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1. บทคัดย่อภาษาไทย  
ทีมวิจัยของเราประสบความสําเร็จเป็นครั้งแรกในโลกในการสร้าง NhuMAb ที่สามารถยับยั้งไวรัสเดงกี่ 

(DENV) ทั้ง 4 สายพันธ์โดยวิธี Hybridoma (SPYMEG cell) โดยคัดเลือก candidate NhuMAb ที่ดีที่สุดจํานวน 3 
clones ที่สามารถยับยั้งการติดเชื้อ DENV clinical isolates ได้ สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของ suckling mice 
ได้อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ และสามารถยับยั้งและลดปริมาณ DENV จนไม่เหลือในกระแสเลือดของลิง Marmoset 
เลยภายใน 2 วัน โดยเราพบว่า Epitope ของ DENV ที่จับเฉพาะกับ NhuMAb เหล่านี้ อยู่ที่ตําแหน่ง envelope 
protein ในส่วน Domain II  ดังนั้น ในการวิจัยครั้งนี้เราได้ทําการพัฒนาวัคซีน Epitope based สําหรับป้องกัน
ไข้เลือดออกเดงกี่ โดยสร้าง Recombinant protein (rE74-118) และสังเคราะห์ Peptide (OF0709-D) ที่มี Amino 
acid ตามลําดับ Epitope ของ DENV ที่จับเฉพาะกับ NhuMAb ที่ยับยั้ง DENV ทั้ง 4 serotypes ที่เราได้สร้างไว้ 
นํามาผสมกับสารเสริมฤทธิ์ (adjuvants) 2 ชนิด ได้แก่ GERBU และ Freund’s adjuvant (FCA/FIA) แล้วทดลอง
ฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูทดลอง BALB/c  พบว่ากลุ่มควบคุมที่กระตุ้นด้วย DENV-2 (NGC) (2.5x104 ffu/dose) 

และกลุ่มทดลองที่กระตุ้นด้วย rE74-118 (100 µg/dose) สามารถกระตุ้นการหล่ังแอนติบอดีได้ดี ส่วนกลุ่มทดลองที่

กระตุ้นด้วย OF0709-D (100 µg/dose)  กระตุ้นการหล่ังแอนติบอดีได้น้อย และสารเสริมฤทธิ์ทั้ง 2 ชนิดมี

ความสามารถในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ใกล้เคียงกัน แต่ DENV-2 (NGC) ผสมกับ GERBU จะกระตุ้นการหล่ัง
แอนติบอดีได้ดีกว่าผสมกับ FCA/FIA  จะเห็นได้ว่าเปปไทด์สายส้ันมีความสามารถในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้น้อย 
จะต้องหาสารเสริมฤทธิ์ตัวใหม่ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ส่วน rE74-118 กระตุ้นการหล่ังแอนติบอดีได้ดี มีฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อไวรัสได้ไม่ดีมากนัก แต่ไม่กระตุ้นให้เกิด ADE นอกจากน้ีทีมวิจัยของเราได้สร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) 
หลายๆแบบในหนูที่ถูกกระตุ้นด้วยDENV serotype 1 สายพันธ์ Mochizuki  โดยมี MAb 7F4 เป็น MAb ชนิด IgG3 
subclass และสามารถยับยั้งDENV ได้ดีโดยไม่มี enhancing activity จากการใช้ MAb 7F4 ที่ประมาณ 10 ng/ml 
สามารถแสดงผล  50% plaque reduction ในการทํา neutralization test ที่ทดลองในเซลล์ vero  โดยพบว่าไม่มี 
enhancing activity เลย แม้จะใช้ MAb ที่ความเข้มข้นต่ําๆ (0.01-1 ng/ml) ในการทดลองด้วย FcγR-bearing 
cells เช่น K562, U937, หรือ HL-60 cells  โดยพบว่า MAb 7F4 จับกับ DENV serotype 1 ที่ตําแหน่ง Domain II 
ของโปรตีน envelope  การศึกษาในครั้งนี้จึงได้ใช้ MAb 7F4 เป็นโมเดลในการพัฒนา Plasmid DNA โดยตัดต่อ
แอนติบอดียีนส่วน 7F4 heavy (H)- หรือ light (L)-chain variable region เข้าสู่ Mammalian expression 
plasmid แล้วจึงทําการทดสอบการ  express MAb ที่สามารถยับยั้ง DENV ในหนู โดยหนูถูกฉีดกระตุ้นด้วย 
Plasmids และตรวจสอบระดับของ neutralizing MAb ในซีรั่มที่ได้ โดยพบว่า หนูที่ได้รับการกระตุ้นด้วย Plasmids 
100 ng สามารถสร้าง neutralizing MAb ในซีรั่มได้ภายใน 3 วันหลังจากฉีด และสาร MAb ที่สร้างได้อยู่ในกระแส
เลือดได้นานอย่างน้อย 3 เดือน การสร้าง MAb ที่เร็วและอยู่ได้ยาวนานในซีรั่มหนู แสดงถึงประสิทธิภาพของ 
Plasmid ในการสร้าง neutralizing MAb ต่อ DENV โดยไม่มี enhancing activity 

คําสําคัญ (Key words) วัคซีน เปบไทด์ ดีเอ็นเอ แอนติบอดียับยั้ง ไวรัส ไข้เลือดออกเดงกี่ 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ (Abstract)  

Using SPYMEG cell, Neutralizing human monoclonal antibodies (NhuMAbs) against 4 
serotypes of Dengue virus (DENV) has been developed by our research team. Three 
candidates of NhuMAbs were found to completely neutralize 20 clinical isolates DENV in 
vitro and completely reduce DENV in vivo in DENV challenged suckling mice and Marmoset 
monkies, respectively. The epitope of these NhuMAbs were found to be on evelope protein 
domain II (EDII) of DENV. In this study, both recombinant and peptide antigens were 
synthesized based on epitope on EDII of DENV, mixed with adjuvants (Gerbu and Freund’s 
complete/incomplete adjuvants (FCA/FIA)), then respectively immunize to BALB/c mice. It 
was found that mice immunized with control DENV-2 (NGC) at 2.5x104 ffu/dose plus GERBU 
secreted immune response better than those plus with FCA/FIA. Followed by, mice 
immunized with rE74-118 (100 μg/dose) with GERBU could secrete immune response better 
than those without GERBU. Mice immunized with OF0709-D peptide (100 μg/dose) were 
found to secrete poor immune response eventhough mixed with GERBU.  We also previously 
generated various monoclonal antibodies (MAbs) in mice immunized with the Mochizuki 
strain of DENV-1. Among these, the 7F4 antibody, an IgG3 subclass antibody, showed high 
neutralizing activity but no detectable enhancing activity. Specifically, 50% plaque reduction 
was achieved at approximately10 ng/ml 7F4 in a conventional neutralization test using Vero 
cells, whereas no enhancing activity was seen, even at low concentrations (0.01–1 ng/ml) in 
our enhancing antibody assay system using Fc _R-bearing cells, such as K562, U937, or HL-60 
cells. The target epitope of 7F4 is located in domain II of the envelope (E) protein of DENV-
1. In this study, we used 7F4 as the model antibody to evaluate neutralizing antibody 
expression in mice. Mice were co-inoculated with plasmids containing the 7F4 heavy (H)- or 
light (L)-chain variable region gene and their serum neutralizing antibody levels were 
monitored. Mice co-inoculated with 100 μg of plasmids produced detectable serum 
neutralizing antibody 3 days after inoculation, which was maintained for at least 3 months. 
This rapid and long-term appearance of the expressed antibody in mouse sera suggests a 
potential antibody expression strategy against dengue, using a neutralizing antibody with no 
enhancing activity. 
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ข. ส่วนประกอบเนื้อเรื่อง   
1. บทนํา 
 โรคไข้เลือดออกจัดเป็นเป็นปัญหาสาธารณสุขที่สําคัญของประเทศไทย โดยเกิดจากการติดเช้ือไวรัสเดงก่ี 
(Dengue virus) โดยมียุงลายสายพันธ์ุ Aedes aegypti เป็นพาหะนําโรคหลัก (Clyde et al., 2006) โดย
ไข้เลือดออกสามารถแบ่งออกได้เป็นหลายกลุ่มอาการ คือ Dengue Fever (DF), Dengue Hemorrhagic 
Fever (DHF), และ Dengue Shock Syndrome (DSS) จากรายงานขององค์การอนามัยโลกพบว่า 2 ใน 5 
ของประชากรโลกมีความเสี่ยงต่อการติดเช้ือไวรัสเดงก่ี และพบว่าประชากรประมาณ 50-100 ล้านคนทั่วโลก
ติดเช้ือไวรัสเดงก่ี (WHO, 2009) ซึ่งในจํานวนน้ีมีผู้ป่วยจํานวนถึง 500,000 คนที่เป็นโรคไข้เลือดออกชนิด
รุนแรง (DHF or DSS) (Qi et al., 2008) ที่ทําให้มีอัตราการเสียชีวิตถึง 20,000 คนต่อปี (Gubler, 2002) ใน
การควบคุมและป้องกันโรคไข้เลือดออก ขณะนี้ยังไม่มียาหรือวัคซีนโดยเฉพาะ ซึ่งการควบคุมโรคสามารถทํา
ได้โดยป้องกันการการแพร่พันธ์ุเพ่ิมปริมาณยุงพาหะนําโรค ทําลายแหล่งเพาะพันธ์ุยุงลาย ให้ความรู้แก่
ประชาชนในการป้องกันตนเองไม่ให้ถูกยุงกัด จากปัญหาที่จนถึงปัจจุบันยังคงไม่มีสารสําหรับรักษา
ไข้เลือดออก ทําให้นักวิจัยทั่วโลกพยายามพัฒนาสารดังกล่าวขึ้น การพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมนุษย์ที่
ยับย้ังไวรัสไข้เลือดออก (Neutralizing Human Monoclonal Antibody; NhuMAb) เป็นอีกแนวทางหน่ึงที่
นักวิจัยคาดหวังจะพัฒนาเป็นยารักษาโรคไข้เลือดออกในอนาคต 

 ไม่นานมานี้ ทมีวิจัยของเราประสบความสําเร็จในการสร้าง MAb ของมนุษย์ที่สามารถยับย้ังเช้ือไวรัส 
Dengue ทั้ง 4 serotypes โดยใช้ Peripheral Blood Mononuclear cell (PBMC) จากผู้ที่แสดงอาการ
ป่วยเป็นไข้เลือดออก โดยสามารถสร้าง MAb มนุษย์ได้ทั้งหมด 20 โคลน ที่ยับย้ังไวรัส Dengue 4 serotypes 
(Neutralizing human MAb; NhuMAb) และสามารถยับย้ังได้มากกว่า 90 % (90% neutralization 
activity) ซึ่งถือได้ว่าเป็นคร้ังแรกในโลกที่นักวิจัยได้สร้าง NhuMAb มนุษย์ที่สามารถยับย้ังไวรัส Dengue ทั้ง 
4 สายพันธ์โดยวิธี Hybridoma (SPYMEG cell) (Setthaparamote et al, 2012) โดย NhuMAbs ดังกล่าว
ได้ผ่านการจดสิทธิบัตรหมายเลข WO 2013035345A2, และ WO 2014064943A1 ที่คุ้มครองใน 9  
ประเทศ:(www.google.com/patents/WO2013035345A2; 
https://www.google.com/patents/WO2014064943A1)  

 จาก NhuMAb ยับย้ังไวรัส Dengue ทั้ง 4 สายพันธ์ ทั้งหมด 20 โคลน เราได้คัดเลือก candidate 
NhuMAb ที่ดีที่สุดจํานวน 3 clones  มาทําการทดสอบการยับย้ังไวรัส Dengue เข้าสู่เซลล์ โดยใช้เช้ือไวรัส 
Dengue clinical isolates จํานวน 20 isolates (serotype ละ 5 isolates) โดยพบว่า NhuMAb ทั้ง  3 
clones สามารถยับย้ังการติดเช้ือไวรัส Dengue clinical isolates จํานวน 20 isolates ได้ทั้งหมด โดยยับย้ัง
ได้ดีกว่า Laboratory strains (Sasaki et al, 2013)  และทดสอบการยับย้ังการติดเช้ือไวรัส Dengue ใน
สัตว์ทดลอง (in vivo) ใน suckling mice ที่ถูกฉีดเช้ือเข้าสมอง และในลิง Marmoset  ที่ถูกฉีดเช้ือช่องท้อง 
ตามด้วยการฉีด NhuMAb เพ่ือรักษา โดย NhuMAb สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของหนู suckling mice
ได้ อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (Sasaki et al, 2013) และสามารถยับย้ังลดปริมาณไวรัส Dengue จนไม่เหลือใน
กระแสเลือดของลิง  Marmoset เลยภายใน  2 วัน  เมื่อ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(www.google.com/patents/WO2013035345A2)  
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โดยทีมวิจัยของเราได้ทําการศึกษา Epitope ของไวรัสไข้เลือดออกที่จับเฉพาะกับ Neutralizing 
human MAb (NhuMAb) ที่เราได้พัฒนาขึ้น และพบว่ามี Epitope อยู่ที่ตําแหน่ง envelope protein ใน
ส่วน Domain II  

ได้มีการพัฒนาวัคซีนชนิด Epitope based vaccine มาใช้กับโรคติดเช้ือหลายๆ โรค โดยเมื่อนักวิจัย
ค้นพบตําแหน่งของ Epitope ของเช้ือไวรัสที่จับเฉพาะกับ NhuMAb สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสน้ันได้แล้ว ก็จะ
ทําการสังเคราะห์ Peptide ที่มี Amino acid ตาม Epitope เหล่าน้ัน แล้วนํามาผสมกับ Adjuvant เพ่ือ
นํามาทดลองฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์ทดลอง แล้วจึงทดสอบเพ่ือพัฒนาเป็นวัคซีนต่อไป 

ดังน้ัน ในการศึกษาวิจัยครั้งน้ีเราจะทําการพัฒนาวัคซีนป้องกันไข้เลือดออก ชนิด Epitope based 
vaccine โดยจะทําการสังเคราะห์ Peptide ที่มี Amino acid ตาม Epitope ของไวรัสไข้เลือดออกที่จับ
เฉพาะกับ MAb ของมนุษย์ (ที่สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสไข้เลือดออกทั้ง 4 serotypes) ที่เราได้ค้นพบไว้แล้ว 
แล้วจึงทําการทดสอบวัคซีนในหลอดทดลอง (in vitro) และในสัตว์ทดลอง (in vivo) ต่อไป  

และจากการท่ีทีมวิจัยของเราได้สร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) หลายๆแบบในหนูที่ถูกกระตุ้น
ด้วยไวรัสเดงก่ี serotype 1 สายพันธ์ Mochizuki (Yamanaka et al, 2013)  โดยมี MAb 7F4 เป็น MAb 
ชนิด IgG3 subclass และสามารถยับย้ังเช้ือไวรัสเดงก่ีได้ดีโดยไม่มี enhancing activity โดยการใช้ MAb 
7F4 ที่ประมาณ 10 ng/ml สามารถแสดงผล  50% plaque reduction ในการทํา neutralization test ที่
ทดลองในเซลล์ vero  โดยพบว่าไม่มี enhancing activity เลยแม้จะใช้ MAb ที่ความเข้มข้นตํ่าๆ (0.01-1 
ng/ml) ในการทดลองด้วย FcγR-bearing cells เช่น K562, U937, หรือ HL-60 cells (Konishi et al, 
2010) โดยพบว่า MAb 7F4 จับกับไวรัสเดงก่ี serotype 1 ที่ตําแหน่ง Domain II ของโปรตีน envelope  

การศึกษาในครั้งน้ีจึงได้ใช้ MAb 7F4 เป็นโมเดลในการพัฒนา Plasmid DNA โดยตัดต่อแอนติบอดี
ยีนส่วน 7F4 heavy (H)- หรือ light (L)-chain variable region เข้าสู่ Mammalian expression plasmid 
แล้วจึงทําการทดสอบการ  express MAb ที่สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสเดงก่ีในหนู โดยหนูจะถูกฉีดกระตุ้นด้วย 
Plasmids และตรวจสอบระดับของ neutralizing MAb ในซีรั่มที่ได้ โดยผลการทดลองเบ้ืองต้นพบว่า หนูที่
ได้รับการกระตุ้นด้วย Plasmids 100 ng สามารถสร้าง neutralizing MAb ในซีรั่มได้ภายใน 3 วันหลังจาก
ฉีด และสามารถสร้าง MAb ที่อยู่ในกระแสเลือดได้นานอย่างน้อย 3 เดือน การสร้าง MAb ที่เร็วและมี
ระยะเวลาอยู่ยาวนานในซีรั่มหนู แสดงถึงประสิทธิภาพในการสร้าง neutralizing MAb ต่อไวรัสเดงก่ี โดยไม่มี 
enhancing activity (Yamanaka et al, 2015) 

1.1 วัตถุประสงค์ 
 1.1.1 เพ่ือพัฒนาวัคซีนป้องกันไข้เลือดออก ชนิด Peptide Epitope based vaccine โดยใช้
ข้อมูล Epitope จาก human MAbs (ที่สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสเดงก่ีทั้ง 4 serotypes) ที่เราค้นพบไว้แล้ว 

 1.1.2 เพ่ือสร้าง Plasmid DNA โดยใช้ข้อมูล antibody gene จาก MAbs โคลน 7F4 และ 
ทดสอบการสร้างแอนติบอดียับย้ังเช้ือไวรัสเดงก่ี ในหนูทดลองที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วย Plasmid DNA ที่สร้างได้ 
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2. การทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 
แอนติบอดี หรือ Recombinant antibody fusion proteins จะประกอบด้วยส่วน extracellular 

domain ส่วน Immuno-regulatory proteins และส่วน constant (Fc) domain ของ Immunoglobulin 
G (IgG) ซึ่งส่วนหลังน้ีจะเป็นส่วนที่ใช้แยกชนิดของ IgG ซึ่ง IgG class จะแบ่งออกเป็น 4 Isotypes ในมนุษย์
จะประกอบไปด้วย IgG1, IgG2, IgG3 และ IgG4 ส่วนในหนูจะประกอบด้วย IgG1, IgG2a, IgG2b และ IgG3 
โดยจะมีความเหมือน (Homology) ของกรดอะมิโน มากกว่า 95% แต่จะมีความแตกต่างกันของกรดอะมิโน
และรูปร่างของส่วนข้อต่อ (Hinge region) 

ปัจจุบันเทคโนโลยีทางชีวภาพทางการแพทย์มีความก้าวหน้าไปเป็นอย่างมาก เช่น มีการใช้ 
Hybridoma technology (Kohler and Milstein, 1975) ในการผลิตสารโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
(Monoclonal antibody; MAb) เพ่ือใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคและรักษาโรค ซึ่งทําโดยผสมรวมเซลล์เม็ด
เลือดขาวของคนหรือสัตว์ (ที่สร้างแอนติบอดี) กับเซลล์เนื้องอก myeloma ซึ่งในช่วงทศวรรษที่ 19 -20 มี
การผลิตMAb จากหนู (immunized mice) ขึ้นมาใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคกันอย่างมากมาย  และในปี ค.ศ. 
2008 ได้มีการพัฒนาเซลล์ myeloma ชนิดใหม่ขึ้นมาช่ือว่า SPYMEG cell (MBL, Japan) โดยมีส่วนผสม
ของเซลล์ Mega karyoblast ของมนุษย์ ทําให้สามารถผลิต MAb ของมนุษย์ได้ ซึ่งได้มีการใช้  SPYMEG 
cell เพ่ือผลิต MAb ของมนุษย์ที่สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ (Kubota-Koketsu et al 2009) และ
ไวรัสไข้เลือดออก (Setthapramote et al, 2012) ได้สําเร็จ 

จากการวิเคราะห์ฐานข้อมูลทรัพย์สินทางปัญญา พบสิทธิบัตรของการสร้างแอนติบอดีเพ่ือใช้รักษาโรค
ในกลุ่ม West Nile Virus (WNV) (รวมทั้งไข้เลือดออก) ของ Diamond et al (2011) สิทธิบัตรหมายเลข US 
7,981,422 B2 ออกสิทธิบัตรให้เมื่อวันที่ 19 มิถุนายน พ.ศ. 2554 เรื่อง “Antibodies Against West Nile 
Virus and Therapeutic And Prophylactic uses Thereof” โดยสรุปคือ Diamond et al (2011) ได้
สร้างแอนติบอดีและแอนติบอดี fragments ที่สามารถจับเฉพาะกับเช้ือไวรัสในกลุ่ม West Nile Virus (WNV) 
รวมท้ังได้พัฒนาวิธีในการป้องกันและรักษาอาการป่วยที่เก่ียวข้องกับการติดเช้ือ flavivirus ซึ่งจะเก่ียวกับ
วิธีการพัฒนาแอนติบอดี ที่สามารถนํามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยและรักษาโรคไวรัสในกลุ่ม West Nile Virus 
(Diamond et al, 2011) 

โรคไข้เดงกี่ (Dengue fever) และไข้เลือดออกเดงก่ี (Dengue hemorrhagic fever) เป็นปัญหา
สาธารณสุขที่เกิดขึ้นในทั่วโลกที่ต้องได้รับการแก้ไขอย่างเร่งด่วน (Halsted, 2007; Guzman 2014) โดยเกิด
จากการติดเช้ือไวรัสเดงก่ี (Dengue virus; DENV) ที่มีทั้งหมด 4 สายพันธ์ (DENV-1 ถึง DENV-4) ] (Pierson 
and Diamond, 2013)  การใช้วัคซีนถือเป็นมาตรการณ์ในการควบคุมโรคไข้เลือดออกที่มีประสิทธิภาพสูงโดย
ใช้ต้นทุนที่ตํ่าที่สุด (Coller et al, 2010; Jindal et al, 2014) ในปัจจุบันมีวัคซีนป้องกันไข้เลือดออกทั้งหมด 
6 แบบ ที่กําลังได้รับการพัฒนาและทดสอบทางคลินิก (Clinical trials)  (Thomas and Endy, 2013 ; 
Ishigawa, 2014) โดยวัคซีนที่กําลังพัฒนาเหล่าน้ีสามารถกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีที่ยับย้ังเช้ือไวรัส 
(neutralizing antibodies) ในผู้ที่ได้รับวัคซีนได้ ถึงแม้ว่าระบบภูมิคุ้มกันที่เก่ียวข้องกับการป้องกันโรคจะยัง
ไม่มีการศึกษายืนยันแน่ชัด แต่แอนติบอดีที่สร้างขึ้นสามารถยับย้ังเช้ือไวรัสได้ก็ถือว่าเป็นปัจจัยที่สําคัญที่สุดใน
การป้องกันโรค และยังมีประสิทธิภาพในการลดปริมาณไวรัสในผู้ติดเช้ือ (Hombach  et al, 2005; Ishigawa 
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2014) ซึ่งปริมาณไวรัสในกระแสเลือด (viremia) ก็เป็นที่ยอมรับกันโดยทั่วไปว่าส่งผลต่อการเกิดความรุนแรง
ของโรค (Vaughn, 2000)  

หน่ึงในอุปสรรคที่ขัดขวางการพัฒนาวัคซีนไข้เลือดออก คือปรากฏการณ์การส่งเสริมการติดเช้ือไวรัส 
รวมท้ัง ลักษณะอาการป่วยหลังการติดเช้ือไวรัส (Huisman et al, 2009 ; Heinz et al, 2012) โดย
แอนติบอดีที่เป็นตัวส่งเสริมการติดเช้ือ (Enhancing antibody) จะเป็นปัจจัยที่เร่งให้มีการเพ่ิมปริมาณไวรัสใน
กระแสเลือด ดังที่กล่าวไว้ในทฤษฎี “แอนติบอดีที่ส่งเสริมการติดเช้ือ (antibody-dependent infection 
enhancement; ADE)” (Halstead et al, 2003) ที่อธิบายว่า แอนติบอดีที่ส่งเสริมการติดเช้ือที่ถูกสร้างจาก
การติดเช้ือคร้ังแรก (primary infection) จากการติดเช้ือไวรัสสายพันธ์หน่ึง โดยแอนติบอดีที่สร้างขึ้นน้ีจะ
สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสสายพันธ์เดิมจากการติดเช้ือครั้งแรกได้ แต่จะไม่สามารถยับย้ัง (non-neutralizing) 
เช้ือไวรัสต่างสายพันธ์จากการติดเช้ือคร้ังหลัง โดยปลายส่วน Fab ของแอนติบอดีจะจับกับไวรัสต่างสายพันธ์ 
(cross-reactive antibody) และปลายส่วน Fc ของแอนติบอดีจะไปจับกับ Fc-gamma receptor (FcR) 
บนmonocytes/macrophages ทําให้เพ่ิมการนําพาไวรัสเข้าสู่เซลล์ monocytes/macrophages มากขึ้น 
โดยปกติแล้วโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) ส่วนใหญ่ที่มีการยับย้ังเช้ือจะแสดงผลการส่งเสริมการติดเช้ือด้วย
เช่นกัน โดยเกิดในความเข้มข้นของแอนติบอดีที่น้อยๆ (sub neutralizing) (Morens et al, 1987) สิ่งน้ีจึง
เป็นการเตือนว่าวัคซีนที่สามารถกระตุ้นแอนติบอดีที่มีการยับย้ังเช้ือก็สามารถกระตุ้นการส่งเสริมการติดเช้ือเดง
ก่ีได้ด้วยเช่นกัน (Huisman et al, 2009 ; Heinz et al, 2012)   

สถานะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ไหลเวียนอยู่ในร่างกายมีแอนติบอดีหลายๆชนิด บางตัวแสดงการ
ยับย้ัง และบางตัวแสดงการส่งเสริมการติดเช้ือ ปัจจุบันการพัฒนาระบบที่ใช้เซลล์ที่มี FcR-expressing หรือ 
-bearing cells เพ่ือการตรวจสอบความสมดุลระหว่างแอนติบอดีที่ยับย้ังและส่งเสริมการติดเช้ือ ซึ่งปกติแล้ว
การประมาณค่าของ neutralizing activity ค่ามักจะได้ตํ่ากว่าใน neutralization test ทั่วไปที่ทดลองใน
เซลล์ vero (Rodrigo et al, 2009; Konishi et al, 2010; Moi et al, 2012)  น่ีอาจจะอธิบายประสิทธิภาพ
การป้องกัน (ประมาณ 60%) ของ dengue tetravalent chimeric candidate vaccine ซึ่งสามารถกระตุ้น
แอนติบอดีต่อเช้ือเดงก่ีทุกชนิดได้ในการทดลอง neutralization test ในเซลล์ vero (Sabchareon et al, 
2012 ; Capeding et al, 2014; Villar et al, 2015)                                                                                       

การเกิดแอนติบอดีที่ส่งเสริมการติดเช้ืออาจจะลดประสิทธิภาพของวัคซีนที่สร้างแอนติบอดีเพ่ือ
ป้องกันโรค ดังน้ันวัคซีนไข้เลือดออกที่เหมาะสมจึงควรสร้างให้เกิดเฉพาะแอนติบอดีที่ยับย้ังเช้ือเท่าน้ันโดยไม่
ส่งเสริมการติดเช้ือ 

แอนติบอดีที่ยับย้ังเช้ือได้ถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือใช้ในการทํา passive immunotherapeutic ซึ่งได้รับการ
ออกแบบมาให้ขจัดการเกิดการส่งเสริมการติดเช้ือ (Lai et al, 2007; Balsitis  et al, 2010 ; Chan et al 
2013) ตําแหน่งและลําดับของ amino acid ของส่วนที่มีผลต่อการจับกับ FcγR ต้องมีการศึกษาวิจัยเพ่ือ
ยืนยันผล (Shields et al, 2001;Lazar et al, 2006) อย่างไรก็ตาม บางคร้ังแอนติบอดีที่ยับย้ังเช้ือได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ แต่ก็มีระยะเวลาอยู่ในกระแสเลือดสั้นเกินไปที่จะป้องกันการติดเช้ือตามธรรมชาติ ตังน้ัน เมื่อไม่
นานมานี้ ได้มีการพัฒนาเทคนิคการส่งยีนที่สร้างแอนติบอดีในเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมได้และยังสร้างให้อยู่ใน
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ร่างกายได้ยาวนานขึ้น (Lewis et al, 2002 ; Tjelle et al, 2004) ดังน้ันวิธีการน้ีอาจจะช่วยแก้ปัญหาทาง
ทฤษฎีในการลดเกิด enhancing antibodies ของวัคซีนป้องกันไข้เลือดออก ที่สร้าง neutralizing 
แอนติบอดีให้สร้าง neutralizing antibodies ได้ระยะเวลานานข้ึน โดยที่ไม่มี enhancing activity 

ได้มีการสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) หลายๆแบบในหนูที่ถูกกระตุ้นด้วยไวรัสเดงก่ี 
serotype 1 สายพันธ์ Mochizuki (Yamanaka et al, 2013)  โดยมี MAb โคลน 7F4 เป็น MAb ชนิด IgG3 
subclass ที่สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสเดงก่ีได้ดี โดยไม่มี enhancing activity โดยการใช้ MAb 7F4 ที่ประมาณ 
10 ng/ml สามารถแสดงผล  50% plaque reduction ในการทํา neutralization test ที่ทดลองในเซลล์ 
vero  โดยพบว่าไม่มี enhancing activity เลยแม้จะใช้ MAb ที่ความเข้มข้นตํ่าๆ (0.01-1 ng/ml) ในการ
ทดลองด้วย FcγR-bearing cells เช่น K562, U937, หรือ HL-60 cells (Konishi et al, 2010) โดยพบว่า 
MAb 7F4 จับกับไวรัสเดงก่ี serotype 1 ที่ตําแหน่ง Domain II ของโปรตีน envelope  

Yamanaka et al, (2015) จึงได้ใช้ MAb 7F4 เป็นโมเดลในการพัฒนา Plasmid DNA โดยตัดต่อ
แอนติบอดียีนส่วน 7F4 heavy (H)- หรือ light (L)-chain variable region เข้าสู่ Mammalian expression 
plasmid แล้วจึงทําการทดสอบการ  express MAb ที่สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสเดงก่ีในหนู โดยหนูจะถูกฉีด
กระตุ้นด้วย Plasmids และตรวจสอบระดับของ neutralizing MAb ในซีรั่มที่ได้ โดยผลการทดลองเบ้ืองต้น
พบว่า หนูที่ได้รับการกระตุ้นด้วย Plasmids 100 ng สามารถสร้าง neutralizing MAb ในซีรั่มได้ภายใน 3 
วันหลังจากฉีด และสามารถสร้าง MAb ที่อยู่ในกระแสเลือดได้นานอย่างน้อย 3 เดือน การสร้าง MAb ที่เร็ว
และมีระยะเวลาที่ยาวนานในซีรั่มหนู แสดงถึงประสิทธิภาพในการสร้าง neutralizing MAb ต่อไวรัสเดงก่ี โดย
ไม่มี enhancing activity (Yamanaka et al, 2015) 

 
3. ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 การพัฒนาวัคซีนป้องกันไข้เลือดออก ชนิด Peptide Epitope based vaccine โดยใช้ข้อมูล Epitope 
จาก human MAbs (ที่สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสไข้เลือดออกทั้ง 4 serotypes)  

3.1.1 การเพาะเลี้ยงเพ่ิมจํานวนเช้ือไวรัส (Virus propagation) จากตัวอย่างซีรัมหนู 

ทําการเพาะเลี้ยงไวรัสในเซลล์ C6/36 โดยใช้วิธีตามท่ีทีมวิจัยของเราเคยทําไว้ (Setthapramote et 
al, 2012; Sasaki et al, 2013) โดยสรุปขั้นตอนดังต่อไปน้ี 

3.1.1.1 การเตรียมเซลล์ C6/36 (Cell preparation) 

เลี้ยงเซลล์ C6/36 ในภาชนะ T-75 flask โดยใช้อาหารเหลว L-15 ที่เติม Fetal Bovine Serum 
(FBS) 10% และ Tryptose Phosphate Broth (TPB) 0.3% ในตู้บ่ม 28 องศาเซลเซียส จนได้เซลล์เรียงตัว
ช้ันเดียว (monolayer) ที่มีความหนาแน่นประมาณ 90-95% (90-95% confluent) เพ่ือที่จะนําไปใช้เพ่ิม
ปริมาณเช้ือไวรัสที่แยกออกมาจากเลือดผู้ป่วย โดยจะลงเซลล์ (seed) ในภาชนะ T-75 flask อันใหม่ก่อนการ
ใส่เช้ือไวรัส 1 คืน ด้วยความหนาแน่นของเซลล์ 7.5 x 105 cells/flask  



13 
 

3.1.1.2 การใส่เช้ือไวรัสลงในเซลล์ C6/36 (Cell infection) 

ก่อนการใส่เช้ือไวรัส จะดูลักษณะของเซลล์ที่เตรียมไว้ว่ามีการเรียงตัวเป็นช้ันเดียวด้วยความหนาแน่น
ประมาณ 70-75% และไม่มีการปนเป้ือนจากเช้ืออ่ืน (contamination) แล้วจึงนําอาหารออกจากเซลล์ ล้าง
ด้วย Phosphate Buffer Saline (PBS) 10 ml จํานวน 1 ครั้ง เพ่ือเอา FBS ออกจากเซลล์ให้ได้มากที่สุด 
(FBS มีฤทธ์ิขัดขวางเช้ือไวรัสไม่ให้เข้าสู่เซลล์) หลังจากน้ันเติมซีรัมผู้ป่วย 50 μl ลงในเซลล์พร้อมกับอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่ไม่มี FBS (L-15 + 0.3% TPB) อีก 3 ml บ่มเช้ือไว้ในตู้บ่ม 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 
(พลิกภาชนะทุกๆ 20 นาที) แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปกติที่มี FBS (L-15 + 10% FBS + 0.3% TPB) ลงไป 
12 ml  บ่มเซลล์ที่อยู่ในภาชนะต่อที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ประมาณ 3-7 วัน จนสังเกตเห็น cytopathic 
effect (CPE) ประมาณ 50% จึงทําการเก็บเช้ือไวรัสในขั้นตอนต่อไป 

 
3.1.1.3 การเก็บเช้ือไวรัส (Virus harvest) 
เมื่อเซลล์แสดงลักษณะ CPE ประมาณ 50% จะทําการเก็บเฉพาะอาหารเหลวที่เซลล์ปลดปล่อยเช้ือ

ไวรัสออกมา ย้ายใส่ลงในหลอดขนาด 50 ml และนําไปป่ันด้วยความแรง 3,000 rpm นาน 20 นาที แบ่งส่วน
ใสที่ป่ันได้ใส่หลอด twist top vial tube ประมาณ 1-1.5 ml/tube และเก็บไว้ในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส สารละลายเช้ือไวรัสจะถูกนํามาหา virus titer ตามวิธีของ Setthapramote et al, 2012 ซึ่ง
จะคํานวณออกมาได้เป็น FFU/ml ก่อนจะนําไปใช้ในขั้นตอน FRNT 

3.1.2 การสังเคราะห์เปปไทด์ 

หลังจากวิเคราะห์ตําแหน่งที่แน่ชัดของเอพิโทป จาก consensus sequence ของ Random peptide 
phage และ จากตําแหน่งการจับกับ NhuMAbs  บน Envelope protein โดยวิธี X-ray crystallography  
และเปรียบเทียบกับตําแหน่งของ Envelope protein ส่วน Domain II ของไวรัสเดงก่ีแล้ว เราได้ทําการ
สังเคราะห์ peptide ตามตําแหน่ง เอพิโทปที่วิเคราะห์ได้ แล้วจึงนํา peptide ที่สังเคราะห์ได้ ไปใช้ในการ
ทดสอบการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์ทดลองต่อไป  โดยได้จ้างบริษัท Molecular Biology Laboratory 
(MBL) ให้ทําการสังเคราะห์ peptide ทั้งหมด 6 ตัวอย่าง โดยมีช่ือและลําด้บ peptide ดังต่อไปน้ี 

1. CPK-D OFO709-A  
DKRFVCKHSMVDRGWGNGCG 

2. CPK-D OFO709-B  
DKRFVCKHSMVDRGW 

3. CPK-D OFO709-C  
RFVCKHSMVDRGWGN 

4. CPK-D OFO709-D  
VCKHSMVDRGWGNGC 

5. CPK-D OFO709-E  
KHSMVDRGWGNGCG 
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6. CPK-D OFO709-F  
SMVDRGWGNGCGLFG. 

 

3.1.3 การฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์ทดลอง 

เราได้ทําการสังเคราะห์เปปไทด์ ทั้งหมด 6 เส้นตามรายละเอียดข้างต้น โดยเลือกเปปไทด์จํานวน 1 
เส้นมาใช้ในการฉีดกระตุ้นหนูทดลองในระยะเริ่มต้น สําหรับการทดลองฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยแอนติเจนใน
หนูทดลองนั้นเราได้ใช้หนูทดลองสายพันธ์ุ Balb/C จํานวน ทั้งหมด 20 ตัว ในการทดลองระยะเร่ิมแรก โดยมี
จุดประสงค์เพ่ือคัดเลือกสารเสริมฤทธ์ิ (adjuvant) โดยเราได้เลือกใช้แอนติเจนทั้งหมด 3 ชนิด คือ ไวรัสที่ทํา
ให้อ่อนเช้ือ (inactivated virus) รีคอมบิแนนท์โปรตีนส่วน 74-109 และเปปไทด์สายสั้น และใช้สารเสริมฤทธ์ิ
สองชนิด คือ Freund’s complete adjuvant / Freund’s incomplete adjuvant (FCA/FIA) และ 
GERBU โดยมีรายละเอียดของกลุ่มทดลองดังตารางที่ 1  

Injection agents FCA/FIA GERBU TOTAL 
DENV-2 (NGC) 2 2 4 
rE74-118 2 2 4 
OF0709-D 2 2 4 
Uninfected culture fluid 2 2 4 
PBS 2 2 4 
TOTAL 10 10 20 

ตารางที่ 1 รายละเอียดของกลุ่มหนูทดลองที่ใช้ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยแอนติเจน 

และมีขั้นตอนการฉีดกระตุ้นดังแสดงในภาพที่ 1 ซึ่งมีรายละเอียดขั้นตอนดังน้ี 

3.1.3.1 ผสมสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันและสารเสริมฤทธ์ิในปริมาณ 1:1 (80 μl : 80 μl) ใน microtube แล้วดูด
สารเตรียมไว้ใน syringe พร้อม needle วางไว้บนนํ้าแข็ง โดยจะได้ final injection volume = 
100 μl / dose  

3.1.3.2 ฉีดสารที่ผสมสารเสริมฤทธ์ิแล้วในหนูทดลองบริเวณใต้ผิวหนัง (subcutaneous injection) ปริมาณ 
100 μl / dose เป็นจํานวน 3 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 2 สัปดาห์ เรียกการฉีดแต่ละครั้งว่า 
Immunization, Boost I และ Boost II 

3.1.3.3 เก็บเลือดก่อนการฉีดสารทุกครั้ง และเก็บเลือดหลังการฉีดครั้งสุดท้ายอีก 1 ครั้ง ภายหลังการฉีดสาร 
2 สัปดาห์ โดยการเก็บเลือดทําการเก็บบริเวณข้างแก้ม (submandibular puncture) จะได้เลือดคร้ัง
ละประมาณ 200 μl เก็บอยู่ใน EDTA-tube 

3.1.3.4 ทําการป่ันเลือดที่ 5,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที เก็บเฉพาะส่วนใส นําไปทํา ELISA เพ่ือดูการ
ตอบสนองต่อสารที่ฉีดเข้าไปว่าสามารถกระตุ้นการหลั่งแอนติบอดีได้หรือไม่ โดยเลือดที่เก็บครั้ง
สุดท้ายจะถูกนําไปตรวจสอบปริมาณ neutralizing antibodies ที่หลั่งออกมา โดยวิธี focus 
reduction neutralization test (FRNT) ใน Vero cell (Setthapramote et al., 2012) และ ADE 
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assay โดยใช้ K562 cell (Yamanaka et al., 2013)  ขั้นตอนน้ีเป็นการตรวจสอบการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันแบบสารนํ้า (humoral immune response) 

3.1.3.5 หลังการเก็บเลือดครั้งสุดท้าย ทําการผ่าซากหนูเพ่ือเก็บตัวอย่างม้าม (spleen) นําไป culture ใน 
RPMI medium และ incubate รวมกับ ไวรัสเดงก่ี ทั้ง 4 สายพันธ์ุ เพ่ือดูความสามารถในการกระตุ้น 
T cell response  (cell mediated immune response) โดยการตรวจสอบ cytotoxicity ด้วยวิธี 
colorimetric MTT (tetrazolium) assay และตรวจหาปริมาณ cytokine ที่หลั่งออกมาด้วยวิธี 
standard sandwich ELISA   

 

ภาพที่ 1 แสดงแผนผังขั้นตอนการฉีดกระตุ้นหนูทดลองด้วยแอนติเจน และวิธีการตรวจสอบภูมิคุ้มกันที่สร้าง
ขึ้น 
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3.2. การสร้าง Plasmid DNA โดยใช้ข้อมูล antibody gene จาก MAbs โคลน 7F4 และ ทดสอบการ
สร้างแอนติบอดียับย้ังเชื้อไวรัสไข้เลือดออก ในหนูทดลองที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วย Plasmid DNA ที่สร้างได้ 

3.2.1 แอนติบอดี (antibodies) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี 7E4 (MAb 7F4) สร้างจากการฉีดไวรัสเดงก่ี serotype 1 สายพันธ์ 
Mochizuki ให้แก่หนูทดลอง อธิบายไว้ในงานวิจัยก่อนหน้าน้ี (Yamanaka et al, 2013)  

3.2.2 พลาสมิด (Plasmids) 

 pFUSE-based plamids คือเวคเตอร์ที่ใช้ในการผลิตแอนติบอดี ซึ่งประกอบด้วยยีนที่จะสร้างความ
แตกต่างใน MAb 7F4 และสร้างช้ินส่วน constant ของ H chain (IgG2b หรือ IgG3) หรือ L chain (k) 
(Yamanaka et al, 2013) (รูปที่ 10A) เริ่มจากออกแบบการผสมพลาสมิดที่สร้าง H chain (IgG2b หรือ 
IgG3) และ L chain ในปริมาณที่เท่ากัน ได้เป็น ‘p7F4G2b’ หรือ ‘p7F4G3’ ตามลําดับ พลาสมิดชนิด 
p7F4G3 มียีน original signal sequence มาจาก 7F4 hybridoma ที่ได้แทนที่ด้วย interleukin 2 (IL2ss) 
โดยใช้สร้างทั้ง พลาสมิดที่ผลิต H chain กับ L chain (ออกแบบการผสมใน ‘p7F4-IL2ss’; รูปที่ 10A) โดยใช้ 
KOD-Plus-Mutagenesis Kit (Toyobo, Osaka, Japan) โดยที่ลําดับเบส (nucleotide sequence) ของยีน 
IL2ss คือ 5’-ATGTACAGGATGCAACTCCT GTCTTGCATTGCACTAAGTCTTGCACTTGTCACGAATTCG-
3’ นํายีนของทั้ง H และ L chain ประกอบอยู่ใน p7F4G3 ไปโคลนใน single plasmid vector (pIRES; 
Clontech, Mountain View, CA) โดยใช้ NheI/MluI sites downstream จาก cytomegalovirus 
promoter และ XbaI/NotI sites downstream จาก the internal ribosome: ยีนของ H- และ L-chain  
(pIRES7F4HL) หรือ L- and H-chain genes (pIRES7F4LH; รูปที่ 10A) จากน้ันตรวจสอบความถูกต้องของ
ช้ินยีนด้วยการทํา DNA sequencing 

3.2.3 การผลิตในหลอดทดลอง (in vitro expression) 

 เซลล์ 293T (Yamanaka et al, 2014) เลี้ยงใน 6-well plates และ co-transfect ด้วย 
Lipofectamine®LTX และ PLUSTM Reagent (Invitrogen, Gaithers-burg, MD)  พร้อมด้วย 2 μg 
pFUSE-based plasmids ที่มียีน  H- และ L-chain (แต่ละอันใส่ 1 μg) หรือ pIRES-based plasmid ทํา
ตามข้ึนตอนในคําแนะนําของผู้ผลิต เลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 o C เป็นเวลา 1-5 วัน และเก็บ culture fluid 
เพ่ือวัดปริมาณแอนติบอดีต่อไป    

3.2.4 การทดลองในหนู 

 ฉีด single dose (50–200 μg: 0.5–2 mg/ml) ของ p7F4G2b หรือ p7F4G3 ให้หนู ICR หรือ 
BALB/c เพศผู้ อายุ 6 สัปดาห์ 10-12 ตัว (นํ้าหนักตัว 25-30 กรัม; สํานักสัตว์ทดลองแห่งชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา) โดยการฉีดที่ intra tibial inoculation ด้วย electroporator (NEPA21; 
Nepa Gene, Chiba, Japan) โดยใช้ electroporator (NEPA21; Nepa Gene, Chiba, Japan) พร้อมกับ 
poring pulse (voltage, 100 V; pulse interval, 50 ms; pulse length, 30 ms; number of pulses, 3; 
10% decay rate with + polarity) และ transfer pulse (voltage, 20 V; pulse interval, 50 ms; 
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pulse length, 50 ms; number of pulses, 5; 40% decay rate with ± polarity) โดยที่โดสท่ีใช้อ้างอิง
จากปริมาณทั้งหมดของ H- และ L- chain plasmids เก็บเลือดหนู 3 วันก่อนฉีด และวันที่ 3, 5, 7 และ 9 
หลังฉีด หนูมีเลือดออกในช่วงเวลาครึ่งเดือนเป็นเวลา 3 เดือน คัดแยกซีรั่มของหนู ICR จากเลือดและทดสอบ
แต่ละตัวในการทดลองแอนติบอดี ส่วนซีรั่มจากหนู BALB/c จะนํามารวมกันก่อน โดยการทดลองที่ทําในหนู
ทั้ งหมดทําตามระเ บียบของคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในสัต ว์  คณะเวชศาสตร์ เขตร้อน 
มหาวิทยาลัยมหิดล และ Research Institute for Microbial Diseases, Osaka University 

3.2.5 เทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เพ่ือทดสอบแอนติบอดีต่อไวรัสเดงก่ี 
serotype1   

 ระดับของแอนติบอดีในซีรั่มของหนูวัดด้วยเทคนิค ELISA (Yamanaka et al, 2008) โดยใส่  rabbit 
hyperimmune serum against DENV-1 ลงไปใน micro-plates จากน้ันเติม corresponding DENV-1 
antigen ตามด้วยซีรั่มหนูที่เจือจาง 1:30 และ alkaline-phosphatase-conjugated anti-mouse IgG ตาม
ด้วย p-nitrophenylphosphate 

3.2.6 เทคนิค ELISA เพ่ือหาความเข้มข้นของ IgG 

 ขั้นตอนของ sandwich ELISA ทําตามที่ได้อธิบายไว้ก่อนหน้าน้ี (Yamanaka et al, 2008) โดยนํา 
rabbit anti-mouse IgG ใส่ใน microplates แล้วเติมตัวอย่างที่ต้องการทดสอบ ในที่น้ีคือ culture fluids 
ตามด้วย alkaline-phosphatase-conjugated anti-mouse IgG และ p-nitrophenyl phosphate ซึ่ง
ความเข้มข้นของ IgG คํานวนจากการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงของ standard mouse sera ที่รู้ความ
เข้มข้นของ IgG แล้ว โดยใช้ฟังก์ช่ัน FORECAST ในโปรแกรม Microsoft excel 

3.2.7 การทดสอบการยับย้ังเช้ือไวรัส (Neutralization test)  

 การทดสอบ plaque reduction neutralization ทําในเซลล์ vero กับ ไวรัสเดงก่ีชนิดที่ 1 (สาย
พันธ์ Mochizuki) ซึ่งได้อธิบายไว้แล้ว (Yamanaka et al, 2013) โดยมีขั้นตอนดังน้ี ผสมไวรัสเข้ากับ
แอนติบอดีโดยเติม rabbit complement ให้ได้ความเข้มข้นที่ 5% จากน้ันบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 o C เป็นเวลา 
2 ช่ัวโมง จากน้ันเปลี่ยนบ่มไว้ทั้งคืนที่ 4 o C เลี้ยงเซลล์ vero ใน 24-well plate จากน้ันเติม ส่วนผสม ไวรัส-
แอนติบอดีลงไป บ่มที่ 37 o C เป็นเวลา 3 วัน โดยที่ผลของ neutralizing รายงานออกมาเป็นค่าเปอร์เซ็นต์
ของการลดลง (percentage reduction) ใช้จํานวน plaque เปรียบเทียบกันกับคอนโทรลที่ไม่มีแอนติบอดี 

3.2.8 การหาความสมดุลระหว่างการยับย้ัง (Neutralizing) และการส่งเสริม (Enhancing) 

 ความสมดุลระหว่างการทําการยับย้ังและการส่งเสริมการติดเช้ือทดสอบด้วยเซลล์ก่ึงลอย K562 ตามท่ี
อธิบายไว้ก่อนหน้าน้ี (Yamanaka et al, 2013) ขั้นตอนคร่าวๆดังน้ี ผสมไวรัสชนิดที่ 1 เข้ากับแอนติบอดีที่
เจือจาง (serial dilution) และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 o C เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง โดยที่เติมหรือไม่เติม 5 % rabbit 
complement จากน้ันเติมเซลล์ K562 ลงไป และบ่มที่ 37 o C เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากน้ันนับเซลล์หลังจาก
ตรึงเซลล์และย้อมด้วย immunochemical คํานวณค่า cut off ของการยับย้ังและการเสริมฤทธ์ิ จากค่าเฉลี่ย 
± 2 ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation: SD) ของ 8 negative controls ปรับจากค่าประมาณ 
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100 เซลล์ที่ติดเช้ือ ตัวช้ีวัดการเกิดการเสริมฤทธ์ิ ค่า fold enhancement คํานวณจากการเพ่ิมของการนับ
เซลล์ติดเช้ือเทียบกับในคอนโทรลที่การเจือจางต่างๆของแอนติบอดีพร้อมกับค่าสูงสุดของ enhancing โดย
รายงานค่าเป็น log10 

3.2.9 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 ความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติในค่าเฉลี่ยของระดับความสามารถยับย้ังเช้ือของแอนติบอดี 
หรือค่าของแอนติบอดี ELISA คํานวณด้วย student's t- test ส่วนความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญของค่า 
plaque reduction คํานวณด้วย Mann-Whitney U test การมีนัยสําคัญพิจารณาจากค่าความน่าจะเป็นที่
น้อยกว่า 0.05 

4. ผลการวิจัย (ควรมีรูปภาพหรือตาราง) 
 
4.1 การพัฒนาวัคซีนป้องกันไข้เลือดออก ชนิด Peptide Epitope based vaccine โดยใช้ข้อมูล 
Epitope จาก human MAbs (ที่สามารถยับย้ังเชื้อไวรัสไข้เลือดออกท้ัง 4 serotypes) 
 

จากการทดลองฉีดกระตุ้นหนูทดลองด้วยแอนติเจน 3 ชนิดพบว่า การกระตุ้นหนู BALB/c ด้วย 
DENV-2 (NGC) ที่ 2.5x104 ffu/dose สามารถกระตุ้นการหลั่งแอนติบอดีได้เมื่อผสมกับสารเสริมฤทธ์ิ 
GERBU adjuvant โดยการใช้ GERBU สามารถกระตุ้นการตอบสนองของหนูทดลองได้ดีกว่า Freund’s 
complete/incomplete (ภาพที่ 2) 

ส่วนการกระตุ้นหนู BALB/c ด้วย rE74-118 (100 μg/dose)  สามารถกระตุ้นการหลั่งแอนติบอดีได้
ดีทั้งที่ผสมกับ GERBU และ FCA/FIA (ภาพที่ 3) 

การฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันหนู BALB/c ด้วยเปปไทด์ OF0709-D (100 μg/dose)  สามารถกระตุ้นการ
หลั่งแอนติบอดีได้น้อย (รูปภาพที่ 4) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเปปไทด์สายสั้นมีความสามารถในการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
ได้น้อย ดังน้ันในการทดลองครั้งต่อไป เราจะทําการปรับปรุงแก้ไขให้สามารถเพ่ิมการตอบสนองภูมิคุ้มกันของ
หนูทดลองจากฉีดกระตุ้นโดยเปปไทด์สายสั้น ซึ่งอาจจะทําได้โดยการเพ่ิมการ label เปปไทด์สายสั้นด้วยสาร 
hapten เช่น Conjugate keyhole limpet hemocyanin (KLH) Carrier Protein Immunogens ซึ่งมีราย
งานวิจัยพบว่าสามารถเพ่ิมการตอบสนองภูมิคุ้มกันของหนูทดลองได้ดี  

(http://www.piercenet.com/cat/klh-carrier-protein-immunogens) 
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ภาพที่ 2  ระดับการหลั่งแอนติบอดีหลังจากการกระตุ้นด้วย DENV-2 (NGC) ที่ผสมกับ GERBU และ FCA/FIA 

 

ภาพที่ 3  ระดับการหลั่งแอนติบอดีหลังจากการกระตุ้นด้วย rE74-118 ที่ผสมกับ GERBU และ FCA/FIA  
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ภาพที่ 4  ระดับการหลั่งแอนติบอดีหลังจากการกระตุ้นด้วย rE74-118 ที่ผสมกับ GERBU และ FCA/FIA  

4.1.2 การ Express recombinant protein 

ได้ทําการ express recombinant protein ส่วน envelope ของ Dengue virus (rE74-118), ซึ่งเป็นส่วนที่
ทดสอบแล้วว่าจับกับ neutralizing antibodies ต่อ Dengue virus ทั้ง 4 serotypes โดยทําการ express 
ใน E. coli (shuffle) โดยใช้ pET-32b system โดย expressed protein ที่ได้เป็นส่วนที่ละลายนํ้าได้ 
(soluble part) ได้ถูกทําให้บริสุทธ์ิโดยใช้ Hitrap affinity column ตามด้วยการแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-
PAGE และ Western blotting โดยใช้ Fraction E2 (แสดงผลดังภาพที่ 5 และ 6) เพ่ือใช้ต่อไปในการฉีด
กระตุ้นสัตว์ทดลอง (Immunogen)  

 

ภาพที่ 5  การ express rE74-118 ใน E. coli strain shuffle โดยมีขนาดของ expressed protein อยู่ที่ 17 
kDa 
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ภาพที่ 6  โปรตีน rE74-118 ที่ถูกทําให้บริสุทธ์ิและตรวจการจับกับ MAb โคลน 54, Flow through = FT, 
W1 = wash 1, W2 = wash 2, E1 = Elution1, E2 = Elution2, E3 = Elution 3 

 

4.1.3 การวัดปริมาณ IgG ที่จับเฉพาะกับ envelope protein  

 ปริมาณ IgG antibodies ที่จับเฉพาะกับ envelope protein ได้ถูกวัดโดยวิธี ELISA โดย 
recombinant envelope protein ผสมกับ carbonate buffer จะถูก coated บน 96 well microtiter 
plates ที่ความเข้มข้น 300 ng/well แล้ว Incubated ไว้ 1 คืนแล้วล้างหลุมด้วย PBS ที่ผสม 0.05% 
Tween -20 (PBS-T) แล้ว plate ถูก blocked ด้วย 200 ul/well blocking buffer (1% BSA ใน PBS-T) 
นาน 2 ช.ม ที่ 37c 1 ช่ัวโมง หลังจากล้างอีก 3 ครั้ง plates จะถูกเติมด้วยสารละลาย TMB 100 μl และ
หยุดปฏิกริยาด้วย 2 NH2SO4 จํานวน 25 μl โดยผลการทดลองแสดงไว้ในภาพที่ 7 
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ภาพท่ี 7 ระดับของ IgG ที่เฉพาะกับ Dengue E protein. พบว่า NGC (positive control) และ 
recombinant E protein สามารถกระตุ้นการสร้าง anti-E IgG ได้ในสัตว์ทดลอง  ส่วนpeptide D, PBS 
(negative control) และ culture fluid (Negative control) กระตุ้นให้เกิดการสร้าง IgG ในระดับที่ตํ่ามาก 
การใช้ GERBU เป็น adjuvants จะสามารถกระตุ้นการสร้าง IgG ได้ดีกว่าการใช้ FCA/FIA   

4.1.4 การทํา Focus reduction neutralization test (FRNT)  

 โดยสรุป ซีรัมของหนูที่ถูก Inactivated ด้วยความร้อนที่ 56c เป็นเวลา 3 นาที จะถูกนํามาทํา 
serially diluted    2 เท่า จากความเข้มข้น 1:20 ถึง 1:20,480  โดยผสมกับ serum free media แล้วจึง
ผสมกับ ไวรัสไข้เลือดออกแต่ละซีโรไทป์ แล้ว Incubated ที่ 37c เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ก่อนที่จะเติม 100 μl 
ของ 2 % Carboxy Metyl Cellulase (CMC) medium (ผสม 3% FBS) แล้ว Incubated เป็นเวลา 2 – 3 
วัน หลังจากน้ันเซลล์จะถูก fixed ด้วย 3.7% formaldehyde และเซลล์จะถูกทําให้ permeabilized ด้วย 
0.1 % Triton X-100 และถูก stained ด้วย anti-dengue human antibody และ anti-human-
ALEXA488 โดยการทดลองทั้งหมดจะทํา 3 ซ้ํา (Triplicate) โดยผลการทดลองแสดงไว้ในภาพที่ 8A 
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4.1.5 การทํา ADE assay โดยใช้ K562 cell 

 นําซีรั่มหนูที่ฉีดกระตุ้นด้วย antigen ต่างๆ มาทํา serial dilution ที่ความเข้มข้น 2 เท่า จากความ
เข้มข้น 1:20 ถึง 1:20,480 ใน complete-RPMI medium แล้วจึงผสมกับไวรัสเดงก่ีแต่ละซีโรไทป์ แล้วต้ังทิ้ง
ไว้ที่ 37 C เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง เติม K562 cell ลงไป 1x105 cell/well บ่มไว้ที่ 37 C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
จึงทําการ fix ด้วย 3.7% formaldehyde และ permeabilize ด้วย 0.1 % Triton X-100 และย้อมด้วย 
anti-dengue human antibody, anti-human-HRP และ DAB ตามลําดับ โดยการทดลองทั้งหมดจะทํา 3 
ซ้ํา (Triplicate) โดยผลการทดลองแสดงไว้ในภาพที่ 8B 

   

ภาพที่ 8A การทํา Focus reduction neutralization test (FRNT) ใน Vero cell  

ความสามารถในการยับย้ังเช้ือไวรัสเดงกี่ของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rE74-118 มีฤทธ์ิสูงกว่ากลุ่ม negative 
control ที่ถูกกระตุ้นด้วย PBS เล็กน้อย และน้อยกว่ากลุ่ม positive control ที่ถูกกระตุ้นด้วย DENV-2 
(NGC) 
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 ภาพที่ 8B การทํา ADE assay ใน K562 cell  หนูกลุ่มทดลองที่ถูกกระตุ้นด้วย rE74-118 ไม่กระตุ้นให้เกิด
การติดเช้ือไวรัสใน Fc bearing cell เพ่ิมขึ้น เมื่อเทียบกับหนูกลุ่มทดลองที่กระตุ้นด้วย DENV-2 (NGC) 

4.1.6 การเพาะเลี้ยงเซลล์ม้ามหนูทดลองและทําให้ติดเช้ือไวรัส DENV 

เซลล์ม้ามจากหนูทดลองทุกตัวจะถูกเตรียมโดยผสมใน 5 ml ของอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 
medium ที่มี L-glutamine แล้วบดให้เข้ากันอย่างแผ่วเบาโดยใช้ Forceps แล้วป่ันแยก centrifuge ที่ 500 
rpm cell pellet จะถูก Incubated ด้วย red blood cell lysis butter (1 ส่วนของ 0.17 mol/l Tris กับ 
9 ส่วนของ 0.16 mol/l ammonium chloride) เป็นเวลา 4 นาที เซลล์จะถูกล้างแล้วเติมด้วยอาหารเลี้ยง
เซลล์ RPMI 1640 ที่ผสมกับ 5% fetal bovine serum และยาปฏิชีวนะ (100ug/ml penicillin และ 100 
μg/ml streptomycin) แล้วเซลล์ม้ามจะถูกนํามาเลี้ยงบน 96 well plate ชนิดก้นแบน โดยใส่ 1 x 105 
cells/well กับอาหารเลี้ยงเซลล์ เลี้ยงใน Incubator (humidified 5 % co2) ที่ 37c  เป็นเวลา 24 ช.ม 
หลังจากน้ัน เซลล์ม้ามจะถูกนํามาติดเช้ือไวรัส DENV serotypes 1, 2, 3, 4 (ตามลําดับ) โดยมี multiplicity 
of Infection (MOI) ที่ 0.01 โดยใช้ 20 μl ของ supernatant ของ C6/36 non-Infected cells เป็น mock 
infected หลังจากให้ติดเช้ือเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 100 μl ของ supernatant จะถูกเก็บ เพ่ือนํามาทดสอบวัด
ปริมาณ cytokine และ cell culture โดยจะถูกนํามาวัดปริมาณเซลล์ (cytotoxicity analysis) โดยใช้วิธี 
colorimetric MTT (tetrazolium) assay 
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4.1.7  การทํา Colorimetric MTT assay 

 Cytotoxic activity ของ T-cells ที่อยู่ในเซลล์ splenocyte culture จะถูกทดสอบโดยใช้วิธี 3-(45 
– dimity (thiazol – 2 – yl) – 2,5 –diphenyl tetrazolium bromide (MTT) หลังจาก Infection ด้วย
เช้ือไวรัส Dengue แต่ละซีโรไทฟ์ (ตามลําดับ) เป็นเวลา 3 วัน cell culture จะถูกเติมด้วย MTT dye 10 μl 
(5 mg/ml) และเซลล์จะถูก Incubated อีกครั้งเป็นเวลา 4 ช่ัวโมง หลังจากน้ัน medium จะถูกค่อยๆ เอา
ออกและมาเติมด้วย 100 μl ของ DMSO เพ่ือทําละลายกับ formazan crystals. เพลทจะถูกเขย่าเป็นเวลา 5 
นาทีและจะถูกนํามาวัดค่า absorbance ของแต่ละตัวอย่าง โดยใช้ spectrophotometric microplate 
reader ที่ 560 nm โดยผลการทดลองแสดงไว้ในภาพที่ 9 

 

ภาพที่ 9 เซลล์ม้ามจากหนูที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วย NGC-GERBU, E74-Freud, และ E74-GERBU ไม่แสดงการ
ลดลงของ cell viability หลังจากให้ติดเช้ือไวรัส DENV แต่ละซีโรไทพ์ เมื่อเปรียบเทียบกับ เซลล์ที่ไม่มีการติด
เช้ือ และ mock infected cells   
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4.2 การสร้าง Plasmid DNA โดยใช้ข้อมูล antibody genes จาก MAbs โคลน 7F4 และ ทดสอบการ
สร้างแอนติบอดียับย้ังเชื้อไวรัสไข้เลือดออก ในหนูทดลองที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วย Plasmid DNA ที่สร้างได้ 
 

4.2.1 การสร้างแอนติบอดีในหลอดทดลอง 

 ก่อนที่จะทดสอบการสร้างแอนติบอดียับย้ัง DENV ในหนูทดลอง พลาสมิดที่ใช้จะถูกทดสอบการผลิต
สารแอนติบอดีในหลอดทดลองก่อน (รูปที่ 10A) และ ในรูปที่ 10B แสดงถึงช่วงเวลาของ IgG2b ที่ผลิตได้ใน
อาหารเลื้ยงเซลล์ 293T ที่ถูกทรานสเฟคด้วย 2 ไมโครกรัมของ p7F4G2b (ประกอบด้วย 1 ไมโครกรัมของพ
ลาสมิดที่มี แอนติบอดียีนส่วน heavy chain และ แอนติบอดี light chain) ถึงแม้ว่าจํานวนของ แอนติบอดี 
7F4-IgG2b จะถูกผลิตได้ตํ่าใน 1-2 วันแรกหลังจากถูกทรานสเฟค แต่หลังจากนั้น 4-5 วัน สามารถวัดความ
เข้มเข้นของแอนติบอดีได้ถึง 15,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในทางกลับกัน แอนติบอดี พลาสมิด 7F4-IgG3 
วัดได้ 800 ng/ ml หลังจากทรานสเฟคได้ 4-5 วัน หลังจากน้ันได้พยายามเพ่ิมการสร้างแอนติบอดีจากพลาส
มิด  7F4-IgG3 ด้วยการเปลี่ยน signal peptide (IL2ss; 2 ไมโครกรัม ของ p7F4-IL2ss พลาสมิด) หรือ 
เวคเตอร์ (pIRES: 2ไมโครกรัม ของ pIRES7F4HL พลาสมิด หรือ pIRES7F4LH) แต่ไม่ประสบผลสําเร็จ ดังน้ัน
ทางผู้วิจัย จึงใช้พลาสมิด p7F4G2b และ p7F4G3 ในการศึกษาในหนูทดลองในขั้นตอนถัดไป 

 

ภาพที่ 10 A  การผลิต recombinant antibodies ในหลอดทดลอง (In vitro expression) โดย Plasmids 
เหล่าน้ีจะถูก transfect เข้าใน cells 293T  โดยแต่ละ Plasmid จะมียีนส่วนของ 7F4 H-หรือ L-chain 
variable region ใส่เข้าใน pFUSE vectors ที่มียีนส่วน constant region ของ H-chain (pFUSE-CHIg-
mG3 สําหรับสร้าง IgG2b หรือ IgG3 subclasses ตามลําดับ) หรือ L-chains (pFUSE-CLIg-mK สําหรับ  
chain) ที่ได้สร้างไว้แล้ว (Yamanaka et al, 2013)   ในการทํา Transfection แต่ละคร้ัง จะทําการผสม 
พลาสมิดต่อไปน้ี ในอัตราส่วนที่เท่าๆกัน; พลาสมิดที่มียีนของ MAb 7F4 ได้แก่ pFUSE-CHIg-mG2b และ 
pFUSE-CLig-mK (p7F4G2b) หรือ pFUSE-CHIg-mG3 และ pFUSE-CLIg-mK (p7F4G3)   พลาสมิด 
p7F4-IL2ss สร้างจากการผสมกันของ H- L- chain- expression plasmids ที่มีการเปลี่ยนแปลง original 
signal sequence ที่เดิมมาจาก 7F4 hybridoma cell ไปเป็น IL2ss  ส่วน pIRES-7F4-HL และ pIRES-
7F4-LH คือพลาสมิดของเวคเตอร์ pIRES ที่มี 7F4-hybridoma-derived signal sequence, ยีน variable 
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region และยีน pFUSE-vector-derived constant region, ซึ่งออกแบบมาเพ่ือให้ผลิต H และ L chains 
แบบ bicistronic ซึ่ง P: promotors ที่ได้มาจาก human elongation factor 1 (hEF1-HTLV: สีเหลี่ยมสี
ดํา) และ cytomegalovirus (CMV: สี่เหลี่ยมสีเทา) ss: signal sequences ของแอนติบอดี 7F4  ( ) และ 
IL2 ( ) IRES: internal ribosome entry site, VH และ VL: H และ L chain variable region genes, 
ตามลําดับ ซึ่งมาจาก 7F4 hybridoma. VL และ CL: H และ L chain constant region genes, ตามลําดับ
มาจากเวคเตอร์ pFUSE  

 

รูปที่ 10 B ความเข้มข้นของ 7F4-IgG2b (ด้านซ้าย) และ 7F4-IgG3 (ด้านขวา) ใน culture fluids หลังจาก 
transfect ในเซลล ์293T โดยได้เป็น ng/ml โดยที ่7F4-IgG2b ผลิตมาจาก p7F4G2b และ 7F4-IgG3 ผลิต
จาก p7F4G3 (จุดดํา), p7F4-IL2ss (จุดขาว), pIRES7F4HL (สามเหลี่ยมสีดํา), หรือ pIRES7F4LH (รูป
สามเหลี่ยมสีขาว) แต่ละตัวเลขแสดงให้เหน็ถึงค่าเฉลี่ยของค่าที่ได้จากสามหลุม  โดยค่า SD แสดงในรูปบาร์ 
(bar). 
 
 4.2.2  การศึกษาระดับปริมาณแอนติบอดีที่ผลิตได้ในหนู 

 การศีกษาระดับปริมาณแอนติบอดีที่ยับย้ังเช้ือไวรัส (neutralizing antibody) ในหนูทดลองICR ที่
ได้รับการฉีด พลาสมิด p7F4G2b ในกลุ่มของหนูทดลอง 12 ตัวที่ได้ถูกฉีดพลาสมิดที่มีระดับความเข้มข้น
แตกต่างกัน และหลังจากน้ัน 7 วัน ซีรั่มจากหนูแต่ละตัวจะถูกวัดระดับ neutralizing antibody ระดับ
ปริมาณของพลาสมิดที่ใช้คือ 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม ซึ่งจะเป็นตัวแทนของจํานวนทั้งหมดของ heavy 
chain และ light chain พลาสมิด 

 ค่าเฉลี่ยของระดับ plaque reduction ที่มากกว่า 95% จะถูกพบที่ซีรัมที่ถูกเจือจางในอัตราส่วน 1:2 
ในทุกๆระดับปริมาณของพลาสมิด (รูป 11A) ซึ่งที่ระดับปริมาณของพลาสมิดที่ 50 ไมโครกรัมจะให้ค่า 
plaque reduction อยู่ที่ 84-100%, ที่ระดับ 100ไมโครกรัมจะให้ค่าอยู่ที่ 87-100% และที่ ระดับ 200 
ไมโครกรัมจะให้ค่าอยู่ที่ 97-100%  ในขณะที่ค่า plaque reduction ของซีรัมที่เจือจางในอัตราส่วน 1:5 จะ
ให้ค่าที่ระดับปริมาณของพลาสมิดที่ 50, 100 และ 200 นาโนกรัม อยุ่ที่ 49-98 % (เฉลี่ย 87%), 85-96 % 
(เฉลี่ย 88 %) และ 88-99% (เฉลี่ย 94% ) ตามลําดับ นอกจากน้ีความเข้มข้นของแอนติบอดี 7F4-IgG2b ที่
ฉีดในหนู ICR ถูกทดสอบโดยการเปรียบเทียบกับค่าเฉล่ียของระดับ plaque reduction  ในซีรั่มที่เจือจางใน
อัตราส่วน 1:5 (รูป 11A) กับค่า%โค้งมาตรฐาน plaque reduction ถูกสร้างกับ แอนติบอดี 7F4-IgG2b ที่มี
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การเจือจางลดลงทุกๆ 2 เท่า (2-fold dilution) ที่เตรียมจากซีรั่มจากหนู naïve ICR ที่เจือจางในอัตราส่วน 
1:5 naïve (รูป 11B) ดังที่แสดงในรูป 11C ที่ระดับ 200 นาโนกรัม ของ พลาสมิด p7F4G2b จากซีรัม
แอนติบอดี 7F4-IgG2b ให้ความเข้มข้น 410 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรหรือประมาณ 2 เท่าของระดับแอนติบอดีที่
ผลิตจากพลาสมิด 100 นาโนกรัม (240 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ซึ่งผลจากการศึกษานี้ช้ีให้เห็นว่าแอนติบอดีที่
ผลิตได้ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของพลาสมิด p7F4G2b ที่ใช้ฉีดเข้าไปในหนู ICR ถึงแม้ว่าหนูที่ได้รับพลาสมิด 
p7F4G2b ที่ระดับ 50ไมโครกรัมยังสามารถผลิตแอนติบอดี 7F4-IgG2b ได้สูงถึง 220 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.3 เสมือนการเร่งผลิตแอนติบอดี (Rapid antibody production) 

 ข้อดีของภูมิคุ้มกันที่รับมา (passive immunity) คือสามารถให้สารแอนติบอดีมีอยู่ในระบบหมุนเวียน
โลหิตอย่างรวดเร็ว ดังน้ันระยะเวลาของการสร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีจึงถูกทดสอบในหนูICR และ 
BALB/c ที่ได้รับการฉีดพลาสมิด p7F4G3 ในกลุ่มหนูทดลองจํานวน 10 ตัว ที่มีช่วงอายุระหว่าง 6 สัปดาห์ จะ
ถูกเจาะเก็บเลือด 3 วัน ก่อนที่จะมีการฉีดพลาสมิด หลังจากที่มีการฉีดพลาสมิด p7F4G3 100 ไมโครกรัม จะ
มีการเจาะเก็บเลือดในวันที่ 3, 5, 7, และ 9  ซีรั่มจากหนูแต่ละตัวจะถูกทดสอบด้วยวิธี neutralization test 
และ ELISA  เพ่ือที่จะวัดการสร้างแอนติบอดีที่มีต่อเช้ือ DENV ซีโรไทป์ 1 ยกเว้นในกลุ่มของหนู BALB/c ที่จะ
รวมซีรั่มของหนู (pooled serum) ทั้งหมดเพ่ือทดสอบ neutralization test  ส่วนวิธีที่ใช้ในการวัดเพ่ือหา
ความสมดุลของการเกิดแอนติบอดี enhancing และ neutralizing จะทําการทดสอบจากซีรั่มที่รวมจากหนู
ทุกตัว (pooled serum)  

 ในหนู ICR ค่าเฉล่ีย ของระดับ plaque reduction หลังจาก 3 วันที่มีการฉีดพลาสมิด จากซีรั่มที่เจือ
จางในอัตราส่วน 1:2 อยู่ที่ มากกว่า 70 % รูป 12A ซึ่งระดับ plaque reduction จะเพ่ิมขึ้นเป็น 94-98% ใน
วันที่ 5 ถึง 9 ซึ่งระดับของ plaque reduction ในซีรั่มของวันที่ 3 ถึง 9 น้ันเป็นระดับที่สูงกว่าเมือ
เปรียบเทียบกับระดับ 3วันก่อนที่จะมีการฉีดพลาสมิดอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.001)  ถึงแม้ว่าระดับ plaque 
reduction จากซีรั่มที่เจือจางในอัตราส่วน 1:5 จะสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับซีรั่มที่เจือจางในอัตราส่วน 1:2 
ซึ่งค่าเฉล่ียของระดับ plaque reduction ในวันที่ 5 ถึง 9 มีระดับที่สูงกว่าเมือเปรียบเทียบกับระดับ 3วัน
ก่อนที่จะมีการฉีดพลาสมิดอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.001)  ส่วนผลของค่าระดับแอนติบอดีจากการวัดด้วย ELISA 
รูปที่ 12B ได้สนับสนุนผลการทดลองของช่วงเวลาที่ทําการทดสอบ neutralization  ซึ่งผลการทดสอบ 
neutralization ช้ีให้เห็นว่า ซีรั่มที่เจือจางในอัตราส่วน 1:2 จะมีความไวต่อการทดสอบ (sensitive) มากกว่า
การใช้ซีรั่มเจือจางในอัตราส่วน 1:5 หรือด้วยวิธี ELISA  และสามารถทําการตรวจสอบ Neutralizing 
antibodies ได้ใน 3 วันหลังจากที่มีการฉีดพลาสมิด 

 การวัดระดับความสมดุลของการเกิด neutralizing และ enhancing แอนติบอดี ในซีรั่มที่มีการฉีดพ
ลาสมิด  p7F4G3 ในหนู ICR ว่าจะมีการผลิต Neutralizing antibodies ในหนูที่รักษาคุณสมบัติของ
แอนติบอดี 7F4-IgG3 หรือไม่ (รูปที่ 12C) pooled serum จากหนูที่ฉีด p7F4G2b จะถูกนํามาใช้อ้างอิง ซีรั่ม
จากหนูที่ฉีด p7F4G2b ที่เจาะเก็บในวันที่ 9 หลังจากมีการฉีดพลาสมิดจะทําให้เซลล์เกิดการติดเช้ือมากกว่า
ซีรั่มควบคุมที่ไม่มีการฉีดพลาสมิด และแสดงให้เห็นถึงการเกิด enhancing ในซีรั่มที่มีการเจือจางในอัตราส่วน 
1:5  และ 1:10 ในระบบที่ไม่มีสาร complement ให้ค่าสูงเป็น 0.87 เท่า สูงกว่าค่า cut-off ที่ 0.31 ซึ่งเป็น
ค่าที่ใช้แยกความแตกต่างระหว่างการเกิดหรือไม่เกิด enhancing ของการทดสอบครั้งน้ี กราฟการตอบสนอง
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ต่อระดับของแอนติบอดีที่ได้มาจากซีรั่มหนูที่ถูกฉีดด้วยพลาสมิด p7F4G2b มีความสอดคล้องกับแอนติบอดี 
7F4-IgG2b จากการสร้างในหลอดทดลองที่มาจากการทรานเฟคพลาสมิด p7F4G2b ในเซลล์เลี้ยง อย่างไรก็
ตามพบว่าเซลล์จะมีการติดเช้ือที่น้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับซีรั่มในกลุ่มควบคุม (serum free control) ที่
แสดงถึงการเกิด neutralizing ซึ่งพบว่าทุกระดับการเจือจางของแอนติบอดีให้ผลที่เหมือนกัน (1:5, 1:10) ใน
ระบบที่มีการใส่สาร complement   ระดับของแอนติบอดีที่ทําให้เกิด enhancing/neutralizing มีความ
สอดคล้องกับผลการทดลองของการศึกษาซีรั่มหนูก่อนหน้าน้ี ในทางตรงกันข้าม อาหารเลี้ยงเช้ือ (culture 
fluid) ที่ได้จากการเลี้ยงเซลล์ 297T ที่มีการทรานสเฟคของ p7F4G3 และซีรั่มจากหนู ICR ที่ถูกฉีดด้วยพ
ลาสมิด p7F4G3 ไม่แสดงถึงการเกิด enhancing ทั้งในระบบที่ใส่และไม่ใส่สาร complement ของทุกๆ
ระดับของการเจือจางแอนติบอดีของการศึกษานี้ ในระบบที่ไม่มีการใส่สาร complement การเกิด 
enhancement จะอยู่ที่ 0.09 เท่าในอาหารเลี้ยงเช้ือ (culture fluid) และ 0.01 ในซีรั่มหนู ซี่งจะตํ่ากว่าค่า 
cut-off ของการเกิด enhancing ของการศึกษาในครั้งน้ีที่ 0.31 จากผลการทดลองนี้ช้ึให้เห็นว่า แอนติบอดี 
7F4-IgG3 ที่ได้จากหนูทดลองสามารถรักษาคุณสมบัติที่ปราศจากการเกิด enhancement ได้เหมือนกับ
แอนติบอดีที่ผลิตได้ในหลอดทดลอง 

 ในหนู BALB/c รูป 13A และ B ช่วงเวลาของการเกิด neutralizing และการวัดระดับของแอนติบอดี
ด้วย ELISA ให้ผลที่คล้ายคลึงกับผลที่ได้จากหนู ICR  กล่าวคือระดับของแอนติบอดีที่วัดด้วย ELISA จะมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญในซีรั่มที่เก็บก่อน 3วัน ที่จะมีการฉีดพลาสมิด และหลัง 3 วันหลังจากที่มีการฉีด 
(p<0.001: รูปที่ 13B)  ความเข้มข้นของแอนติบอดี 7F4-IgG3 ในซีรั่มจากหนู BALB/c ที่มีการฉีด พลาสมิด 
p7F4G3 ได้ถูกประเมินกับเปอร์เซ็นต์โค้งมาตรฐานของ plaque reduction ที่สร้างด้วย ทุกระดับการเจือจาง
ลดลงของแอนติบอดี 7F4-IgG ทุกๆ 2 เท่า (serial 2 fold dilution) ที่ถูกทําการเจือจางใน ซีรั่มหนูที่ทําการ
เจือจางในอัตรส่วน 1:5 ของหนู naïve BALB/c  ซึ่งจะพบความเข้มข้นของแอนติบอดี 7F4-IgG3 ที่ 80 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตรในวันที่ 3 และ ที่ 229-252 นาโนกรัมต่อมิลลิตรในวันที่ 5-9 รูปที่ 13D แอนติบอดีที่ถูกสร้าง
จากหนู BALB/c ที่ฉีดด้วยพลาสมิด p7F4G3 จะไม่มีการเกิด enhancing ซึ่งจะพบได้จากการทดสอบระดับ
ของenhancement ที่ตํ่ากว่าค่า cut-off ที่ใช้การศึกษาในครั้งน้ี (รูปที่13E)  ผลการทดลองทั้งหมดในหนู 
BALB/c เหล่าน้ีจะสนับสนุนผลการทดลองจากหนู ICR น้ันคือ สามารถสร้างแอนติบอดีให้อย่างรวดเร็วและ
เป็นแอนติบอดีที่ปราศจากการเกิด enhancement ที่สร้างมากจากการฉีดพลาสมิด p7F4G3 

4.2.4 ช่วงระยะเวลาของแอนติบอดี (Duration of Antibody)  

 หนู BALB/c จํานวน 10 ตัวที่ถูกใช้ในการทดลอง ตามรูปที่ 13 ถูกทดสอบการรักษาระดับการสร้าง
Neutralizing antibodiesในซีรั่มได้ยาวนานกว่า 3 เดือน ซีรั่มที่จะใช้ในการทดสอบจะต้องทําการเจือจางใน
อัตราส่วน 1:2 ตามตารางที่ 1 จากผลการทดสอบพบว่าถึงแม้ระดับของการเกิด plaque reduction จะลดลง
ตามระยะเวลา แต่ก็ยังอยู่ในระดับที่สูง (>90%) เป็นเวลากว่า 3 เดือนที่มีการทดสอบ ซึ่งไม่มีความแตกต่าง
ของการลดอย่างมีนัยสําคัญจากระดับการเกิด plaque reduction ในวันที่  17 (P>0.05) ซึ่งNeutralizing 
antibodiesน้ียังคงรักษาคุณสมบัติที่ปราศจากการเกิด enhancing  ที่มีค่าตํ่ากว่าค่า cut-off ที่ ≤ 0.15 เป็น
เวลากว่า 3 เดือน จากผลการทดลองนี้ช้ีให้เห็นว่าNeutralizing antibodiesที่ปราศจากการเกิด enhancing 
จากหนูที่ได้รับการฉีดพลาสมิด p7F4G3 คงอยู่ได้ยาวนาน 
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ภาพที่ 11 ระดับปริมาณ Dose-dependent ของการสร้าง Neutralizing antibody ในหนูทดลอง ICR ที่ถูก
ฉีดด้วยพลาสมิด p7F4G2b  โดยในหน่ึงกลุ่มใช้หนู 12 ตัว และได้รับปริมาณของ p7F4G2b ที่ 50, 100 หรือ 
200 ไมโครกรัม จากน้ันเก็บซีรั่มของหนูในวันที่ 7 และนํามาทดสอบ  neutralization test กับไวรัส DENV 
serotype 1 สายพันธ์ Mochizuki  

ภาพที่ 11 (A) ระดับการลดลงของจํานวน plaque (Plaque reduction levels) โดยใช้การเจือจางซีรั่ม 1:2 
(ด้านซ้าย) หรือ 1:5 (ด้านขวา) ข้อมูลของซีรั่มหนูแต่ละตัวจาก 12 ตัวน้ันนํามา plot (วงกลม) พร้อมทั้ง
ค่าเฉล่ีย (สีเหลี่ยม) และแทนค่า SD ด้วยบาร์ (bars)  

 
 
ภาพที่ 11 B การทดสอบ Rapid antibody production ในหนูทดลอง 
กราฟมาตรฐาน (standard curve) ของเปอร์เซ็นต์การลดลงของ plaque ทีใ่ช้ 7F4-IgG2b ซึ่งความเข้มข้นที่
ใช้ของ 7F4-IgG2b จาก p7F4G2b ที ่ transfect ในเซลล์ 293T น้ันคือนําเจือจาง 2 เท่าใน ซีรั่มหนู ICR 
naïve (1:5 dilution) และทดสอบใน neutralization test 
ภาพที่ 11 C  ความเข้นข้นของ 7F4-IgG2b คํานวณได้จากซีรั่มหนูที่ฉดี p7F4G2b โดยขึ้นอยู่กับค่าเฉล่ียของ
การลดลงของ plaque แสดงด้วยซีรั่มที่เจือจาง 1:5 (A, ด้านขวา) และกราฟมาตรฐานที่สร้างด้วย 7F4-IgG2b 
(B) และแสดงความเข้มข้นเป็น ng/ml 
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ภาพที่ 12  ช่วงระยะเวลาการเพ่ิมขึ้นของระดับ Neutalizing antibody ในหนู ICR ที่ถูกฉีดด้วยพลาสมิด 
p7F4G3  โดยหนู 10 ตัวได้รับการฉีด p7F4G3 100 ไมโครกรัม จากน้ันเก็บซีรั่มหนู 3 วันก่อนฉีด (Pre) และ
วันที่ 3, 5, 7, และ 9 หลังฉีด แล้วนํามาทดสอบด้วย  neutralization test ร่วมกับไวรัสเดงก่ีชนิดที่ 1 สาย
พันธ์ Mochizuki และทดสอบ ELISA 
ภาพที่ 12  (A) ระดับการลดลงของ plaque ทดสอบโดยนําซีรั่มมาเจือจาง 1:2 (ด้านซ้าย) หรือ 1:5 (ด้านขวา)  
ภาพที่ 12  (B) ศึกษาระดับแอนติบอดีด้วย ELISA โดย รูป A และ B เป็นข้อมูลซีรั่มหนูแต่ละตัวนํามา plot 
(วงกลม) พร้อมค่าเฉล่ีย (สี่เหลี่ยม) และแทนค่า SD ด้วยบาร์ (bars) ส่วนดอกจัน (*,**) แสดงให้เห็นความ
แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับค่าเฉล่ียของการลดลงของ plaque ที่ใช้ซีรั่มที่เก็บก่อนฉีด 3 วัน: *P < 
0.01, **P < 0.001  
 

 

ภาพที่ 12 C ความสมดุลระหว่างการยับย้ังและการส่งเสริมฤทธ์ิในซีรั่มหนูที่ได้รับการฉีด p7F4G3 (ด้านซ้าย) 
และ 7F4-IgG3 ที่ได้จากการ tranfect พลาสมิด p7F4G3 ในเซลล์ 293T (panel ที่ 2 จากซ้าย) และจากการ
อ้างอิงแสดงในกราฟของการตอบสนองต่อปริมาณแอนติบอดีสร้างด้วยข้อมูลจากซีรั่มหนู ICR ที่ฉีด p7F4G2b 
(panel ที่ 2 จากขวา) และ 7F4-IgG2b (ด้านขวา) การทดลองจะใช้การไม่มี (panel ด้านบน) หรือการมีอยู่ 
(panel ด้านล่าง) ของ complement ซึ่งรวมซีรั่มหนูทั้ง 10 ตัวที่เก็บก่อนฉีด 3 วัน (จุดขาว) หรือวันที่ 9 
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หลังจากฉีด (จุดดํา) ก่อนใช้ในการทดลอง โดย culture fluid จากเซลล์ 293T ประกอบไปด้วย 104 ng/ml 
7F4-IgG3 หรือ 7F4-IgG2b ส่วนของ Dot lines แสดงค่าเฉล่ีย (Mean) ของจํานวนเซลล์ที่ติดเช้ือ ± 2SD, 
คํานวณจาก negative control 8 ตัวอย่าง 

 

 

ภาพที่ 13 ระยะเวลาการเพ่ิมขึ้นของระดับ Neutralizing antibody ในหนู BALB/c ที่ถูกฉีดด้วยพลาสมิด 
p7F4G3  ใน 1 กลุ่มมีหนูทั้งหมด 10 ตัว ฉีดด้วย p7F4G3 ปริมาณ 100 ไมโครกรัม โดยเก็บซีรั่มหนู 3 วัน
ก่อนฉีด (Pre) และวันที่ 3, 5, 7, และ 9 หลังฉีด จากน้ันนํามาทดสอบด้วย  neutralization test ร่วมกับ
ไวรัสเดงก่ีชนิดที่ 1 สายพันธ์ Mochizuki พร้อมทั้งทดสอบ ELISA และ neutralizing/enhancing antibody 
balance assay  

 ภาพที่ 13  (A) ระดับการลดลงของ plaque ทดสอบโดยนําซีรั่มมาเจือจาง 1:2 (จุดดํา) หรือ 1:5 (จุดขาว) 
โดยรวมซีรั่มของหนูทั้ง 10 ตัวก่อนนํามาใช้ 
ภาพที่ 13  (B) ศึกษาระดับแอนติบอดีด้วย ELISA, plot กราฟ (จุดขาว) ด้วยข้อมูลซีรั่มของหนูแต่ละตัว 
พร้อมด้วยพร้อมค่าเฉล่ีย (สี่เหลี่ยม) และแทนค่า SD ด้วยบาร์ (bars) ส่วนดอกจัน (*) แสดงให้เห็นความ
แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับค่าเฉลี่ยของการลดลงของ plaque ที่ใช้ซีรั่มที่เก็บก่อนฉีด 3 วัน (P < 
0.001) 
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ภาพที่ 13  (C) กราฟมาตรฐาน (standard curve) ของเปอร์เซ็นต์การลดลงของ plaque ที่ใช้ 7F4-IgG3 โดย
ปริมาตรของ 7F4-IgG3 ที่ได้จากการ transfect ตัว p7F4G3 ในเซลล์ 293T นํามาเจือจาง 2 เท่า (serial 
dilution, 2-fold) ใน 1:5 dilution ของซีรั่มหนู BALB/c naïve แล้วนําไปใช้ใน neutralization test 
ภาพที่ 13  (D) ความเข้มข้นของ 7F4-IgG3 คํานวณในซีรั่มหนูที่ฉีด p7F4G3 โดยใช้ค่าเฉล่ียของการลดลงของ 
plaque ที่แสดงด้วยซีรั่มที่เจือจาง 1:5 มาคํานวณ (A) และกราฟมาตรฐานที่สร้างด้วย 7F4-IgG3 (C) และ
แสดงความเข้มข้นเป็น ng/ml 

 

ภาพที่ 13  (E) ความสมดุลระหว่างการยับย้ังและการส่งเสริมฤทธ์ิในซีรั่มหนู BALB/c ที่ได้รับการฉีด p7F4G3 
การทดลองใช้ร่วมกับการไม่มี (panel ซ้าย) หรือการมีอยู่ (panel ขวา) ของ complement ซึ่งซีรั่มหนูที่เก็บ
ก่อนฉีด 3 วัน (จุดขาว) หรือวันที่ 9 หลังจากฉีด (จุดดํา) นํามารวมกันในหนูแต่ละตัวเพ่ือใช้ในการทดลอง ซึ่ง 
Dot lines แสดงค่าเฉล่ีย (Mean) ของจํานวนเซลล์ที่ติดเช้ือ ± 2SD, คํานวณจาก negative control 8 
ตัวอย่าง 
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จํานวนวัน
หลังฉีด
Plasmid ใน
หนูทดลอง 

Plaque 
reduction 
level b 

Fold 
enhancement 
c 

จํ า น วน วั น
หลั ง ฉี ดหนู
ทดลอง 

Plaque 
reduction 
level b 

Fold 
enhancement

17 
30 
48 

98.2% 
97.0% 
93.2% 

0.04 
0.12 
0.15 

60 
75 
90 

97.8% 
95.6% 
93.7% 

0.13 
0.08 
0.13 

ตารางที่ 2 แสดงระยะเวลาจํานวนวันของแอนติบอดีที่สามารถยับย้ังไวรัส (Neutralizing) โดยปราศจากการ
ส่งเสริมการติดเช้ือ (Enhancing) จากซีรั่มหนู BALB/c หลังจากการฉีด 1 ครั้งด้วย p7F4G3a  
a  เก็บเลือดหนูทั้ง 10 ตัวใช้ในการทดลองที่แสดงในรูปที่ 13 ทุกๆ 15 วัน เป็นระยะเวลา 3 เดือน 
b ในการทดสอบ neutralizing antibodies จะทําการเจือจาง pool sera ในอัตราส่วน 1:2  
c คํานวณการเพ่ิมขึ้นของ infected cell เทียบกับระดับควบคุม โดยการเจือจางซีรั่มพร้อมด้วยการส่งเสริม
ฤทธ์ิสูงสุด, ที่ได้รับในการทดสอบโดยไม่เติม complement และแสดงในรูปของ log10  โดยค่า cut off ใน
การทดลองคร้ังน้ี ที่ใช้ในการแยกความแตกต่างของ enhancing และ neutralizing คือ 0.31  
 

5. อภิปรายและวิจารณ์ผล 
5.1 การพัฒนาวัคซีนป้องกันไข้เลือดออก ชนิด Peptide Epitope based vaccine โดยใช้ข้อมูล 
Epitope จาก human MAbs (ที่สามารถยับย้ังเชื้อไวรัสไข้เลือดออกท้ัง 4 serotypes) 
 จากผลการศึกษาเอพิโทปของ NhuMAbs ที่ยับย้ังเช้ือไวรัสได้ทั้ง 4 สายพันธ์ุ ที่ผลิตขึ้นได้ทั้ง 3 โคลน 
พบว่ามี immunodominant epitope อยู่ที่ domain II ของ envelope protein (EDII) โดยมี minimum 
binding site อยู่ที่ E74-118 คณะผู้วิจัยจึงทําการสร้าง recombinant protein (rE74-118) และสังเคราะห์ 
peptide (OF0709-D) เพ่ือฉีดเข้าไปในหนู BALB/c และศึกษาดูการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน พบว่า rE74-118 
สามารถกระตุ้นการหล่ังแอนติบอดีได้ดี แต่ให้ฤทธ์ิยับยั้งเช้ือไวรัสทั้ง 4 สายพันธ์ุได้ไม่ดีนัก แต่ที่น่าสนใจคือไม่
กระตุ้นให้เกิด ADE ซึ่งสอดคล้องกับสมมติฐานที่ว่า antigen ที่มีขนาดเล็ก อาจจะกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ไม่ดีนัก 
แต่จะลดการเกิด enhancing activity เมื่อเทียบกับการใช้ full E immunogen หากมีการพัฒนา antigen 
ชนิดน้ีให้มีความสามารถในการยับย้ังเช้ือไวรัสให้ดีขึ้น เช่น การเพ่ิม essential neutralizing epitope บริเวณ
อ่ืน หรือ T cell epitope ก็อาจจะทําให้ได้ neutralizing activity ที่ดีขึ้น โดยจะต้องไม่เพ่ิม enhancing 
activity ในขณะท่ี OF0709-D peptide กระตุ้นภูมิคุ้มกันชนิดสารน้ําได้ไม่ดีนัก น่าจะเป็นเพราะขนาดของ 
antigen ที่สั้นไป ทําให้ถูกกําจัดได้ง่าย จําเป็นต้องหาสารเสริมฤทธ์ิตัวอ่ืนในการฉีดทดลองคร้ังต่อไป ซึ่งในครั้ง
น้ีได้ทําการทดสอบสารเสริมฤทธ์ิ 2 ชนิด คือ GERBU และ FCA/FIA พบว่าสามารถกระตุ้นการหลั่งแอนติบอดี
ได้ใกล้เคียงกัน แต่ GERBU เมื่อผสมกับ control DENV-2 (NGC) สามารถกระตุ้นการหลั่งแอนติบอดีได้ดีกว่า
ผสมกับ FCA/FIA โดยพบว่ามากกว่าถึงเกือบ 3 เท่า ซึ่งงานวิจัยน้ีน่าจะเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการพัฒนา ideal 
vaccine และระบบนําส่งวัคซีนต่อไปได้ 
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5.2 การสร้าง Plasmid DNA โดยใช้ข้อมูล antibody gene จาก MAbs โคลน 7F4 และ ทดสอบการ
สร้างแอนติบอดียับย้ังเชื้อไวรัสไข้เลือดออก ในหนูทดลองที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วย Plasmid DNA ที่สร้างได้ 

ถึงแม้ว่าการใช้วัคซีนจะสามารถกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันได้ในคนและสัตว์ ก็ยังมีการพัฒนาการสร้าง
และใช้ passive แอนติบอดีในการรักษาโรค ซึ่งpassive แอนติบอดีน้ีจะมีระยะการคงตัวอยู่ในร่างกายคนและ
สัตว์สั้นกว่าแอนติบอดีที่ได้จากการใช้วิธี active Immunization แต่แอนติบอดีที่ได้จากวิธี passive น้ี มีข้อ
ได้เปรียบคือ สามารถออกแบบให้อยู่ในรูปแบบที่ต้องการได้ง่ายกว่า โดยเฉพาะอย่างย่ิงกับการพัฒนาวัคซีนต่อ
ไวรัส Dengue ที่ยังคงมีปัญหาของ enhancing แอนติบอดีที่อาจก่อให้เกิด Antibody Dependent 
Enhancement (ADE) ได้ ซึ่งการใช้เทคโนโลยีใหม่ๆ ทางวิศวกรรมแอนติบอดีที่สามารถสร้าง Fc - modified 
antibodies ที่ไม่จับกับเซลล์ที่มี Fc receptor  แต่ยังคงสามารถยับย้ัง (neutralize) ไวรัสได้ดี 

 ในการวิจัยครั้งน้ี เราเลือก mouse MAb โคลน 7F4 ที่ไม่ก่อให้เกิด enhancing activity  เพราะเป็น
แอนติบอดีชนิด IgG3 มีการพัฒนาวัคซีนที่สามารถลดการเกิด enhancing antibodies (Crill et al, 2012; 
Hughes et al, 2012) โดยไปจัดการกับ cross-reactive immunodominant epitopes ที่ fusion 
peptide และ domain III ของ E protein ซึ่งจะเกี่ยวข้องกับการกระตุ้นให้เกิด Enhancing antibodies โดย
จะลดการเกิดปฏิกริยา enhancing โดยไม่เปลี่ยนแปลงความสามารถในการยับย้ังเช้ือไวรัส (ในสัตว์ทดลอง) 
ดังน้ันการวิเคราะห์ epitope จึงมีความสําคัญมากสําหรับการออกแบบวัคซีนป้องกันโรคไข้เลือดออก ซึ่ง
ถึงแม้ว่าจะสามารถลดปฏิกริยา enhancing ได้ส่วนหน่ึง แต่ก็ยังคงไม่สามารถกําจัดได้ทั้งหมด ปัจจุบันมีวิธีที่
ใช้ในการวิจัยคร้ังน้ี คือ วิธีการ express แอนติบอดีในเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Mammalian cell) ที่
สามารถสร้างแอนติบอดียับย้ังไวรัส Dengue ได้ในสัตว์ทดลอง โดยไม่ก่อให้เกิด enhancing activity เลย
  

มีรายงานการวิจัยการใช้ adeno virus vector ในการ express แอนติบอดีในสัตว์ทดลอง เพ่ือ
ป้องกันโรค (Lewis et al, 2002; Fang et al, 2007; Zuber et al, 2008; Johnson et al, 2009; Balazs 
et al, 2011; Shimada et al, 2013; Adam et al, 2014) ซึ่งมีการเริ่มใช้วิธีน้ีครั้งแรกกับหนูทดลองโดย 
express แอนติบอดีเพ่ือยับย้ัง human immunodeficiency virus type 1 แต่ไม่ได้มีการรายงานถึงการคง
อยู่ของแอนติบอดีในระยะยาว (Muthumani et al, 2013) ในการวิจัยครั้งน้ี เราพบว่าหนูทดลองที่ได้รับการ
ฉีดด้วย Antibody expressing plasmid สามารถสร้างแอนติบอดีที่ยับย้ังไวรัส Dengue-1 (มากกว่า 90% 
plague reduction โดย dilute ซีรัมจากหนูในอัตราส่วน 1:2) โดยสามารถตรวจพบแอนติบอดีดังกล่าวจาก
หนูได้นานถึง 3 เดือน มีรายงานวิจัยจํานวนมาก ที่ประเมินความปลอดภัยของ DNA วัคซีน ทั้งทาง 
preclinical และ clinical ทั้ง ๆ ที่ ยังมีความกังวลเก่ียวกับการรวมตัวระหว่าง DNA vaccine กับ cellular 
DNA แล้วจะพัฒนาไปสู่การเกิดโรคความผิดปกติของระบบ autoimmune (Li et al, 2012) ซึ่ง DNA 
vaccine มีข้อได้เปรียบคือ การคงตัวที่ทนทานยาวนานของ DNA ในการ express แอนติเจนและแอนติบอดี 
(Wolff and Budker, 2005) โดยมีงานวิจัยที่รายงานว่าการใช้ DNA vaccine สามารถ express แอนติบอดี
ในสัตว์ทดลองได้นานถึง 7 เดือน  (Tjelle  et al, 2004) ข้อจํากัดของการศึกษาวิจัยครั้งน้ีคือ ต้องใช้ DNA 
plasmid ที่มีความเข้มข้นสูงในการฉีดเข้าหนูทดลอง เพ่ือที่จะ express ให้ได้แอนติบอดียับย้ังไวรัส
ไข้เลือดออกที่มีปริมาณมากพอ ซึ่งต้องมีการปรับปรุงประสิทธิภาพวิธีการในการนํา plasmid เข้าสู่ร่างกายหนู
ทดลอง และเพ่ิมปริมาณการ express แอนติบอดีในหนูทดลองจึงจะสามารถลดปริมาณการใช้ plasmid DNA 
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ได้ ในการศึกษาครั้งน้ีพบว่าการ express แอนติบอดีในหลอดทดลองไม่ได้เพ่ิมขึ้น แม้จะใช้การเพ่ิมโดยวิธี
ต่างๆ เช่น IL2ss5 signal sequences หรือจากการใช้ vector PIRES (รูปที่ 1) โดยใช้ plasmid p7F4-
IL2ss, PIRES7F4HL, หรือ PIRES7F4LH ก็ไม่ได้ผลดีขึ้น (ไม่มีการแสดงผลการทดลอง) ดังน้ันจึงควรมีการ
ศึกษาวิจัยต่อไปเพ่ือปรับปรุงการเพ่ิมการ express แอนติบอดี รวมทั้งเพ่ิมการได้รับ plasmid เข้าสู่เซลล์โดย
การทํา codon optimization และเพ่ิมการคงอยู่ของแอนติบอดีในกระแสเลือด (antibody half-life) ดังที่
เคยมีการรายงานไว้ (Kubota et al, 2009; Vincent and Zurini 2012; Muthumani et al, 2013) และ
จากการท่ี แอนติบอดีที่ใช้ในการวิจัยครั้งน้ี (โคลน 7F4) จับเฉพาะและยับย้ังกับไวรัส DENV-1  ดังน้ันจึงควรมี
การศึกษาต่อไปเพ่ือใช้ plasmid จาก แอนติบอดีมนุษย์ที่สามารถยับย้ังไวรัสไข้เลือดออกทั้ง 4 สายพันธ์ ซึ่งจะ
เป็นประโยชน์มากท่ีสุดเพ่ือที่จะพัฒนา DNA วัคซีนที่ express แอนติบอดีที่ยับย้ังไวรัสไข้เลือดออกได้ทั้ง 4 
สายพันธ์ ในมนุษย์ 

 โดยสรุป การวิจัยครั้งน้ีได้รายงานการใช้ plasmid DNA ที่สามารถ express แอนติบอดีที่ยับย้ังไวรัส
ไข้เลือดออก DENV-1 ในหนูทดลอง โดยแอนติบอดีสามารถคงอยู่ในกระแสเลือดสัตว์ทดลองได้นานถึง 3 
เดือน หลังจากฉีด plasmid DNA ให้หนูทดลอง เพียงคร้ังเดียว โดยไม่เกิดปฏิกริยา Enhancement ในหนู
ทดลองเลย ในทางทฤษฎีแล้ว plasmid DNA ไม่น่าจะก่อให้เกิดความผิดปกติของระบบภูมิคุ้มกันของ
สัตว์ทดลองและการเพ่ิมการติดเช้ือไวรัส ซึ่งเป็นปัญหาที่เคยเกิดขึ้นกับการใช้วัคซีนที่รวมเช้ือหลายสายพันธ์ 
(combined vaccines) ดังที่เคยมีรายงานจากผลการทดสอบ dengue tetravalent vaccine (Coller et al, 
2011; Wilder-Smith et al, 2014) ถึงแม้ว่าการศึกษาครั้งน้ีจะไม่ได้มีการทดสอบการป้องกันเช้ือไวรัส
ไข้เลือดออกสายพันธ์ 1 ในหนูทดลอง โดยการ challenge หนูทดลองด้วยเช้ือไวรัส แต่การที่แอนติบอดีที่
สามารถยับย้ังไวรัสไข้เลือดออก สามารถ express ในหนูทดลองที่ได้รับการฉีด plasmid DNA เข้าไปได้ ก็
น่าจะเป็นงานวิจัยที่ใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการพัฒนา DNA วัคซีนที่จะสร้างแอนติบอดียับย้ังเช้ือไวรัส Denv 
ทั้ง 4 สายพันธ์ได้ต่อไปในอนาคต 
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6. สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
6.1 การพัฒนาวัคซีนป้องกันไข้เลือดออก ชนิด Peptide Epitope based vaccine โดยใช้ข้อมูล 
Epitope จาก human MAbs (ที่สามารถยับย้ังเชื้อไวรัสไข้เลือดออกท้ัง 4 serotypes) 
 จากผลการศึกษาเอพิโทปของ NhuMAbs ที่ยับย้ังเช้ือไวรัสได้ทั้ง 4 สายพันธ์ุ ที่ผลิตขึ้นได้ทั้ง 3 โคลน 
พบว่ามี immunodominant epitope อยู่ที่ domain II ของ envelope protein (EDII) โดยมี minimum 
binding site อยู่ที่ E74-118 คณะผู้วิจัยจึงทําการสร้าง recombinant protein (rE74-118) และสังเคราะห์ 
peptide (OF0709-D) เพ่ือฉีดเข้าไปในหนู BALB/c และศึกษาดูการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน พบว่า rE74-118 
สามารถกระตุ้นการหล่ังแอนติบอดีได้ดี แต่ให้ฤทธ์ิยับย้ังเช้ือไวรัสทั้ง 4 สายพันธ์ุได้ไม่ดีนัก แต่ที่น่าสนใจคือไม่
กระตุ้นให้เกิด ADE ซึ่งสอดคล้องกับสมมติฐานที่ว่า antigen ที่มีขนาดเล็ก อาจจะกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ไม่ดีนัก 
แต่จะลดการเกิด enhancing activity เมื่อเทียบกับการใช้ full E immunogen หากมีการพัฒนา antigen 
ชนิดน้ีให้มีความสามารถในการยับย้ังเช้ือไวรัสให้ดีขึ้น เช่น การเพ่ิม essential neutralizing epitope บริเวณ
อ่ืน หรือ T cell epitope ก็อาจจะทําให้ได้ neutralizing activity ที่ดีขึ้น โดยจะต้องไม่เพ่ิม enhancing 
activity ในขณะท่ี OF0709-D peptide กระตุ้นภูมิคุ้มกันชนิดสารน้ําได้ไม่ดีนัก น่าจะเป็นเพราะขนาดของ 
antigen ที่สั้นไป ทําให้ถูกกําจัดได้ง่าย จําเป็นต้องหาสารเสริมฤทธ์ิตัวอ่ืนในการฉีดทดลองคร้ังต่อไป ซึ่งในครั้ง
น้ีได้ทําการทดสอบสารเสริมฤทธ์ิ 2 ชนิด คือ GERBU และ FCA/FIA พบว่าสามารถกระตุ้นการหลั่งแอนติบอดี
ได้ใกล้เคียงกัน แต่ GERBU เมื่อผสมกับ control DENV-2 (NGC) สามารถกระตุ้นการหลั่งแอนติบอดีได้ดีกว่า
ผสมกับ FCA/FIA โดยพบว่ามากกว่าถึงเกือบ 3 เท่า ซึ่งงานวิจัยน้ีน่าจะเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการพัฒนา ideal 
vaccine และระบบนําส่งวัคซีนต่อไปได้ 
 
ข้อเสนอแนะงานท่ีควรจะทําต่อไปสําหรับการพัฒนา peptide vaccine 

6.1.1 การวัดปริมาณ cytokine; ซีรัมของหนูทดลอง และ culture supernatants ของเซลล์ม้ามหนู
ทดลอง จะถูกนํามาวัดระดับของ IFN-γ TNF-α, IL-5, และ IL-10 โดยเซลล์ม้ามหนูทดลองจะถูก
นํามาสกัด RNA โดยใช้ Trizol และสร้าง cDNA จาก RNA แล้วจึงเพ่ิมปริมาณ gene 
expression ของ T cell cytokine โดยวิธี PCR 

6.1.2 การฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันหนูทดลองด้วย peptide  peptide ควรจะถูกนําไป conjugated กับ 
hapten โดย OF0709-D peptide จะถูกนําไป conjugated กับ mcKLH carrier protein แล้ว
ถึงจะนําไปฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูทดลองBALB/c mice. 

6.1.3 หลังจากได้ Immunogen ที่สามารถสร้าง Neutrallizing antibodyได้ จะนํา Immunogen น้ัน
มาทดสอบ protective efficacy ในหนูทดลอง IFN αβγ gene Knockout mice ที่พัฒนาไว้
ในห้องปฏิบัติการของ  Dr. Takeshi Kurosu ต่อไป  

6.2 การสร้าง Plasmid DNA โดยใช้ข้อมูล antibody gene จาก MAbs โคลน 7F4 และ ทดสอบการ
สร้างแอนติบอดียับย้ังเชื้อไวรัสไข้เลือดออก ในหนูทดลองที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วย Plasmid DNA ที่สร้างได้ 

การวิจัยครั้งน้ีได้รายงานการใช้ plasmid DNA ที่สามารถ express แอนติบอดีที่ยับย้ังไวรัส
ไข้เลือดออก DENV-1 ในหนูทดลอง โดยแอนติบอดีสามารถคงอยู่ในกระแสเลือดสัตว์ทดลองได้นานถึง 3 
เดือน หลังจากฉีด plasmid DNA ให้หนูทดลอง เพียงคร้ังเดียว โดยไม่เกิดปฏิกริยา Enhancement ในหนู
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ทดลองเลย ในทางทฤษฎีแล้ว plasmid DNA ไม่น่าจะก่อให้เกิดความผิดปกติของระบบภูมิคุ้มกันของ
สัตว์ทดลองและการเพ่ิมการติดเช้ือไวรัส ซึ่งเป็นปัญหาที่เคยเกิดขึ้นกับการใช้วัคซีนที่รวมเช้ือหลายสายพันธ์ 
(combined vaccines) ดังที่เคยมีรายงานจากผลการทดสอบ dengue tetravalent vaccine (Coller et al, 
2011; Wilder-Smith et al, 2014) ถึงแม้ว่าการศึกษาครั้งน้ีจะไม่ได้มีการทดสอบการป้องกันเช้ือไวรัส
ไข้เลือดออกserotype 1 ในหนูทดลอง โดยการ challenge หนูทดลองด้วยเช้ือไวรัส แต่การที่แอนติบอดีที่
สามารถยับย้ังไวรัสไข้เลือดออก สามารถ express ในหนูทดลองที่ได้รับการฉีด plasmid DNA เข้าไปได้ ก็
น่าจะเป็นงานวิจัยที่ใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการพัฒนา DNA วัคซีนที่จะสร้างแอนติบอดียับย้ังเช้ือไวรัส Denv 
ทั้ง 4 สายพันธ์ได้ต่อไปในอนาคต 

ข้อเสนอแนะงานท่ีควรจะทําต่อไปสําหรับการพัฒนา Antibody expressed plasmid vaccine 

ควรมีการศึกษาวิจัยต่อไปเพ่ือปรับปรุงการเพ่ิมการ express แอนติบอดี รวมทั้งเพ่ิมการได้รับ 
plasmid เข้าสู่เซลล์โดยการทํา codon optimization และเพ่ิมการคงอยู่ของแอนติบอดีในกระแสเลือด 
(antibody half-life) ดังที่เคยมีการรายงานไว้ (Kubota et al, 2009; Vincent and Zurini 2012; 
Muthumani et al, 2013) และจากการที่ แอนติบอดีที่ใช้ในการวิจัยครั้งน้ี (โคลน 7F4) จับเฉพาะและยับย้ัง
กับไวรัส DENV-1  ดังน้ันจึงควรมีการศึกษาต่อไปเพ่ือใช้ plasmid จาก แอนติบอดีมนุษย์ที่สามารถยับย้ังไวรัส
ไข้เลือดออกทั้ง 4 สายพันธ์ ซึ่งจะเป็นประโยชน์มากที่สุดเพ่ือที่จะพัฒนา DNA วัคซีนที่ express แอนติบอดีที่
ยับย้ังไวรัสไข้เลือดออกได้ทั้ง 4 สายพันธ์ ในมนุษย์ ซึ่งเราจะใช้แอนติบอดีมนุษย์ที่สามารถยับย้ังไวรัส
ไข้เลือดออกทั้ง 4 สายพันธ์ที่เราได้ผลิตและทดสอบไว้แล้ว (Setthapramote et al, 2012; Sasaki et al, 
2013)  
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