 เซลลไฮบริโดมา จํานวน 19 โคลน ไดถูกนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ DMEM ที่เตมิ 
15% Fetal Bovine Serum จนได เซลลประมาณ 106 เซลล (1 × 10 cm dish) แลวจึงสกัด 
RNA จากเซลลทีไ่ด เพ่ือนํามาใชในการสังเคราะห cDNA จากน้ันจึงเพ่ิมปริมาณชิ้นสวน VH 
และ VL ดวยปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับแอนตบิอดียีนสดังตารางที่ 1 ซ่ึงจะ
เปนไพรเมอรสําหรับการเพ่ิมปริมาณชิ้นสวน ของ VH ทั้งหมด 12 คู V kappa 10 คู และ V 
lampda 4 คู 
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