
บทคดัย่อ 
 
รหสัโครงการ : TRG5780079 
 
ช่ือโครงการ : การออกแบบและสรา้งแบคทเีรยีอโีคไลน์สงัเคราะหเ์ป็นเครือ่งจกัรทางชวีภาพเพื่อใชใ้น
การคดัเลอืกโพรตเีอสอนิฮบิเิตอร ์
 
ช่ือนักวิจยั : ผศ.ดร.ดจุเดือน วราโห  
                    หลกัสตูรวิศวกรรมชีวภาพ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบรีุ 
 
E-mail Address : dujduan.war@mail.kmutt.ac.th 
 
ระยะเวลาโครงการ : 3 ปี 
 

โปรตเิอสอนิฮบิเิตอรส์ามารถใชร้กัษาโรคไดห้ลากหลาย เช่น โรคหวัใจและหลอดเลอืด และโรค
ติดเชื้อเอชไอว ีในปัจจุบนั โปรติเอสอินฮิบเิตอร์ส่วนใหญ่มกัท าการยบัยัง้การท างานของโปรตีนโดย
อาศยัความจ าเพาะเจาะจงกบับรเิวณเร่งของเอนไซมซ์ึ่งส่งผลขา้งเคยีงอนัเนื่องมาจากการจบักบัโปรตนี
อื่นของผูป่้วยได ้โดยถูกเรยีกว่า off-target effect อกีวธิกีารหนึ่งทีใ่ชใ้นการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์
โปรตเิอสสามารถท าไดโ้ดยอาศยัความจ าเพาะที่จุดตดัจ าเพาะบนซบัสเตรตแทนความจ าเพาะทีบ่รเิวณ
เร่งของเอนไซม์ดังกล่าว คณะผู้วิจยัได้เสนอที่จะใช้กระบวนการทางชีววิทยาสังเคราะห์เพื่อสร้าง
แบคทเีรยีอีโคไลส าหรบัใช้เป็นเครื่องมอืคดัเลอืกทางชวีภาพส าหรบัการติดเชื้อเอชไอวี-1 โดยอาศัย
ความสามารถของระบบขนส่งโปรตนีของแบคทเีรยี Twin arginine translocation pathway ในการขนส่ง
โปรตนีที่พบัมว้นแล้วผ่านเยื่อหุ้มชัน้ในของแบคทเีรยีอโีคไลและใช้ TEM-1 β-lactamase (Bla) เป็นตวั
บ่งชี้ความส าเร็จของการขนส่งโปรตีน กระบวนการที่สร้างขึ้นใหม่นี้ ใช้ชื่อว่า Protease inhibitor 
Recognition based On Tat Export after Cleavage Tampering (PROTECT) โดยมีอ งค์ป ระกอบ
ส าคญั 3 ประการ คอื ตวัวดัผลการท างานของเอนไซมโ์ปรตเิอส (ซึง่ประกอบขึน้ด้วย ตวัส่งสญัญาณที่
จ าเพาะเจาะจงกับระบบขนส่งโปรตีนของแบคทีเรยี Twin arginine translocation pathway; ssTorA, 
ซบัสเตรตของไวรสั          (p17dp24 และโปรตนีรายงานผล (Bla)), ตวัผลติเอนไซมโ์ปรตเิอสของไวรสั
เอชไอว-ี1 และตวัยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรตเิอส (ซึง่คอื โปรตเิอสอนิฮบิเิตอร์; อนิทราเซลลลูาร์
แอนติบอดี้ห รือ  single-chain antibody fragment (scFv)) การทดลองทาง in vivo ได้ยืนยันว่ า
กระบวนการ PROTECT สามารถแสดงใหเ้หน็ถงึความแตกต่างระหว่างชุดควบคุมเชงิบวกและลบซึง่คอื 
ความสามารถในการจบัจ าเพาะและไม่จบัจ าเพาะของ scFvs กบัซบัสเตรตของเอชไอว-ี1 ตามล าดบั 
โดยในการทดลองพบว่าโปรตเิอสอนิฮบิเิตอร ์scFvp17 สามารถจบัและปกป้องจุดตดัของซบัสเตรตและ
ท าใหซ้บัสเตรตถูกขนส่งโดยกระบวนการ Tat-pathway ไปยงัเพอรพิลาสซมึได ้ท าใหแ้บคทเีรยีดงักล่าว



สามารถเจรญิบนจานอาหารทีม่ยีาปฏชิวีนะประเภท β-lactam นอกจากนี้ ยงัไดน้ าเทคนิคดงักล่าวไปท า
การคดัเลอืก scFvp17 กลายพนัธุ์ เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพการปกป้องของโปรติเอสอินฮบิเิตอร์ ดงันัน้ 
คณะผูท้ดลองจงึสรา้งไลบรารีก่ารกลายพนัธุข์อง scFvp17 (ตวัดัง้เดมิ) และคดัแยกโปรตเิอสฮนิฮบิเิตอร์
ทีถู่กกลายพนัธุท์ีส่ามารถทนต่อแรงกดดนัทีสู่งขึ้นไดซ้ึง่คอืทนต่อความเขม้ขน้ของยาปฎชิวีนะคารเ์บนนิ
ซลินิที่สูงขึน้ เป็นทีน่่าเสยีดายว่าคณะผูท้ดลองไม่พบว่ามตีวัใดทีม่ปีระสทิธภิาพในการปกป้องจุดตดัได้
ดกีว่าตวัดัง้เดมิ ดงันัน้ เพื่อปรบัปรุงและศกึษาคุณลกัษณะของเทคนิค PROTECT นี้ใหด้ขี ึน้ ในอนาคต
ควรมีการสร้างไลบรารี่ที่มีคุณภาพที่ดีมากกว่าที่สร้างได้ในปัจจุบันนี้แล้วน ามาทดสอบกับระบบ 
PROTECT นี้อกีครัง้ รวมถงึสามารถน าระบบนี้ไปใชท้ดสอบกบัแอนตเิจนต่างๆ นอกเหนือไปจาก p17 
นี้ อย่างไรกต็าม งานวจิยันี้ท าให้ไดก้ระบวนการใหม่ส าหรบัใชใ้นการคดัเลอืกโปรตเิอสอนิฮบิเิตอรเ์พื่อ
ลดการตดิเชือ้เอชไอว-ี1 และยงัน าไปประยกุตเ์พื่อใชง้านไดอ้ยา่งหลากหลาย เช่น การเพิม่ประสทิธภิาพ
ของโปรตเิอสอนิฮบิเิตอรใ์นเชงิพาณชิยแ์ละ/หรอืใชใ้นการคดัเลอืกโปรตเิอสอนิฮบิเิตอรต์วัใหม่ 
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Protease inhibitors (PIs) are used to treat various types of symptoms or diseases, for 
example, cardiovascular disorder and HIV disease. Currently, most PIs block the protease’s 
function by targeting the protease active site, which can cause side effects to patients due to 
cross-reactivity with host’s protease homologues called off-target effect. Alternatively, proteolytic 
cleavage can be blocked by targeting the cleavage site on the substrate instead of the active 
site on the enzyme.We proposed to apply the synthetic biology approach to create a synthetic 
E. coli-based protease inhibitor detecting biomachine for HIV-1 infection therapy by utilizing the 
Twin-arginine translocation (Tat) pathway’s ability to transport folded protein across the inner 
membrane of E. coli and antibiotic resistance of TEM-1 β-lactamase (Bla) as a reporter protein. 
This newly developed technique was termed Protease inhibitor Recognition based On Tat 
Export after Cleavage Tampering (PROTECT) and is comprised of 3 biological devices, which 
are protease activity detector (fusion of protein of the Tat signal sequence (ssTorA), viral 
substrate (p17dp24; and reporter protein (Bla)), protease generator (HIV protease) and 
protease blocking devices (PIs, intracellular antibody or single-chain antibody fragment (scFv)). 
The in vivo testing confirmed that PROTECT technique could distinguish between positive and 
negative controls which were the corresponding and non-corresponding scFvs against the HIV-
1 substrate, respectively. It was found that scFvp17 could bind and protect the cleavage site of 
the viral substrate, and the fusion protein was transported to the periplasm, thus, allowing the 
bacterial cells to grow on an LB agar plate containing selective β-lactam ring antibiotic. The 



technique was further tested by attempting to isolate randomly mutated scFvp17 variants for 
enhanced protection efficiency. Therefore, we constructed an error-proned library of scFvp17 
and isolated scFv variants which were able to withstand higher selection pressure by using 
higher Carb concentrations. Unfortunately, we have not found any mutated scFv variants with 
higher ability to protect proteolytic cleavage than that of wild type scFvp17 yet.  To further 
improve and characterize this PROTECT technique, in the future, a high quality library should 
be constructed and tested as well as applying this technique to various antigens besides p17.   
However, this work reports a new method for isolation of protease inhibitor to decrease HIV-1 
infection and to apply in various applications such as optimization of the commercial protease 
inhibitors and/or selection of new ones. 
 
Keywords : Twin-arginine translocation pathway; protease inhibitor; intracellular antibody; HIV-
1; synthetic biology 
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