
 

 

 

 

 

 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 

 

โครงการ การสรางรคีอมบิแนนทแอนตบิอดีของมนุษยท่ี 

จําเพาะตอเช้ือไวรัสเดงกี่ท้ัง 4 ซโีรไทป 

 

 

โดย ดร.ปานนํ้าทิพย พิทักษสัจจะกุล 

 

 

กันยายน 2557 



1 
 
             เอกสารแนบหมายเลข 2 

Abstract (บทคัดยอ) 
 
Project Code : MRG5580153 
Project Title : การสรางรีคอมบิแนนทแอนติบอดีของมนุษยที่จําเพาะตอเชื้อไวรัสเดงก่ีทั้ง 4 ซี
โรไทป 
Investigator : ชื่อนักวิจัย และสถาบัน 
ดร. ปานน้ําทิพย พิทักษสัจจะกุล ภาควชิาเวชศาสตรสงัคมและสิ่งแวดลอม 
คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล 
E-mail Address : pannamthip.pit@mahidol.ac.th 
Project Period : 2 ป 
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; 
Germline 
 
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 
 
       



5 
 
 ตารางที่ 1 ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชในเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนแอนติบอดี heavy และ light 
chain 

Name sequence
Variable heavy chain
hIGHV1/7-5'L ATGGACTGGACCTGGAGGATCCTC 
hIGHV2__-5'L ATGGACATACTTTGTTCCACGCTCCT 
hIGHV4__-5'L ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCT 
hIGHV6__-5'L ATGTCTGTCTCCTTCCTCATCTTCCT 
hIGHV3__-5'L ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTT 
hIGHV5__-5'L  ATGGGGTCAACCGCCATCCTCGC 
37, hIgG1234(-)_PCR Center CTCCCGCGGCTTTGTCTTGGCATTA 
17,hIgG1234(-)_nPCR CCTTGGTGTTGCTGGGCTTGTGAT 
Variable kappa light chain 
IGKV1-5'L  ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAG 
IGKV2-5'L  ATGAGGCTCCCTGCTCAGCTCCTG 
IGKV3-5'L ATGGAARCCCCAGCGCAGCTTCTC 
IGKV4-5'L ATGGTGTTGCAGACCCAGGTCTTCAT 
IGKV5-5'L ATGGGGTCCCAGGTTCACCTCCTC 
18, hIgK_PCR(-) GTGACACTCTCCTGGGAGTTACCC 
11, Human specific 3' primer for nested PCR GAGTTACCCGATTGGAGGGCGTTAT 
Variable lampda light chain 
IGLV_1/3/5/7-5'L ATGGCCTGGWYYCCTCTCYTYCTS 
IGLV_8-5'L ATGGCCTGGATGATGCTTCTCCTCG 
IGLV_2/9/10-5'L ATGSCCTGGGCTCYKCTSCTCCTS 
IGLV_4-5'L ATGGCCTGGRYCYCMYTCYWCCTM 
19, hIgL_nPCR(-) TGGCAGCTGTAGCTTCTGTGGGACT 

 
เม่ือไดผลผลติพีซีอาร แลวจึงนํามาตรวจสอบดวยการทาํ agarose gel electrophoresis ชิ้นสวน
ที่สนใจจะมีขนาดตั้งแต 600-900 bps ผลผลติพีซีอารที่ไดถูกทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด Nucleospin 
Extract II (Machery Nagel, Germany) เพ่ือนําไปใชในการตอเขากับ plasmid pGEM-T easy 
จากน้ันจึงสกัดพลาสมิด และหาลําดับเบส 

4.2 การวิเคราะหชิ้นสวน VH และ VL ดวยฐานขอมูล IMGT 
ชิ้นสวน VH และ VL ที่ไดจากการหาลําดับเบสไดนํามาวิเคราะหดวยฐานขอมูล IMGT 

โดยตัดเฉพาะสวนของ variable region เทาน้ัน ไมรวม constant region โดยฐานขอมูล IMGT 
น้ีจะทําการกําหนดตําแหนงของ variable region ในสวน Complementary Determining 
Region (CDR) และ Framework (FRW) และบงบอกชนิดของ germline ตั้งตนที่ใชเพ่ือสราง
เปนแอนติบอดีของโมโนโคลนตางๆ 
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4.3 การสราง mammalian expression plasmid ที่ประกอบดวยสวน variable and 
constant region 

พลาสมิดที่ใชในการตัดตอชิ้นสวน variable region ของแอนติบอดีในการวิจัยครั้งน้ี 
เปนพลาสมิด pQCXIP/pQCXIH ที่มีสวนของ human constant region ตัดตออยู โดย constant 
heavy chain จะตัดตออยูในพลาสมิด pQCXIP ใชชื่อวา pQCXIP-CH และ constant light 
chain จะตัดตออยูในพลาสมิด pQCXIH ใชชื่อวา pQCXIH-CL (pQCXIH-CLampda, pQCXIH-
Ckappa) ซ่ึงพลาสมิดทั้ง 2 ชนิดจะนํามาใชในการตดัตอนําชิ้นสวน variable region เขาไปใน
สวน 5’ ของ constant region โดยมีรายละเอียดดังน้ี 
  4.3.1 การตัดตอชิ้นสวน variable region เขาสู pQCX พลาสมิด  
  พลาสมิด pGEMT-easy ที่มีชิ้นสวน variable region ของ heavy chain และ 
light chain อยูจะนํามาใชเปนตนแบบในการเพิ่มปริมาณ variable region โดยใชไพรเมอรที่
ออกแบบใหมีสวนที่จําเพาะกับแอนติบอดียีน และสวนจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ NotI/XhoI 
หลังจากเพ่ิมปริมาณไดแลว จึงนํามาทําใหบริสุทธิ์ กอนนําไปตัดดวยเอนไซมทั้ง 2 ชนิดดังกลาว 
เชนเดียวกับพลาสมิด pQCXIP-CH และ pQCXIH-CL โดยใชปริมาณดีเอ็นเอประมาณ 1-2 μg 
ในการตัด แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 5 ชั่วโมงถึง 1 คืน กอนนํามาทําใหบริสทุธิ์
ดวย agarose gel purification พลาสมิดที่ผานการตัดแลว ไดนํามาเชื่อมตอกับชิน้สวน variable 
region ดวยเอนไซม ligase โดยการบมที่อุณหภูมิ 16 C เปนเวลา 1 คืน 
  4.3.2 การใสรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาในเซลลเจาบาน E.coli 
  Recombinant DNA จากปฏิกิริยา ligation ไดนํามาผสมกับ competent cell 
DH5 แลววางในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที กอนนําไปบมใน water bath ที่ตั้งอุณหภูมิที่ 42 C 
เปนเวลา 45 วินาที แลวนํามาใสในน้ําแข็งอีกเปนเวลา 2 นาที แลวจึงเติม SOC medium 
ปริมาตร 1 ml ลงไป นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 1 ชั่วโมง ปนเซลลทีไ่ดที่ความเรว็
รอบ 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสดานบนทิ้ง คงคางไวประมาณ 100 μl แลวละลาย
ตะกอนเซลลที่ไดดวย media ที่เหลืออยู spread เซลลทีไ่ดลงบน LB agar ที่มียา ampicillin 
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 1 คืน แลวจึงสุมเลือกโคโลนีบน plate มาตรวจสอบ
ชิ้นสวนที่ตัดตอดวยวธิี colony PCR และ digestion test ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
  4.3.3 การตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบสของโคลนที่ผานการตัดตอแลว 
  พลาสมิดที่ผานการตัดตอ และการตรวจสอบขนาดของ insert แลว ไดนําไปหา
ลําดับเบส และตรวจสอบความถูกตองของลําดับกรดอะมิโน โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร 
 

4.4 การแสดงโปรตีน recombinant IgG ดวยเซลล HEK293T โดยวิธี transient 
transfection 
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  4.4.1 พลาสมิดที่ตรวจสอบความถูกตองแลว จะนํามาเพ่ิมปริมาณใน E.coli 
เซลลที่ปริมาตร 100 ml และทําการสกัดพลาสมิดออกจากเซลลดวย Purelink plasmid 
midiprep kit (Invitrogen, USA) เพ่ือใชในการทํา transfection 
  เซลล HEK293T ถูกนํามาเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ DMEM, 4.5 g/L glucose 
และ 10% Fetal Bovine Serum โดยกอนที่จะทํา transfection จะนับเซลลเพ่ือใชในการ seed 
ลงใน 10-cm dish เพ่ือใหไดประมาณ 85-90% confluence ในวันตอมา 
  สําหรับการทาํ small scale transfection จะทําใน 24 well plate ที่มีเซลล 
HEK293T จํานวน 1.5 × 105 เซลล โดย การเลี้ยงเปนเวลา 1 คืน แลวทําการเตรียม plasmid 
DNA ของ heavy chain (HC) และ light  chain (LC) อยางละ 0.4 μg ผสมลงใน 50 μl ของ 
OPTI-MEM I Reduced serum medium เชนเดียวกบั lipofectamine (2 μl ลงใน 50 μl OPTI-
MEM) รอเวลา 5 นาที จึงใสสาระลาย DNA ลงใน สารละลาย lipofectamine แลวทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที จึงหยดลงในเซลลที่เลี้ยงไว แลวนําเขาตูเลี้ยงเซลลที ่ 37 C 
เปนเวลา 2 วัน จึงเก็บนํ้าเลี้ยงเซลลมาตรวจสอบการหลั่งสารโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวธิ ี
IFA  

สําหรับการเตรียมแอนติบอดีเพ่ือใชในการทดลองขั้นตอไป จะทําใน 10-cm 
dish โดยทําทั้งหมด 5 dish โดยแตละ dish ใชพลาสมิด light chain 12 μg และ พลาสมิด 
heavy chain 12 μg โดยผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ OptiMEM (Invitrogen, USA) ปริมาตร 1.5 
ml และผสม Lipofectamine 2000 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ OptiMEM (Invitrogen, USA) ปริมาตร 
1.5 ml เชนกัน จากน้ันผสม DNA และ Lipofectamine 2000 เขาดวยกัน แลวบมที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันจึงใสลงในเซลล แลวนําไปเลี้ยงตอที่อุณหภูมิ 37 C ภายใตกาซ
คารบอนไดอกไซด 5% เปนเวลา 3-5 วนั โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุกวัน อาหารเลี้ยงเซลล
ที่ไดทั้งหมดถูกนํามารวมกัน เพ่ือนําไปทาํใหบริสุทธิ์ดวย protein A sepharose column 
  4.4.2 การวัดปริมาณ IgG ในน้ําเลีย้งดวยวิธี ELISA 
  ตรึง captured antibody (anti-human IgG) บน ELISA plate โดยการบมที่
อุณหภูมิ 4 C เปนเวลา 1 คนื ลาง plate แลวเติม blocking buffer จนเต็ม แลวทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง plate แลวจึงเตมิตัวอยางที่เปนนํ้าเลี้ยง เชนเดียวกับ IgG 
มาตรฐานทีรู่ความเขมขน แลวทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง plate แลวจึงเตมิ 
anti-human IgG-HRP ที่ทาํใหเจืงจางใน blocking buffer แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 
ชั่วโมง แลวจึงเติมสารละลายซับสเตรต TMB เพ่ือศึกษาปฏิกิริยา 
  4.4.3 การทดสอบปฏิกิริยาการจับกันระหวางแอนติบอดีและเชื้อไวรัสเดงก่ีดวย
วิธี Immunofluorescense assay 
  การทดลอง IFA จะศึกษาในเซลล Vero โดยการเตรยีมเซลล Vero ลงใน 96 
well plate ที่ปริมาณ 2 × 105 cell/ml และเลี้ยงไวเปนเวลา 1 คืน จากน้ันเชื้อไวรัสเดงก่ีจะถกู
เตรียมในน้ําเลี้ยงที่ปราศจากซีร่ัม โดยคํานวณใหไดจํานวนไวรัสทีใ่ชที่ MOI=0.1 แลวจึงเตมิ
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สารละลายไวรัสปริมาตร 50 μl ลงในแตละหลุม แลวบมที่อุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
แลวจึงเติมนํ้าเลี้ยงเซลลที่มีซีร่ัมปริมาตร 100 μl ใหไดความเขมขนสุดทายคือ 2 % แลวจึงเลี้ยง
ตออีกเปนเวลา 3 วัน จากน้ันจึงตรึงเซลลกับ plate ดวยสารละลาย 3.7% formaldehyde และ 
0.1% Triton X-100 เพ่ือนําไปใชในการทํา immunostaining ตอไป 
  ในการทํา immunostaining ทําไดโดยเติมสารละลายแอนติบอดีที่สนใจ 
ปริมาตร 50 μl ลงในหลุม แลวบมที่อุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง plate จํานวน 3 
คร้ัง แลวเติม secondary antibody anti-human Alexa (1:1000) ปริมาตร 50 μl บมที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 45 นาที ลางหลมุดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง แลวจึงนําไปดูการเรืองแสง
ดวยกลอง fluorescence microscope 
 4.5 การทําแอนติบอดีใหบรสิุทธิ์ดวยคอลมัน protein A 
 นํ้าเลี้ยงเซลลที่ไดจากการทํา transfection ที่มีแอนติบอดีอยูถูกนํามาตกตะกอนดวย
สารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน จนไดความเขมขนสุดทายที ่ 40% นําตะกอนที่ไดมา
ละลายในสารละลาย binding buffer เพ่ือนําเขาเคร่ือง AKTA Prime ที่ใชในการทําโปรตีนให
บริสุทธิ์ แอนติบอดีที่ไดจะนํามาตรวจสอบดวยวิธี SDS-PAGE 

4.6 การทดสอบความสามารถการยับยั้งเชื้อไวรัสไขเลอืดออกเดงก่ีทั้ง 4 ซีโรไทป ดวย
วิธี Focus Reduction Neutralization Test 
 รีคอมบิแนนท IgG ที่ไดหลงัถูกทําใหบรสิุทธิ์แลว จะนํามาทําใหเขมขนขึ้น แลวเปลี่ยน
ใหอยูในสารละลาย PBS กอนนําไปวัดความเขมขนโดยใช BCA protein assay kit (Pierce, 
USA) 
 การทํา Focus Reduction Neutralization Test ไดทําการศึกษาดวยเซลล Vero ซ่ึง
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MEM ที่มี 10% Fetal Bovine Serum โดยทําการ seed vero cell ลงใน 
96-well cell culture plate ที่ปริมาณเซลล 2 × 105 cell/ml เลี้ยงเซลลไว 1 คืนที่อุณหภูมิ 37 
C ภายใตกาซคารบอนไดออกไซด 5%  
 รีคอมบิแนนท IgG และ IgG แอนติบอดีที่ไดจากเซลลไฮบริโดมา ที่ทราบความเขมขน 
ไดนํามาทํา 2-fold dilution ในสารละลาย PBS ที่ฆาเชือ้ ใหไดปริมาตรสุดทาย 90 μl จากน้ันจึง
เติมสารละลายไวรัสปริมาตร 90 μl ลงไป (ปริมาตรรวม 180 μl สาํหรับการทํา 3 ซํ้า) โดยปรบั
ใหไดจํานวน focus 75-120 focus ใน 1 well นําแอนติบอดี ไวรัสที่ไดไปบมที่อุณหภูมิ 37 C 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนนํา 5 μl × 3 ของสารผสมมาใสลงในเซลล vero ใน 96 well plate 
(จํานวน 3 หลุม) ที่ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อออกแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 C ภายใตกาซคารบอน
ไดอกไซด 5% เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากน้ันจึงเติม overlayed medium ที่ประกอบดวย MEM, 
2% FBS, 1% CMC ปริมาตร 100 μl แลวจึงนําไปบมตอที่อุณหภูมิ 37 C ภายใตกาซคารบอน
ไดอกไซด 5% เปนเวลา 2-3 วัน 
 เม่ือครบ 2-3 วัน ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อออก แลวลางดวย PBS 3 คร้ัง แลวจึง fix plate 
ดวย สารละลาย 3.7% formaldehyde และ Triton-X 100 แลวจึงลางดวยสารละลาย PBS 
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จํานวน 3 คร้ัง กอนนําไปทํา immunostaining โดยใช human anti-dengue virus antibody เปน 
primary และ anti-human Alexa เปน secondary antibody หลังจากนั้นจึงนําไปนับจํานวน 
focus ที่ได โดยเปรียบเทียบกับ well ที่ไมไดใส antibody ในการบมกับไวรัส 
  
 

4.7 การสราง CHO stable cell ที่สามารถผลติสารโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  4.7.1 การหาความเขมขนของยาปฏิชวีนะ 2 ชนิดเพ่ือใชในการทํา Stable 
transfection (Kill curve) 
  เซลล CHO จะถูกเตรียมเพื่อใหไดความหนาแนนเซลลที ่ 60-70% confluence 
ใน 24 well plate โดยการเลี้ยงเซลลเปนเวลา 1 คืน วนัตอมา ยาปฏิชีวนะ 2 ชนิดที่จะใชในการ
ทํา stable transfection จะเตรียมที่ความเขมขนตางๆ คือ 0, 0.5, 1, 2, 4, และ 8 μg/ml สําหรับ
ยา puromycin และ 0, 50, 100, 200, 400 และ 800 μg/ml สําหรับยา hygromycin แลวจึง
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเปนอาหารที่มียาปฎิชีวนะที่เตรียมไว แลวสังเกตุการตายของเซลลทกุ
วัน โดยความเขมขนของยาที่เลือกใชเปนความเขมขนของยาที่นอยที่สุดทีส่ามารถฆาเซลล 
CHO ไดหมดภายในเวลา 4-6 วัน 
  4.7.2 การทํา stable transfection 
  เซลล CHO จะถูกเตรียมเพ่ือใหไดความหนาแนนเซลลที่ประมาณ 90% 
confluence ใน 6 well plate โดยการเลี้ยงเซลลเปนเวลา 1 คืน วันตอมา พลาสมิดของ
แอนติบอดียีนสวน light chain และ heavy chain จึงนํามาทํา transfection ดวย lipofectamine 
2000 ดวยวธิีเดียวกบั transient tranfection ดังที่กลาวขางตน โดยใชเซลลทีไ่มไดทําการ 
transfection เปน control และ incubate เปนเวลา 2 วัน จากน้ันจึงเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเปน
อาหารที่มียา 2 ชนิด ที่ความเขมขนที่หาไดจากขั้นตอนขางตน เพ่ือเลือกเฉพาะเซลลที่มีพลาสมิ
ดของทั้ง heavy chain และ light chain อยูในโครโมโซม แลวจึงนําไปเลี้ยงตอเพ่ือสังเกตุการ
ตายและการอยูรอดของเซลล โดยเปรียบเทียบกับเซลลที่ไมไดทําการ transfection 
  เซลลจากหลมุที่มียาและสามารถมีชีวติอยูรอดได จะถูกเลี้ยงตอจนได 70-80% 
confluence แลวจึงทําการ passage และเก็บเซลลที่ไดเพ่ือเปน stable cell pool 
  4.7.3 การคัดเลือกเซลลเด่ียวที่สามารถผลิตแอนติบอดี 
  จากเซลลทั้งหมดที่ไดจากการทํา transfection (stable cell pool) ไดนํามา
คัดเลือกเซลลเด่ียวดวยวธิี limiting dilution โดยการนับจํานวนเซลล และเตรียมเซลลใหได 1 
เซลล/well ใน 96 well plate จากน้ันเลี้ยงเซลลเปนเวลา 10-14 วันเพ่ือสังเกตุโคโลนเีด่ียว 
หลังจาก 10-14 วัน เม่ือสังเกตุเห็นโคโลนีเด่ียว หลมุที่มีโคโลนีเพียงกลุมเดียวจะนําไปทดสอบ
ความสามารถการผลิตแอนติบอดีที่จับเฉพาะกับเชื้อเดงกีไวรัสดวยวธิี IFA โดยนําอาหารในหลุม
ปริมาตร 50 μl ใสลงในหลมุของ IFA plate ที่เตรยีมไว กลุมเซลลจากโคโลนีเด่ียวจะถูกคัดเลือก
ไวประมาณ 15-20 โคโลนี เพ่ือนําไปทดสอบดวยวธิี ELISA, IFA ตามขั้นตอนขางตัน 
  4.7.4 การทดสอบความเสถียรในการผลติแอนตบิอดี 
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Single stable cell จากทั้งหมดประมาณ 20 โคลน เม่ือวัดปริมาณแอนติบอดีที่
ผลิตดวยวิธี ELISA จากขัน้ตอนขางตน ไดทําการคัดเลือกมาทั้งหมด 4 โคลนทีผ่ลิตแอนติบอดี
ไดมากที่สุด เพ่ือนํามาทดสอบความเสถยีรในการผลติแอนติบอดี โดยการ passage stable cell 
ดังกลาวในสภาวะที่ไมมียา เปนจํานวน 20 passage โดยการนับจํานวนเซลลทีไ่ดในแตละ 
passage และนําอาหารเลีย้งเซลลที่ไดมาวัดปริมาณ IgG ที่ผลติขึน้ดวยวธิี ELISA โคลนที่
สามารถผลติแอนติบอดีไดในปริมาณมากที่สุดและเสถียรที่สุด ไดทําการเพ่ิมปริมาณเซลลเพ่ือ
เก็บเปน stock 
 
5. ผลการทดลอง 

5.1 การแยกชิ้นสวน VH และ VL จากเซลลไฮบริโดมา 
 ผลิตผลพีซีอารที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณชิ้นสวน variable region จะมีขนาดอยูระหวาง 
500 – 900 bps ผลผลติพีซีอารที่ไดน้ี ถูกนํามาทําใหบริสุทธิ์ กอนจะนําไปตอเขากับ pGemT-
easy เพ่ือใชในการหาลําดับเบส 
 

 
 

                            
 
รูปที่ 1 ผลผลติพีซีอารที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณชิ้นสวน variable region ของ heavy chain และ 
light chain โดยใชไพรเมอรทั้งหมด 26 คู เปนไพรเมอรที่ใชเพ่ิมปรมิาณสวน variable heavy 

1       2      3       4     5       6      7       8      9      10   11     12     13    14     15    16      
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chain 12 คู (lane 1-12) variable kappa light chain 10 คู (lane 13-22) และ variable lampda 
light chain 4 คู (lane 23-26). ชิ้นสวนที่จะนําไปใชในการตอเขา pGemT-easy คือ ชิ้นสวนที ่
1,7,13,14,18,19 แสดงดังรูป 
 

 
5.2 การวิเคราะหชิ้นสวน VH และ VL ดวยฐานขอมูล IMGT 

 ลําดับเบสของ VH และ VL ที่ได ถูกแปลงเปนกรดอะมิโนและวเิคราะหโดยใชโปรแกรม 
IMGT/V-Quest เพ่ือเปรียบเทียบกับแอนติบอดี germline ที่อยูในฐานขอมูล IMGT รวมถึงกลไก
การทําใหเกิดความหลากหลายของแอนติบอดี พบวาแอนติบอดีทัง้ 19 โคลนนี้จัดแบงเปน
ทั้งหมด 10 กลุมสําหรับ heavy chain และ 11 กลุมสาํหรับ light chain ตามชนดิของ germline 
ที่ใชดังแสดงไดในตารางที่ 2 
 

  
 
รูปที่ 2 จํานวนของ germline แตละชนิดที่ใชสําหรับ 19 HuMAbs. (A) จํานวนของ heavy 
chain germline แตละชนิด คิดเปนเปอรเซ็นต (B) จํานวนของ light chain germline แตละชนิด 
คิดเปนเปอรเซ็นต แกน Y แสดงคาเปอรเซ็นตของ germline แตละชนิด แกน X แสดงชนิดของ 
germline แตละชนิด
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ตารางที่ 2.  การวิเคราะหแอนติบอดียีนสวน variable จาก IMGT โดยบอกถึงชนิดของ germline sequences และความหลากหลายของ 
แอนติบอดียีน คิดเปนเปอรเซ็นต 

 

HuMAbs IGHV gene IGKV/IGLV gene 

No. of aa mutations 
/Identity 

(% variation) HCDR3 aa sequence (length) 

VH VL 
MAb 8 (1A10H7) HV1-69*01F   KV1-NL1*01 F 12 /85(12.4) 9/85 (9.6) ARSRYYYDSDASNYGMDV (18)    
MAb 54 (1G7C2) HV1-69*01F LV2-23*01 F 17/80(19.5) 11/85 (11.5) ATLIAVAGSEGAGSFDI (17) 
MAb310 (1E7B8) HV1-69*01F KV3-11*01 F 17 /81(17.3) 4/90 (4.2) ARHRAVAGGDSDHDENNWFGP (21)    
MAb 491 2D1G5 HV1-69*01F LV2-11*01 F 14 /84(14.3) 11/86 (11.3) ARAGPIAATGVQYEMDV (17) 
MAb57 (1H5A11) HV3-23*01F LV1-47*02 F 12 /84(12.5) 5/93 (5.1) ATGSQWPGDY (10) 
MAb 87 (3A10G12)  HV3-23*01F LV1-47*02 F 10 /87(10.3) 5/93 (5.1) AAGSQWPGDY (10) 
MAb 106 (4A6F9)  HV3-23*01F KV1-12*01 F 6 /91(6.2) 4/90 (4.2) ANTLWTVGSKGGFDY (15) 
MAb118 (4D10E9) HV3-23*01F KV1-12*01 F 21 /76(21.6) 12/82 (12.8) TKIDWSIRGTFDN (13) 
MAb 131 (4F5E1) HV3-23*01F KV4-1*01 F 6 /92(6.1) 5/96 (5) ARVTGGWSDY(10) 
MAb 19 (1B3B9) HV7-4*02F LV7-43*01 F 14 /83(14.4) 13/83 (13.5) TTLSGYSADWPEDY (14) 
MAb 135 (4H12C8) HV7-4*02F LV7-43*01 F 5 /92(5.1) 3/93 (3.1) TTLSGYSADWPEDY (14) 
MAb 165 (5E6B1) HV7-4*02F LV7-43*01 F 13 /84(13.4) 13/83 (13.5) TTLSGYSADWPEDY (14) 
MAb25 (1C2D2) HV4-59*01F KV1-33*01 F 13 /84(13.4) 10/84 (10.6) ARVAKLFGSATYGMDV (16) 
MAb 183 (5G8E3) HV3-30*04F LV1-40*01 F 12 /86(12.2) 12/87 (12.1) AVYYCARRGDYSSSAENFQH (20) 
MAb 216 (1C1G4) HV1-18*01F LV1-47*02 F 9 /89(9.2) 6/92 (6.1) ARGPDYESSDSPWFDY (16) 
MAb 358 (3A1E2) HV3-11*01F LV1-40*01 F 17 /80(19.5) 9/90 (9.1) ARGMTGFTTSNTESFDL (17) 
MAb 411 (3B6C7) HV4-39*01F LV7-43*01 F 15 /83(15.3) 8/89 (8.2) ASPGGLISDEAMAGYFDY (18) 
MAb 533 (2H8G1) HV3-30*03F KV1-39*01 F 13 /85(13.3) 12/83 (12.6) ATGGGRFSGSGNYYYYGMDV (20) 
MAb 178 (5G2D2) HV1-69*06F KV1-NL1*01 F 14 /83(14.4) 6/88 (11.7) ARSTYYYDGSDLTYGMDV (18) 
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ตารางที่ 3 แสดงรายละเอียดของลําดับกรดอะมิโนของ 3 กลุมหลักแยกดวยชนิดของ heavy chain germline จาก HuMAbs จํานวน 13 โคลนใน 19 โคลน 
 

HC FRW1 CDR1 FRW2 CDR2 FRW3 CDR3-IMGT VL germline used NT50 
(µg/ml) 

IGHV1-69 QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAS GGTFSSYA ISWVRQAPGQGLEWMGG IIPIFGTA NYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC    

MAb8(D23-1A10H7) QVQLVQSGAEVKKPGSSVRVSCKAS GGTFRNYA ISWVRQAPGQGLEWMGG VIPTLHTT NYVERFQGRITITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC ARSRYYYDSDASNYGMDV IGKV1-NL1*01 F 1.6 

MAb54(D23-1G7C2) QVQLVQSGAEVKKPASSVKVSCKAS GGTFGTYA ISWVRQAPGKGLEWMGG IIPLYKQS TYAQKFRGRVTITADESTNTAYMELNGLSLEDTAVFYC ATLIAVAGSEGAGSFDIW IGLV2-23*01 F 1.1 

MAb310(D30-1E7B8) QVQLVQSGAEVKKPGSSVRVSCRAS GGALANYA ISWVRQAPGQGLEWMGA IIPMSRTT DYAQKFRGRVTISADESRSTAYMELNSLRSDDTAVYYC ARHRAVAGGDSDHDENNWFGPW IGKV3-11*01 F 1.5 

MAb491(D32-2D1G5) QVQLMQSGPEVKKPGSSMKVSCKAS GGTLRSYS ISWVRQAPGQGLEWMGG TIPFFGRA SYAQKFQGRVTITADEATSTAFMELSSLSSEDTAVYFC ARAGPIAATGVQYEMDVW IGLV2-11*01 F 13 

MAb178(D23-5G2D2) QVQLVQSGAEVEKPGSSVKVSCKAS GDTFSKYA INWVRQAPGQGLDWMGG IIPILTTT TYAQRFQGRVTITADKSTNTAYMELRSLRFDDTAVYYC CARSTYYYDGSDLTYGMDVW   

IGHV3-23 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYA MSWVRQAPGKGLEWVSA ISGSGGST YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC    

MAb57(D23-1C1G4) EVQLLESGGDLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSTYA MSWVRQAPGKGLEWVSG IGDSGHSI YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC CATGSQWPGDYW IGLV1-47*02 F 1.6 

MAb87(D23-3A10G12) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCTAS GFTFSNYA MTWVRQAPRKGLEWVSA IGGSGHSI YYGDSVKGRFTISRDNSNNTLYLQMNTLRAEDTAVYYC CAAGSQWPGDYW IGLV1-47*02 F 1.4 

MAb106(D23-4A6F9) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSNA MSWVRQAPGKGLEWVSG VSNSGGDT YYADSVKGRFAISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC CANTLWTVGSKGGFDYW IGKV1-12*01 F 2.3 

MAb118(D23-4D10E9) EVQLLESGGGLAQPGGSLRLSCAAS GFSFSTQA MAWVRQAPGKGLEWVSA IGGRDEGS YYAESLKGRLTISRDNSKNTVYLQMDRLRADDTAIYFC CTKIDWSIRGTFDNW IGKV1-12*01 F  

MAb131(D23-4F5E1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFSFSNSA MSWVRQAQGKGLEWVSA FSGSGGST YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC CARVTGGWSDYW IGKV4-1*01 F 4.6 

IGHV7-4 QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKAS GYTFTSYA MNWVRQAPGQGLEWMGW INTNTGNP TYAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYC    

MAb19(D23-1B3B9) QVHLVQSESEVKKPGASVKVSCQAS GYPFTRYI MNWVRQAPGQGLEWMGW IDTKTGNP TYAQAFTGRFVFSLDTSVSTAYLQINNLKAEDTAVYFC CTTLSGYSADWPEDYW IGLV7-43*01 F 3.1 

MAb135(D23-4H12C8) QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKAS GYTFTTYP MNWVRQAPGQGLEWMGW IDTNTGNP TYAQAFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYC CTTLSGYSADWPEDYW IGLV7-43*01 F 5.5 

MAb165(D23-5E6B1) QVHLVQSGSEVKKPGASVKVSCQAS GYPFTRYI MNWVRQAPGQGLEWMGW IDTKTGNP TYAQAFTGRFVFSLDTSVSTAYLQINRLKAEDTAVYFC CTTLSGYSADWPEDYW IGLV7-43*01 F 3.1 
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5.3 การสราง mammalian expression plasmid ที่ประกอบดวยสวน variable และ 
constant region 

เม่ือไดชิ้นสวน variable region (VH และ VL) ที่เปน human immunoglobulin ที่ตออยู
ในพลาสมิด pGem เรียบรอยแลว หลังจาก subclone ชิ้นสวนนีใ้สใน mammalian expression 
plasmid pQC จะไดพลาสมิดของ heavy chain (pQCXIP-VHCH) และพลาสมิดของ light 
chain (pQCXIH-VLCL) ซ่ึงสามารถแสดงลําดับเบสและลําดับกรดอะมิโนดังรูปที่ 3 
 
1A10H7 Heavy chain 
 NotI   kozaq  ----------------------Signal Peptide---------------------- 
GCGGCCGCTGCCACC ATGGACTGGACCTGG AGGATCCTCTTTGTG GTGGCAGCAGCTACA GGTGTCCGGTCCCAG 
 A  A  A  A  T   M  D  W  T  W   R  I  L  F  V   V  A  A  A  T   G  V  R  S  Q  
 
-----------FRW1------------------------FRW1----------------------------- 
GTGCAGCTGGTGCAG TCTGGGGCTGAGGTG AAGAAGCCTGGGTCC TCGGTGAGGGTCTCC TGCAAGGCTTCTGGA 
 V  Q  L  V  Q   S  G  A  E  V   K  K  P  G  S   S  V  R  V  S   C  K  A  S  G  
 
---------------CDR1---- ---------------FRW2----------------------- 
GGCACCTTCAGGAAT TATGCTATCAGCTGG GTGCGCCAGGCCCCT GGACAAGGGCTTGAG TGGATGGGAGGGGTC 
 G  T  F  R  N   Y  A  I  S  W   V  R  Q  A  P   G  Q  G  L  E   W  M  G  G  V  
 
------------------CDR2---------------------  ----------------------------- 
ATCCCCACGTTGCAT ACAACAAACTACGTA GAGCGGTTCCAGGGC AGAATCACGATTACC GCGGACGAGTCCACG 
 I  P  T  L  H   T  T  N  Y  V   E  R  F  Q  G   R  I  T  I  T   A  D  E  S  T  
 
----------------------------------FRW3----------------------------<---CDR3-- 
AGCACAGCCTACATG GAGCTGAGCAGCCTG AGATCTGAGGACACG GCCGTGTATTACTGT GCGAGGTCGAGGTAT 
 S  T  A  Y  M   E  L  S  S  L   R  S  E  D  T   A  V  Y  Y  C   A  R  S  R  Y  
 
-----------------CDR3---------------- -------------FRW4--------------- 
TACTATGATAGTGAT GCCTCGAATTACGGT ATGGACGTCTGGGGC CAAGGGACCACGGTC ACCGTCTCCTCAGCC 
 Y  Y  D  S  D   A  S  N  Y  G   M  D  V  W  G   Q  G  T  T  V   T  V  S  S  A  
 
--------constant region--------    XhoI 
TCCACCAAGGGCCCA TCGGTCTTCCCCCTG GCACCCTCGAG 
 S  T  K  G  P   S  V  F  P  L   A  P  S  
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1A10H7 Light chain 
  NotI    kozaq --------------------Signal Peptide---------------------- 
GCGGCCGCTGCCACC ATGAGGCTCCCTGCT CAGCTCCTGGGGCTC CTGCTGCTCTGGCTC CCAGGTATGAGATGT 
 A  A  A  A  T   M  R  L  P  A   Q  L  L  G  L   L  L  L  W  L   P  G  M  R  C  
 
---------------------------------FRW1---------------------------------- 
GACATCCAGATGACC CAGTCTCCATCCTCC CTGTCTGCATCTGTA GGAGACAGAGTCACC ATCACTTGCCGGGCG 
 D  I  Q  M  T   Q  S  P  S  S   L  S  A  S  V   G  D  R  V  T   I  T  C  R  A  
 
------------CDR1------------ -----------------FRW2-------------------- 
AGTCAGGGCAATAGC AATGCTGTAGCCTGG TATCAGCAGAAAGCA GGGAAAGCCCCTAAG CTCCTGCTCTATGGT 
 S  Q  G  N  S   N  A  V  A  W   Y  Q  Q  K  A   G  K  A  P  K   L  L  L  Y  G  
 
--------CDR2-----------------------------------FRW3---------------------- 
GCATCCAGATTGGAG AGGGGGGTCCCATCC AGGTTCAGTGGCAGT GGATCTGGGACGGAT TACAGTCTCACCATC 
 A  S  R  L  E   R  G  V  P  S   R  F  S  G  S   G  S  G  T  D   Y  S  L  T  I  
 
-------------------------------------- ----------CDR3--------- ------ 
AGCAGCCTGCAGCCC GAAGATTTTGCAACT TATTACTGTCAACAG TATTCTAGTATCCCG TACACTTTTGGCCAG 
 S  S  L  Q  P   E  D  F  A  T   Y  Y  C  Q  Q   Y  S  S  I  P   Y  T  F  G  Q  
 
------FRW4-----------------------------constant region------------------ 
GGGACCAAGCTGGAG ATCAAACGAACTGTG GCTGCACCATCTGTC TTCATCTTCCCGCCA TCTGATGAGCAGTTG 
 G  T  K  L  E   I  K  R  T  V   A  A  P  S  V   F  I  F  P  P   S  D  E  Q  L  
 
----------------------------------------------  XhOI 
AAATCTGGAACTGCC TCTGTTGTGTGCCTG CTGAATAACTTCTAT CCTCGAG 
 K  S  G  T  A   S  V  V  C  L   L  N  N  F  Y   P  R 
 

รูปท่ี 3 แสดงลําดับเบส และกรดอะมิโนของชิ้นสวน variable region heavy and light chain ของโคลน 
1A10H7 
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5.4 การแสดงโปรตีน recombinant IgG ดวยเซลล HEK 293T โดยวิธี transient transfection 
 5.4.1 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีที่ไดดวยวิธี IFA 
หลังจากการทํา transfection เพ่ือสงผานพลาสมิดดีเอ็นเอเขาสูเซล HEK293T และการเก็บ
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีรีคอมบิแนนทแอนติบอดีอยูเพ่ือนํามาทดสอบความสามารถการจับกับเชื้อ
ไวรัสเดงก่ีทั้ง 4 ซีโรไทปดวยวิธี immunofluorescense assay ไดผลดังรูปที่ 4 
 

 
 
รูปท่ี 4 ความสามารถในการจับกับเชื้อไวรัสเดงกี่ท้ัง 4 ซีโรไทป ของรีคอมบิแนนท IgG ท้ัง 3 โคลน
เปรียบเทียบกับ IgG จากเซลลไฮบริโดมา ดวยวิธี immunofluorescense assay (IFA) 
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5.4.2 การทดสอบความสามารถการยับยั้งเชื้อไวรัสไขเลือดออกเดงก่ีทั้ง 4 ซีโรไทป 
ดวยวธิี Focus Reduction Neutralization Test 

การทดสอบความสามารถการยับยั้งเชื้อไวรัสของ รีคอมบิแนนท IgG โดยเปรียบเทียบ
กับ IgG ที่ไดจากเซลลไฮบริโดมา ทั้งหมด 3 โคลน ไดแก 1B3B9, 1A10H7, และ 1G7C2 โดย
ไดทดสอบความสามารถการยับยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ีของโคลน 1B3B9 กับทั้ง 4 ซีโรไทป และโคลน 
1A10H7, และ 1G7C2 กับซีโรไทป 2 และ 3 ไดผลดังรูปที่ 5 

  
 

  
 

  
 

   
 
รูปท่ี 5 ผลการทดสอบความสามารถในการยับย้ังเชื้อไวรัสเดงกี่ของแอนติบอดีท้ัง 3 โคลน โดยเปรียบเทียบ
ระหวาง recombinant IgG และ IgG ท่ีไดจากเซลลไฮบริโดมา 
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5.5 การสราง CHO stable cell ที่สามารถผลติสารโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 ในการทํา stable CHO cell ที่สามารถผลติสารแอนติบอดีไดน้ัน ผูวิจัยคดัเลือก 
HuMAbs จํานวน 1 โคลน คือ 23-1B3B9 เพ่ือนํามาทําเปน stable cell โดยมีขั้นตอนดังน้ี 
  5.5.1 การทํา kill curve เพ่ือหาปริมาณยาปฏิชีวนะเพ่ือใชในการคัดเลือก 
stable cell 
 จากการทดลองเลี้ยงเซลล CHO-K1 ในสภาวะทีย่าที่ความเขมขนตางๆ พบวา ความ
เขมขนของยาที่สามารถฆาเซลลตายไดหมดภายใน 4-6 วันคือ 8 μg/ml สําหรับยา puromycin 
และ 800 μg/ml สําหรับยา hygromycin ดังแสดงไดในรูปที่ 6 
 

      
       0 μg/ml hygromycin                 50 μg/ml hygromycin                100 μg/ml hygromycin           
 

     
     200 μg/ml hygromycin               400 μg/ml hygromycin               800 μg/ml hygromycin 
 

   
        0 μg/ml puromycin                    0.5 μg/ml puromycin                  1 μg/ml puromycin 
 

   
        2 μg/ml puromycin                  4 μg/ml puromycin                8 μg/ml puromycin 
รูปท่ี 6 การหาปริมาณยาปฏิชวีนะ Hygromycin และ puromycin ท่ีนอยท่ีสุดท่ีสามารถทําลายเซลล CHO-K1 
ไดท้ังหมด 
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5.5.2 การสราง stable CHO cells  
  5.5.2.1 การทํา transfection และการคัดเลือก stable เซลล 
  หลังจาก transfect เซลล CHO-K1 ดวยพลาสมิดสําหรับ heavy chain และ 
light chain ตามขั้นตอนขางตน เปนเวลา 48 ชั่วโมง จึงทําการเปลี่ยนอาหารเปนอาหารที่มียา 
hygromycin และ puromycin ที่ความเขมขน 800 μg/ml และ 8 μg/ml ตามลําดับ เซลลตายได
ถูกลางออก และรอจนเซลลที่เหลือเพ่ิมปริมาณจนไดความหนาแนนเซลลประมาณ 70% เซลลที่
ไดน้ีเปนเซลลที่มีพลาสมิดทัง้สองชนิดอยูบนโครโมโซม จากน้ันจึงเก็บ stock เซลลน้ีเพ่ือใชใน
การทดลองขัน้ตอไป 

5.5.2.2 การคัดเลือก sub-clone (single clone) ดวยวธิี limiting dilution 
  เซลลที่ไดจากขั้นตอนขางตน ไดนํามาทํา limiting dilution เพ่ือใหไดโคลนเด่ียว 
หลังจากเลี้ยงเซลลไปประมาณ 10-14 วนั โดยการเปลี่ยนอาหารทกุ 3 วัน เราไดโคลนเด่ียวมา
ทั้งหมด 20 โคลน ซ่ึงมี 17 โคลนที่สามารถผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เฉพาะตอเชื้อเดงก่ี
ไวรัสซ่ึงตรวจสอบโดยวิธี IFA โดยทั้ง 17 โคลนนี้ไดทําการเพ่ิมปรมิาณจาก 96-well ไปที่ 24-
well เพ่ือเก็บเปน stock และนํามาหาปรมิาณแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นดวยวิธี ELISA พบวาโคลน
เด่ียวจํานวน 4 โคลนสามารถผลติแอนตบิอดีไดมากที่สุด คือ โคลนที่ 1-4 ดังแสดงไดจากรูปที่ 7 
 

 
 

รูปท่ี 7 การหาปริมาณของแอนติบอดีท่ีผลิตขึ้นจาก stable ท้ัง 17 โคลน พบวาโคลนท่ี 1-4 สามารถผลิต
แอนติบอดีไดในปริมาณมากท่ีสุด 
 

5.5.2.3 การศึกษา stability ของ stable clone ที่ผานการคัดเลือก 
Stable clone ที่ 1-4 ทีผ่ลิต IgG ไดในปริมาณมากที่สุดไดนํามาเลี้ยงเปน

จํานวน 20 passages เพ่ือศึกษาความเสถียรในการผลิต IgG โดยเลี้ยงในอาหารที่ไมมียา
ปฏิชีวนะ แลวเก็บอาหารเลีย้งเซลลในแตละ passage เพ่ือนําไปวัดความเขมขนของ IgG ที่ผลิต
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ขึ้นดวยวิธี ELISA พบวามีจํานวน 2 โคลนที่สามารถผลิต IgG ไดอยางสมํ่าเสมอจนถึง passage 
ที่ 20 จึงเพ่ิมปริมาณ stable cell ทั้ง 2 โคลนเพ่ือเก็บเปน stock ไวใชตอไป 

5.5.2.4 การทดสอบความสามารถการยับยั้งเชื้อไวรัสไขเลือดออกเดงก่ีของ IgG 
ที่ไดจาก stable cell ดวยวธิี Focus Reduction Neutralization Test 

Stable cell โคลนที่ 4 ไดนํามาเพ่ิมปริมาณโดยการ passage เซลลไปที่ 10 cm 
dish จนไดอาหารเลี้ยงเซลลที่มี IgG อยูในปริมาตร 50 ml แลวนําไปใหบริสทุธิ์ดวยคอลัมน 
protein A และเปลีย่นบฟัเฟอรใหอยูในสารละลาย PBS เพ่ือนํามาทําปฏิกิริยา FRNT พบวา 
IgG ที่สรางขึน้จาก stable cell สามารถยับยั้งเชื้อเดงก่ีไวรัสไดเหมือน IgG ที่สรางขึ้นจากเซลล
ไฮบริโดมาดังแสดงไดจากรูปที่ 8 

 

 
                                        Ab concentration (μg/ml) 

 
รูปท่ี 8 การทดสอบความสามารถการยับย้ังเชื้อไขเลือดออกซีโรไทป 2 ของแอนติยอดีท่ีไดจาก stable cell 
เปรียบเทียบกับแอนติบอดีท่ีไดจากเซลลไฮบริโดมา 
 
6. สรุปและวจิารณผลการทดลอง 
 จากการวิจัยทีผ่านมาของทีมผูวิจัย เราสามารถผลติสารโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดเปน
ผลสําเร็จดวยวิธีไฮบริโดมา ซ่ึงสารโมโนโคลนอลแอนติบอดีเหลาน้ีสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ี
ไดทั้ง 4 ซีโรไทป โดยแอนติบอดีที่ผลิตขึน้เหลาน้ีเปนแอนติบอดีมนุษยที่สรางขึ้นจากการรวมกัน
ของเซลลเม็ดเลือดขาวของมนุษย และเซลล SPYMEG ที่เปนเซลล myeloma ที่เกิดจากการ
รวมตวักันของเซลลเม็ดเลอืดของคนและเซลล myeloma ของหนู จากการศกึษาที่ผานมาพบวา
เซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการสรางดวยเซลล SPYMEG สามารถผลติสารโมโนโคลนอล
แอนติบอดีของมนุษยได (Kubota-Koketsu et al., 2009; Setthapramote et al., 2012) แต
อยางไรก็ตาม ในการพัฒนาสารโมโนโคลนอลแอนติบอดีน้ีเพ่ือใชในการรกัษาในอนาคต 
จําเปนตองสรางสารโมโนโคลนอลแอนตบิอดีที่มีเฉพาะสวนของแอนติบอดีของมนุษย 
นอกจากนี้ในการผลิตสารโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธไีฮบริโดมายังมีความยากลําบากใน
ขั้นตอนการเลีย้งเซลล การเก็บเซลล และความไมเสถียรโมโนโคลนอลแอนติบอดีดังกลาว 
เน่ืองจากมีราคาแพง และตองใชผูที่มีความเชีย่วชาญโดยเฉพาะ ในการศึกษาครั้งน้ีผูวิจัยจึง
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ตองการผลติสารโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่มีสวนประกอบเปนลําดับกรดอะมิโนของมนุษย
เพียงอยางเดียวโดยใชเทคนิคทางดานอณูชีววิทยาในการแยกสวนของ variable fragment ของ
มนุษยออกจากเซลลไฮบริโดมา เพ่ือนํามาตัดตอเขาในพลาสมิดของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
(mammalian expression plasmid) ที่มีสวนของ constant region ของมนุษยตัดตออยูกอนแลว 
ทําใหไดเปนชิน้สวนของแอนติบอดีทั้งโมเลกุลที่เปนของมนุษยโดยสมบูรณ ซ่ึงจะเปนประโยชน
อยางมากในการนําไปผลติในระดับอุตสาหกรรม 
 โดยการผลติสารโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวธิีน้ีเริ่มจากการนําเซลลไฮบริโดมาทีเ่ลี้ยง
และผานการทดสอบแลววาสามารถผลติสารโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีคุณสมบัติตามตองการ 
ในที่น้ีมีทั้งหมด 19 โคลนที่เปนโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถผลติสารโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ยบัยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ีไดทั้ง 4 ซีโรไทป ซ่ึงไดมาจากเซลลเม็ดเลือดขาวของคนไข
ทั้งหมด 3 คน มาทําการสกัด RNA และสงัเคราะหเปน cDNA กอนนํามาใชเปนสารตั้งตนในการ
เพ่ิมปริมาณแอนติบอดียีนของมนุษยในสวน variable heavy และ light chain (VH และ VL) 
โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะ เม่ือไดเปนชิ้นสวน VH และ VL แลวจึงนําไปตัดตอเขาในพ
ลาสมิด pGEMT-easy เพ่ือนําไปหาลําดับเบส และการวิเคราะหตอไป สําหรับการสรางรีคอม
บิแนนท IgG น้ัน เราใช VH และ VL ทีไ่ดตัดตออยูในพลาสมิด pGEMT เปนสารตั้งตนในการ
เพ่ิมปริมาณชิ้นสวน VH และ VL เพ่ือใชในการตัดตอเขา mammalian expression plasmid 
โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบใหมใหมีจุดจดจําสําหรับเอนไซมตัดจําเพาะ โดยแยกกันระหวางพ
ลาสมิด heavy chain และพลาสมิด light chain โดยการทํา co-transfection เขาในเซลล 
HEK293T เพ่ือผลิตเปนโมเลกุลของแอนติบอดีที่ถูกหลั่งออกมาในน้ําเลี้ยงเซลล  
 สําหรับการวิเคราะหลําดับเบสนั้น เราใชฐานขอมูล IMGT เปนตัววิเคราะหผล 
(Giudicelli et al., 2006) โดยสามารถวิเคราะหถึงตําแหนงของ FRW และ CDR รวมถึงการนํา
ลําดับกรดอะมิโนที่ไดไปเปรียบเทยีบกับลําดับแอนตบิอดีของ germline ที่มีอยูในฐานขอมูล เพ่ือ
ศึกษาถึงที่มาของแอนติบอดีแตละตวั ศกึษาถึงกลไกของการเกิด affinity maturation เชนการ
จับคูกันระหวาง VH และ VL ของโมโนโคลนแตละตวั การแทรกและการลดกรดอะมิโนในสวน
ของ CDR3 ซ่ึงเปนสวนทีมี่ความหลากหลายมากที่สดุ รวมทั้งการเกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิ
โนบางตําแหนงที่ตางไปจากลําดับเดิมของ germline ซ่ึงพบวาจากทั้งหมด 19 โคลน ทุกโคลนมี
ลําดับกรดอะมิโนที่แตกตางกัน ซ่ึงลําดับเบส และลําดับกรดอะมิโนของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี
เหลาน้ีไดรับการจดทะเบียนลงในฐานขอมูล DNA Data Bank of Japan (DDBJ) 
 จากการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนโดยใชฐานขอมูล IMGT ดังที่กลาวมา เพ่ือ
เปรียบเทียบกบัลําดับกรดอะมิโนของ germline พบวา จากจํานวนทั้งหมด 19 โคลนที่ทําการ
วิเคราะหโดยใชชนิดของ germline ในการจัดกลุม พบวามี germline ของ heavy chain ทั้งหมด 
10 แบบ และ germline ของ light chain ทั้งหมด 11 แบบ ซ่ึงสําหรับ heavy chain ชนิดของ 
germline ที่มีจํานวนมากทีสุ่ดมีอยู 2 ชนิด คือ IGHV1-69 และ IGHV3-23 เปนจํานวนแบบละ 5 
โคลน สวนชนดิของ germline light chain ที่มีจํานวนมากที่สุดคือ IGLV7-43 ซ่ึงพบวาสําหรับ 
germline heavy chain น้ัน germline IGHV1-69 เปน germline ชนิดเดียวกับทีเ่คยมีรายงานมา
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กอนวาเปนแอนติบอดีที่จําเพาะกับเชื้อไวรัสสวนใหญ เชน แอนตบิอดีตอเชื้อไขหวัดใหญ (Chen 
et al., 2012b; Prabakaran et al., 2012) เชื้อไวรัส HIV, SAR CoV, ไวรัส Hendra และ ไวรัส 
Nipah (Prabakaran et al., 2012) 
 จากการศึกษาของ Prakararan ในป 2012 พบวาเม่ือใช B cell ที่สราง IgM มาทําการ
สรางเปนฟาจแอนติบอดีไลบราร ี เพ่ือคัดเลือกกับไวรัสหลายชนิด พบวา IGHV1-69 เปนชนิด
ของ germline ที่มีจํานวนมากที่สุดที่คัดเลือกไดจากกลุมของแอนตบิอดีที่จําเพาะกับเชื้อไวรัสแต
ละชนดิ ซ่ึงผลการทดลองทีความคลายคลึงกับผลการทดลองของ Chen et al. ในป 2012 ซ่ึงได
ทําการสรางฟาจแอนติบอดีไลบรารีจากคนที่ติดเชื้อ HIV จํานวน 2 กลุม เลือดจากคนที่ติดเชื้อ
มาเปนเวลา 40 วัน และ 8 เดือน พบวาแอนติบอดีทีค่ัดเลือกไดเปนจํานวนมากที่สุดก็จัดอยูใน
กลุมของ germline IGHV1-69 เชนกัน เม่ือนํามาเปรียบเทยีบกับผลการทดลองที่ไดจาก
การศึกษาครั้งน้ี อาจสมมุติฐานไดวา เน่ืองจากโมโนโคลนทั้ง 19 โคลนนี้ไดจากเซลล PBMC 
ของผูปวยในระยะเฉยีบพลนั จากการตดิเชื้อคร้ังที่ 2 ซ่ึงเปนไปไดวา หลังจากการติดเชื้อคร้ัง
แรกน้ัน germline ของ heavy chain ชนิด IGHV1-69 จะมีการสรางขึ้นมาในปริมาณมากที่สุด 
หลังจากนั้นจึงถูกเก็บอยูในรูปแบบของ memory  B cells ของรางกายเปนระยะเวลานาน เม่ือ
เกิดการติดเชือ้ครั้งที่ 2 จึงมีการกระตุนให B cell ผลติแอนตบิอดีขึ้น จึงเปนไปไดวา PBMC ที่
ไดมาซ่ึงอยูในระยะเฉยีบพลนั จะสรางจาก memory B cell ที่ไหลเวยีนอยูในระบบภูมิคุมกัน ทํา
ใหแอนติบอดีที่ผลติขึ้นเปนชนิด IGHV1-69 ที่อาจมีปริมาณมากที่สุดในขณะนั้น 
 นอกจากนี้เรายังพบความหลากหลายทีไ่ดจากการเพ่ิมหรือลดจํานวนกรดอะมิโนในสวน
ของ CDR3 ของ heavy chain ซ่ึงพบวาความหลากหลายของสวน heavy chain CDR3 มีความ
หลากหลายตัง้แต 10 – 21 กรดอะมิโนสําหรับ heavy chain เม่ือเทียบกับ 9-11 กรดอะมิโน
สําหรับ light chain ซ่ึงความหลากหลายของ heavy chain CDR3 น้ียังพบในแอนติบอดีที่
จําเพาะตอเชือ้ไวรัส HIV ดวยคือ มีความหลากหลายตัง้แต 4-27 กรดอะมิโน 
 ตอมาผูวิจัยไดศึกษาถึงความหลากหลายที่เกิดขึ้นจากกลไกที่เรยีกวา Somatic 
hypermutation ซ่ึงจะเกิดขึ้นเม่ือรางกายถูกกระตุนดวนแอนติเจน และเกิดการเปลี่ยนแปลง
กรดอะมิโนบางตําแหนงเพ่ือใหจับกับแอนติเจนเปาหมายไดดีขึ้น ซ่ึงพบวาเม่ือนําแอนติบอดีที่
ถูกจัดอยูในกลุมของ germline เดียวกันมาเปรียบเทียบกัน พบวาโคลนทีต่างกันสามารถมีความ
แตกตางของกรดอะมิโนที่เปลี่ยนไปตั้งแต 5.1-21.6 เปอรเซนต สําหรับ VH และ 3.1-12.8 
สําหรับ VL แตที่นาสนใจ เราพบวาบางโมโนโคลนที่มีความคลายคลึงกับ germline มาก 
สามารถจับและยบัยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ีไดในระดับดี ซ่ึงสามารถพบไดในแอนติบอดีทีจํ่าเพาะกับเชือ้
ไวรัสชนิดอ่ืนดวย (Chen et al., 2012a) 
 หลังจากที่เราไดทําการวิเคราะหลําดับเบส และลําดับกรดอะมิโนเรียบรอยแลว ชิ้นสวน
ของ VH และ VL ที่แยกไดน้ี ไดนํามาใชในการผลติเปนรคีอมบแินนทแอนตบิอดี (rIgG) ใน
เซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Mammalian cells) โดยผูวิจัยไดเลือกมาทั้งหมด 3 โคลนในการ
นํามาผลิตเปน rIgG คือ 1B3B9, 1A10H7, 1G7C2 ในเซลล HEK293T พบวาความสามารถใน
การจับ และการยับยั้งไวรัสเดงก่ีของ rIgG ที่ผลติขึ้นน้ันยังคงเหมือนกับ IgG ที่ผลติจากเซลล
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ไฮบริโดมา ผูวิจัยจึงไดเลือก rIgG จํานวน 1 โคลน (1B3B9) มาใชในการสรางเปน stable cell 
ในเซลล CHO ที่สามารถผลิต rIgG ได ซ่ึงจากการทดลองพบวา stable cell ที่ไดสามารถผลิต 
rIgG ไดในปริมาณ 500 ng/ml ในสภาวะที่เปนเปนเซลลเกาะ ซ่ึงสามารถนําไปพัฒนาตอไดโดย
การปรับเปลี่ยน stable cell น้ีใหอยูในสภาวะเซลลลอย โดยใชนํ้าเลีย้งเซลลที่ปราศจากซีร่ัม ซ่ึง
โดยวิธีน้ีสามารถไดปริมาณของแอนติบอดีตอจํานวนเซลลที่มากขึ้น เพ่ือเตรียมที่จะนํา stable 
cell น้ีเพ่ือผลิตในระดับทีใ่หญขึ้นตอไป  
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7. ภาคผนวก 
 7.1 การเพ่ิมปริมาณชิ้นสวน VH และ VL ดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 
 ในการเพิ่มปรมิาณชิ้นสวน VH และ VL ดวยปฏิกิริยาพีซีอารน้ัน ผูวิจัยไดใชไพรเมอร
ทั้งหมด 20 เสน ในการเพิม่ปริมาณชิ้นสวน VH และ VL ทั้งหมด 26 คู ซ่ึงทั้ง 26 คูน้ีเปนการ
เพ่ิมปริมาณชิ้นสวน VH จํานวน 12 คู จากไพรเมอร forward จํานวน 6 เสน และไพรเมอร 
reverse จํานวน 2 เสน สวน V kappa จะใชทั้งหมด 10 คู จากไพรเมอร forward จํานวน 5 เสน 
และไพรเมอร reverse จํานวน 2 เสนและ V lambda จํานวน 4 คู โดยเปนจากไพรเมอร 
forward จํานวน 4 เสน และไพรเมอร reverse จํานวน 1 เสน ทําใหไดปฏิกิริยาพีซีอารทั้ง 26 
ปฏิกิริยา โดยกําหนดใหเปนปฏิกิริยาที ่ 1-26 ตามลาํดับ ซ่ึงหลังจากเพ่ิมปริมาณดวยปฏิกิริยา
พีซีอารแลว ผลผลติทีไ่ดเม่ือนําไปแยกดวยกระแสไฟฟาจะเลือกปฏิกิริยาที่ใหผลผลติที่จําเพาะที่
มีขนาด 600-900 bps ไปใชในขั้นตอนตอไป ซ่ึงผลผลติพีซีอารที่นําไปใชในการโคลนเขาสูพ
ลาสมิด pGEMT-easy แสดงไดในตารางที่ 4 
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ตารางท่ี 4 ชิ้นสวนท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณ VH และ VL ดวยวิธีพีซีอาร 

Clone No. Code VH (fragments amplified) VL (fragments amplifies) Total Isotype 
8 D23-1A10H7 IGVH/1,7 IGVK /18,19 4 IgG 
25 D23-1C2D2 IGVH/3,9,12,13,14 IGVK /18,19,22 8 IgG 
57 D23-1H5A11 IGVH/3,5,9,11 IGVL /23,24,25,26 8 IgG 
87 D23-3A10G12 IGVH/3,5,9,11 IGVL /23,24,25,26 8 IgG 
165 D23-5E6B1 IGVH/1,5,6,7,11,12 IGVL /23,25 8 IgG 
183 D23-5G8E3 IGVH/5,11 IGVL /23,24,25,26 6 IgG 
216 D23-1C1G4 IGVH/1,7    IgG 
310 D30-1E7B8 IGVH/1,7 IGVK /13,14,15,18,19,20 8 IgG 
358 D30-3A1E2 IGVH/5,11 IGVL /23,24,25,26 6 IgG 
325 D30-3B10E7 - -  IgA 
491 D32-2D1G5 IGVH/1,7,8 IGVL /23,24,25,26 7 IgG 
19 D23-1B3B9 IGVH/1,7 IGVL /23,24,25 5 IgG 
54 D23-1G7C2 IGVH/1,7 IGVL /24,25 4 IgG 
106 D23-4A6F9 IGVH/5,11 IGVK /13,14,18,19 6 IgG 
118 D23-4D10E9 IGVH/5,11 IGVK /13,14,18,19 6 IgG 
131 D23-4F5E1 IGVH/5,11 IGVK /16,21 4 IgG 
135 D23-4H12C8 IGVH/1,7 IGVL /23,25 4 IgG 
178 D23-5G2D2 IGVH/1,5,7,11 IGVK /13,14,18,19 8 IgG 
411 D30-3B6C7 IGVH/3,9 IGVL /23,24,25,26 6 IgG 
533 D32-2H8G1 IGVH/5,11 IGVK/ 13,14,18,19 6 IgG 
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เม่ือนําชิ้นสวนดังกลาวใสเขาในพลาสมิด pGEMT-easy เพ่ือการหาลําดับเบส ลาํดับเบสทีไ่ด ได
นํามาวิเคราะหเพ่ือคัดเลือกเฉพาะชิ้นสวนที่เปนแอนติบอดีมนุษยเทาน้ัน จากน้ันจึงนําไป
เปรียบเทียบกบัลําดับเบสของเซลล SPYMEG ชิ้นสวนที่เปนแอนตบิอดีของมนุษย และไมใช
ของเซลล SPYMEG เทาน้ันที่นําไปใชในขั้นตอไป 
 
 7.2 การกําหนดตําแหนงของสวน framework และสวน complementary determining 
region โดยใชระบบการกําหนดตําแหนงของ kabat 
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Code Clone name FRW1 CDR1 FRW2 CDR2 FRW3 CDR3 FRW4 

8 23-1A10H7 QVQLVQSGAEVKKPGSSVRVSCKAS
GGTFR NYAIS WVRQAPGQGLEWMG GVIPTLHTTNYVERFQG RITITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR SRYYYDSDASNY

GMDV WGQGTTVTVSS 

25 23-1C2D2 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVS
GGSIS SYYWS WIRQTPGKRLEWIG NFHYSGSTNDNPSLKS RLTMSADTSKNQLSLRLRSVTAADTAVYYCAR VAKLFGSATYGM

DV WGQGTTVIVSS 

57 23-1H5A11 EVQLLESGGDLVQPGGSLRLSCAAS
GFTFS TYAMS WVRQAPGKGLEWVS GIGDSGHSIYYADSVKG RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAT GSQWPGDY WGQGTLVTVSS 

87 23-3A10G2 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCTAS
GFTFS NYAMT WVRQAPRKGLEWVS AIGGSGHSIYYGDSVKG RFTISRDNSNNTLYLQMNTLRAEDTAVYYCAA GSQWPGDY WGQGTVVTVSS 

165 23-5E6B1 QVHLVQSGSEVKKPGASVKVSCQAS
GYPFT RYIMN WVRQAPGQGLEWMG WIDTKTGNPTYAQAFTG RFVFSLDTSVSTAYLQINRLKAEDTAVYFCTT LSGYSADWPEDY WGQGTLVTVSS 

183 23-5G8E3 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS
GFAFS DYAMH WVRQAPGKGLEWVA VISHVGTSTYQAESYYA NSVKGRFSISRDTSKNTIYLQMNSLRPEDTAV YYCARRGDYSSS

AENFQH WGQGTLVAVSS 

216 30-1E7B8 QVHLVQSGAEVKKPGASVKVSCKAS
GYTFT SYGVS WVRQAPGQGLEWMG WISAYNGDTNFAQKFQG RLTVTTDTSTNTAYMELRSLRSDDTAMYYCAR GPDYESSDSPWF

DY WGQGTLVTVSS 

310 30-3A1E2 QVQLVQSGAEVKKPGSSVRVSCRAS
GGALA NYAIS WVRQAPGQGLEWMG AIIPMSRTTDYAQKFRG RVTISADESRSTAYMELNSLRSDDTAVYYCAR HRAVAGGDSDHD

ENNWFGP WGRGTLVTVSS 

358 30-3B10E7 QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS
GFSFS DYYMI WIRRAQGKGLEWLS YISNSGDMTYHADSVKG RFTLSRDNTKKSLSLQMHNLRANDTAVYYCAR GMTGFTTSNTES

FDL WGQGTMVTVSS 

491 32-2D1G5 QVQLMQSGPEVKKPGSSMKVSCKAS
GGTLR SYSIS WVRQAPGQGLEWMG GTIPFFGRASYAQKFQG RVTITADEATSTAFMELSSLSSEDTAVYFCAR AGPIAATGVQYE

MDV WGQGTTVTVSS 

19 23-1B3B9 QVHLVQSESEVKKPGASVKVSCQAS
GYPFT RYIMN WVRQAPGQGLEWMG WIDTKTGNPTYAQAFT GRFVFSLDTSVSTAYLQINNLKAEDTAVYFCT TLSGYSADWPED

Y WGQGTLVTVSS 

54 23-1G7C2 QVQLVQSGAEVKKPASSVKVSCKAS
GGTFG TYAIS WVRQAPGKGLEWMG GIIPLYKQSTYAQKFRG RVTITADESTNTAYMELNGLSLEDTAVFYCAT LIAVAGSEGAGS

FDI WGQGTMVTVSS 

106 23-4A6F9 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
GFTFS SNAMS WVRQAPGKGLEWVS GVSNSGGDTYYADSVKGR FAISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAN TLWTVGSKGGFD

Y WGQGTLVTVSS 

118 23-4D10E9 EVQLLESGGGLAQPGGSLRLSCAAS
GFSFS TQAMA WVRQAPGKGLEWVS AIGGRDEGSYYAESLKG RLTISRDNSKNTVYLQMDRLRADDTAIYFCTK IDWSIRGTFDN WGRGTLVTVSS 

131 23-4F5E1 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
GFSFS NSAMS WVRQAQGKGLEWVS AFSGSGGSTYYADSVKG RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR VTGGWSDY WGQGTLVTVSS 

135 23-4H12C8 QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKAS
GYTFT TYPMN WVRQAPGQGLEWMG WIDTNTGNPTYAQAFTG RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCTT LSGYSADWPEDY WGQGTLVTVSS 

178 23-5G2D2 QVQLVQSGAEVEKPGSSVKVSCKAS
GDTFS KYAIN WVRQAPGQGLDWMG GIIPILTTTTYAQRFQG RVTITADKSTNTAYMELRSLRFDDTAVYYCAR STYYYDGSDLTY

GMDV WGQGTTVTVSS 

411 30-3B6C7 QLQLQEAGPRLVKPSETLSLSCTVS
GGSMS GSSFY WGWIRQAPGRGLEW IGSIDYRGNTYYNPSLKS 

 RVTISVDTSRNQFSLNLRSVTAADTAVYFCAS PGGLISDEAMAG
YFDY WGQGTLVTVSS 

533 32-2H8G1 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCVAS
QFTFS SSGMH WVRQAPGKGLEWVG VVSFDGSKTYYADSAKG RFTISRDNSKNTLYLQMTSLRVDDTAVYYCAT GGGRFSGSGNYY

YYGMDV WGQGTTVSVSS 

ตารางที่ 5 การกําหนดตําแหนงของ FRW และ CDR ของ heavy chain โดยระบบของ Kabat 
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Code Clone 
name FRW1 CDR1 FRW2 CDR2 FRW3 CDR3 FRW4 

8 23-1A10H7 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC 
 RASQGNSNAVA WYQQKAGKAPKLLLY GASRLER GVPSRFSGSGSGTDYSLTISSLQPEDFATYYC QQYSSIPYT FGQGTKLEIK 

25 23-1C2D2 DIQMTQSPSSLAASVGDRVSFTC 
 QASQDIKNHLN WYQQKPGKAPKLLIY DASNLGT GVPSRFSGSGSGTHFTFTISSLQPEDLATYYC HQYENLPIT FGGGTKVEIK 

57 23-1H5A11 QSVMTQRPSASGTPGQRVTISC SGSSSNIGSNFVY WYQQLPGTAPKLLIY SDNQRPS GVPDRFSGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYC ATWDDSLSGPV FGGGTKLTVLS
Q 

87 23-3A10G2 QSVLTQPPSASGTPGQRVTISC 
 SGSSSNIANNYVY WYQQLPGTAPKLLIY STNQRPS GVPARFSGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYC AAWDDSLSAPL FGGGTKLTVLG 

165 23-5E6B1 QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTC 
 ASSTGAVTSGNYAN WFQQHPGQAPRGLIY RTDKKHS WTHARFSGSLLGGKAALTLSGARSEDEADYYC LLYRDGGVV FGGGTKLTVLS 

183 23-5G8E3 QSVLTQPPSVSGAPGQRVSISC 
 TGNSSNIGAGYDVH WYQQLPGSVPRLLIF SNTNRPS GVPARFSGSKSGASASLAITGLQAEDEADYYC QSYDSSLFACV FGGGTKVTVLG 

216 30-1E7B8 QSVVTQPPSASGTPGQRVTISC 
 SGSSSNIGNNYVY WYQQLPGTAPKLLIY SNNQRPS GVPVRFSGSKSGTSASLAISGLRSDDEADYYC ATWDDSLSRPV FGGGTKLTVLG 

310 30-3A1E2 EIVLTQSPATLSLSPGERATLSC 
 RASQSVSSYLG WYQHKPGQAPRLLIY DASNRAT GIPARFSGSGSGTDFSLTISSLEPEDFAVYYC QQRDNWPYT FGQGTKLEIK 

358 30-3B10E7 
QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISC 

 TGRSSNIGAGHDVH WYQLLPGAAPKLLIY GNNIRPS GVPERFSGSKSGTTASLAITGLQAEDEADYYC QSYDGSLSGLV FGGGTKLTVLG 

491 32-2D1G5 
QSALTQPRSVSGSPGQSVTISC 

 TGSSRDFGDYDHVS WYQQEPGKAPKLIIY DVTKRPS GVPDRFSASKSVNTASLTISGLQAEDEADYYC CSYAGSYIWV FGGGTKVSVLG 

19 23-1B3B9 
QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTC 

 ASSTGAVTSGHYAN WFQQHPGQAPRGLIY RTDKKHS WTHARFSGSLLGGKAALTLSGARPEDEADYYC LLYRDGGVV FGGGTKLTVLS 

54 23-1G7C2 QSALTQPASVSGSPGQSITISC 
 TGTSGDVGGDSLVS WYQQHPGKAPKLIIY EDHKRPS GVSSRFFGSKSGNAASLTISGLQAEDEADYYC CSYAISSVRVL FGGGTKVTVLG 

106 23-4A6F9 VVQLTQSPSSVSASVGDRVTITC 
 RASQGISSWLA WYQQKPGKAPKLLIY ATSSLQS GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QQANSFPWT FGQGTKVEIK 

118 23-4D10E9 DVQMTQSPSSVSASVGDKVTMTC 
 RASQGVGTLLA WYQQKPGMAPTLLIY GASSLQS GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAVYFC QQANSFPWT FGQGTKVEIK 

131 23-4F5E1 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC RSSQTILYSSNNNNY
LA WYQQKPGQPPKLLIY WASTRES GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYC QQYYSSPPT FGQGTKLEIK 

135 23-4H12C8 QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTC ASSTGAVTSGYYPN WFQQKPGQAPRALIY STSSKHS WTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEADYYC LLYYRGGVV FGGGTKLTVLS
Q 

178 23-5G2D2 DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITC 
 RASQGNSNSLA WYQHKPGKAPKLLLY AASRLHS GVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDSATYYC QQYYSIPYT FGQGTKLDIK 

411 30-3B6C7 QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTC ASSTGAVTSDYFPN WFQQKPGQAPRALIY HTGKKHS 
 WTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYC LLYHVDAHLV FGGGTKLTVLS 

533 32-2H8G1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC 
 RASQNIAKYLN WYQHKPGKPPKFLIH AASSLQS GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDCATYYC LQTYTAPLT FGGGTKVEIK 

ตารางที่ 6 การกําหนดตําแหนงของ FRW และ CDR ของ light chain โดยระบบของ Kabat 
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Dengue virus (DENV), a re-emerging virus, constitutes the largest vector-borne disease virus, with 50–
100 million cases reported every year. Although DENV infection induces lifelong immunity against
viruses of the same serotypes, the subsequent infection with the heterologous serotypes can cause more
severe form of the disease, such as Dengue Haemorrhagic Fever (DHF) or Dengue Shock Syndrome (DSS).
However, there is neither approved vaccine nor specific drugs available to treat this disease. In this study,
previously developed 19 human monoclonal antibodies (HuMAbs) showing strong to moderate cross
neutralizing activity were selected. Most of them (13/19) were targeted to domain II of envelop glycopro-
tein. To understand and clarify the recognition properties, the maturation mechanisms comprising Var-
iable/Diversity/Joining (VDJ) recombination, Variable Heavy (VH)/Variable Light (VL) chain pairing,
variability at junctional site, and somatic hypermutation (SHM) of those antibodies were studied and
compared with their predecessor germline sequences. IMGT/V-QUEST database was applied to analyze
the isolated VH and VL sequences. To confirm the correction of isolated VH/VL, 3 HuMAbs (1A10H7,
1B3B9, 1G7C2) was transiently expressed in HEK293T cell. All three clones of the expressed recombinant
IgG (rIgG) showed the same binding and neutralizing activity as same as those from hybridomas. The data
obtained in this study will elucidate the properties of those HuMAbs for further genetic modification, and
its binding epitopes.

� 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

Dengue virus (DENV) is transmitted to humans by infected
Aedes mosquitoes in tropical and subtropical areas. It is a member
of the Flavivirus genus of the Flaviviridae family. It is the enveloped
icosahedral, positive-stranded RNA viruses. The approximately 11-
kb genome is translated as a single polyprotein, which is cleaved
into three structural proteins (capsid [C], premembrane/mem-
brane [prM/M], and envelop [E]), and seven non-structural pro-
teins (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and NS5) by host and
viral protease [1]. They comprise four distinct serotypes, DENV1
through DENV4. This virus is the major cause of morbidity in trop-
ical and subtropical regions, and have been estimated that there
are 50–100 millions of infected cases annually around the world.
However, nowadays, there is neither proven vaccine nor specific
anti-viral drug to all serotypes available. Infection with DENV can
cause a spectrum of clinical symptoms ranging from flu-like illness,
dengue fever (DF), to a severe fatal disease known as DHF or DSS.
These fatal forms are often attributed to re-infection by heterolo-
gous serotypes [2]. Primary infection with any of the four serotypes
can produce lifelong immunity to that serotype, but only tempo-
rary immunity to the others; moreover, the sequential infections
in the presence of heterologous dengue antibodies often lead to a
more severe secondary infection of DHF/DSS [3]. These is attrib-
uted to antibody-dependent enhancement (ADE) when non-neu-
tralizing antibodies form a complex with the virus and infect
phagocytes via Fc receptors, causing more viral load and enhance
infection involving DHF/DSS [3].

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bbrc.2014.02.131&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.02.131
mailto:pongrama.ram@mahidol.ac.th
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.02.131
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0006291X
http://www.elsevier.com/locate/ybbrc


Table 1
Primers used to amplify Variable Heavy chain, and Variable Light chain (kappa and
lambda).

Name Sequence N

Variable heavy chain
hIGHV1/7- ATGGACTGGACCTGGAGGATCCTC 24
hIGHV2 ATGGACATACTTTGTTCCACGCTCCT 26
hIGHV4 ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCT 26
hIGHV6 ATGTCTGTCTCCTTCCTCATCTTCCT 26
hIGHV3 ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTT 24
hIGHV5 ATGGGGTCAACCGCCATCCTCGC 23
37, hIgG1234(�)_PCR Center CTCCCGCGGCTTTGTCTTGGCATTA 25
17,hIgG1234(�)_nPCR CCTTGGTGTTGCTGGGCTTGTGAT 24

Variable kappa light chain
IGKV1–50L ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAG 24
IGKV2–50L ATGAGGCTCCCTGCTCAGCTCCTG 24
IGKV3–50L ATGGAARCCCCAGCGCAGCTTCTC 24
IGKV4–50L ATGGTGTTGCAGACCCAGGTCTTCAT 26
IGKV5–50L ATGGGGTCCCAGGTTCACCTCCTC 24
18, hIgK_PCR(�) GTGACACTCTCCTGGGAGTTACCC 24
11, Human specific 30 primer for

nested PCR
GAGTTACCCGATTGGAGGGCGTTAT 25

Variable lambda light chain
IGLV_1/3/5/7–50L ATGGCCTGGWYYCCTCTCYTYCTS 24
IGLV_8–50L ATGGCCTGGATGATGCTTCTCCTCG 25
IGLV_2/9/10–50L ATGSCCTGGGCTCYKCTSCTCCTS 24
IGLV_4–50L ATGGCCTGGRYCYCMYTCYWCCTM 24
19, hIgL_nPCR(�) TGGCAGCTGTAGCTTCTGTGGGACT 25
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Passive antibody therapies, based on targeted-specific monoclo-
nal antibodies (MAb) have been widely studied in several infectious
diseases including viral diseases, such as cytomegalovirus (CMV),
respiratory syncytial virus (RSV), hepatitis B virus (HBV), hepatitis
C virus (HCV), rabies, vaccinia, varicella-zoster virus (VZV), and
West Nile virus (WNV), which some of them have been approved
to use both in prophylaxis or treatment in the US market [4]. How-
ever, therapeutic antibodies to treat dengue virus are still limited.

Several studies on both mouse and human antibodies to DENV
have implied that antibodies targeted to envelope protein of DENV
(ED) are the principal determinants of virus neutralization [5]. For
ED itself, it is composed of 3 domains (DI, DII, and DIII). DII is located
at one end of the molecule covering the fusion peptide and respon-
sible for host cell-viral fusion. At the other end is located DIII which
is involved in host cell binding [6]. Both DI/II and DIII have been
studied to be targeted by several mouse and human antibodies.

Even though mouse MAbs can normally show strong neutraliz-
ing activity with serotype specific to dengue virus that targeted to
EDIII [7–8], human MAbs (HuMAbs) usually show more diversity of
antibody response; serotype- or cross reactive with weak to strong
neutralizing activity with several target epitope (DI/II or DIII) of E
protein [9–10]. Similar with our 20 anti-DENV HuMAbs (19 IgGs
and 1 IgA) that have been previously generated, using hybridoma
technique [11], all of them showed strong to moderate cross-neu-
tralizing activity to 4 serotypes of dengue virus tested in vitro. They
were targeted to envelop protein of DENV. Moreover, thirteen of
them were further characterized and found to target to domain II
of E protein using truncated E protein [12].

Other than epitope mapping studies for vaccine design, the ge-
netic analysis of variable region sequences of anti-viral Abs have
recently shown its potential for vaccine development. This germ-
line characterization has recently been widely studied in several
anti-viral MAb including HIV-1 virus [13–14], Influenza virus
[15], and SARS coronavirus, Hendra virus, and Nipah virus [16]
using phage display and high-throughput sequencing. One study
of anti-influenza antibodies have shown that mutation at only 7
amino acids in the Heavy chain Complementary Determining Re-
gion 2 (HCDR2) and Framework Region 3 (FR3) are evolved for
the full activity of neutralization, which can be applied for the ra-
tional design of epitope-specific vaccine inducing broadly-neutral-
izing antibody [15]. For anti-DENV MAbs characterization, there is
one study characterizing mouse MAb 4E11 that targeted to EDIII
which has been raised against serotype 1 dengue virus, but can
neutralize all 4 serotypes with different efficacy. It was found that
mutation at only some hotspot can greatly affect the binding activ-
ity of that MAb [17]. However, germline study of anti-DENV HuM-
Abs is still limited. For this reason, further characterization of
genetic sequences of our 19 hybridoma IgGs – all targeted to E,
mostly targeted to EDII and show strong to moderate neutralizing
activity – is needed. These should be a good model of antibody’s
genetic study that will enlighten dengue vaccine development
through the induction of cross-neutralizing activity.

2. Materials and methods

2.1. Hybridoma sample

Previously generated 19 hybridomas secreting HuMAb IgGs
with cross-neutralizing activity were selected. These 19 neutraliz-
ing HuMAbs (NHuMAbs) were produced from 3 acute dengue pa-
tients of secondarily infection with dengue virus serotype 2.

2.2. Isolation of VH and VL from hybridoma cell

Ribonucleic acids (RNAs) were isolated from hybriboma cells
using Trizol reagent (Invitrogen, USA). Complementary DNA
(cDNA) was synthesized from the isolated RNA, and then used as
the template for amplification of Heavy chain (HC) and Light chain
(LC) using 26 pairs of primer. Twelve reactions for HC, 10 reactions
for LC kappa, and 4 reactions for LC lambda were performed (Ta-
ble 1). Specific products of both HC and LC were purified and
cloned to pGemT easy vector (Promega, USA) for sequencing.

2.3. Antibody gene analysis with its germline

The isolated HC/LC antibody gene covering the entire antibody
variable domain with 3 CDRs and 4 FRs characterized by IMGT un-
ique numbering system were entered to the immunogenetic IMGT/
V-QUEST database [18,19]. The localization of CDR and FR, includ-
ing % variation and mutation from its original germline sequence
were analyzed.

2.4. Subcloning of VH and VL to mammalian expression vector

The VH and VL fragments were amplified from pGemT-easy
vector with primers containing extended restriction site. The
amplified VH and VL as well as the human antibody constant re-
gion-containing pQCX plasmid were then digested with NotI and
XhoI restriction enzymes. The VH fragments were cloned to
pQCXIP-CH containing HC constant region. Similarly, VL fragments
were cloned to either pQCXIH-CKappa or CLambda, containing
constant kappa or lambda LC, respectively. The recombinant DNA
was transformed to DH5a competent cell. Plasmids were amplified
from positive clones using Purelink plasmid midiprep kit (Invitro-
gen, USA.)

2.5. Transient expression of recombinant IgG (rIgG) in mammalian
cells

Human embryonated kidney (HEK) 293T cells were cultured in
DMEM medium supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS)
without sodium pyruvate (Gibco, USA). The cells were seeded to
10 cm cell culture dish at 5.5 � 105 cell/ml, and incubated at
37 �C under 5% CO2 overnight. On the next day, twelve micrograms
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of each pQC plasmid containing HC or LC were co-transfected to
the cell using lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA.). Briefly, 60 ll
of lipofectamine 2000 was diluted in 1.5 ml of Opti-MEM I reduced
serum (Gibco, USA), and then incubated at room temperature for
5 min. At the same time, 12 lg each of pQCXIP-CH-VH, and
pQCXIH-CL-Vkappa or -VLambda was diluted in Opti-MEM I re-
duced serum (Gibco, USA). Then, 1.5 ml of diluted lipofectamine
was added to the tube containing diluted DNA. They were gently
mixed and the complex was incubated at room temperature for
30–40 min. Then, 3 ml of lipofectamine-DNA complex was added
to the cell, and incubated at 37 �C under 5% CO2 for 4–6 h. After
incubation, the medium was replaced with fresh 10 ml of culture
medium, and incubated at 37 �C under 5% CO2 for 3 days. The pres-
ence of IgG and binding activity were checked by immunofluores-
cense assay (IFA) using transfected culture medium.

The collected culture fluid from transfected cell was filtered be-
fore purification using Hitrap protein A affinity column (GE biosci-
ence, Sweden). The concentration of purified IgGs was then
measured using BCA protein assay kit (Pierce Thermo Scientific,
USA).

2.6. Indirect immunofluorescence assay (IFA)

Vero cells monolayer in 96-well microplate were mock-infected
or infected with DENV serotype 1–4 separately. After incubation
for 2–3 days, the cells were fixed with 3.7% formaldehyde in phos-
phate buffered saline (PBS), and permeabilized with 0.1% Triton X-
100 in PBS. The cells were stained with hybridoma HuMAbs or rIgG
at 4 �C overnight using anti-flavivirus HuMAbs as positive control.
The bound antibodies were reacted with an AlexaFluor 488-conju-
gated anti-human IgG (1:1000; Invitrogen), and observed under
fluorescence microscope.

2.7. Neutralization test using Focus Reduction Neutralization Test
(FRNT)

The neutralization test was performed using Vero cells. The fo-
cus number was firstly adjusted to obtain approximately 100–150
focuses/well. Vero cells were seeded to 96 well plate at 2.0 � 104

cells/well. Twofold serial dilution of antibodies were prepared on
96 well round bottom plate, then added with the adjusted focus
number of dengue virus serotype 1–4. The Ab-virus mixtures were
Table 2
Analysis of anti-DENV HuMAbs including its germline sequences, and immunogenetic dat

HuMAbs IGHV gene IGKV/IGLV gene No. of aa mutat

VH

1A10H7 HV1–69⁄01F KV1-NL1⁄01 F 12 /85(12.4)
1G7C2 HV1–69⁄01F LV2–23⁄01 F 17/80(19.5)
1E7B8 HV1–69⁄01F KV3–11⁄01 F 17 /81(17.3)
2D1G5 HV1–69⁄01F LV2–11⁄01 F 14 /84(14.3)

1H5A11 HV3–23⁄01F LV1–47⁄02 F 12 /84(12.5)
3A10G12 HV3–23⁄01F LV1–47⁄02 F 10 /87(10.3)
4A6F9 HV3–23⁄01F KV1–12⁄01 F 6 /91(6.2)
4D10E9 HV3–23⁄01F KV1–12⁄01 F 21 /76(21.6)
4F5E1 HV3–23⁄01F KV4–1⁄01 F 6 /92(6.1)

1B3B9 HV7–4⁄02F LV7–43⁄01 F 14 /83(14.4)
4H12C8 HV7–4⁄02F LV7–43⁄01 F 5 /92(5.1)
5E6B1 HV7–4⁄02F LV7–43⁄01 F 13 /84(13.4)

1C2D2 HV4–59⁄01F KV1–33⁄01 F 13 /84(13.4)
5G8E3 HV3–30⁄04F LV1–40⁄01 F 12 /86(12.2)
1C1G4 HV1–18⁄01F LV1–47⁄02 F 9 /89(9.2)
3A1E2 HV3–11⁄01F LV1–40⁄01 F 17 /80(19.5)
3B6C7 HV4–39⁄01F LV7–43⁄01 F 15 /83(15.3)
2H8G1 HV3–30⁄03F KV1–39⁄01 F 13 /85(13.3)
5G2D2 HV1–69⁄06F KV1-NL1⁄01 F 14 /83(14.4)
then incubated at 37 �C for 30 min. After that, 50 ll of the mixtures
were added to Vero cells, and incubated for 2 h with gently tapping
every 30 min. One hundred ll of overlaid medium (2X MEM, 2%
CMC, 3% FBS) were then added to the well and incubated for 3 days
for Dengue virus serotypes 1, 2, and 3, and 2 days for serotype 4.
The assays were performed in triplicate. After 2 or 3 days incuba-
tion, the cells were fixed with 3.7% formaldehyde, followed by Tri-
ton X-100. The focus number was immunostained by incubated
with anti-DENV MAb, as for IF assay. The number of focus was
counted and compared with that of no antibody control to calcu-
late NT50.
3. Results and discussions

In general, to generate mature B cell for antibody production, 4
main mechanisms including the rearrangement of V, D, and J seg-
ments, the pairing of different VH and VL germline, the addition or
deletion at the junctional site, encoded for CDR3 loop are involved.
More diversity is further increased once the B cells have been stim-
ulated with target antigen, inducing SHM at some hotspot to in-
crease the affinity toward the foreign antigen. These four genetic
processes have built a high diversity of variable region of antibod-
ies [20]).

To study the genetic basis of our anti-DENV HuMAbs, the vari-
able sequences of 19 IgGs isolated from acute dengue patients was
studied. All of them were derived from blood sample of 3 patients
of secondarily infected dengue virus serotype 2, within one week
after the onset of fever [10]. HC and LC of all 19 IgGs were se-
quenced starting from human IgG leader peptide until constant re-
gion of IgG HC and LC. Only the variable regions were submitted to
IMGT/V-QUEST to localize the FR and CDR. All sequences were pro-
ductive IG rearranged sequences with no stop codon and in-frame
junction, except 1 clone (23-5G8E3) have 5 aa insertion at CDR2.
Variable region of heavy and light chain of 17 clones of them were
submitted to database of DNA Data Bank of Japan (DDBJ) [12].

After comparing those sequences with germline database, 10
germline HCs and 11 germline LCs was used (Table 2). IGHV1–69
(5/19) and IGHV3–23 (5/19) are the major germline HC whereas
IGLV7–43 is the major germline LC (Fig. 1A and B). As IGHV1–69
was the highest HC germline used in our anti-DENV HuMAbs, inter-
estingly, the highest percentage of IGHV1–69 HC germline was also
a.

ions /Identity(% variation) HCDR3 aa sequence (length)

VL

9/85 (9.6) ARSRYYYDSDASNYGMDV (18)
11/85 (11.5) ATLIAVAGSEGAGSFDI (17)
4/90 (4.2) ARHRAVAGGDSDHDENNWFGP (21)
11/86 (11.3) ARAGPIAATGVQYEMDV (17)

5/93 (5.1) ATGSQWPGDY (10)
5/93 (5.1) AAGSQWPGDY (10)
4/90 (4.2) ANTLWTVGSKGGFDY (15)
12/82 (12.8) TKIDWSIRGTFDN (13)
5/96 (5) ARVTGGWSDY(10)

13/83 (13.5) TTLSGYSADWPEDY (14)
3/93 (3.1) TTLSGYSADWPEDY (14)
13/83 (13.5) TTLSGYSADWPEDY (14)

10/84 (10.6) ARVAKLFGSATYGMDV (16)
12/87 (12.1) AVYYCARRGDYSSSAENFQH (20)
6/92 (6.1) ARGPDYESSDSPWFDY (16)
9/90 (9.1) ARGMTGFTTSNTESFDL (17)
8/89 (8.2) ASPGGLISDEAMAGYFDY (18)
12/83 (12.6) ATGGGRFSGSGNYYYYGMDV (20)
6/88 (11.7) ARSTYYYDGSDLTYGMDV (18)



Fig. 1. Germline usage frequencies. (A) The heavy chain variable (HV) germline sequences. (B) The light chain variable (kV for kappa and LV for lambda) germline sequences
related to 19 cross-neutralizing anti-DENV HuMAbs derived from acute secondarily infected dengue patients. The Y axis represents the usage percentage of each germline
sequences, as also indicated at the top of bar graph.

Table 3
The amino acid sequences of heavy chain from 3 major groups, classified by type of heavy chain germline, of 13 HuMAbs in alignment of their predecessors germline, including
type of its germline light chain and NT50. The CDRs and FR are located according to the immunogenetic annotation. The somatic mutations in the VH of each HuMAb are
highlighted in gray color.
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previously reported from other anti-viral MAbs, such as influenza
virus [14,19], HIV, SARS CoV, Hendra, and Nipah virus [16].

In 2012, Prabakaran et al., used IgM derived B cell for naïve Fab
antibody library construction and screened for several viral targets.
They found that IGHV1–69 were the highest heavy chain germline
gene used. Similar with the result from Chen et al. (2012a) who
constructed 2 libraries from peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from HIV-1 patients from different time point after infec-
tion, one from 40 days, and the other from 8 months post infection.
It was found that germline gene usages of both HC and LC were dif-
ferent among two libraries. HV1–46, HC3–33, and HV5–51 were
most frequently found from library constructed from 40 days post
infection PBMCs. In contrast, HV1–69 (26%) was the most fre-
quently used HC germline from library constructed from 8 months
PBMCs. Comparing with our study, that all 19 IgGs were generated
from acute patient PBMCs from secondary dengue infection, it can
be suggested that after primary infection, this IGHV1–69, which is
the high frequency heavy chain germline presence in IgM reper-
toires [16], should be the major group of germline heavy chain
responsible for antibody production. After recovery, the human im-
mune response can stay long in the human blood circulation. Once
re-infection has occurred, the memory B cells were stimulated;
therefore, high possibility of antibody production from this kind
of germline heavy chain was observed.
Other than the different combination of VH/VL to generate a
high diversity of our anti-DENV HuMAbs, more variable were also
found at the junctional site (length of CDR3). We found more var-
iable occurred in HCDR3 of our HuMAbs, which ranged from 10 to
21 aa (Table 2), but not for LCDR3 which ranged from 9 to 11 aa
(data not shown). This high diversity of HCDR3 was also observed
from anti-HIV-1 antibody, which ranged from 4 to 27 aa, and con-
sidering as the determination of VH diversity of antibody reper-
toire [13].

Once the mature B cells have faced the dengue virus antigen,
more diversity was enhanced by SHM. We observed these muta-
tions throughout the variable regions with different degree, 5.1–
21.6% variation for VH, with less variation for VL at 3.1–12.8%.

Among 19 IgGs, three major groups are classified by type of
germline HC. These 3 kinds of HC germline, which combined with
8 kinds of germline LC shared 13 HuMAbs. The other 7 HuMAbs
have unique HC germline as shown in Table 2. The alignment of
HuMAbs HC from these 3 groups, along with their closest germline
sequences, including their germline LC, as well as annotated FRs
and CDRs are shown in Table 3. It was noticed that among 4 HuM-
Abs in Gr. 1, which used IGHV1–69 as HC germline, all of them
used different germline LC (Table 3). However, there is 1 HuMAb
that showed the highest NT50, at 13 lg/ml, comparing with the
other 3 which have NT50 ranged from 1.1 to 1.6 lg/ml. It is implied



Fig. 2. Fluorescence immunostaining of three expressed rIgG to Dengue virus
serotype 2 compared with IgG from hybridoma secretion.

Fig. 3. Neutralizing activity (NT) of HuMAb 1B3B9 to 4 serotypes of dengue virus
(A–D), and 1A10H7 (E and F), 1G7C2 (G and H) to dengue virus serotype 2 and 3,
demonstrated by the comparison of rIgG and IgG from hybridoma secretion.
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that the combination of different HC and LC can greatly affect the
binding of our antibodies with the target antigen (IGHV1–69
paired with IGLV2–11 is the less matched). In contrary, Gr. 3 com-
posing of 3 HuMAbs (HuMAb 1B3B9, 4H12C8, 5E6B1) used the
same HC and LC germline with different level of mutations. We
found that, using the same originated germline, hypermutation
also affect their NT50 (Table 3). Among these 3 HuMAbs, there
are 2 HuMAbs (1B3B9 and 5E6B1) that showed the same level of
mutation (14.4% and 13.4% for VH, and the same 13.5% for VL,
respectively). Both of them showed the same NT50. In contrast,
the other HuMAb (4H12C8) which have less variation comparing
with its germline counterpart (5.1% for VH and 3.1% for VL) showed
almost 2 times higher NT50 concentration (Table 3).

However, for the less variation of same germline sequences, it
can be suggested that germline-like antibody with low level of
SHM can showed the relatively high binding with target antigen.
This phenomenon was also previously evidenced by Chen et al.
(2012b). They supported that antibodies with minimally mutated
can bind virus causing acute infection like SARS CoV, and Hendra
virus with relatively high affinity, but not for chronic disease like
HIV-1 [14].

Moreover, after detail characterization, 3 HuMAbs (1A10H7,
1B3B9, 1G7C2), which show the highest activity both in binding
and neutralizing activities as previously described [12] was se-
lected. It was noticed that these 3 clones did not showed the high-
est variation. Hence, it was suggested that the 4 mechanisms was
generally play a role in increasing the binding affinity of one anti-
body toward the target antigen.

To study the function of isolated VH and VL, those 3 best HuM-
Abs were selected for production of rIgG, by subcloning of variable
region of HC and LC to another 2 mammalian expression plasmids
containing either constant HC or constant LC (kappa or lambda).
The constructed plasmids were co-transfected to human embryo-
nated kidney (HEK) 293T cell for rIgG expression, for testing of
both binding and neutralizing activity. All three clones can bind
to 4 serotypes of dengue virus infected Vero cell with the same
manner as IgG secreted from hybridoma cell (Fig. 2). Moreover,
three of them also show almost the same neutralizing activity as
those from hybridomas (Fig. 3).

To confirm the right combination of VH/VL from each monoclo-
nal antibody, using the same constructed plasmid, different combi-
nations of VH and VL constructs of those 3 HuMAbs were tested in
the total of 9 combinations including the original VH/VL pairing. It
was found that only the correct combination of each three clones
can show the optimal binding activity by IFA. It was implied that
the CDR loop, which is the region much responsible for antigen
binding of these three clones need the correct combination of VH
and VL and conformation to form the antigen binding site.

For more understanding of affinity pathway, many more HuM-
Abs with various activity, for example, low, moderate, and high NT
titer are needed in identification of the critical position (hotspot)
that are most likely to have a major impact on antibody activity
and affinity.
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