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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 
 
ค าหลกั : ชวีวทิยาสงัเคราะห;์ โปรตเิอสอนิฮบิเิตอร;์ ระบบขนส่งโปรตนีของแบคทเีรยี ทวนิ-อารจ์นิีน 
ทรานสโลเคชัน่ พาธเวย;์ อนิทราเซลลลูารแ์อนตบิอด/ี เอชไอว-ี1 
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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 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Executive Summary 
 
 

Proteases are a large enzyme family that catalyzes proteolysis of a peptide bond in 
specific substrates.  They are considered one of the largest classes of potential drug targets for 
the pharmaceutical industry.  At least 679 human proteases have been identified.  Besides host 
proteases, proteases found in pathogens, for instance, viruses and parasites, are also potential 
drug targets.  Proteases are involved in almost all biological pathways and networks and have 
been implicated in wide range of diseases. It was reported that about 150 protease inhibitors 
(PIs) are in clinical or preclinical development.  One-third of them are for cardiovascular 
indications.  Other major indications for which PIs are being developed include hypertension, 
diabetes, Alzheimer’s disease, and hepatitis C infection.  The blockbuster PI drugs available on 
the market are for treatment of cardiovascular disorder and HIV infection. The general 
therapeutic strategy is to identify a specific inhibitor that blocks the active site.  Unfortunately, 
many current PIs that are available on the market have been shown to have off-target effect, 
which can be severe, because they may interact with other proteases due to cross-reactivity of 
the PI to the homologues of the target protease which are essential to human body. 

Here, we propose an alternative strategy to block proteolytic activity.  Rather than 
blocking the active site on the protease, we propose to use synthetic biology approach to 
isolate intracellular antibodies (intrabodies; antibody fragments that can function inside the cell) 
that bind to the cleavage site on the substrate with high specificity and affinity.  Upon binding, 
cleavage site is protected as the intrabodies interfere with substrate-protease interaction and, 
consequently, inhibit the protease function.  Our approach aims to target the cleavage site on 
the substrate instead of the catalytic active site on the protease.  This strategy also avoids 
inhibition of a protease which possesses several functions involving interaction with many other 
proteins, some of which their functions may have yet been identified.  Finally, the use of 
antibodies as a tool to inhibit protease function should allow for very specific targeting of the 
designed epitope on the substrate hence reduces the risk of off-target effect. 

To achieve our goal of developing an E. coli biomachine used for protease inhibitor 
selection, we aim to employ the bacterial twin-arginine translocation pathway (Tat pathway) as 
a tool.  In order to develop high-performance intrabodies, it is important for intrabodies to 
achieve folding in a reducing environment, which presents inside the cell. In general, most 
antibody fragments failed to express or lost their ability to bind to the target antigen when 
expressed intracellularly as they are naturally produced to function outside the cell that has an 



oxidizing environment.  The Tat pathway has been previously applied as protein engineering 
tools to isolate high soluble protein as well as interacting proteins such as antigen-antibody 
fragment.  Therefore, it has high potentials for developing into a tool useful for isolation of 
protease-inhibiting intrabodies as well. 

Hence, as a model system, we proposed to design an appropriate epitope on the HIV-1 
protease substrate as a target for the intrabody such that the intrabody inhibits the proteolytic 
cleavage.  As a proof of concept, we will utilize our in vivo platform based on the proposed 
synthetic E. coli to isolate intrabodies against HIV-1 protease cleavage site that function to 
block proteolytic cleavage of the substrate.  Protease inhibitors have played an important role in 
transforming the HIV infection treatment since their introduction in the mid-1990s[1].  The 
human HIV-1 protease (PR) has been intensively investigated as a drug target to prevent viral 
replication in AIDS patients.  Our research proposes a more simple way of interfering HIV 
replication using intrabody strategy that has the potentials to become novel protein therapeutics 
with highly specificity and affinity to HIV infection. The intrabody approach may be adapted to 
gene-therapy-based treatment, which would reduce high pill burden that results in high cost and 
high risk of viral resistance to the therapy. 

We used synthetic biology approach to devise and construct an in vivo selection system 
for isolation of scFvs that are capable of inhibiting protease cleavage of the gag polyprotein at 
p17-p24 cleavage site. These scFvs represent potentials intrabody-based therapeutics. To 
approach our objectives, we proposed our working hypothesis that the quality control and the 
hitchhiker mechanisms of the E. coli Tat pathway can be utilized to identify high soluble with 
high-affinity scFvs toward its target.  By linking protease degradation to antibiotic resistance, we 
can simply isolate the suitable intrabodies simply by plating cells containing appropriate devices 
on solid agar containing β-lactam ring antibiotics.  This system is comprised of three devices, 
i.e., 1) Protease activity detector device, which is to report protection of the cleavage site of the 
polypeptide by specific binding of scFv to the substrate at the protease cleavage site, 2) 
Protease generator device, which is simply comprised of a gene coding HIV-1 PR, and 3) 
Protease blocking device, which is simply a gene coding intrabody.  

Using synthetic biology approach, we successfully created a synthetic E. coli protease 
inhibitor detecting biomachine based on the Tat pathway. The system is comprised of 3 
devices; first, the protease activity detector device (ssTorA::substrate p17dp24::Bla), which 
contains the protease cleavage site or the substrate for the protease, second, the protease 
generator device (HIV protease) which is an enzyme that cleaves the HIV-1 substrate and,  
third, the protease blocking device (scFvp17) which acts as a protease inhibitor to protect the 



proteolytic cleavage on the substrate. Moreover, the natural transport mechanism of the Twin-
arginine translocation (Tat) pathway was utilized as a biological tool to select the appropriate 
scFvs for inhibition of HIV-1 protease’s activity. We modified FLI-TRAP and ISELATE [7,10] 
principles to utilize the unique protein transportation ability of the Tat pathway. The spot plating 
results showed that the scFvp17 can bind and protect the proteolytic cleavage site of HIV-1 
substrate as the synthetic E. coli could grow on beta-lactam antibiotic plate. Furthermore, in-
vitro experiment (western blot technique) confirmed that the cells resistance was due to 
translocation of the substrate as the cleavage of the substrate was prevented by scFv and the 
fusion protein was transported to the periplasm of the synthetic E. coli. From these experiment, 
it can be concluded that (i) the designed system functioned as expected as shown by the 
difference of cell resistance between our tested system and negative control and (ii) scFvp17 
itself can block proteolytic cleavage on p17/p24 cleavage site even though it binds to the C-
terminus of p17 not the p17/p24 cleavage site directly.   After that, we constructed an error 
prone scFvp17 library using a commercial mutation kit. The library was used for isolation of 
enhanced scFvp17 by spread plate and spot plate techniques. Unfortunately, none of the 
improved scFvp17 variants which could protect the cleavage site of substrate better than WT 
scFvp17 were found as no growth on the antibiotic plate was observed at the conditions where 
WT scFvp17 did not grow. We speculated from the results that the library size was too small 
which means the repertoire of the mutant scFv was not big enough to provide many 
advantageous mutations, and as a consequence, there was less opportunity to find any mutant 
scFvs which had the protection efficiency higher than that of WT scFvp17.  Nonetheless, our 
work demonstrated that scFvp17 has the ability to fold in the reducing environment of the 
cytoplasm of E. coli and can protect the proteolytic cleavage of p17dp24 substrate. Therefore, 
through our model system, we proofed that our designed system can be used to isolate 
protease inhibitor because we can detect growth when substrate-specific scFv that could 
protect proteolytic cleavage was co-expressed with protease and substrate and there was no 
growth observed when a non-related scFv was used instead (negative control). This current 
work clearly shows the ability of our assay as a selection platform of protease inhibiting 
intrabodies. 

 For future work, we propose that experimental approach can be improved by 
combining with the computation approach to identify the best three models which can protect 
the proteolytic cleavage site of HIV-1 protease’s substrate and then validated experimentally.   
Moreover, this PROTECT technique should be tested with other antigen-scFv system to proof 
its versatility against other targets. 



1. Introduction to the research problem and its significance 
Proteases are a large enzyme family that catalyzes proteolysis of a peptide bond in 

specific substrates.  They are considered one of the largest classes of potential drug targets for 
the pharmaceutical industry.  At least 679 human proteases have been identified [1].  Besides 
host proteases, proteases found in pathogens, for instance, viruses and parasites, are also 
potential drug targets.  Proteases are involved in almost all biological pathways and networks 
and have been implicated in wide range of diseases. It was reported that about 150 protease 
inhibitors (PIs) are in clinical or preclinical development.  One-third of them are for 
cardiovascular indications.  Other major indications for which PIs are being developed include 
hypertension, diabetes, Alzheimer’s disease, and hepatitis C infection [2].  The blockbuster PI 
drugs available on the market are for treatment of cardiovascular disorder and HIV infection. 
The general therapeutic strategy is to identify a specific inhibitor that blocks the active site.  
Commonly, PIs are small molecules with structure resembling of known protease substrates.   
Identification of some specific substrate-like compounds with the pharmacokinetic characteristics 
suitable faces a drastic challenge from close homologues encompassing an identical catalytic 
mechanism and similar substrate specificity profiles.  The danger of off-target effect of an PI 
can be severe and was exemplified by termination of clinical trials of metalloproteinase (MMP) 
inhibitors for cancer treatment [1].  Moreover, increasing evidences have emerged suggesting 
that the use of current protease inhibitors poses many side effects.  All PIs are associated with 
metabolic abnormalities such as dyslipidemia, hyperglycemia, insulin resistance, and 
lipodystrophy.  Some PIs may have significant interactions with other drugs or increase the risk 
of bleeding in hemophiliacs [3]. 

Here, we propose an alternative strategy to block proteolytic activity.  Rather than 
blocking the active site on the protease, we propose to use synthetic biology approach to 
isolate intracellular antibodies (intrabodies; antibody fragments that can function inside the cell) 
that bind to the cleavage site on the substrate with high specificity and affinity.  Upon binding, 
cleavage site is protected as the intrabodies interfere with substrate-protease interaction and, 
consequently, inhibit the protease function.  Synthetic biology is a new interdisciplinary research 
field sparked from engineers’ interest and contribution to molecular biology [4].  Synthetic 
biology focuses on engineering biomolecular systems and cellular capabilities for a variety of 
applications [5]. The surge in the US and European government funding for synthetic biology 
occurred in 2008 [6].  These spikes followed a period when a number of projects attracted 
public attention.  For instance, the J Craig Venter Institute successfully transplanted a genome 
from one related species of bacterial cell to another; an UC Berkeley team made an agreement 



with Sanofi-Aventis to deliver their artemisinin-synthesis project in exchange for an agreement 
for the antimalarial to be manufactured and sold at near cost; and a group of biofuel specialists 
revealed synthetic bacteria and algae that can make alternatives to diesel and petroleum[6].  
Although this research area is still in early stage, there are already tremendous promising 
approaches emerging from labs around the world.  The use of synthetic biology may create 
new generation of medicine by re-engineering biological processes in such a way as to produce 
specific, targeted treatment.  Moreover, as we have learned from the current PI regime, 
targeting the protease itself may risk facing the severe adverse effect due to cross-reactivity of 
the PI to the homologues of the target protease which are essential to human body. 
 

Our approach aims to target the cleavage site on the substrate instead of the catalytic 
active site on the protease.  This strategy also avoids inhibition of a protease which possesses 
several functions involving interaction with many other proteins, some of which their functions 
may have yet been identified.  Finally, the use of antibodies as a tool to inhibit protease 
function should allow for very specific targeting of the designed epitope on the substrate hence 
reduces the risk of off-target effect.  Therapeutic antibodies mimic the natural process of human 
immune system. Antibodies are produced in vertebrates to recognize and neutralize any foreign 
antigens. The hallmark of an antibody comes from the specificity and affinity towards its own 
target.  Specific antibodies can virtually be created against any unique chemical structure, either 
natural or synthetic, as long as the compound is presented to the immune system in an 
immunogenic form. 

To achieve our goal of developing an E. coli biomachine used for protease inhibitor 
selection, we aim to employ the bacterial twin-arginine translocation pathway (Tat pathway) as 
a tool.  In order to develop high-performance intrabodies, it is important for intrabodies to 
achieve folding in a reducing environment, which presents inside the cell. In general, most 
antibody fragments failed to express or lost their ability to bind to the target antigen when 
expressed intracellularly as they are naturally produced to function outside the cell that has an 
oxidizing environment. During my PhD research, I developed an intrabody isolation technique 
based on the hitchhiker mechanism of the E. coli Tat pathway, termed FLI-TRAP (Functional 
Ligand-binding Identification by Tat-based Recognition of Associating Proteins) [7].  The Tat 
pathway was originally recognized for the translocation of complex redox proteins [8].  These 
proteins play important roles in the respiratory flexibility of the organism thus several important 
features inherited to the transport pathway exist to ensure that cofactor insertion and complex 
formation are complete before export of the protein complex is complete [9].  Our laboratory 



has exploited the quality control and the hitchhiker mechanisms, the unique features inherited to 
the Tat pathway, to develop platforms for engineering soluble intracellular proteins both in terms 
of antigen-independent (ISELATE) [10] and antigen-dependent (FLI-TRAP) [7] selections.  The 
quality control mechanism refers to the ability of the Tat pathway to transport folded protein 
from the cytoplasm to the periplasm while rejecting misfolded proteins. DeLisa et al. provided 
the first evidence of the Tat quality control feature by showing the dependence of transport on 
the cytoplasmic folding of alkaline phosphatase (PhoA) [11].   We converted this natural 
mechanism into a genetic selection method termed ISELATE (Intrabody Selection after Tat 
Export) by using a tripartite sandwich fusion of a protein-of-interest (scFv) with an N-terminal 
Tat-specific signal peptide from Tat’s native substrate, called Trimethylamine N-oxide reductase, 
(ssTorA), and a C-terminal TEM-1 β-lactamase (Bla), thereby coupling antibiotic resistance with 
the Tat pathway transport (Figure 1A and 1B). The presence of Bla in the periplasm renders the 
E coli cell resistant to β-lactam antibiotics such as Ampicillin (Amp) and Carbenicillin (Carb). This 
high-throughput technique allows a simple plate selection on growth medium containing Amp to 
identify cells carrying soluble intrabody-Bla fusion.  ISELATE can isolate solubility-enhanced 
scFvs from an insoluble parent from only three rounds of laboratory evolution [10].  The 
hitchhiker mechanism refers to the transport of a protein complex in which a large subunit 
lacking any known targeting signal for export forms a complex with its partner, a small subunit 
carrying a Tat signal sequence, in the cytoplasm and the complex is transported to the 
periplasm by virtue of the signal sequence on the small subunit. The E. coli hydrogenase-2 
(HYD2) subunits, HybO (large subunit) and HybC (small subunit), were the first example of a 
naturally occurring protein pair that utilizes the hitchhiker co-translocation mechanism to transit 
the cytoplasmic membrane [12].  We simply utilize this outstanding mechanism for intrabody 
isolation by co-expressing ssTorA-intrabody (X)-FLAG chimera and antigen (Y)-Bla fusion 
proteins in the same cell, interaction of X and Y would produce a physical linkage between 
ssTorA and Bla to form a heterodimeric complex, ssTorA-X::Y-Bla resulting in Tat-dependent 
co-translocation of Bla to the periplasm resulting in cell resistance to Amp (Figure 1C).   In the 
absence of an interaction, only the intrabody is being transported while Bla remains localized in 
the cytoplasm and cells are sensitive to Amp. The utility of this technique was demonstrated by 
isolation of intrabodies against the leucine zipper motif of the yeast transcription factor GCN4 
from two different saturation libraries [7].  FLI-TRAP has proven its potentials as a protein drug 
discovery tool as i) it gives less false positives (as compared to the classical yeast two hybrid 
system), ii)allows for a single-selection in vivo (selection is performed in its natural conditions 
and bypasses complications associated with protein purification or immobilization), and iii) 



selects for stable (weak association maybe dissociated during transport) and soluble (authentic 
quality control of the Tat pathway to discard the unfolded insoluble proteins) complexes. Since 
this technique is performed in E. coli it suffers from the same limitations as other bacterial-
associated techniques such as protein complementation assay (PCA) [13], bacterial display [14, 
15] and phage display [16, 17].   On the other hand, we can take direct advantage of the 
selection scheme in E. coli as those isolated therapeutic intrabodies would be readily apt to 
mass production in E coli, which offers several advantages such as well studied physiology, 
genetics and availability of advanced genetic tools [18-20], rapid growth, high-level protein 
production rates achieving up to 10–30% of total cellular protein [21], ease of handling in a 
standard molecular biology laboratory, low cost and the ability to multiplex both expression 
screening [22] and protein production [23]. 
 

 
Hence, as a model system, we proposed to design an appropriate epitope on the HIV-1 

protease substrate as a target for the intrabody such that the intrabody inhibits the proteolytic 
cleavage.  As intrabody is a class of protein, it is apt to gene therapy approach. Even though 
this type of treatment is still under development, owing to rapid advances in medical research, it 
may be feasible in the near future.  As a proof of concept, we will utilize our in vivo platform 

Figure 1.Exploiting the Tat pathway’s folding quality 
control and hitchhiker mechanisms for isolation of 
intrabodies. (A) A tripartite fusion protein is created 
between a Tat signal peptide (e.g., ssTorA), a target 
protein, and the TEM1 β-lactamase protein (Bla). 
Discrimination between folded and misfolded target 
sequences is accomplished by the Tat machinery such that 
only correctly folded, soluble proteins are localized to the 
periplasm. Concomitant delivery of Bla to the E. coli 
periplasm confers an Amp resistant phenotype to cells. (B) 
The growth of MC4100/pTMB and B1LK0/pTMB cells on LB 
agar plates supplemented with either 25 mg/mL Cm 
(control) or 100 mg/mL Amp, indicating unambiguously that 
Bla can be used as a Tat-specific reporter.(C) Schematic 
representation of FLI-TRAP assay for cotranslocation of 
interacting pairs via the Tat pathway.The Tat signal peptide 
chosen was ssTorA, the reporter was either the c-myc 
epitope tag or Bla, and X and Y were interacting domains 
or entire proteins. 
 



based on the proposed synthetic E. coli to isolate intrabodies against HIV-1 protease cleavage 
site that function to block proteolytic cleavage of the substrate.  Protease inhibitors have played 
an important role in transforming the HIV infection treatment since their introduction in the mid-
1990s [1].  The human HIV-1 protease (PR) has been intensively investigated as a drug target 
to prevent viral replication in AIDS patients.    The rapid mutation rate of the enzyme is the 
main bottleneck of HIV treatment.  Currently, in vitro and in silico studies have become an 
advanced field in biological research [24].  In 2011, the estimated number of people living with 
HIV in Thailand was 450,000 – 550,000 [25].  AIDS has become not only one of the greatest 
national public health problems but also global ones. Thirty-three million people all over the 
world are estimated to be living with HIV/AIDS [26]. Tendency of HIV to mutate is one of its 
characteristics that make it difficult to combat. The typical first-line drug regimens target viral 
enzymes such as PR and reverse transcriptase (RT) [27]. The fusion, entry, and integrase 
inhibitors are now available as new alternatives [28-31]. Unfortunately, in vivo and in vitro 
resistance to all three new drug classes has already been reported [29, 31-34]. In addition, 
despite the positive impact on patient survival from combination therapy for HIV infection, 
chronic suppressive therapy is still required to contain latent viral reservoirs and is limited by its 
cost (especially in the global scale), the requirement of lifelong adherence, and the unknown 
effects of long-term treatment [35].  HIV infection thus represents a good potential candidate for 
gene therapy.  Recently, over 250 human proteins exploited by HIV virus during infection 
termed HIV-dependency factors (HDFs) were identified by genome-wide small interfering RNA 
screening (siRNA) [36, 37]. These HDFs may offer novel therapeutic targets that overcome 
drug resistant problems, however, extreme careful considerations should be taken into choosing 
the target and studying the side effects from disrupting or inactivating the HDFs as there could 
be adverse effects to the protein functions in the human body in a similar fashion to similar to 
the aforementioned MMP clinical trial case study. Furthermore, in October 2009, the result of 
the largest phase III trial of HIV vaccination was published in the New England Journal of 
Medicine and announced at an international AIDS vaccine meeting in Paris. The study 
consisted of a combination of vaccines containing ALVAC-HIV (vDP1521) (Sanofi Pasteur) and 
AIDSVAX B/E (Global Solutions for Infectious Diseases). More than 16,000 young Thai adults 
at community risk for HIV infection were included in this clinical trial. The vaccine efficacy was 
reported as 31.2% [38]. Despite failures during more than two decades of effort, this trial has 
enlightened some hopes for effective HIV vaccine development; still the result is not conclusive 
and is in its infancy stage. These obstacles involved with vaccination development and finding 
novel targets for HIV treatment may have prompted us to revisit the basic research to identify 



effective approaches toward HIV cure. Our research proposes a more simple way of interfering 
HIV replication using intrabody strategy that has the potentials to become novel protein 
therapeutics with highly specificity and affinity to HIV infection. The intrabody approach may be 
adapted to gene-therapy-based treatment, which would reduce high pill burden that results in 
high cost and high risk of viral resistance to the therapy. 
 

2. Objectives 
1. To use synthetic biology approach to devise and construct a simple, high throughput   

          screening in vivo platform for selection of intrabodies that can inhibit proteolytic    
          cleavage of a target substrate. 
     2.  To characterize the solubility and affinity of the isolated intrabodies in vitro. 
     3.  To evaluate protease cleavage inhibition effect of the isolated intrabodies in vitro. 
 

3. Materials and Methods 
Plasmid Constructions. E. coli strain DH5α was used for plasmid construction. The plasmid 
used for tricistronic and bicistronic expressions were based on pDD18 which is modified from 
pBAD18 plasmid.  The necessary compartments used for confirmation and selection of the 
appropriate intracellular antibody are 1) the protease blocking device comprised of scFvp17 with 
c-terminus FLAG-tag 2) the protease activity detector device comprised of ssTorA::p17dp24::Bla 
fusion protein and 3) the protease generator device comprised of HIV-protease (HIV-PR) with c-
terminus His tag.  In the first generation, all of these devices were expressed from a pDD18 
vector containing tricistronic expression (Figure 5). Nonetheless, pDD322 TatABC plasmid was 
co-expressed with our pDD18 containing the device because overexpression of Tat ABC 
proteins from pDD322 has been shown to improve transport efficiency as they are key proteins 
of the Tat pathway.  Antibody fragment against a yeast transcription factor, GCN4, anti-GCN4 
scFv wild-type, GLF, was used to replace scFvp17 via NdeI – SalI cut sites to create negative 
control because GLF cannot bind to HIV-PR substrate, p17dp24.  To construct a positive 
control, mutation of one amino acid on the cleavage site from YP to KP was performed using 
“Round the Horn” technique.   To construct the bicistronic system, pDD322 TatABC was 
digested with KpnI-XmaI and HIV-PR gene was PCR and cloned into these cut sites to create 
pDD322 TatABC HIV-PR as shown in Figure 7. 
 
Bacterial Strains and Growth Conditions. E. coli strain DH5α was used for plasmid 
construction, however, E. coli strain MC4100 is used for all other experiments including spot 



plating and Western Blotting. In these experiments, synthetic E. coli containing one of these 
plasmid pairs were used to establish 5 conditions which are referred to as 1) negative control of 
tricistronic system (pDD18 GLF::FLAG, ssTorA::p17dp24::Bla, HIV-PR and pDD322Kan 
TatABC), 2) positive control of tricistronic system (pDD18 scFvp17::FLAG, 
ssTorA::p17dp24(YPKP)::Bla, HIV-PR and pDD322Kan TatABC), 3) wild-type for tricistronic 
system ((pDD18 scFvp17::FLAG, ssTorA::p17dp24::Bla, HIV-PR and pDD322Kan TatABC)), 4) 
wild-type for bicistronic system (pDD18 scFvp17::FLAG, ssTorA::p17dp24::Bla and pDD322Kan 
TatABC HIV-PR), and 5) negative control for bicistronic system (pDD18 GLF::FLAG, 
ssTorA::p17dp24::Bla and pDD322Kan TatABC HIV-PR). Typically, E. coli cells were grown in 
LB medium overnight, subcultured into fresh LB, and then incubated at 30 or 37 °C.  Protein 
synthesis was induced when the cells reached an OD600 ~0.4–0.5 by adding arabinose to final 
concentration of 0.2% wt/vol.  Antibiotics were provided at the following concentrations: Carb or 
Amp, 0 – 400 µg/mL (used for selective plating experiments); chloramphenicol (Cm), 25 µg/mL, 
and Kanamycin (Kan), 50 µg/mL.  Selective plating (spot plating) of bacteria was performed as 
described (Fisher et al., 2006, 2011). Briefly, MC4100 cells were co-transformed with plasmids 
pDD322-TatABC for increasing the copy number of TatABC translocases[7] and pDD18-ssTorA-
scFvp17-FLAG::Bla-antigen that co-expresses the ssTorA-scFv fusion along with antigen-Bla. 
Transformed bacteria were grown overnight at 37 °C in Luria Bertani (LB) medium 
supplemented with 25 µg/ml chloramphenicol (Cm) and 50 µg/ml Kanamycin (Kan). The next 
day, drug resistance of bacteria was evaluated by spot plating 5 µl of serially 10-fold diluted 
overnight cells that had been normalized in fresh LB to OD600 = 2.5 onto LB agar plates 
supplemented with 0.1-1.0 % arabinose and no antibiotics as a control or varying amounts of 
Carbenicillin (Carb; 12–100 µg/ml). Plated bacteria were incubated at 30 for 48 h. 
 
Subcellular fractionation and Western blot analysis.  Cells expressing recombinant proteins 
were harvested 4 h after induction, 20 – 25 mL of induced culture as normalized by OD600 was 
pelleted.  Subcellular fractionation was performed by using the ice-cold osmotic shock 
procedure[39, 40].  Cells were resuspended in 1 mL subcellular fractionation buffer (30 mM 
Tris–HCl, 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0.6 M sucrose) and then incubated for 
10 min at room temperature.  After adding 250 µL of 5 mM MgSO4 (resulting in a normalized 
final OD600 = 50), cells were incubated for 10 min on ice.  Cells were spun down, and the 
supernatant was taken as the periplasmic fraction.  The pellet was resuspended in 250 µL 
phosphate buffered saline (PBS) and sonicated on ice.  Following centrifugation at 16,000 rcf 
for 10 min at 4 °C, the second supernatant was taken as the cytoplasmic soluble fraction, and 



the pellet was the insoluble fraction.  Cytoplasmic and periplasmic proteins were separated by 
SDS/PAGE and Western blotting was performed according to standard protocols.  Briefly, 
proteins were transferred onto polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes, and membranes 
were probed with the following primary antibodies (dilutions in parentheses): mouse anti-FLAG 
M2-HRP (1:3,000; Sigma-Aldrich) to detect intrabodies and mouse anti-Bla (1:150; Abccam) to 
detect the antigen-Bla fusion. 
 

4. Results and Discussion 
There are several steps involved with design and construction of the E. coli protease 
inhibitor detecting machine. Summary of the methodology is illustrated in the flow chart 
below. 
 
                     

 
 
Figure 2. Flow chart highlighting critical steps involved with construction and 
characterization of a synthetic E. coli protease inhibitor detecting machine. 



4.1 Applying FLI-TRAP to HIV anti-p17 scFv 
The first step for the experiment is to confirm the compatibility of FLI-TRAP technique 

with the current anti-p17 scFv available from our collaborator, Professor Dr. Chatchai 
Tayapiwatana from Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai University. This step is 
important as it proves that our target and the scFv are compatible with the Tat pathway thus we 
can employ this technique for isolation of the intrabody against the HIV substrate.  We selected 
the HIV anti-p17 scFv that binds specifically to a 12-amino acid C-terminal epitope on the HIV 
matrix protein (DTGHSSQVSQNY), p17, domain [41]. This scFv was constructed by cDNA 
synthesis from mRNA isolated from the anti-gag p17 murine hybridoma cell line [42].  This scFv 
demonstrated its potential as intrabody as it can inhibit HIV replication when expressed the 
cytoplasm and the nucleus of Jurkat CD4+ and COS7 cell lines [41].   In addition, it has been 
demonstrated that scFv expressed in the cytoplasm showed stronger inhibitory effect than scFv 
expressed in the nucleus. Each of these scFvs-His-HA amplified by PCR using plasmids 
provided from our collaborator into the ‘‘X’’ position of the FLI-TRAP system using XbaI and 
KpnI cut sites thus removing the FLAG tag from pDD18 in this new construction.  The antigen 
wt p17, termed p17.1, and its variants were cloned into the C-terminus of Bla with (Gly4Ser)3 
flexible linker and a FLAG tag at its N-terminus.  The wt p17 was used as a positive control.  
These variants were subjected to the FLI-TRAP format in order to evaluate if the in vivo and in 
vitro results are in good agreement, i.e. if the resistance to antibiotics from cells expressing 
various p17 variants would correspond with their relative binding affinity and solubility 
characterized by spot plating and Western Blot techniques.  In this case, p17-p24 junction (6 
amino acids from p17 C-terminus and 6 amino acids from p24 N-terminus) and 12 amino acids 
from p24 N-terminus can be used as negative controls as the p17 scFv should not be able to 
interact with these peptides. 
4.1.1 In vivo detection of antigen-antibody binding via the hitchhiker mechanism 

Because our technique is based on the Tat pathway, we want to first make sure that 
our system, comprised of HIV antigen and antibody fragments, can be expressed and is 
compatible with the E. coli Tat pathway.   We first evaluated the system using FLI-TRAP 
technique.  Each of these scFvs was co-expressed with the corresponding Bla-antigen fusion 
and spot plated onto LB agar plates containing various concentrations of the β-lactam ring 
antibiotic, Carbenicillin to evaluate the in vivo binding activity of each scFv to various p17 
mutants.  As expected, we found that the cells containing our positive control, p17.1, were 
resistant to the antibiotic as a result of Bla transport when bound by the ssTorA-scFv fusion via 
the Tat-specific hitchhiker mechanism while both negative controls, p17-p24 and p24, were 



sensitive to Bla as scFvp17 could not recognize these peptides.  Moreover, p17.7 and p17.8 
variants also showed resistant to Carb which was presumed to be due to binding of the scFv to 
these variants. 

  
Figure 3. Selection of scFvp17 that binds HIV antigens. Selective plating of serially diluted 
cells expressing different antigen-antibody pairs on Carb as indicated. Each spot corresponds to 
5 µL of serially diluted cells. 
4.1.2 scFvp17 intrabody specifically co-localizes wt p17 antigen to the periplasm 

The selective plating experiment showed growth on the selective LB agar plate from the 
cells co-expressing scFvp17 and its cognate antigen, wt p17 (p17.1), as well as p17.7 and 
p17.8 variants.  We expected this growth was a result of the hitchhiker transport of the binding 
scFv and the antigens in vivo.  However, we wanted to confirm this assumption in vitro using 
western blot analysis.  We performed subcellular fractionation of the cells containing scFvp17 
and p17.1 as positive control and cells containing scFvp17 and p24 as negative control.  As 
expected, western blot analysis revealed that the significant growth advantage conferred was 
the result of scFvp17’s ability to co-localize the Bla-FLAG-p17.1 antigen to the periplasm as we 
could detect the Bla-FLAG-p17.1 in both the cytoplasmic and the periplasmic fractions.  On the 
other hand, the Bla-FLAG-p24 could only be detected in the cytoplasmic fraction because the 
scFv cannot bound to the p24 peptide thus cannot be transported via the hitchhiker mechanism 
(figure 4). 

Figure 4. Co-translocation of Bla chimeras to the 
periplasm. Western blot analysis of periplasmic and 
cytoplasmic fractions generated from wt MC4100 cells 
carrying pBR-TatABC and co-expressing ssTorA-
scFvp17-His-HA and Bla-FLAG-p17.1 or p24 as 
indicated. Detection of Bla-antigen constructs was with 
anti-FLAG antibody. 
 



4.2 Design and construction of the synthetic biological devices 
The objective of this section is to devise and construct an in vivo selection system for 

isolation of scFvs that are capable of inhibiting protease cleavage of the gag polyprotein at p17-
p24 cleavage site. These scFvs represent potentials intrabody-based therapeutics. To approach 
our objectives, we propose our working hypothesis that the quality control and the hitchhiker 
mechanisms of the E. coli Tat pathway can be utilized to identify high soluble with high-affinity 
scFvs toward its target.  By linking protease degradation to antibiotic resistance, we can simply 
isolate the suitable intrabodies simply by plating cells containing appropriate devices on solid 
agar containing β-lactam ring antibiotics.  This system is comprised of three devices as follows. 

4.2.1 Protease activity detector device 
The purpose of the protease activity detector device is to report protection of the 

cleavage site of the polypeptide by specific binding of scFv to the substrate at the protease 
cleavage site.  We constructed a tripartite fusion consisting of ssTorA-substrate-Bla (see figure 
5) under the AraBAD promoter in pDD18 plasmid originally developed for FLI-TRAP technique.  
The strategy of the selection is as follows.  If the substrate is protected against proteolytic 
cleavage, Bla will be transported to the periplasm resulting in cell resistance to Amp. The 
transport of Bla occurs as the tripartite fusion protein is still intact.  If the substrate is cleaved, 
Bla will remain in the cytoplasm while ssTorA translocate only the cleaved substrate to 
periplasm thus the cell die under selective pressure.  In this device, Bla is used as a reporter 
protein while ssTorA is used as translocating signal to initiate transport of the protein complex 
in a Tat-dependent manner. 

4.2.2 Protease generator device 
Protease generator device is simply comprised of a gene coding HIV-1 PR.  For the 

translocation of the tripartite fusion protein to occur, binding of the intrabody must prevail the 
rate of protease cleavage.  This binding phenomenon is a type of kinetic event thus depends 
upon the affinity and solubility of the intrabody inside the cell.  We foresee that too high of a 
protease expression level may give rise to too rapid protease cleavage and intrabody may not 
have enough time to interact with the substrate before protease does.  On the other hand, too 
low of a protease expression level makes the system not selective enough, i.e. even intrabody 
with low affinity and/or solubility can compete with low level of protease present inside the cell.  
However, to simplify the system, we currently constructed this device on the same plasmid and 
under the same promoter as the protease activity detector device (see figure 5).  To prevent 
problems associated with high level of protease expression, we chose a weak ribosome binding 
site (RBS) for this construction.   In the future, it might be necessary to employ an inducible 



promoter such that the expression of the protease can be toggled to an appropriate level.  
Moreover, there is also a possibility that transport occurs at a faster rate than cleavage resulting 
in false positives due to transport of ssTorA-substrate-Bla regardless of cleavage protection 
from the intrabody. Following decoupling principle, we will design a system such that the 
expression of protease and scFvs (the protease generator device and protease blocking device) 
are controlled under a different promoter than the protease activity detector device (ssTorA-
substrate-Bla) thus we can induce translation of protease and scFvs prior to the expression of 
ssTorA-substrate-Bla.  We expect that plentiful presences of protease and scFvs will give rise 
to competitive binding between the protease and the scFvs and allow for authentic selection of 
scFvs that outcompete with the protease. 

4.2.3 Protease blocking device 
Similar to the protease generator device, the protease blocking device contains a gene 

coding intrabody. The intrabody is tagged with FLAG epitope tag for easy detection of the 
presence of scFv. 

 
Figure 5: Plasmid map of the system used for construction of the synthetic E. coli 
biomachine.  The devices are placed as an operon and controllable by the same promoter, 
AraBAD promoter. 



Since all three devices were cloned into one plasmid, it required three-step cloning.  We 
first cloned scFvp17 between the first RBS and the FLAG tag in pDD18 that was used for FLI-
TRAP selection [7] using SacI and SalI cut sites, therefore, removing the original Tat specific 
signal sequence, ssTorA.  Secondly, we cloned ssTorA-p17Δp24 into the “Y” position, i.e. the 
N-terminus of the Bla reporter protein, with a second RBS at its N-terminus using AvrII and NotI 
cut sites to create ssTorA-p17Δp24-Bla tripartite fusion that served as the protease activity 
detector. It is noteworthy that the truncated p17-p24 was used since there might be a size limit 
as to the transport of a protein complex by the Tat pathway.  It has been previously shown that 
the cleavage of the p17-p24 junction in the full-length polyprotein was similar to the rate of 
cleavage at this site from a truncated gag precursor corresponding to all of p17 and the first 78 
amino acids of p24 (termed, p17Δp24) [43].  Lastly, we cloned HIV-1 PR with a weak RBS 
mentioned above on its N-terminus and a 6xHis tag appended to its C-terminus (for detection) 
downstream of the ssTorA-p17Δp24-Bla fusion protein using HindIII cut site.  Moreover, 
literature review has enlightened some information regarding mutations of the substrate that 
allow us to use these known mutations to serve as controls.  Therefore, site directed 
mutagenesis was performed to change the scissile bond residues Y-P junction of p17-p24 
cleavage site to KP (mutation of tyrosine to a charged residue, lysine and is designated YPKP). 
This YPKP mutation has previously been shown to result in substrates that are cleaved very 
slowly. In excess presence of a decapeptide that contains YPKP cannot inhibit processing of 
gag precursor. It was suggested that YPKP may not bind to the protease at all or only very 
weakly. The YPKP represents a positive control as cells expressing this substrate should be 
resistance to Carb as protease cannot cleave the substrate. As for negative control, we simply 
co-expressed a non-HIV-related scFv with the ssTorA-p17dp24-Bla tripartite fusion and 
protease.  In this case, wild-type anti-GCN4 scFv (GLF) was chosen as it was used in the 
original FLI-TRAP paper [7].  Moreover, it was found that experiments with any plasmids 
containing Tetracycline resistance gene (TetR) should be performed in a BSL-2 level laboratory 
because Tetracycline antibiotic is still used to treat bacterial infection in human.  Upon acquired 
such knowledge, we prompted to replace the TetR originally in pDD322 [7] with Kanamycine 
resistance gene (KanR). 

Most problems encountered in this step were related to difficulties in cloning.  For 
example, pDD322 has no restriction enzyme cut sites flanking the resistance gene because it 
was naturally occurred in the plasmid.  Literature review found a new technique, called “Overlap 
extension PCR cloning” that can be used to perform cloning where there are no cut sites [44].  
However, this new technique requires some fine tuning for it to be successful such as 



redesigning the primers and change the annealing temperature of the PCR cycle.  Moreover, 
site-directed mutagenesis was performed to construct YPKP following a manufacturer’s 
protocol.  NEB offers an online tool, called NEBaseChanger, which helps designing primers to 
be used with their Q5 high fidelity DNA polymerase used for site-directed mutagenesis. YPKP 
construct was successful in the first trial.   

4.3. In Vivo Testing of the Design Systems 
The first format of the designed system was transformed into MC4100 strain for in vivo 

experiments.  The system was consisted of pDD18 scFvp17FLAG ssTorAp17dp24Bla HIV-PR 
which was co-transformed with pDD322 TatABC.  The latter plasmid was used to overexpress 
the TatABC proteins which are the main components in the Tat pathway thus resulting in 
increased transport efficiency as reported previously [7].  Spot plating technique was used to 
evaluate the feasibility of the developing stystem Figure 7 shows that our new system can 
distinguish the differences in growth between our interested system (scFvp17 and 
p17dp24(wt)), positive (scFvp17 and uncut p17dp24(YPKP)), negative controls (unrelated scFv, 
GLF, and p17dp24(wt)).  We found that the system functioned better when expressed at 30 °C 
(Figure 6) as low incubation temperature allowed for slower expression of the scFv resulted in 
higher soluble proteins in the cytoplasm.  Furthermore, since the cells were grown at low 
temperature, longer incubation period was required.  It was found that 48 hours incubation 
allows for the best distinction between each samples.    In conclusion, selective plating results 
confirmed that the differences between growths resulting from the hitchhiker transport of the 
cells containing binding antibody-antigen pairs and non-binding antibody-antigen pairs can 
easily be detected.  Even though, the antibiotic resistance was still quite low as seen by growth 
differentiation was achieved at only 12 µg/mL Carb concentration.  Nonetheless, these results 
were encouraging for the development of the synthetic E. coli for protease inhibitor detecting 
biomachine. 



 

 
   
Figure 6. Selection of scFvp17 that binds HIV antigens. Selective plating of serially diluted 
cells expressing different antigen-antibody pairs on Carb as indicated. Each spot corresponds to 
5 µL of serially diluted cells. 

It is noteworthy that there are many possibility of designing our devices.  It is important 
to consider some hindrances due to kinetics of the system, i.e. transport vs. protease cleavage, 
which may be encountered during the system development.   Therefore, in order to optimize the 



designed system, we would like to investigate a system where HIV-PR was expressed from a 
low-copy-numbered plasmid, pDD322 as well. The following construct was made.  Plasmid map 
of pDD322KanR TatABC HIV-PR is shown in Figure 7. 

RBS3 1843..1856

6xHis tag 2169..2186

ROP other 3641..3450

misc_binding 3492..3487

pBR322 origin 3037..2418

misc_binding 2672..2664

source:pET-28 a (+) 5095..4280

misc_binding 5158..5153

pDD322KanR TatABC HIV PR His

5180 bp

source 1..4279

HIV-PR 1866..2162

tatC 1041..1818

tatB 523..1039

source 5096..5180

KanR2 5095..4280

misc_binding 1191..1186

amp prom 139..167

tatA 208..520

  
Figure 7: Plasmid map of the system used for construction of the synthetic E. coli 
biomachine.  HIV-PR was placed in a low-copy-number plasmid, pDD322, where it is under 
the TatABC constitutive promoter. 

We then compared our new bicistronic system with our old tricistronic system using spot 
plating technique.  The experiment was performed at 30 °C as previously identified.  However, 
since 48 hour incubation period was required, Carbenicillin, which is a more stable β-lactam 
ring antibiotics, was used instead of Ampicillin.  Concentrations of Arabinose (inducer) were 
varied as 0.1%, 0.2% and 0.5%, respectively. In figure 8, 5 antibody-antigen pairs were tested.  
Row 1 – 3 were for the tricistronic system, i.e. row 1: pDD18 scFvGLF ssTorAp17p24Bla HIV-
PR + pDD322 TatABC as the negative control, row 2: pDD18 scFvp17 
ssTorAp17p24(YPKP)Bla HIV-PR + pDD322 TatABC as the positive control, and row 3: pDD18 
scFvp17 ssTorAp17p24Bla(WT) HIV-PR + pDD322 TatABC as the investigated system.  Row 4 
– 5 were for the bicistronic system, i.e. row 4: pDD18 scFvp17 ssTorAp17p24Bla (WT) + 
pDD322 TatABC HIV-PR as the investigated system and pDD18 scFvGLF ssTorAp17p24Bla 
(WT) + pDD322 TatABC HIV-PR as negative control. The carbenicillin concentrations were 
varied between 0x to 4x as a tool for observe efficiency and select appropriate scFv. When the 
bicistronic system was used (Figure 8), we found that the difference of cell growth between our 



scFvp17-WT p17 substrate system and the non-related scFv, GLF,-WT p17 substrate were still 
in good range.   For example, at 1x carb and 0.5% arabinose induction, GLF can only grew at 
10-3 cell dilution while scFvp17 grew at  10-6 cell dilution, which represented single cell level, 
resulting in 103 fold difference.  The results in figure 8 also illustrated that the cell resistance to 
Carb of cells containing WT p17dp24 substrate was higher than that of the positive condition, 
which was the substrate containing YP to KP mutation.  We proposed that since the created 
mutation was at the last amino acid of the p17 therefore the scFvp17, which was expected to 
bind to the C-terminus of p17, could not bind to the YPKP substrate as efficiently.  It was 
speculated from the literature that HIV-PR could not bind at all with p17p24 YPKP or very 
weakly [45].  However, since our results showed that substrate with YP to KP mutation had 
lower cell resistance (i.e. less amount of transported ssTorAp17dp24Bla) than that of WT 
substrate, we hypnotized that it was because the effect of scFv protection by binding to the C-
terminus of the substrate was stronger than the reduction of cleavage efficiency as the binding 
may still weakly occur.   Nonetheless, when considering the results of cells expressing non-
related intrabody, anti-GCN4 scFv (GLF), and WT p17dp24 both in tricistronic and bicistronic 
systems, it was clearly observed that GLF cannot protect the cleavage of p17dp24 substrate as 
the cell resistance to Carb was much lower than that of cells expressing scFvp17 and WT 
p17dp24.  It should be mentioned that even in the case of GLF-WT p17dp24, background 
growth was clearly observed.  Ability to grow on Carb can occur when large amount of cells are 
densely plated on the solid media as active beta-lactamase (Bla) from the cytoplasm of death 
cells was released onto the solid medium which can still degrade the β-lactam antibiotics 
around the debris.  This was the reason for the background growth that was more pronounced 
where there were large amount of cells such as when GLF grew when plated at 10-2 dilution 
(about 1.25x107 cells) on an circular area of about 5 mm in diameter in the bicistronic system at 
1x Carb.  It was also observed that the higher the inducer, the larger the difference between 
dilutions of cells that grew under the antibiotic selection pressure. 

Moreover, when comparing the tricistronic and bicistronic systems using the difference 
in the efficiency of cell growth from cells expressing GLF and scFvp17, we found that bicistronic 
may be more suitable for our selection of enhanced scFvp17 variants from an error-prone 
scFvp17 library.  This was because the cells do not grow as well at high carbenicillin 
concentration thus allow us to perform library selection at reasonable antibiotic concentrations.  
For example, in the bicistronic system, at 2x carb and 0.5% arabinose induction, GLF grew at 
10-2 cell dilution while scFvp17 grew at 10-3 cell dilution which means we could perform our 
library selection using 2x carbenicillin concentration or slightly higher concentration.   



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 8. Comparison of tricistronic and bicistronic system for selection of scFvp17 that 
binds HIV antigens. Selective plating of serially diluted cells expressing different antigen-
antibody pairs on Carb as indicated. Each spot corresponds to 5 µL of serially diluted cells. 



On the other hand, scFvp17 could still grow to 10-6 cell dilution even at 4x in the 
tricistronic system which means if we were to use this system for library selection, we will 
require much higher carbenicillin concentration which could be too toxic to the cells to 
overcome.  We speculated that cleavage of HIV-PR was more effective because pDD322 
TatABC HIV-PR  was under a constitutive promoter thus when synthetic E. coli was grown in 
the overnight culture these plasmids could produce TatABC and HIV-PR immediately allowing 
the presence of HIV-PR in E. coli from the beginning and, after adding arabinose for induction 
of the promoter of bicistronic vector (pDD18scFvp17 ssTorAp17dp24Bla) to produce scFv and 
substrate, HIV-PR could immediately cleave the substrate resulting in less background growth.  
This condition was more appropriate than the tricistronic vector because the tricistronic system 
produced scFv, substrate and HIV-PR at the same time thus HIV-PR was not saturating the 
system immediately resulting in transportation of uncleaved ssTorAp17dp24Bla, which simply 
escape HIV-PR, into the periplasm. 
 

4.4 In Vitro testing of the Design Systems 
Western blot technique was used to confirm the presence of ssTorAp17dp24Bla fusion 

protein in the cytoplasmic or the periplasmic fraction.  If the presence of WT p17dp24 can be 
detected in the periplasmic fraction, the result will confirm that cell resistance observed in the 
previous in vivo experiment is due to transport of uncleaved ssTorAp17dp24Bla from the 
cytoplasm to the periplasm of E. coli.  Subcellular fractionation was the method used for 
preparing periplasmic and cytoplasmic fractions, which allowed detection of the protein in 
different compartments.  Figure 9 shows detection of ssTorAp17p24Bla using anti-Bla antibody.  
It was expected that if the HIV-PR substrate was not cleaved we would able to detect the 
fusion protein via Bla that was on the C-terminus in both the cytoplasmic and periplasmic 
fractions and the size of the substrate was expected to be 58.5 kDa. 

Figure 9 confirms that the system was functioning because the size of the band around 
60 kDa was present in the periplasmic fractions when scFvp17 was co-expressed with the HIV-
PR substrate, the amount of WT p17dp24 in the periplasmic fraction was higher than that of 
YPKP while there was no WT p17dp24 detected in the periplasmic fraction when co-expressed 
with GLF.  The results were in agreement with the in vivo results which was hypothesized that 
the system, comprised of protease activity detecting device, protease generator device, and 
protease blocker device, was expressed solubly and transport occurred when the correct scFv, 
i.e. scFvp17, was paired with the substrate while, in the incorrect pair’s case (GLF-p17), the 
substrate could not be transported to the periplasm due to scFvGLF’s inability to protect 



proteolytic cleavage site of HIV-PR substrate.   Unfortunately, there were some higher 
molecular weight bands that we were unsure of but speculating to be complex of substrate with 
scFv and/or HIV-PR that were not separated when the samples were prepared.   
 

Figure 9 Western blot analysis of transport. 
Detection of ssTorAp17p24Bla was performed 
using anti-Bla antibody.  The expected size is 
58.5 kDa Lane 2-7 are cytoplasmic (C) and 
periplasmic (P) fractions expressed at 30oC of 
GLF+scFvssTorAp17p24Bla (negative 
control), scFvp17+ssTorAp17p24Bla and 
scFvp17+ssTorAp17p24(YPKP)Bla (positive 
control), respectively. Lane 8-10 are 
periplasmic fractions of the same order but 
expressed at 37 °C. 

 
Figure 10 is depicting a western blot result showing detection of scFv using anti-FLAG 

antibody to detect the FLAG epitope tag fused to the C-terminus of each scFv.   It was found 
that scFvp17 was produced at a much higher level than GLF, which was previously reported 
that GLF had quite low solubility [40].  In this case, we found that both scFvs presented in the 
cytoplasmic fraction only.  This could be due to separation of the scFv during the harsh 
transport of the substrate or its low amount rendering it undetectable. 

 Figure 10 Western blot analysis of scFv 
expression.  Detection of level of expression of 
various scFvs was performed using anti-FLAG 
antibody.  The expected size is 28 kDa. Lane 2-7 
are cytoplasmic (C) and periplasmic (P) fractions 
expressed at 30oC of GLF+scFvssTorAp17p24Bla 
(negative control), scFvp17+ssTorAp17p24Bla and 
scFvp17+ssTorAp17p24(YPKP)Bla (positive 
control), respectively. 
 
 
 



Finally, this technique confirmed that 30oC was the appropriated temperature of protein 
expression, which was also in good agreement with the results from spot plating technique as, 
in lane 9-10, there were no bands of both substrate (Fig. 9) and scFv (Fig. 10) which could be 
due to aggregation of proteins resulting in inclusion bodies when expressed at high temperature 

4.5 Determination of library selection conditions 
Because the system showed potentials for isolation of protease-inhibiting intrabodies, 

we wanted to test the system further by isolating intrabodies that can protect proteolytic 
cleavage better than the wild-type scFvp17.  We first have to identify the conditions that are 
appropriate for isolation of scFvp17 error-prone library.  This step involves extrapolation of spot 
plating results such that the appropriate number of cells can be spread onto the library selection 
plate and the PI isolation can be performed at appropriate conditions. The mutant library could 
be selected using the conditions identified in section 4.3, which were 200 µg/mL Carb and 0.5% 
arabinose induction using bicistronic system where wild type scFvp17 grew at 10-3 fold dilution,  
and scaling up the plating volume since larger surface area will be applied when the cells are 
spread onto a whole petri dish. The volume of mutant culture that should be placed on a 
selection plate could be estimated by scaling up the number of cells in the last spot (most 
diluted) that was grown at each condition. It is generally estimated that there are ~109 
cells/OD600 unit in 1 ml of the culture. This approximation was used with dilution factor to 
estimate the number of cells that should be placed on the library selection plate. The scaling up 
could be calculated by assuming that a spot has approximately 6-mm diameter, and a 100-mm 
petri dish (used as a selection plate) has approximately 85-mm inner diameter. Therefore, 200 
times of 5 μl sample was required for a selection plate. As our WT scFvp17 grew at 10-3 fold 
dilution as shown in figure 11, this means the cell dilution used for library selection should be  
10-4 fold dilution and the number of cells to be plated for library screening can be calculated 
using the equation demonstrated below 

 
Figure 11 Identification of culture cell dilution for library selection condition. The rectangle 
box highlights the last dilution that the wild type anti-p17 scFv can grow which was used to 
identify selection condition of the enhanced mutant scFvs from a library. 



Nonetheless, the condition which was selected to isolated the mutant library was 0.5% 
arabinose, Carb concentrations  between  200 - 400 μg//ml and and 10-3 fold dilution of 
normalized overnight cell culture, respectively. It is noteworthy that when the library selection 
was performed, the WT scFv should also be plated at the exact same conditions and positive 
hits (mutant scFvs) should only be selected from the plates at conditions which WT scFv did 
not grow. 

4.6 Single-step isolation of protease cleavage inhibiting intrabodies 
We tried to use PROTECT method to isolate mutant scFvp17 which may have higher 

solubility and/or affinity thus can inhibit proteolytic cleavage more efficiently. In order to do so, 
we created mutant scFvp17 library using error prone PCR method. pDD18 plasmid containing 
bicistronic system was used because the cells containing bicistronic version did not grow as 
well at high Carb concentration allowing us to perform library selection at reasonable antibiotic 
concentrations from 200 µg/mL and up. Firstly, we created the mutant scFvp17 library using 
GeneMorph® II EZClone Domain Mutagenesis Kit.  The size of the library was estimated to be 
108 clones.  15 colonies were randomly selected prior to screening and submitted to 
sequencing to estimate the mutation rate, which was found to be 1 – 5 bp per gene (729 bp) 
(figure 12). After that, the library was co-transformed pDD322 Tat ABC HIV-PR into MC4100 
cells for isolation procedure. The mutant scFvp17 was isolated at 200 – 400  µg/ml, 10-3 dilution 
and incubated at 30 °C. The cell resistance of colonies that grew at 48 h were confirmed by 
comparing their cell resistance to the WT scFv using spot plating technique. 

 

 
Figure 12 Estimation of mutation rate of the error prone scFvp17 library. Examples of 
sequencing results of some randomly selected colonies, which were picked prior to library 
screening. 

Figure 13 illustrated the cell resistance of the isolated mutant scFvp17s compared with 
WT scFvp17. The colonies number 2, 3, 6, 7 and 9 were isolated from 200 µg/ml Carb, 10-3 
dilution and 0.5% arabinose. The colonies number 10, 12, 15, 18, 25, 27 and 28 were isolated 
from 300 µg/ml carb, 10-3 dilution and 0.5% arabinose. No colonies grew on the plate 



containing 400 µg/ml carb, 10-3 dilution and 0.5% arabinose. From the spot plating results, 
every colony except number 3 and 9 grew on antibiotic plate better than wild type scFvp17. 

 

 

 
Figure 13 Selective plating of serially diluted cells expressing isolated scFv mutants on LB 
agar plates containing 0.5% Arabinose and various Carb concentrations and incubated at 
30 °C. Each spot corresponds to 5 µL of serially diluted cells. The mutants were isolated from 
error prone scFv library by spreading 100 µl of 10-3 fold dilution of overnight culture normalized 
to OD600 = 2.5 onto LB agar plates containing 0.5% arabinose and 200 µg/ml or 300 µg/ml 
Carb. 



These isolated mutants were also subjected to sequencing analysis. However, the 
sequencing results revealed that the results were not what we expected. Basically, our 
expected DNA sequence was one copy of mutant scFvp17, followed by RBS (for the fusion 
protein) and fusion protein, respectively as illustrated in figure 14. To our surprise, it was found 
that the colonies number 6, 7, 15 and 28 contained 2 copies of WT scFvp17 (figure 15A). The 
colony number 2 contained 1 copy of scFvp17 and 1 copy of mutant scFvp17 (figure 15B). The 
colony number 3 contained a truncated version of WT scFvp17 (figure 15C). The number 10 
and 12 contained 1 copy of deleted version of mutant scFvp17 and 1 copy of WT scFvp17 
(figure 15D). The colonies number 18, 25 and 27 contained 2 copies of mutant scFvp17 (figure 
15E). Figure 15F shows the sequence of colony number 9 which contained only 1 copy of 
mutant scFvp17 as expected but the its cell resistance was not more than WT scFvp17 as 
shown in figure 15 (spot plating method). Note that the highlights show in figure 15 represent 
the end of the first scFvp17 (WT or mutant), ribosome binding site and the beginning of the 
second scFvp17 (also WT or mutant). From all the results, it can be concluded that most 
colonies isolated from the library contained 2 copies of scFv (protease blocking device) which 
could be due to the plasmid creation step (step2) of the GeneMorph® II EZClone Domain 
Mutagenesis Kit which uses PCR method to synthesize the whole plasmid. Hence, in this step, 
2 copies of megaprimer (mutant scFvp17 fragment) could be inserted and formed a new 
plasmid (figure 16). Therefore, we changed the error-prone kit to GeneMorph II Random 
Mutagenesis Kit, which was used to create megaprimer only and the standard cloning protocol 
(digestion and ligation) was used to insert the mutant scFv gene into the plasmid and solved 
the problem of insertion of 2 copies of scFv. Nonetheless, despite unexpected results, it can be 
implied that the system probably was functioning as designed, which was to isolate mutant 
scFvs that can inhibit proteolytic cleavage better than WT can.  However, since the library 
quality was not good, the colonies that passed the screen only turned out to be cells carrying 
plasmids with multiple copies of scFvs which probably can inhibit proteolytic cleavage better just 
because there are more amount of the scFv inside the cells. 
 

 
Figure 14 The expected sequences of the plasmid from error prone PCR by GeneMorph® II 
EZClone Domain Mutagenesis Kit. 
 



 

 

 

 

 



 
Figure 15 Sequencing analysis of the isolated anti-p17 scFv mutants. The sequencing 
results were analyzed by BioEdit program. (A) colonies number 6, 7, 15 and 28 showing 2 
copies of wild type scFvp17, (B) colonies number 2 showing 1 copy of WT scFvp17 and 1 copy 
of mutant scFvp17, (C) colonies number 3 showing truncated scFvp17, (D) colonies number 10 
and 12 showing 1 copy of mutant scFvp17 with some deletions and 1 copy of mutant scFvp17, 
(E) colonies number 18, 25 and 27 showing 2 copies of mutant scFvp17 and (F) colony number 
9 showing an expected sequence which is 1 copy of mutant scFv::ribosome binding site::fusion 
protein (p17dp24). 
 
 In the abovementioned, we had to change the commercial kit for creating the error 
prone library from GeneMorph® II EZClone Domain Mutagenesis Kit to GeneMorph II Random 
Mutagenesis Kit to resolve the issue with insertion of multiple copies of scFv. The mutation rate 
for the new kit was chosen to be the same as the previous library construction experiment. 
Unfortunately, after a few attempts, the new library size was only 8x104. We decided to move 
forward and tried to isolate enhanced scFv from this library by spread plate method. For the 
first isolation attempt, we isolated the mutant anti-p17scFv with 200-400 µg/ml, 10-3-10-4 dilution, 
0.5% arabinose and incubated at 30oC for 48h. But we observed no growth on the selection 
plates of both mutant anti-p17 scFv library and WT anti-p17 scFv. Therefore, we attempted to 
perform library selection again by changing the cell fold dilution from 10-3-10-4 to 10-2-10-3 
keeping the other conditions the same. Although, we changed the cell fold dilution, which also 
means more number of cells to be tested, but we still observed no growth as before. Next, we 
changed the condition again by increasing the percentage of arabinose used as the inducer 
from 0.5% to 1% as well as decreasing the concentration of Carb antibiotic with 10-2-10-3 
dilution and incubated at 30oC for 48h. Our expected result for this experiment was that we 
would observe no growth for WT scFv and the positive hits of mutant-p17 scFv would grow on 
selection plate after 48 h. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16 Principles of GeneMorph® II EZClone Domain Mutagenesis Kit method. 
(https://www.biocompare.com/20737-Mutagenesis-Kits/87730-GeneMorphreg-II-EZClone-
Domain-Mutagenesis-Kit/) 
 

Moreover, we plated the library on 4 times more number of plates as previous 
experiments because we wanted to enhance the opportunity to isolate positive hits. 
Unfortunately, the results were not what we expected. It was found that the WT scFv plates at 
10-2 dilution had colonies and, in fact, there were more number of colonies than the mutant 
scFv plates at the same dilution. While WT scFv plates had around 10 colonies, the mutant 
scFv plates had only one or two colonies. On the other hand, at 10-3 dilution we observed no 
growth from both WT and mutant scFv plates (figure 17A-D). It can be implied from these 



results that the mutations on the scFvp17s in the library probably had protection efficiency less 
than that of WT and/or their solubilities were low. In conclusion, we could not isolate any mutant 
scFvp17s which have protection efficiency more than that of WT scFv. We speculated that the 
reason is due to the low quality of the library.  As a random mutation kit was used for 
construction of the library, we could not manage or design the mutated positions on scFv which 
were relevant to enhancement of the affinity and/or the solubility.   Typically, when random 
mutagenesis approach is used, most mutations are deleterious, therefore, the library size 
should be big enough such that some enhanced mutants would be present in the library pool. 
For example, Waraho et al. reported that they could isolate enhanced anti-GCN4 scFv from a 
library comprising 106 clones [40]. However, our library size was only estimated to be 8x104. An 
alternative approach would be to use computational method to identify some mutated locations 
and/or amino acid mutations on the scFvp17 which would improve its affinity or solubility 
allowing us to create a library with higher quality mutants.  A computational method had been 
used to construct the model of scFvp17 binding to the C-terminus of p17 [46]. Similar method 
can be used to mutate the WT scFvp17 model and dock with the sequence of the cleavage site 
to find some suggested mutations that would improve the inhibiting efficiency. In fact, we 
propose to investigate mutations on the CDR region to enhance the efficiency of scFvp17. 
Because CDR region is the specific binding site of scFv, therefore, mutations of some amino 
acids which change the charge of the CDR may increase binding with the substrate. In addition, 
the computational method may be used to mutate in other site besides the CDR such that 
solubility may be enhanced. 

 



 
 

 
 



 
 

 
Figure 17 The selection plates for library selection. Cells carrying plasmid library were 
spread onto 100-mm petri dish. The conditions used for library selection were 10-2 and 10-3 
dilutions, 100, 150 and 200 µg/ml Carb and 1% arabinose (A) the results of WT scFvp17 in 
each condition (used as control) and (B-D) the results of mutant scFvp17 library at 100, 150 
and 200 µg/ml of antibiotic, respectively. 
 
 
 
 
 
 
 



5. Conclusions and Future works 
Using synthetic biology approach, we successfully created a synthetic E. coli protease inhibitor 
detecting biomachine based on the Tat pathway. The system is comprised of 3 devices; first, 
the protease activity detector device (ssTorA::substrate p17dp24::Bla), which contains the 
protease cleavage site or the substrate for the protease, second, the protease generator device 
(HIV protease) which is an enzyme that cleaves the HIV-1 substrate and,  third, the protease 
blocking device (scFvp17) which acts as a protease inhibitor to protect the proteolytic cleavage 
on the substrate. Moreover, the natural transport mechanism of the Twin-arginine translocation 
(Tat) pathway was utilized as a biological tool to select the appropriate scFvs for inhibition of 
HIV-1 protease’s activity. We modified FLI-TRAP and ISELATE [7,10] principles to utilize the 
unique protein transportation ability of the Tat pathway. The spot plating results showed that the 
scFvp17 can bind and protect the proteolytic cleavage site of HIV-1 substrate as the synthetic 
E. coli could grow on beta-lactam antibiotic plate. Furthermore, in-vitro experiment (western blot 
technique) confirmed that the cells resistance was due to translocation of the substrate as the 
cleavage of the substrate was prevented by scFv and the fusion protein was transported to the 
periplasm of the synthetic E. coli. From these experiment, it can be concluded that (i) the 
designed system functioned as expected as shown by the difference of cell resistance between 
our tested system and negative control and (ii) scFvp17 itself can block proteolytic cleavage on 
p17/p24 cleavage site even though it binds to the C-terminus of p17 not the p17/p24 cleavage 
site directly.   After that, we constructed an error prone scFvp17 library using a commercial 
mutation kit. The library was used for isolation of enhanced scFvp17 by spread plate and spot 
plate techniques. Unfortunately, none of the improved scFvp17 variants which could protect the 
cleavage site of substrate better than WT scFvp17 were found as no growth on the antibiotic 
plate was observed at the conditions where WT scFvp17 did not grow. We speculated from the 
results that the library size was too small which means the repertoire of the mutant scFv was 
not big enough to provide many advantageous mutations, and as a consequence, there was 
less opportunity to find any mutant scFvs which had the protection efficiency higher than that of 
WT scFvp17.  Nonetheless, our work demonstrated that scFvp17 has the ability to fold in the 
reducing environment of the cytoplasm of E. coli and can protect the proteolytic cleavage of 
p17dp24 substrate. Therefore, through our model system, we proofed that our designed system 
can be used to isolate protease inhibitor because we can detect growth when substrate-specific 
scFv that could protect proteolytic cleavage was co-expressed with protease and substrate and 
there was no growth observed when a non-related scFv was used instead (negative control). 



This current work clearly shows the ability of our assay as a selection platform of protease 
inhibiting intrabodies. 
 For future work, we propose that experimental approach can be improved by combining 
with the computation approach. Computational method had been used to create the model of 
scFvp17.   Therefore, this model can be mutated for find the best three models which can 
protect the proteolytic cleavage site of HIV-1 protease’s substrate. After that, the models can be 
applied to our system and tested experimentally again to verify that the mutant models actually 
have better protection efficiency than WT scFv as suggested by the result form computational 
method.  Moreover, this PROTECT technique should be tested with other antigen-scFv system 
to proof its versatility against other targets. 
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 

Abstract— Protease inhibitors (PIs) have been used to treat 

various types of symptoms or diseases.  However, current PIs 

block the protease activity by targeting the protease active site 

which has been shown to be sensitive to the off-target effect due 

to crossreactivity with protease homologues. An alternative 

approach to inhibiting protease activity is to target the substrate, 

specifically by blocking the substrate cleavage site.  We propose 

to employ synthetic biology approach to create a synthetic E. coli 

to be used as a protease inhibitor detecting biomachine that can 

effectively isolate intrabodies, a new generation of protease 

inhibitor drug. The in vivo selection system, comprised of three 

biological devices, i.e., protease activity detector, protease 

generator and protease blocking devices, is based on the ability 

to transport folded protein of the E. coli twin-arginine 

translocation (Tat) pathway and antibiotic resistance of TEM-1 

β-lactamase (Bla) using as reporter protein. By linking protease 

degradation to antibiotic resistance, we can isolate the suitable 

intrabodies simply by plating cells containing appropriate 

devices on solid agar containing β-lactam ring antibiotics.  As a 

proof of concept, we applied a previously isolated HIV-1 p17 

intrabody (scFvp17) that binds to the C-terminus of HIV-1 

matrix protein (p17) to our synthetic E. coli. This work 

demonstrated that binding of scFvp17 to its epitope on p17 can 

physically interfere with HIV-1 protease activity and inhibit 

proteolytic cleavage at the p17Δp24 cleavage site when expressed 

in the designed format. The device was optimized by varying 

plating conditions such as incubation temperatures, induction 

levels, and Carbenicillin concentrations which was used as 

selection pressure. The feasibility of this assay has opened the 

door to protease inhibitor selection which can be used for 

various applications such as optimization of the current protease 

inhibitors and selection of new ones. 

Keywords—Twin-arginine translocation pathway; proteolytic 

cleavage site; intracellular antibody; protease inhibitor; HIV-1; 

HIV protease; FLI-TRAP; ISELATE; synthetic biology, E. coli 

I. INTRODUCTION 

Proteases (PR) are a large enzyme family that catalyzes 
proteolysis of a peptide bond in specific substrates.  They are 
considered one of the largest classes of potential drug targets 
for the pharmaceutical industry.  However, as we have learned 
from the current PI regime, targeting the protease itself may 
risk facing the severe adverse effect due to cross-reactivity of 
the PI to the homologues of the target protease which are 
essential to human body. Therefore, alternative approach for 
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proteolytic cleavage inhibition is now focused on targeting the 
cleavage site of the substrate instead of the protease active site.  

Synthetic biology is a new interdisciplinary research field 
which focuses on engineering biomolecular systems and 
cellular capabilities for a variety of applications . To avoid off-
target effects, we propose to use synthetic biology approach to 
engineer Escherichia coli (E. coli) as a general platform for 
isolating intracellular antibodies (intrabodies) that, upon 
binding to the protease substrate, can interfere with substrate-
protease interaction and, consequently, inhibit the protease 
function. Intrabodies are antibody fragments that are soluble 
and can function inside the reducing environment of the cell’s 
cytoplasm. One of the most common format is termed single 
chain variable fragment (scFv) which is comprised of variable 
regions of heavy and light chains connected by a flexible linker 
thus represent the recombinant minimal antigen-binding 
fragments of antibodies [1]. Many researchers have reported 
the potentials of intrabodies in treatment of various diseases, 
for example, scFvs targeting erbB2, p53, or Caspase 3 for 
cancer and HIV-1 gp120, CCR5 and p17 for HIV, etc [1]. 

Our assay utilizes the Tat pathway of E. coli which was 
originally recognized for the translocation of complex redox 
proteins which are important for cell to survive therefore many 
unique features exists [2]. DeLisa research group has exploited 
the quality control and the hitchhiker mechanisms to develop 
platforms for engineering soluble intracellular proteins both in 
terms of antigen-independent (ISELATE) [3] and antigen-
dependent (FLI-TRAP) [4] selections.  ISELATE is based on 
the quality control mechanism, the ability of the Tat pathway 
to transport folded protein from the cytoplasm to the periplasm 
while rejecting misfolded proteins. While FLI-TRAP is based 
on the hitchhiker mechanism, the ability to transport non-
covalent protein complex in which only one subunit contains 
targeting signal for export. 

The utility of our assay is illustrated using HIV-1 protease 
system. HIV is human immunodeficiency virus that attacks 
human’s immune system. For viral replication, viral proteins 
are initially translated by the host machinery in the form of 
large precursor fusions, gag, pol, and env that are 
proteolytically processed by HIV PR to release the viral 
structural proteins and the virally encoded enzymes. Since 
HIV PR is essential for the generation of mature infectious 
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viral particles it currently represents a prime drug targeting.  
The potentials of intrabodies in HIV treatment have been 
demonstrated in several studies. Therefore, it is a good 
candidate for our assay development. 

A. Abbreviations and Acronyms 

HIV             Human Immunodeficiency Virus 

scFv            single chain variable fragment 

PI                protease inhibitor 

FLI-TRAP   Functional Ligand-binding Identification by  

     Tat- based Recognition of Associating Proteins 

ISELATE     Intrabody Selection after Tat Export 
 

II. MATERIALS AND METHODS 

A. Plasmid constructions and bacterial strains 

E. coli strain DH5α was used for plasmid construction. The 
plasmid used for tricistronic and bicistronic expressions were 
based on pDD18 [4]. The necessary components are 1) the 
protease blocking device comprised of scFvp17 [5] with c-
terminus FLAG-tag 2) the protease activity detector device 
comprised of ssTorA::p17Δp24::Bla fusion protein and 3) the 
protease generator device comprised of HIV-protease (HIV-
PR) with c-terminus His tag.  In the first generation, all of these 
devices were expressed from a pDD18 vector containing 
tricistronic expression. Nonetheless, pDD322 TatABC 
plasmid was co-expressed with our pDD18 containing the 
devices because overexpression of Tat ABC proteins from 
pDD322 has been shown to improve transport efficiency as 
they are key proteins of the Tat pathway.  scFvp17 was 
replaced by scFv against a yeast transcription factor, GCN4, 
anti-GCN4 scFv wild-type (WT), GLF, to create negative 
control as GLF cannot bind to HIV-PR substrate, p17Δp24, a 
truncated gag precursor corresponding to all of p17 and the 
first 78 amino acids of p24 which was previously shown that 
the rate of cleavage at this site is similar to the rate of cleavage 
of the p17-p24 junction in the full-length polyprotein [6]. To 
construct a positive control, mutation of one amino acid on the 
p17/p24 cleavage site from YP to KP was performed using 
“Round the Horn” technique. To construct the bicistronic 
system, pDD322 TatABC was digested with KpnI-XmaI and 
HIV-PR gene was PCR and cloned into these cut sites to create 
pDD322 TatABC HIV-PR. 

B. Selective growth assays 

E. coli strain MC4100 was used for spot plating and 
Western Blotting.  Selective plating (spot plating) of bacteria 
was performed as described [4]. Briefly, MC4100 cells were 
co-transformed with pDD18 and pDD322 plasmids listed 
previously and grown overnight at 37°C in Luria Bertani (LB) 
medium supplemented with 25 µg/ml chloramphenicol (Cm) 
and 50 µg/ml Kanamycin (Kan). The next day, drug resistance 
of bacteria was evaluated by spot plating 5 µl of serially 10-
fold diluted overnight cells that had been normalized in fresh 
LB to OD600 = 2.5 onto LB agar plates supplemented with 0.1-
0.5 % arabinose and varying amounts of Carbenicillin (Carb; 
0–400 µg/ml). Plated bacteria were incubated at 30°C for 48h. 

C. Subcellular fractionation  

Typically, E. coli cells were grown in LB medium 
overnight, subcultured into fresh LB, and then incubated at 30 
or 37 °C.  Protein synthesis was induced when the cells 

reached an OD600 ~0.4–0.5 by adding arabinose to final 
concentration of 0.2% wt/vol. Cells expressing recombinant 
proteins were harvested 4 h after induction, induced culture 
normalized by OD600 was pelleted.  Subcellular fractionation 
was performed by using the ice-cold osmotic shock procedure 
[7]. Cytoplasmic and periplasmic proteins were separated by 
SDS/PAGE and Western blotting was performed according to 
standard protocols. Membranes were probed with the 
following primary antibodies (dilutions in parentheses): 
mouse anti-FLAG M2-HRP (1:3,000; Sigma-Aldrich) to 
detect intrabodies and mouse anti-Bla (1:150; Abccam) to 
detect the antigen-Bla fusion. 

III. RESULTS AND DISCUSSIONS 

A.  Design of the selection system 

We propose that the quality control and the hitchhiker 

mechanisms of the Tat pathway can be utilized to identify 

high soluble with high-affinity scFvs toward its target. By 

linking protease degradation to antibiotic resistance, we can 

isolate the suitable intrabodies simply by plating cells 

containing appropriate devices on solid agar containing β-

lactam ring antibiotics.  We first devise our selection system 

into 3 devices as follows.   

Figure 1 Exploiting the Tat pathway for selecting protease inhibiting 

intrabody 

1) Protease activity detector device 

The purpose of the protease activity detector device is to 

report protection of the cleavage site of the polypeptide by 

specific binding of scFv to the substrate at the protease 

cleavage site.  We constructed a tripartite fusion consisting of 

ssTorA::substrate::Bla under the AraBAD promoter in 

pDD18 plasmid originally developed for FLI-TRAP 

technique.  Bla is used as a reporter protein while ssTorA is 

used as translocating signal to initiate transport of the protein 

complex in a Tat-dependent manner.  The strategy of the 

selection is shown in Figure 1. Basically, if the substrate is 

protected against proteolytic cleavage due to binding of the 

scFv, ssTorA::substrate::Bla will be transported to the 

periplasm resulting in cell resistance to β-lactam antibiotic 

such as Carb. On the other hand, if scFv only binds to the 
p17Δp24 domain but does not inhibit the protease cleavage 

the substrate will be cleaved resulting in release of two 

domains; i) ssTorA::p17 domain that will be transported to 

the periplasm via the Tat-specific signal peptide and ii) 

Δp24::Bla domain that will remain in the cytoplasm resulting 

in cells that are sensitive to Bla.   
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2) Protease generator device 

Protease generator device is simply comprised of a gene 

coding HIV-1 PR.  For the translocation of the tripartite fusion 

protein to occur, binding of the intrabody must prevail the rate 

of protease cleavage.  This binding phenomenon is a type of 

kinetic event thus depends upon the affinity and solubility of 

the intrabody inside the cell.  To prevent problems associated 

with high level of protease expression, we chose a weak 

ribosome binding site (RBS) from the iGEM RBS community 

collection (part number BBa_B0031) for this construction. 

3) Protease blocking device 

Similar to the protease generator device, the protease blocking 

device contains a gene coding intrabody. The intrabody is 

tagged with FLAG epitope tag for easy detection of the 

presence of scFv. 

B. In vivo testing of the designed system  

Spot plating technique was used to evaluate the feasibility 
of the developing system.  The first construct is the tricistronic 
system where all 3 devices were expressed from pDD18.  We 
found that our system (scFvp17 with WT p17Δp24 substrate) 
can distinguish the differences in cell resistance between cells 
expressing HIV-PR alone (no Bla), our test system and 
positive control and that the system can function better when 
expressed at 30°C compared to 37 °C (data not shown) as low 
incubation temperature allows for slower expression of the 
scFv which can result in higher soluble proteins in the 
cytoplasm.  Furthermore, since the cells have to be grown at 
low temperature, longer incubation period is required.  It was 
found that 48 hours incubation allows for the best distinction 
between each sample. 

It is noteworthy that there are many possibility of 
designing our devices. It is important to consider some 
hindrances due to kinetics of the system, i.e. transport vs. 
protease cleavage, we also investigated a system where HIV-
PR is expressed from pDD322. The main differences are the 
copy number and inducibility of the vector that HIV-PR is 
cloned into.  pDD322 has low copy number and HIV-PR is 
produced constitutively. We compared the two systems using 
spot plating technique (Figure 2).  The difference of cell 
resistance between scFvp17-WT p17Δp24 and the non-related 
scFv, GLF,-WT p17Δp24 are similar in both tri- and bi-
cistronic systems. Moreover, when higher Arabinose 
concentrations are used the difference in cell resistance is seen 
more clearly. The results in figure 2c illustrate that the cell 
resistance to Carb of WT p17Δp24 substrate is higher than that 
of the positive control which is the YP to KP mutant. We 
propose that since the mutation is at the last amino acid of  p17 
the scFvp17, which is expected to bind to the C-terminus of 
p17, may not bind to the YPKP substrate as efficiently. It is 
speculated from the literature that HIV-PR cannot bind at all 
with YPKP p17Δp24 or very weakly [8]. However, since our 
results show that substrate with YP to KP mutation has lower 
cell resistance than that of the WT substrate, we hypnotize that 
it is because the effect of scFv protection by binding to the C-
terminus of p17 is stronger than the reduction of cleavage 
efficiency as the binding may still weakly occur. Nonetheless, 
when considering the results of cells expressing GLF and WT 
p17Δp24 both in tricistronic and bicistronic systems, it is 
clearly observed that the cell resistance is due to scFv binding 
that interferes with PR activity because GLF cannot protect the 

cleavage of p17Δp24 substrate as the cell resistance to Carb is 
much lower than that of cells expressing scFvp17 and WT 
p17Δp24.  It should be mentioned that even in the case of GLF-
WT p17Δp24, background growth is clearly observed.  Ability 
to grow on Carb can occur when large amount of cells are 
densely plated on the solid media as active Bla from the 
cytoplasm of death cells is released onto the solid medium 
which can still degrade the β-lactam antibiotics around the 
debris. Therefore, when comparing the tricistronic and 
bicistronic systems using the difference in the efficiency of cell 
growth from cells expressing scFvp17- WT p17Δp24, bi-
cistronic may be more suitable for future selection of enhanced 
scFvp17 variants from an error-prone scFvp17 library because 
cells do not grow as well at high carbenicillin concentration 
thus allow us to perform library selection at reasonable 
antibiotic concentrations such as at 200 µg/mL. 

Figure 2 spot plate result use 10-1-10-6 dilution samples vary concentration 
of antibiotic (carbenicillin) and arabinose with 0 – 400 µg/mL and (a) 0.1%, 
(b) 0.2% and (c) 0.5% , respectively. The result have 5 conditions as negative 
control; pDD18 scFvGLF ssTorAp17Δp24Bla HIV-PR+pDD322 TatABC, 
positive control; pDD18 scFvp17 ssTorAp17Δp24(YPKP)Bla HIV-
PR+pDD322 TatABC, tricistronic vector(test); pDD18 scFvp17 
ssTorAp17Δp24Bla(WT) HIV-PR+pDD322 TatABC, bicistronic vector(test); 
pDD18 scFvp17 ssTorAp17Δp24Bla (WT)+pDD322 TatABC HIV-PR of 
scFvp17 and bicistronic negative control; pDD18 scFvGLF 
ssTorAp17Δp24Bla (WT)+pDD322 TatABC HIV-PR 

C. In vitro detection of tripartite fusion protein translocation 

Western blot technique was used to confirm the 

localization of ssTorAp17Δp24Bla fusion protein. If the 

presence of WT can be detected in the periplasmic fraction, 

the result will confirm that cell resistance observed in the 

previous in vivo experiment is due to transport of uncleaved 

ssTorA p17Δp24Bla from the cytoplasm to the periplasm of 

E. coli. Figure 3a shows detection of ssTorAp17Δp24Bla 
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using anti-Bla antibody.  It is expected that if the HIV-PR 

substrate is not cleaved we will be able to detect the fusion 

protein via Bla that is on the C-terminus in both the 

cytoplasmic and periplasmic fractions and the size of the 

substrate is expected to be 58.5 kDa.  Figure 3a confirms that 

the system is functioning because the size of the band around 

60 kDa is present in the periplasmic fractions when scFvp17 

was co-expressed with the HIV-PR substrates while there was 

no WT p17Δp24 detected in the periplasmic fraction when co-

expressed with GLF.  The amount of WT p17Δp24 in the 

periplasmic fraction is higher than that of YPKP which is in 

agreement with in vivo results from spot plating technique.   

We hypothesize that the system, comprised of protease 

activity detecting device, protease generator device, and 

protease blocker device, was expressed solubly and transport 

occurred when the correct scFv, i.e. scFvp17, is paired with 

the substrate while, in the incorrect pair’s case (GLF-

p17Δp24), the substrate cannot be transported to the 

periplasm due to GLF’s inability to protect proteolytic 

cleavage site of HIV-PR substrate. Unfortunately, there are 

some higher molecular weight bands that we are unsure of but 

speculating to be complex of substrate with scFv and/or HIV-

PR that are not separated when the samples were prepared.  
Figure 3b shows detection of scFv using anti-FLAG 

antibody to detect the FLAG epitope tag fused to the C-
terminus of each scFv. It was found that scFvp17 can be 
produced at a much higher level than GLF, which was found 
earlier that it has quite low solubility [7].  In this case, we 
found that both scFvs present in the cytoplasmic fraction only. 
This could be due to separation of the scFv during the harsh 
transport of the substrate or its low amount rendering it 
undetectable.  Finally, this technique confirms that 30oC is the 
appropriated temperature for protein expression, which is also 
in good agreement with the results from spot plating technique 
as, in lane 9-10, there were no bands of both substrate (Fig. 5a) 
and scFv (Fig. 5b) which could be due to aggregation of 
proteins resulting in inclusion bodies when expressed at high 
temperature. 

Figure 3 Western blot result, use primary antibody a) an anti-Bla for detect 

ssTorA:: p17Δp24WT::Bla that size of this part is 58.5 kDa. Lane 2-7 are 
cytoplasm and periplasm at 30oC of negative control, scFvp17::ssTorA:: 

p17Δp24::Bla and positive control, respectively. Lane 8-10 are periplasm of 
negative control, WT and positive control, respectively b) α-FLAG antibody 
for detect scFvp17::FLAG that size of this part is 27.6 kDa. Lane 2-7 are 

negative control, scFvp17::ssTorA:: p17Δp24::Bla and positive control at 

30oC, respectively. 

IV. CONCLUSIONS 

We have designed and constructed the synthetic E. coli 

selection system containing HIV protease inhibitor system 

comprised of protease activity detector device (ssTorA 

p17Δp24Bla), protease generator device (HIV protease-His6) 

and protease blocking device (scFv-FLAG) as a tool for 

selection of scFv that can bind to the cleavage site and block 

protease cleavage which can be detected when transportation 

of the β-lactamase enzyme from the cytoplasm to the 

periplasm via the twin-arginine translocation (Tat) pathway 

of E. coli. To this end, we have tested the system in two 

formats, tricistronic and bicistronic systems.  The efficiency 

of the device was evaluated through spot plating technique 

and translocalization of the uncleaved substrate was observed 

by western blot technique. We concluded that both techniques 

showed that scFvp17 has ability to fold in the reducing 

environment of E. coli and can protect the proteolytic 

cleavage site of p17Δp24 substrate thus potential for 

developing into a model system for our protease inhibitor 

selection device.  Moreover, scFvp17 has been proven to bind 

to many mutants that exist in patients thus can be good 

candidate for HIV therapy [9], [10]. 

This current work clearly shows the ability of our assay as 

a selection platform of protease inhibiting intrabodies.  The 

conditions from spot plating can be used to extrapolate into 

conditions for selection plating of a library with random 

mutations to find high performace mutants which possess 

higher solubility or affinity thus can better protect proteolytic 

cleavage than the existing scFv or even use this assay to find 

scFvs from a naïve library for a new substrate target. 
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รายละเอียดการประดิษฐ์ 

ชื่อที่แสดงถึงการประดิษฐ์ 

องคป์ระกอบและกระบวนการที่ใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์โดยอาศัยกระบวนการขนส่งโปรตีน
ทวินอาร์จีนีนทรานสโลเคชั่นพาธเวย์  

สาขาวิทยาการที่เกี่ยวข้องกับการประดิษฐ์ 5 

เทคโนโลยีชีวภาพในส่วนที่เกี่ยวข้องกับองค์ประกอบและกระบวนการที่ใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิ
เตอร์โดยอาศัยกระบวนการขนส่งโปรตีนทวินอาร์จีนีนทรานสโลเคชั่นพาธเวย์ (twin-arginine translocation 
pathway หรือ Tat pathway) ในการตัดแต่งพันธุกรรมของแบคทีเรีย Esherichia coli (E. coli) เพ่ือใช้เป็น
เครื่องมือทางชีวภาพในการคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่ใช้ยับยั้งโปรติเอสที่ก่อให้เกิดโรคต่างๆ   

ภูมิหลังของศิลปะหรือวิทยาการที่เกี่ยวข้อง 10 

 โปรติเอสคือเอนไซม์กลุ่มหนึ่งที่ท าหน้าที่ตัดพันธะเปปไทด์และถูกนับว่าเป็นเป้าหมายส าคัญส าหรับ
การพัฒนายารักษาโรคชนิดหนึ่ง ส าหรับมนุษย์นั้น มีการค้นพบแล้วว่ามีจ านวนโปรติเอสอย่างน้อย 679 
เอนไซม์ (Drag, M. and Salvesen, G.S., 2010) และนอกจากโปรติเอสของมนุษย์แล้ว โปรติเอสของเชื้อโรค
ต่างๆ ก็นับเป็นเป้าหมายของการผลิตยาอีกด้วย โปรติเอสอินฮิบิเตอร์เป็นโปรตีนกลุ่มหนึ่งที่ปัจจุบันถูกน ามาใช้
อย่างแพร่หลายในทางการรักษา ยกตัวอย่างเช่น โรคความดันโลหิตสูง (Hypertension), โรคเอดส์ 15 

(HIV/AIDS), โรคมะเร็ง (Cancer) และโรคเบาหวาน (Diabetes) เป็นต้น (Drag, M. and Salvesen, G.S., 
2010) โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่เคยถูกผลิตและได้รับการจดสิทธิบัตรแล้วคือ โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ส าหรับไวรัส
เอชไอวี ซึ่งสิทธิบัตรดังกล่าวคือ US005413999A และ US5484926A  ในส่วนของการผลิตโปรติเอสอินฮิบิ
เตอร์ของไวรัสเอชไอวีในประเทศไทยนั้นก็มีเช่นเดียวกัน เช่น การผลิตโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่จ าเพาะกับเม 
ท ริ ก ซ์ โป รตี น  p17 ข อ ง ไว รั ส เอ ช ไอ วี  (Kitidee, K. , Nangola, S., Gonzalez, G., Boulanger, P. , 20 

Tayapiwatana, C., & Hong, S. S., 2010) ซึ่งในงานวิจัยของผู้ประดิษฐ์นี้ได้น าโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ตัว
ดังกล่าวมาใช้ในงานวิจัยอีกด้วย 

วิธีการดั้งเดิมที่ใช้ในการคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์อาศัยการโคลนนิ่งและผลิตโปรตีนที่สนใจทั้งด้วย
วิธีใช้เซลล์และน ามาท าให้บริสุทธิ์ก่อนหรือวิธีไม่ใช้เซลล์ (cell-free expression) แล้วจึงน าโปรตีนที่ได้มา
คัดเลือกด้วยระบบการทดสอบทางอินวิโทร (in vitro assay system) เพ่ือวัดค่าแอกติวิตีของเอนไซม์ เทคนิค25 

ส่วนใหญ่ที่ได้รับการพัฒนานั้น อาศัยการใช้เปปไทด์หรือสารเคมีสับสเตรทที่เมื่อถูกตัดด้วยโปรติเอสแล้ว 
สามารถปลอดปล่อยตั วรายงานผ ล (reporter) ที่ เป็ นสารที่ เกิ ดสี  (chromogenic) สารเรืองแสง 
(fluorogenic) หรือ สารที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน (immunological activity) อย่างไรก็ดี การทดสอบ
แบบ E. coli ก็มีข้อจ ากัด เช่น ไม่สามารถท าการคัดเลือกได้ครั้งละจ านวนมาก ต้องมีขั้นตอนการผลิตและท า
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โปรตีนให้บริสุทธิ์ คุณสมบัติของโปรตีนอาจเปลี่ยนไปเมื่ออยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์เมื่อเทียบกับเมื่ออยู่ในเซลล์
สิ่งมีชีวิตจริงๆ ดังนั้น จึงมีการพัฒนาเทคนิคที่ใช้ในการคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์โดยเทคนิคทางอินวีโว (in 
vivo) หรือในสิ่งมีชีวิตขึ้นมา ตัวอย่างของเทคนิคทางอินวีโวที่ใช้ในการคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่ได้ยื่นขอ
จดสิทธิบัตรแล้ว ได้แก่  WIPO Patent Application WO/2003/099846,   WIPO Patent Application 
WO/2005/097818 และ United States Patent Application 20080089862 5 

ส าหรับ WIPO Patent Application WO/2003/099846 คณะผู้ประดิษฐ์ใช้โปรตีนแสดงผลหรือรี
พอร์ตเตอร์โปรตีน (reporter protein) เป็นอะพอพโทติกโปรตีน (apoptotic protein) ที่มีโปรติเอสคลีเวจ
ไซต์ใส่ (insert) อยู่ภายใน อะพอพโทติกโปรตีนคือ โปรตีนที่มีผลต่อความอยู่รอดของเซลล์ (cell viability) 
ดังนั้น จึงสามารถประเมินประสิทธิภาพของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ได้จากการเปรียบเทียบความอยู่รอดของเซลล์
เมื่อมีหรือไม่มีโปรติเอสอินฮิบิเตอร์อยู่ ตัวอย่างเช่น เมื่อใช้โปรอะพอพโทติกโปรตีนซึ่งก็คือโปรตีนที่เมื่อถูกผลิต10 

ในเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) จะกระตุ้นให้เซลล์ตาย เช่น Bax โปรตีน เมื่อไม่มีโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ โปรติ
เอสสามารถตัดได้ก็จะท าให้ Bax โปรตีนแยกออกเป็นสองส่วน ท าให้เซลล์เจริญเติบโตได้ตามปกติ แต่เมื่อโปรติ
เอสอินฮิบิเตอร์ไปขัดขวางการตัด Bax โปรตีนก็จะไม่ถูกตัดท าให้สามารถกระตุ้นให้เซลล์ตายได้  หรืออีก
ตัวอย่างคือ FADD (Fas associated via death domain) ซึ่งก็คือ อะแดปเตอร์โปรตีนซึ่งประกอบไปด้วย
สองโดเมน คือ DED และ DD โดยที่เซลล์ E. coli จะตายก็ต่อเมื่อ DD โดเมนถูกตัดและปลดปล่อยออกจาก 15 

FADD เมื่อโดนตัดออกเป็นสองส่วน ดังนั้น คลีเวจไซต์จึงถูกใส่ไปในบริเวณรอยเชื่อมต่อระหว่างสองโดเมนนี้   
เมื่อ FADD ถูกผลิตในเซลล์ E. coli ในขณะที่มีโปรติเอสอินฮิบิเตอร์อยู่ ก็จะท าให้ FADD ไม่โดนตัด ท าให้
เซลล์อยู่รอดได้ ในขณะที่เมื่อไม่มีโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ FADD โดนตัด ก็จะท าให้เซลล์ E. coli ตาย 

ส าหรับ WIPO Patent Application WO/2005/097818 นั้น คณะผู้ประดิษฐ์ ใช้วิธีผลิตรีคอม
บิแนนท์เอชไอวีโปรติเอสและเอนจิเนียร์เบต้ากาแลคโตซิเดสที่มีคลีเวจไซต์ใส่อยู่ในต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 131 20 

ซึ่งเป็นบริเวณลูปของโปรตีนที่เมื่อมีโปรตีนสายสั้นๆ จึงท าหน้าที่เป็นสับสเตรทของเอชไอวีโปรติเอส เมื่อโปรติ
เอสตัดโปรติเอสสับสเตรทคือ เอนจิเนียร์เบต้ากาแลคโตซิเดสออก ณ ต าแหน่งที่โปรติเอสคลีเวจไซต์อยู่ เอนจิ
เนียร์ เบต้ากาแลคโตซิ เดสก็จะไม่สามารถท างานได้  คือไม่สามารถย่อยสาร  ortho-nitrophenyl-D-
galactopyranoside (ONPG) ซึ่งเป็นสับสเตรทของเอนไซม์เบต้ากาแลคโตซิเดสได้ เทคนิคการตรวจวัดแอคติ
วิตีของเบตากาแลคโตซิเดสอาศัยการย่อยสาร ONPG คือท าให้สับสเตรทเปลี่ยนจากที่ไม่มีสีเป็นมีสีฟ้า และ25 

สามารถตรวจวัดได้โดยใช้ความยาวคลื่นแสงที่ 450 นาโนเมตร โดยการทดลองนี้ถูกกระท าในไมโครเพลท 96 
หลุมและแอกติวิตีของเอนไซม์เบต้ากาแลคโตซิเดสสามารถถูกตรวจวัดได้โดยใช้เครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ 

ส าหรับ United States Patent Application 20080089862 นั้น คณะผู้ประดิษฐ์ใช้เอนจิเนียร์
เบต้ากาแลคโตซิเดสคล้ายกับ WIPO Patent Application WO/2005/097818 แต่ได้มีการใส่คลีเวจไซต์
ระหว่างกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 279-280 แทน รวมถึงเทคนิคนี้ได้ถูกน ามาประยุกต์ใช้กับโรคไวรัสตับอักเสบซี30 

แทน อย่างไรก็ตาม การประดิษฐ์ชิ้นนี้ได้กล่าวถึงว่า มีความจ าเป็นที่จะต้องเพ่ิมกระบวนการไบโอแพนนิ่ง 



หน้า 3 ของจ านวน 34 หน้า 
 

(biopanning) อย่างใดอย่างนึงก่อนการคัดเลือกจากไลบรารี่ (library) เพ่ือท าให้จ านวนโคโลนีที่ต้องน ามา
คัดเลือกมีจ านวนน้อยลงจนสามารถคัดเลือกได้อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากเทคนิคนี้อาศัยเบต้ากาแลคโตซิ
เดสเป็นรีพอร์ตเตอร์โปรตีนซึ่งเป็นการใช้เทคนิคสกรีนนิ่ง (screening) ไม่ใช่เทคนิคเซเลคชั่น (selection) ท า
ให้ไม่สามารถท าการคัดเลือกเป็นจ านวนมากๆ ได้ในคราวเดียว  อนึ่งในทางจุลชีววิทยาเทคนิคการสกรีนนิ่งคือ
การที่ต้องวิเคราะห์จ านวนโคโลนีทั้งหมดเพ่ือค้นหาโคโลนีที่มีฟีโนไทป์ที่ต้องการ เช่น มีสีฟ้าเมื่อมีการผลิตเบต้า5 

กาแลคโตซิเดสและถูกเพลทลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี ONPG ดังนั้น เมื่อเพลทเซลล์เป็นจ านวนมากๆ ในคราว
เดียวกันก็จะท าให้สามารถมองเห็นโคโลนีเดี่ยวที่มีสีฟ้าได้ยากขึ้น  ในขณะที่เทคนิคเซเลคชั่นคือ การคัดเลือก
โดยอาศัยความดื้อยาของโคโลนี ท าให้เป็นการคัดเลือกโดยอาศัยความอยู่รอดของโคโลนีเฉพาะเซลล์ที่ดื้อยาได้ 
ท าให้สามารถท าการคัดเลือกเป็นจ านวนมากๆ ในคราวเดียวกันได้ 

โดยที่เทคนิคต่างๆ ที่กล่าวมาแล้วนั้น ก็มีความแตกต่างกันทั้งความไวต่อการตรวจวัด (sensitivity) 10 

ความจ าเพาะ (specificity) ระยะเวลาที่ใช้ในการทดสอบ (assay time) ค่าใช้จ่าย (cost) และความจ าเป็นใน
การใช้อุปกรณ์ที่อาจมีราคาแพง ดังนั้น จึงจ าเป็นที่จะต้องมีการพัฒนาเทคนิคใหม่ๆ ที่อาจลดค่าใช้จ่าย ที่ง่าย
กว่า รวดเร็วกว่า รวมถึงสามารถวิเคราะห์ตัวอย่างเป็นจ านวนมากในแต่ละครั้งได้ (High Throughput 
Screening, HTS) 

การประดิษฐ์นี้ คณะผู้ประดิษฐ์ ได้น ากระบวนการขนส่งโปรตีนของแบคทีเรีย E. coli ที่เรียกว่า แทท15 

พาธเวย์ (Twin-arginine translocation (Tat) pathway) มาเป็นเครื่องมือทางชีวภาพเพ่ือใช้ในการคัดเลือก
โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ กระบวนการแททพาธเวย์นี้ได้มีคุณสมบัติที่มีลักษณะพิเศษ 3 อย่างคือ 1) กระบวนการ
ควบคุมคุณภาพ (quality control mechanism) คือความสามารถของแททพาธเวย์ที่ เลือกขนส่งเฉพาะ
โปรตีนที่สามารถละลายน้ า (soluble protein) ได้จากไซโตพลาสซึมไปสู่เพอริพลาสซึมของ E. coli และจะไม่
ขนส่งโปรตีนที่ไม่ละลายน้ า 2) กระบวนการพิสูจน์อักษร (proofreading mechanism) คือกระบวนการที่20 

แททพาธเวย์สามารถตรวจจับว่าโคแฟกเตอร์ได้ถูกใส่เข้าไปในโปรตีนคอมเพล็กซ์ก่อนที่จะขนส่งโปรตีนคอม
เพล็กซ์นั้นออกไป 3) กระบวนการคนโบกรถ (hitchhiker’s mechanism) คือความสามารถในการขนส่ง
โปรตีนสองตัวขึ้นไปที่จับกันอยู่เป็นคอมเพล็กซ์ได้ โดยที่มีโปรตีนเพียงตัวเดียวเท่านั้นที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ 
(signal peptide หรือ signal sequence) ที่จ าเพาะกับแททพาธเวย์ (Tat signal seuqnce, ssTat) ซึ่งเป็น
เปปไทด์สายสั้นๆ ที่ท าหน้าที่ส่งสัญญาณให้แททพาธเวย์ท าการขนส่งโปรตีนนั้นๆ ไปสู่เพอริพลาสซึม จึงเปรียบ25 

ได้ว่าโปรตีนที่ไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณคนโบกรถของโปรตีนที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณเพ่ือการขนส่งออกไปนั่นเอง 
ลักษณะพิเศษของแททพาธเวย์นี้ได้ถูกน ามาประยุกต์ใช้เป็นเครื่องมือในงานหลากหลายประเภทที่ได้รับการจด
สิทธิบัตรแล้วเช่นกัน เช่น จาก United States Patent Application 20080287315 หรือ US8987173B2 
ลักษณะพิเศษในข้อที่ 1 ได้ถูกน ามาประยุกต์เพ่ือใช้ในการคัดเลือกโปรตีนที่ถูกพัฒนาให้มีความสามารถในการ
ละลายน้ าได้ ดี ขึ้ น  ห รือที่ เรียกว่ า เทคนิ ค  ISELATE (Intrabody Selection after Tat Export) โดย30 

กระบวนการนี้จากสิทธิบัตรเดิมใช้ในการตรวจสอบและคัดเลือกแอนติบอดีที่ผลิตภายในไซ โทพลาสซึม 
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(cytoplasm) ว่าถูกผลิตในรูปที่ท างานได้และส่งออกไปยังเพอริพลาสซึม (periplasm) ของแบคทีเรีย E. coli 
ได้หรือไม่ เทคนิคนี้ท าการคัดเลือกโปรตีนที่ละลายน้ าได้โดยการให้แบคทีเรีย  E. coli ผลิตฟิวชั่นโปรตีน 
(fusion protein) ที่ประกอบไปด้วย โปรตีนที่สนใจ (protein of interest, POI) อยู่ตรงกลางและมีเปปไทด์
ส่งสัญญาณของแททพาธเวย์อยู่ที่ปลายเอ็น (N-terminus) และมีรีพอร์ตเตอร์โปรตีนเป็นเอนไซม์เบต้า-แลค 
แทมเมส (β-lactamase) อยู่ที่ปลายซี (C-terminus) ไปพร้อมๆ กัน รีพอร์ตเตอร์โปรตีนจะท าให้เซลล์5 

สามารถทนยาปฏิชีวนะที่มีเบต้าแลคแทมริงค์ (β-lactamae ring) ได้ เมื่อรีพอร์ตเตอร์โปรตีนถูกขนส่งไปยัง 
เพอริพลาสซึมเท่านั้น และเนื่องจาก Quality control mechanism ของแท lactamase ทพาธเวย์จะ
อนุญาตให้โปรตีนที่ละลายน้ าได้เท่านั้นถูกส่งออกมาสู่เพอริพลาสซึมได้  ก็จะท าให้เซลล์ที่มีโปรตีนที่สนใจเป็น
โปรตีนที่ละลายน้ าได้ถูกส่งออกไปยังเพอริพลาสซึมซึ่งเป็นบริเวณที่รีพอร์ตเตอร์โปรตีนสามารถท าให้เซลล์ทน
ยาปฏิชีวนะชนิดที่ใช้ในการคัดเลือกได้  (อธิบายได้ดังรูปที่ 1) และจาก United States Patent 9150850 10 

หรือ WO 2007024877A3 ลักษณะพิเศษในข้อที่ 3 ได้ถูกน ามาประยุกต์เพ่ือใช้ในการคัดเลือกโปรตีนสองตัวที่
จับกัน เช่น แอนติเจนและชิ้นส่วนของแอนติบอดีที่สามารถถูกผลิตไม่เพียงแต่ในรูปที่ละลายน้ าได้แต่ยัง
สามารถท างานได้อย่างถูกต้องอีกด้วย คือจับกับแอนติเจนที่จ าเพาะเจาะจงได้ หรือที่เรียกว่า เทคนิค FLI-
TRAP, Functional Ligand-binding Identification by Tat-based Recognition of Associating 
Proteins  เทคนิคนี้อาศัยรีพอร์ตเตอร์คือ เบต้า-แลคแทมเมสอีกเช่นกัน ในเทคนิคนี้ มีการผลิตฟิวชั่นโปรตีน15 

สองชิ้น ชิ้นแรกประกอบไปด้วยเปปไทด์ส่งสัญญาณของแททพาธเวย์อยู่ที่ปลายเอ็น  และตามด้วยโปรตีนที่
สนใจตัวที่หนึ่งที่ปลายซี  อีกชิ้นประกอบไปด้วยโปรตีนที่สนใจตัวที่สองที่ปลายเอ็นและรีพอร์ตเตอร์ที่ปลายซี 
เมื่อโปรตีนตัวที่หนึ่งและตัวที่สองจับกัน จะเกิดการรวมตัวเป็นคอมเพล็กส์ ท าให้โปรตีนทั้งก้อนถูกส่งออกไปยัง
เพอริพลาสซึม  ท าให้เซลล์ทนยาปฏิชีวนะท่ีมีเบต้าแลคแทมริงค์ได้ (อธิบายได้ดังรูปที่ 2) 

ลักษณะและความมุ่งหมายของการประดิษฐ์ 20 

 การประดิษฐ์นี้จัดท าขึ้นเพ่ือน าเสนอการออกแบบระบบอันประกอบไปด้วย องค์ประกอบและ
กระบวนการที่ใช้ส าหรับคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ เพ่ือใช้ยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรติเอสที่เป็น
สาเหตุของโรคบางชนิดหรือที่เป็นส่วนส าคัญต่อการเจริญของเชื้อก่อโรค  โดยใช้การทดสอบแบบอินวีโวใน
เซลล์แบคทีเรีย E. coli ด้วยองค์ประกอบและกระบวนการที่ใช้นี้สามารถน าไปคัดเลือกและวิเคราะห์
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ได้ น าไปคัดเลือกและวิเคราะห์เปรียบเทียบประสิทธิภาพ25 

การตัดของสับสเตรทที่ถูกท าให้เกิดการกลายพันธุ์ต่างๆ โดยโปรติเอส หรือการตัดสับสเตรทต้นแบบโดยโปรติ
เอสที่ถูกท าให้กลายพันธุ์ รวมถึงการน าไปใช้ในการคัดเลือกยาใหม่ๆ (drug screening) ได้ด้วยเช่นกัน เทคนิค
นี้ มี ชื่ อ ว่ า  Protease inhibitor Recognition based On Tat Export after Cleavage Tampering ห รื อ
เรียกสั้นๆ ได้ว่า PROTECT 
 เทคนิคนี้สามารถท าได้โดยการให้แบคทีเรีย E. coli ผลิตโปรติเอส โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ และฟิวชั่น30 

โปรตีน (fusion protein) ที่ประกอบไปด้วย สับสเตรทอยู่ตรงกลางและมีเปปไทด์ส่งสัญญาณของแททพาธเวย์
อยู่ที่ปลายเอ็น (N-terminus) และมีรีพอร์ตเตอร์โปรตีนเป็นเอนไซม์เบต้า-แลคแทมเมส (β-lactamase) อยู่ที่
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ปลายซี (C-terminus) ไปพร้อมๆ กัน รีพอร์ตเตอร์โปรตีนจะท าให้เซลล์สามารถทนยาปฏิชีวนะที่มีเบต้าแลค 
แทมริงค์ (β-lactamae ring) ได้เมื่อรีพอร์ตเตอร์โปรตีนถูกขนส่งไปยังเพอริพลาสซึมเท่านั้น เพราะยา
ปฏิชีวนะชนิดนี้ สามารถผ่านเข้าเซลล์และไปอยู่ในเพอริพลาสซึมได้เท่านั้น ไม่สามารถผ่านไปยังส่วนไซโต 
พลาสซึมได้  ดังนั้นเอนไซม์เบต้า-แลคแทมเมสจึงไม่สามารถท าให้เซลล์ทนยาได้ขณะที่อยู่ในไซโตพลาสซึม 
ในขณะที่เปปไทด์ส่งสัญญาณของแททพาธเวย์คือ ตัวส่งสัญญาณให้แททพาธเวย์ท าหน้าที่ขนส่งฟิวชั่นโปรตีน5 

ออกไปยังเพอริพลาสซึม ดังนั้นการออกแบบฟิวชั่นโปรตีนในลักษณะนี้ ก่อให้เกิดความเชื่อมโยงทางกายภาพ
ระหว่างการตัดของโปรติเอสหรืออีกนัยหนึ่งก็คือการยับยั้งการตัดของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์กับความสามารถใน
การทนยาปฏิชีวนะที่มีเบต้าแลคแทมริงค์นั่นเอง (อธิบายได้ดังรูปที่ 3)  โดยที่ตัวอย่างของยาปฏิชีวนะที่มีเบต้า
แลคแทมริงค์คือ แอมพิซิลลิน และ คาร์เบนิซิลลิน 

 10 

ค าอธิบายรูปเขียนโดยย่อ    

รูปที่ 1 แสดงภาพของระบบการขนส่งโปรตีนของแบคทีเรีย E. coli สามารถส่งออกได้เฉพาะโปรตีนที่พับม้วน
อยู่ในรูปที่ละลายน้ าได้หรือท างานได้เท่านั้น รูปภาพอ้างอิงจาก Fisher, A.C. and DeLisa, M.P., 2009. 

รูปที่ 2 แสดงภาพการจับกันของโปรตีนที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณและไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณกับกระบวนการ
ขนส่งโปรตีนในแบคทีเรีย E. coli ซึ่งคือกระบวนการ hitchhiker technique หรือ Functional Ligand-15 

binding Identification by Tat-based Recognition of Associating Proteins (FLI-TRAP) รูปภาพอ้างอิง
จาก Waraho, D. and DeLisa, M.P., 2009. 

รูปที่ 3 แสดงหลักการการท างานของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ของสิ่งประดิษฐ์ทางซ้ายมือคือสามารถท างานได้ 
และทางขวามือคือไม่สามารถท างานเพ่ือปกป้องคลีเวจไซต์ของฟิวชั่นโปรตีนได้ 

รูปที ่4 แสดงองค์ประกอบของพลาสมิดที่ใช้เป็นตัวขนส่งยีนเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli a.พลาสมิด pDD18 แสดง20 

องค์ประกอบส าคัญทั้ง 3 ของสิ่งประดิษฐ์, b. พลาสมิด pDD322 แสดงโปรตีน TatABC ที่ช่วยในการขนส่ง
โปรตีนจากไซโตพลาสซึมไปยังเพอริพลาสซึม 

รูปที่  5 แสดงการออกแบบพลาสมิดในงานประดิษฐ์ซึ่ งมี  2 รูปแบบ a คือ ไตรซิสทรอนิกเวกเตอร์ 
(Tricistronic vector) และ b คือ ไบซิสทรอนิกเวกเตอร์ (Bicistronic vector) ทั้ งสองแบบอาศัยการ
แสดงออกร่วมกับ พลาสมิด pDD322 เช่นกัน 25 

รูปที่ 6 แสดงผลการทดลองด้วยวิธีเวสเทิร์นบล็อทเพ่ือตรวจสอบการผลิตและการท างานขององค์ประกอบทั้ง 

3 ส่วนของระบบงานประดิษฐ์ โดย a คือผลการทดลองที่ตรวจสอบหาฟิวชั่นโปรตีน (ssTorA::p17Δp24::β-

lactamase), b คือ ผลการทดลองท่ีตรวจสอบหาโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ (scFvp17 WT) 
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รูปที่ 7 แสดงผลการทดลองด้วยวิธีสปอตเพลทของ 1.) ชุดควบคุมเชิงลบ (negative control) ของระบบไตร
ซิสทรอนิก 2.) ชุดควบคุมเชิงบวก (positive control) ของระบบไตรซิสทรอนิก 3.) ระบบไตรซิสทรอนิก 
(WT) 4.) ระบบไบซิสทรอนิก (WT) และ 5.) ชุดควบคุมเชิงลบ (negative control) ของระบบไบซิสทรอนิก ที่
อุณหภูมิ 30°C ที่ความเข้มข้นของคาร์เบนิซิลิน 0, 25, 50, 100, 200 และ 400 μg/ml โดยรูป a คือ 0.1% 
อะราบิโนส, b คือ 0.2% อะราบิโนส, c คือ 0.5% อะราบิโนส และ d และ e คือตัวแทนกราฟที่แสดงผลการ5 

เจริญของทั้ง 5 ชุดทดลองด้วยวิธีสปอตเพลทโดยคัดเลือกมาจากคอนดิชั่นที่ดีที่สุดซึ่งก็คือเมื่อมีการกระตุ้นด้วย 
0.5% อะราบิโนส (7c) จะแสดงให้เห็นความแตกต่างระหว่างชุดการทดลองที่สนใจและชุดควบคุมเชิงลบได้
มากที่สุด โดยเป็นการแสดงผลของระบบไตรซิสทรอนิก 

การเปิดเผยการประดิษฐ์โดยสมบูรณ์  

 การประดิษฐ์นี้ได้เปิดเผย ก. องค์ประกอบ ซึ่งในการประดิษฐ์นี้ได้ออกแบบและตัดแต่งพันธุกรรมของ10 

แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) ให้ผลิตโปรตีนที่องค์ประกอบส าคัญ 3 ประการ เพ่ือให้ท างานในไซโต 
พลาสซึมของแบคทีเรีย E. coli ที่มีสภาวะรีดิวซ์ โดยที่โปรตีนทั้ง 3 จะถูกผลิตออกมาแยกกันเป็นส่วนๆ เพ่ือ
ท าหน้าที่ของต้นเอง ซึ่งคือ (1) โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ (protease inhibitor) ซึ่งท าหน้าที่ในการปกป้องคลิเวจ
ไซต์ของสับสเตรทจากการตัดของโปรติเอส ส่วนที่ (2) หรือ ฟิวชั่นโปรตีน (fusion protein) ซึ่งมีองค์ประกอบ
ย่อยอีก 3 ส่วนคือ โปรตีนหรือเปปไทด์ส่งสัญญาณ (signal sequence) ที่จ าเพาะกับแททพาธเวย์ (ssTat), 15 

สับสเตรท และโปรตีนบ่งชี้หรือรีพอร์ตเตอร์โปรตีน (reporter protein)  ในตัวอย่างนี้ รีพอร์ตเตอร์โปรตีนที่ถูก
เลือกใช้คือ β-lactamase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ตัดยาปฏิชีวนะจ าพวก β-lactam ring ท าให้เซลล์สามารถทนยา

ปฏิชีวนะที่มีเบต้าแลคแทมริงค์ (β-lactamae ring) เช่น แอมพิซิลลิน หรือคาร์เบนิซิลลินได้ สาเหตุที่เลือก
เบต้าแลทเทมเมสเพราะเป็นโปรตีนโมเลกุลเดี่ยวที่มีขนาดค่อนข้างเล็กและยังสามารถท างานได้อย่างเป็นปกติ
เมื่อน าไปเชื่อมต่อกับโปรตีน อ่ืนๆ (Moore et al.,Anal Biochem 247, 203-209,1997) และสามารถ20 

ต้านทานยาปฏิชีวนะได้เมื่ออยู่ในเพอริพลาสซึมเท่านั้น องค์ประกอบย่อยในฟิวชั่นโปรตีนทั้งสาม จะถูก
แสดงออกโดยการเชื่อมต่อกันเป็นโมเลกุลเดียวเป็นฟิวชั่นโปรตีนดังต่อไปนี้ ssTat::substrate::β-lactamase 
และ (3) โปรติเอส ท าหน้าที่คล้ายกรรไกร ท าหน้าที่ในการตัดบริเวณคลิเวจไซต์ของฟิวชั่นโปรตีนบนสับสเตรท  
และ ข. กระบวนการที่ใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์โดยอาศัยกระบวนการขนส่งโปรตีนทวินอาร์จีนีน 
ทรานสโลเคชั่น (twin-arginine translocation หรือ Tat) พาธเวย์ เพ่ือใช้เป็นเครื่องมือทางชีวภาพในการ25 

คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่ใช้ปกป้องการตัดของโปรติเอส ไม่ว่าจะด้วยวิธีการปกป้องที่บริเวณบริเวณคลี
เวจไซต์ของสับสเตรทท าให้โปรติเอสไม่สามารถเข้าถึงได้ หรือที่ท าการจับกับโปรติเอสและยับยั้งการท างานของ
โปรติเอส โดยที่กระบวนการนี้ประกอบไปด้วยขั้นตอนหลัก 3 ประการดังนี้ (1) การออกแบบการใส่ยีนที่จ าเป็น
ในระบบเข้าพลาสมิดเพ่ือให้ได้องค์ประกอบดังกล่าวข้างต้น (2) การวิเคราะห์คอนดิชั่นเพ่ือเลือกสภาวะที่
เหมาะสมส าหรับใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ และ (3) การคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ จากไลบรารี่  ซึ่ง30 

รายละเอียดของกระบวนการจะถูกอธิบายเพิ่มเติมในส่วนของการทดลอง 
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งานประดิษฐ์ชิ้นนี้มีการน ากระบวนการแททพาธเวย์มาประยุกต์ใช้ กล่าวได้คือ ในทางธรรมชาติ
ภายในเซลล์แบคทีเรียจะมีกระบวนการขนส่งและเป้าหมายจ าเพาะส าหรับการขนส่งโปรตีนที่ผลิตได้ในไซโต  
พลาสซึมไปยังจุดหมายต่างๆ หลากหลายกระบวนการ ซึ่งหนึ่งกระบวนการที่จะกล่าวถึงและเกี่ยวข้องกับงาน
ประดิษฐ์ คือ กระบวนการขนส่งโปรตีน Twin-arginine translocation (Tat) pathway ซึ่งเคยกล่าวมาแล้ว
ข้างต้น กระบวนการขนส่งแททพาธเวย์มีความสามารถในการขนส่งโปรตีนผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย โดย5 

กระบวนการขนส่งแททพาธเวย์นี้ประกอบขึ้นด้วยโปรตีนในกลุ่ม TatABC (Berks, Mol Microbiol 22, 393-
404,1996; Settles et al., Science 278, 1467-1470,1997; Weiner et al., Cell 93, 93-101,1998) และ
ในปัจจุบันได้มีการประยุกต์ใช้แททพาธเวย์ โดยน าความสามารถเฉพาะตัวของแททพาธเวย์ที่แสดงให้เห็นถึง
กระบวนการควบคุมคุณภาพของกระบวนการขนส่งโปรตีนในแบคทีเรีย และคัดเลือกโปรตีนที่พับม้วนและ
โปรตีนที่ ไม่ พับม้วน (misfolded protein) ในการศึกษาแบบอินวิโว (in vivo) (Sanders et al., Mol 10 

Microbiol 41, 241-246,2001; Lutz et al. , Protein Eng 15, 1025-1030,2002; DeLisa et al. , Proc 
Natl Acad Sci USA 100, 6115-6120,2003) ยกตัวอย่าง เช่น งานวิจัยที่คิดค้นเพ่ือใช้แททพาธเวย์เป็น
แพลตฟอร์มพ้ืนฐานในการศึกษาและคัดเลือกความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน (protein-protein interaction) 
ของโรคต่างๆ ดังต่อไปนี้ อัลไซเมอร์, พาร์กินสัน, โรคฮันติงตัน และโรคทางสมองอ่ืนๆ ที่เก่ียวเนื่องกับโปรตีนที่
ไม่พับม้วน หรือในบางงานวิจัยที่ใช้แททพาธเวย์ เพ่ือเป็นครื่องมือที่ส่งเสริม และ/หรือ ยับยั้งความสัมพันธ์15 

ระหว่างโปรตีนของทั้งโปรตีนที่พับม้วนและโปรตีนที่ ไม่พับม้วนในเซลล์สิ่งมีชีวิต นอกจากนั้นยังมีการ
ประยุกต์ใช้แททพาธเวย์เพ่ือน าไปใช้ประโยชน์ในหลากหลายด้าน เช่น ใช้แททพาธเวย์เป็นวิธีในการช่วย
วิเคราะห์และปรับปรุงความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนเพ่ือให้เกิดการส่งเสริมหรือยับยั้งซึ่งกันและกัน ส่วนใหญ่จะ
อยู่ในกลุ่มงานวิจัยที่ใช้เพ่ือคัดเลือกยา หรือ สามารถใช้แททพาธเวย์ในการตรวจหาความสัมพันธ์ระหว่าง
โปรตีนในเซลล์สิ่งมีชีวิตได้โดยตรง ซึ่งคือใช้เป็นวิธีในการค้นหายาและเป้าหมายของยา (drug target) ได้20 

โดยตรง และภายใต้การประดิษฐ์นี้จะกล่าวถึงการน าแททพาธเวย์มาประยุกต์ใช้เป็นเทคโนโลยีเพ่ือใช้หา
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการตัดของโปรติเอสด้วยโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ ในปัจจุบันมีรายงานว่ามีโปรติ
เอสอินฮิบิเตอร์กว่า 150 ชนิดที่อยู่ในระหว่างการพัฒนาทางคลินิกหรือถูกน ามาใช้ในทางคลินิกหรือการรักษา
แล้ว โดยหนึ่งในสามของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์นั้นน ามาใช้ส าหรับโรคหัวใจและหลอดเลือด ส่วนที่เหลือมีการ
พัฒนาเพ่ือน าไปใช้กับโรคอ่ืนๆ ได้อย่างหลากหลาย อันได้แก่ โรคความดันโลหิตสูง, โรคเบาหวาน, โรคอัลไซ25 

เมอร์, การติดเชื้อไวรัสเอซไอวี (HIV/AIDS), โรคมะเร็ง, โรคที่เกี่ยวข้องกับการแข็งตัวผิดปกติของเลือด 
(coagulation) แล ะการติ ด เชื้ อ ไว รั ส ตั บ อัก เสบ ซี  (Insight Pharma Reports Protease inhibitors: 
Innovations drive drug pipeline; Drag, M. and Salvesen, G.S., 2010) 

นอกจากนั้นยังมีงานวิจัยที่มีความเก่ียวข้องกับงานประดิษฐ์ของผู้ประดิษฐ์ คือ การใช้แททพาธเวย์ของ
แบคทีเรีย E. coli ในการตรวจสอบความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนภายในเซลล์ (in vivo testing) ซึ่งประกอบไป30 

ด้วย โปรตีนที่สนใจ (ตัวอย่างเช่น โปรตีน หรือเปปไทด์สายสั้นจ าพวกแอนติเจน) ที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ
จ าเพาะของแททพาธเวย์อยู่ (เช่น ssTorA) และโปรตีนบ่งชี้ (โปรตีนบ่งชี้จ าพวกต่อต้านยาปฏิชีวนะ เช่น β-
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lactamase อันเนื่องมาจากโปรตีนนี้สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้โดยเชื่อมโยงกับการเจริญของแบคทีเรียบนจาน
อาหารที่มียาปฏิชีวนะจ าพวก คาร์เบนิซิลลิน และ แอมพิซิลลิน) และในบางงานวิจัยสามารถใช้แททพาธเวย์ใน
การขนส่งโปรตีนที่อยู่ในรูปการจับกันของสองโมเลกุล (heterodimeric complex) จากไซโตพลาสซึมไปยัง 
เพอริพลาสซึมในเซลล์เจ้าบ้าน ในการคัดเลือกหรือระบุหาลักษณะจ าเพาะของโปรตีนที่สนใจ (เช่น ล าดับทาง
ชีวภาพ) ซึ่งการคัดเลือกดังกล่าวจะสังเกตได้จากการเจริญของเซลล์เจ้าบ้านในสภาพแวดล้อมที่ก าหนด (เช่น 5 

จานอาหารที่บรรจุยาปฏิชีวนะ)  

ในส่วนของสายพันธุ์แบคทีเรียที่ใช้ในการประดิษฐ์นี้ คือ E. coli สายพันธุ์ DH5α และ MC4100 แต่
การประดิษฐ์นี้ไม่ได้จ ากัดเฉพาะเพียงแต่สองสายพันธุ์ที่กล่าวมาแล้วเท่านั้น แต่ยังครอบคลุมถึงแบคทีเรียอ่ืนๆ 
ที่มีระบบแททพาธเวย์ด้วย เพราะในความเป็นจริงแล้วแบคทีเรียชนิดใดหรือสายพันธุ์ใดก็ตามที่มีระบบการ
ขนส่งแททพาธเวย์ถือว่าน ามาใช้ในการคัดเลือกได้ แบคทีเรียเจ้าบ้านเหล่านั้นสามารถน ามาใช้งานแทนที่ E. 10 

coli ทั้งสองสายพันธุ์ที่กล่าวไว้ข้างต้นได้ เช่น E .coli K12 และอนุพันธ์, E .coli B และอนุพันธ์, E. coli X 

1776 หรือ W3110 (เช่น F-, λ-, หรือ prototrophic), E. coli MC4100 และอนุพันธ์ (ตัวอย่างเช่น B0D, 
B1LK0, DADE, JARV16, E. coli LE392  และ RR1); แบคทีเรียในกลุ่มบาซิลลัส (bacilli) ตัวอย่างเช่น 
Bacillus subtilis, ก ลุ่ ม เอ น เท อ โร แ บ ค ที เรี ย  (enterobacteriaceae) ตั ว อ ย่ า ง เช่ น  Salmonella 
typhimurium, Serratia marcescens, Pseudomonas sp. , Acetobacter, Actinomyces, 15 

Aerobacter, Agribacterium, Azotobacter, Bacillus, Bacteroides, Bordetella, Brucella, 
Chlamydia, Clostridium, Corynebacterium, Erysipelothrix, Escherichia, Francisella, 
Fusobacterium, Haemophilus, Klebsiella, Lactobacillus, Listeria, Mycobacterium, 
Myxococcus, Neisseria, Nocardia, Pasteurella, Proteus, Pseudomonas, Rhizobium, Rickettsia, 
Salmonella, Serratia, Shigella, Spirilla, Spirillum, Staphylococcus, Streptococcus, 20 

Streptomyces, Trepanema, Vibrio, และ Yersinia จากที่ได้กล่าวมานั้นท าให้ตระหนักได้ว่า เนื่องจาก
สิ่งประดิษฐ์ที่ผู้ประดิษฐ์ได้พัฒนาขึ้นอาศัยแททพาธเวย์ที่มีระบบช่วยควบคุมและตรวจสอบคุณภาพของโปรตีน
ดังที่กล่าวไปแล้วในส่วนของภูมิหลังของศิลปะหรือวิทยาการที่เก่ียวข้อง ท าให้มั่นใจได้ว่าโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่
คัดเลือกได้จะต้องสามารถเป็นรูปแบบที่ละลายน้ าได้และสามารถท างานได้คือ ยับยั้งการท างานของโปรติเอส
ได้อีกด้วย  25 

ผู้ประดิษฐ์ได้ใช้ระบบที่เกี่ยวข้องกับ เอชไอวี-1 โปรติเอส และโปรติเอสอินฮิบิเตอร์เป็นหลักฐานของ
แนวคิด (proof of concept) นี้  ดังนั้นจะใช้ตัวอย่างนี้ส าหรับอธิบายรายละเอียดในส่วนของการเปิดเผยการ
ประดิษฐ์โดยสมบูรณ์ในท่ีนี้   

สิ่งประดิษฐ์นี้เป็นสิ่งประดิษฐ์ที่เกิดจากการตัดแต่งพันธุกรรมของแบคทีเรีย  E. coli เพ่ือใช้เป็น
เครื่องมือทางชีวภาพในการคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ (ในที่นี้ ใช้ อินทราเซลลูลาร์แอนติบอดี) ที่มี30 

ประสิทธิภาพสูงสุดในการปกป้องบริเวณคลีเวจไซต์ของโปรตีนไวรัส p17 Δp24 (สับสเตรท) จากการตัดของ



หน้า 9 ของจ านวน 34 หน้า 
 

เอนไซม์เอชไอวี-1 โปรติเอส เนื่องด้วยในทางธรรมชาติของกระบวนการจ าลองตัวของไวรัสจะมีช่วงของการตัด
โปรตีนสายยาวของไวรัสและประกอบขึ้นเป็นไวรัสตัวใหม่ ช่วงกระบวนการดังกล่าวนี้เอนไซม์โปรติเอสจะท า
หน้าที่ในการตัดซับสเตรทเพ่ือให้แบ่งออกเป็นสองโปรตีนย่อย ซึ่งคือ โปรตีนเมทริกซ์ (p17) และโปรตีนแคป 
ซิด (p24) จากนั้นโปรตีนทั้งสองจะประกอบขึ้นเป็นไวรัสตัวใหม่ โดยแต่เดิมยาที่ใช้รักษาโรคเอดส์หรือยาต้าน
ไวรัสเอชไอวีที่วางขายอยู่ตามท้องตลาดนั้น จะมีจุดประสงค์ในการยับยั้งการท างานของไวรัสคล้ายคลึงกันคือ 5 

ผลิตสารหนึ่งๆ ที่จ าเพาะกับบริเวณเร่งของเอนไซม์ที่มีความส าคัญกับไวรัสทั้งในกระบวนการการจ าลองตัวหรือ
กระบวนการการเข้ายึดเซลล์เจ้าบ้าน เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านั้นถ้าเข้าสู่ร่างกายของผู้ป่วยนอกจากจะจับอย่าง
จ าเพาะกับเอนไซม์ของไวรัสแล้ว เอนไซม์หรือโปรตีนบางตัวของผู้ป่วยถ้ามีลักษณะของบริเวณเร่งใกล้เคียงกับ
เอนไซม์ของไวรัส สารนั้นจะเข้าจับและยับยั้งการท างานของเอนไซม์หรือโปรตีนเหล่านั้นซึ่งเกิดผลเสียต่อ
ร่างกายผู้ป่วยโดยตรง เรียกว่า off-target effect จากข้อเสียนี้ทางผู้ประดิษฐ์จึงมีแนวความคิดที่จะลดปัญหาที่10 

กล่าวมาข้างต้น โดยการปรับเปลี่ยนบริเวณที่จะยับยั้งจากบริเวณเร่งของเอนไซม์มาเป็นบริเวณที่จะถูกตัดบน
โปรตีนสายยาวของไวรัส (คลีเวจไซต์) แทน  

รายละเอียดของหลักฐานของแนวคิดนี้สามารถชี้แจงได้ดังนี้ งานประดิษฐ์ชิ้นนี้มีการออกแบบ 3 
องคป์ระกอบที่ส าคัญ คือ  

1) โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ หรือ อินทราเซลลูลาร์แอนติบอดี (intracellular antibody) โดยในงาน15 

ประดิษฐ์นี้ใช้อินทราเซลลูลาร์แอนติบอดีในรูปแบบของซิงเกิลเชนแวริเอเบิลแฟรกเมนต์ (single-chain 
variable fragment, scFv) ที่จ าเพาะต่อโปรตีนเอชไอวี-1 ชื่อ scFvp17    

2) ฟิวชั่นโปรตีนที่ใช้รายงานผลอันประกอบไปด้วย ชิ้นส่วนของโปรตีนของเอชไอวี-1 ในสิ่งประดิษฐ์นี้
ได้เลือกบริเวณที่มีจุดตัดของเอนไซม์โปรติเอสของเอชไอวี-1 หรือบริเวณโปรติเอสคลีเวจไซต์รวมอยู่ในชิ้นส่วน
ด้วย และชิ้นส่วนโปรตีนที่เลือกมา คือ ส่วนของโปรตีนเมทริกซ์ (p17) และแคปซิด (p24) โดยที่ส่วนของแคป 20 

ซิดได้คัดเลือกส่วนที่มีขนาดสั้นลง แต่มีรายงานก่อนหน้านี้แจ้งว่าสามารถถูกตัดได้ดีเช่นกันเมื่อเทียบกับชิ้นส่วน
ที่สมบูรณ์เพ่ือให้สามารถถูกผลิตได้ชิ้นไม่ใหญ่นักและง่ายต่อการผลิตใน  E. Coli ชิ้นส่วนนี้จึงถูกเรียกว่า 

p17Δp24 และมีบริเวณจดจ าของกระบวนการขนส่งโปรตีนหรือเปปไทด์ส่งสัญญาณที่มาจากโปรตีนที่เป็น
สับ ส เตรทของแททพาธ เวย์ต ามธรรมชาติ ชื่ อ  trimethylamine-N-oxide reductase (TorA signal 
sequence, ssTorA) ซึ่งถ้ากล่าวถึงเปปไทด์ส่งสัญญาณที่น ามาใช้ในงานประดิษฐ์ที่ต้องการตรวจสอบลักษณะ25 

จ าเพาะหรือสังเกตความสามารถในการละลายน้ าหรือการพับม้วนตัวของโปรตีนที่สนใจหรือใช้ทดสอบ
ความสามารถของสารหรือปัจจัยอ่ืนโดยใช้แททพาธเวย์ ไม่จ าเป็นจะต้องใช้เปปไทด์ส่งสัญญาณเฉพาะตัว 
ssTorA ดังเช่นในงานประดิษฐ์นี้เท่านั้น ดังนั้น การประดิษฐ์นี้จึงยังครอบคลุมถึงการใช้เปปไทด์จ าเพาะของ
แททพาธเวย์ตัวอ่ืน เช่น CueO, DmsA, FdnG, FdoG, HyaA, NapA, SufI, WcaM, YagT, YcbK, YcdB, 
YdhX, and YnfE อีกด้วย และในด้านปลายเอ็น (N-terminus) และด้านปลายซี (C-terminus) เติมเอนไซม์30 

เบต้า-แลคแทมเมส (Beta/β-lactamase) เพ่ือใช้ในการย่อยยาปฏิชีวนะในกลุ่มของเบต้า-แลคแทม เขียนอย่าง

ย่อได้ว่า ssTorA::p17Δp24::β-lactamase ซึ่งในกรณีโปรตีนบ่งชี้ก็เช่นกัน การประดิษฐ์นี้ไม่มีการจ ากัดการ
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ใช้เพียงแต่ β-lactamase ดังในงานประดิษฐ์นี้เท่านั้น แต่ยังครอบคลุมถึงการใช้โปรตีนบ่งชี้ตัวอ่ืน เช่น 
FLASH tag, streptomycin phosphotransferase, neomycin phosphotransferase, hygromycin 
phosphotransferase, โปรตีนที่ผลิตจากยีน aada, โปรตีนที่มีความสามารถในการต้านทานยาปฏิชีวนะ

ประเภท ampicillin, tetracycline, chloramphenicol, alkaline phosphatase, β-galactosidase, β-
glucoronidase, chloramphenicol acetyl transferase (CAT), DHFR, luciferase และ โปรตีนในกลุ่ม5 

ฟลูออเรสเซนต์ (fluorescent protein) แต่ในงานประดิษฐ์นี้เลือกใช้โปรตีนบ่งชี้เป็น β-lactamase เพราะ 
เอนไซม์หรือโปรตีนนี้เป็นโปรตีนโมเลกุลเดี่ยวที่มีขนาดค่อนข้างเล็กและยังสามารถท างานได้อย่างเป็นปกติเมื่อ
น าไปเชื่อมต่อกับโปรตีนอ่ืนๆ (Moore et al., Anal Biochem 247, 203-209, 1997) และเหตุผลส าคัญที่ผู้

คิดค้นเลือกใช้โปรตีนบ่งชี้ชนิดนี้ คือ β-lactamase จะไม่สามารถต้านทานยาปฏิชีวนะได้เมื่ออยู่ในไซโตพลาส 
ซึม ซึ่งกล่าวคือ สามารถท างานได้ก็ต่อเมื่อถูกส่งออกมายังเพอริพลาสซึมเท่านั้น จึงเหมาะกับงานประดิษฐ์นี้10 

เป็นอย่างมาก เนื่องจากผู้คิดค้นต้องการคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่สนใจ โดยอาศัยเครื่องมือช่วยคัดเลือก
แททพาธเวย์ในการขนส่งโปรตีนที่ถูกปกป้องโดยโปรติเอสอินฮิบิเตอร์จากไซโตพลาสซึมไปยังเพอริพลาสซึม

และสังเกตการเจริญบนจานอาหารที่บรรจุยาปฏิชีวนะได้จากการท างานของ β-lactamase นั่นเอง และ  
3) โปรติเอสของเอชไอวี-1 (HIV-1 protease) มีหน้าที่ตัดบริเวณคลีเวจไซต์ของชิ้นส่วนเมทริกซ์ 

(p17) และแคปซิดโปรตีน (p24) ในข้อ 2) สรุปคือ ชิ้นส่วนของงานด้านชีววิทยาสังเคราะห์มีท้ังหมด 3 ชิ้นส่วน15 

ประกอบกันดังนี้ scFvp17, ssTorA::p17Δp24::β-lactamase, HIV-1 protease ชิ้นส่วนทั้งสามถูกตัดต่อ
และโคลนเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli ซึ่งตัวน าส่งที่ใช้คือ พลาสมิด pDD18 ดังแสดงอยู่ในรูปที่ 4a ซึ่งในระบบที่ใช้
ทดสอบจริงนั้นจะมีการแสดงออกร่วมของอีกพลาสมิดหนึ่งด้วย ซึ่งคือพลาสมิด pDD322 ดังแสดงอยู่ในรูปที่ 
4b อันเนื่องมาจากพลาสมิดนี้มีโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของกระบวนการขนส่งโปรตีน (Twin arginine 
translocation/tat pathway) ซึ่งคือ โปรตีน tatA, tatB และ tatC โปรตีนทั้งสามชนิดนี้เป็นโปรตีนที่มีส่วน20 

ช่วยในการขนส่งโปรตีนโดยฝังตัวอยู่ที่บริเวณเยื้อหุ้มเซลล์  โดยโปรตีนเหล่านี้มีส่วนส าคัญในการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการขนส่งโปรตีนของสิ่งประดิษฐ์ และเป็นตัวช่วยลดความผิดพลาดที่อาจเกิดขึ้นเนื่องจากมี
โปรตีนที่ช่วยในการส่งออกโปรตีนไม่เพียงพอ ท าให้ในงานประดิษฐ์นี้ไม่ต้องน าผลของประสิทธิภาพการส่งออก
มาเป็นอุปสรรคเพิ่มในการออกแบบและทดสอบอีกต่อไป 

จากที่กล่าวมาข้างต้นนั้นผู้ประดิษฐ์ได้ออกแบบพลาสมิดที่ใช้น าส่งยีน (gene) ที่ต้องการและส่งเข้าสู่25 

ไซโตพลาสซึมของแบคทีเรีย E. coli ท าให้กล่าวได้ว่าผู้ประดิษฐ์มีการออกแบบ E. coli สังเคราะห์ (synthetic 
E. coli) เพ่ือให้แบคทีเรีย E. coli สามารถผลิตโปรตีนทั้ง 3 ส่วนเพ่ิมเติมจากการผลิตโปรตีนของแบคทีเรียใน
ช่วงเวลาปกติ งานประดิษฐ์ชิ้นนี้มีการประยุกต์ใช้กระบวนการขนส่งโปรตีน (Tat-pathway) ที่มีอยู่ตาม
ธรรมชาติเพ่ือใช้ในการคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่เหมาะสมที่สุดที่ใช้ในการยับยั้งการท างาน (การตัด) ของ
โปรติเอส โดยในตัวอย่างนี้ อินทราเซลลูลาร์แอนติบอดี scFvp17 ได้ถูกพิสูจน์แล้วว่าสามารถจับได้กับส่วน30 
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ปลายของ p17 และจากการทดลองของผู้ประดิษฐ์พบว่าสามารถไปขัดขวางการจับของโปรติเอสต่อบริเวณคลี

เวจไซต ์(ปกป้องคลีเวจไซต์) ของโปรตีนไวรัสเอชไอวี-1 (p17Δp24) ได ้    

เมื่อมีการผลิตทั้ง 3 ชิ้นส่วนโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบส าคัญของสิ่งประดิษฐ์เกิดขึ้น ชิ้นส่วนทั้งสาม
จะต้องท าหน้าที่ของตนเองในรูปแบบที่แตกต่างกันออกไปทั้งการปกป้องและการตัด ขณะเกิดการปกป้องโปรติ
เอสอินฮิบิเตอร์หรือ scFvp17 จะต้องเข้าจับอย่างจ าเพาะกับบริเวณคลีเวจไซต์ของฟิวชั่นโปรตีน เพ่ือท าการ5 

ปกป้องไม่ให้ถูกตัดจากกระบวนการของเอชไอวีโปรติเอส ซึ่งสิ่งที่เกิดข้ึนคือ โปติเอสอินฮิบิเตอร์จะเข้าจับอยู่บน
ฟิวชั่นโปรตีนหมือนกับการขอเดินทางไปด้วยกันหรือกระบวนการคนโบกรถ (hitchhiker mechanism) อัน
เนื่องมาจากโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ไม่มีบริเวณจดจ าเพาะกับกระบวนการขนส่งโปรตีน แต่ฟิวชั่นโปรตีนมีบริเวณ
ดังกล่าวท าให้โปรตีนคอมเพล็กซ์นี้สามารถส่งออกไปยังบริเวณเพอริพลาสซึมของแบคทีเรีย E. coli ได้ ซึ่งก็คือ
งานประดิษฐ์นี้อาศัยหลักการการจับกันของโปรตีนสองชนิดที่มีและไม่มีบริเวณจ าเพาะและเกิดการส่งออก 10 

ห รื อ  FLI-TRAP ( Functional Ligand-binding Identification by Tat-based Recognition of 
Associating Proteins) แ ต่ ค ว า ม ต่ า ง ข อ ง ง า น ป ร ะ ดิ ษ ฐ์ นี้ คื อ น า เท ค นิ ค  PROTECT (Protease 
inhibitor Recognition based On Tat Export after Cleavage Tampering) นี้มาใช้ในการรายงานผลของ
การตัดของโปรติเอสและไม่ได้ใช้เพ่ือหาโปรตีนสองชนิดที่สามารถจับกันได้ หลักการคือ ถ้าโปรติเอสอินฮิบิ
เตอร์สามารถจับอย่างจ าเพาะและปกป้องบริเวณคลีเวจไซต์ได้ ฟิวชั่นโปรตีนก็จะไม่ถูกตัดโดยเอชไอวีโปรติเอส 15 

ท าให้เบต้า-แลคแทมเมสซึ่งเป็นรีพอร์ตเตอร์โปรตีนถูกส่งออกไปสู่เพอริพลาสซึมและท าให้เซลล์ทนยาปฏิชีวนะ
กลุม่เบต้า-แลคแทมได้ ถ้าโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ไม่สามารถปกป้องบริเวคลีเวจไซต์ได้ ฟิวชั่นโปรตีนก็จะไม่ถูกตัด
โดยเอชไอวีโปรติเอส ท าให้เบต้า-แลคแทมเมสซึ่งเป็นรีพอร์ตเตอร์โปรตีนยังคงค้างอยู่ในไซโตพลาสซึมและท า
ให้เซลล์ทนยาปฏิชีวนะกลุ่มเบต้า-แลคแทมไม่ได้ เซลล์จึงตายและไม่เกิดเป็นโคโลนีขึ้น ส่วนการผลิตฟิวชั่น
โปรตีนนั้น มีความคล้ายคลึงกับการออกแบบของ ISELATE technique (ISELATE: Intrabody Selection 20 

after Tat Export) ซึ่งมาจากอีกหนึ่งสิทธิบัตรที่ได้กล่าวถึงไปแล้ว แต่ข้อแตกต่างก็คือ ISELATE ใช้เพ่ือ
คัดเลือกหรือพัฒนาให้โปรตีนที่ไม่สามารถพับม้วนให้อยู่ในรูปละลายน้ าได้ให้กลายเป็นโปรตีนที่ละลายน้ าได้
โดยการสร้างการกลายพันธุ์แล้วใช้เทคนิค ISELATE คัดเลือก ในขณะที่เทคนิค PROTECT นี้ใช้ฟิวชั่นโปรตีน
เพ่ือเป็นตัวรายงานการท างาน (การตัด) ของโปรติเอส       

เมื่อกล่าวถึงวิธีที่ใช้ตรวจสอบและยืนยันว่าระบบของสิ่งประดิษฐ์ที่สร้างขึ้นนี้สามารถท างานได้หรือไม่ 25 

จะกล่าวถึง การแสดงผลการทดสอบการท างานของระบบที่ออกแบบเพ่ือให้เกิดความเชื่อมโยงระหว่างการไม่
ตัดของโปรติเอสกับการทนยาปฏิชีวนะของเซลล์โดยวิธีการทดลองแบบ in vivo ซึ่งคือสปอตเพลท (spot 
plate technique)  และการยืนยันผลว่าการที่เซลล์ทนยาปฏิชีวนะได้นั้นเกิดจากการขนส่งฟิวชั่นโปรตีนให้ไป
อยู่ในเพอริพลาสซึมจริง ด้วยเทคนิคการติดตามโปรตีนเวสเทิร์นบล็อท (western blot) ซึ่งเป็นวิธีแบบ in 
vitro 30 
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 วิธีสปอตเพลทสามารถยืนยันได้ว่าฟิวชั่นโปรตีนถูกตัดหรือไม่ เพราะถ้าฟิวชั่นโปรตีนไม่ถูกตัดก็จะถูก
ส่งออกท้ังโมเลกุลซึ่งจากท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้นว่าปลายเอ็นมีบริเวณจับจ าเพาะของกระบวนการขนส่งโปรตีนจึง
ท าให้ฟิวชั่นโปรตีนที่ไม่ถูกตัดสามารถส่งออกไปยังเพอริพลาสซึมได้ทั้ งโมเลกุล และทางปลายซีของฟิวชั่น
โปรตีนมีเอนไซม์เบต้า-แลคแทมเมสอยู่ เมื่อถูกขนส่งออกไปยังเพอริพลาสซึมเอนไซม์นี้ก็จะท างานโดยการย่อย
ยาปฏิชีวนะบริเวณโดยรอบและท าให้มีการเจริญของโคโลนี E. coli ได้ ฉะนั้นวิธีนี้จึงใช้เป็นตัวบ่งชี้ได้ว่าฟิวชั่น5 

โปรตีนถูกตัดหรือไม่ ซึ่งเป็นผลมาจากการปกป้องของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ ส่วนอีกวิธีคือเวสเทิร์นบล็อท วิธีนี้
เป็นวิธีการติดตามผลในระดับโปรตีนว่าโปรตีนที่ส าคัญทั้งสามชนิดถูกผลิตและท างานหรือไม่ โดยวิธีการเวส
เทิร์นบล็อทนี้จะใช้การจับของแอนติบอดีกับเอปิโทปแท็กที่เชื่อมอยู่กับโปรตีน เช่น FLAG-tag ที่ใช้ในระบบนี้
ซ่ึงเชื่อมอยู่กับโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ His-tag ที่เชื่อมอยู่กับเอชไอวีโปรติเอส และ Bla หรือเบต้า-แลคแทมเมสที่
เชื่อมอยู่ในฟิวชั่นโปรตีน เพราะฉะนั้นสามารถตรวจสอบได้ว่าฟิวชั่นโปรตีนและโปรติเอสอินฮิบิเตอร์สามารถ10 

ผลิตและถูกส่งออกไปยังเพอริพลาสซึมหรือไม่จากการเตรียมทั้งไซโตพลาสซึมและเพอริพลาสซึมแยกกันจาก
ตัวอย่างหนึ่งๆ ถ้าฟิวชั่นโปรตีนไม่ถูกตัดซึ่งเกิดจากการปกป้องโดยโปรติเอสอินฮิบิเตอร์จะสามารถติ ดตาม
ฟิวชั่นโปรตีนได้ทั้งในไซโตพลาสซึมและเพอริพลาสซึม ซึ่งโปรติเอสอินบิเตอร์ก็เช่นเดียวกัน แต่ถ้าฟิวชั่นโปรตีน
ถูกตัดผลที่ควรสังเกตได้ คือ พบฟิวชั่นโปรตีนในเลนของไซโตพลาสซึมเท่านั้นและไม่พบในเพอริพลาสซึม การ
ติดตามผลโดยวิธีเวสเทิร์นบล็อทนั้นจ าเป็นต้องรู้ขนาดโปรตีนที่สนใจเพ่ือเทียบว่าขนาดของโปรตีนที่ตรวจสอบ15 

ได้ตรงกับขนาดโปรตีนที่ต้องการศึกษาหรือไม่ 

ต่อไปจะกล่าวถึงภาพรวมของสิ่งประดิษฐ์ ในขั้นของการออกแบบระบบของสิ่งประดิษฐ์ได้ท าการ
ออกแบบเป็น 3 องค์ประกอบหลักดังต่อไปนี้  

1.) โปรติเอสอินฮิบิเตอร ์หรือ อินทราเซลลูลาร์แอนติบอดี (intracellular antibody) : “scFvp17” 

2.) ชิ้นส่วนของโปรตีนของเอชไอวี-1 ในสิ่งประดิษฐ์นี้ได้เลือกบริเวณที่มีจุดตัดของเอนไซม์โปรติเอสของเอชไอ20 

วี-1 หรือบริเวณโปรติเอสคลีเวจไซต์รวมอยู่ในชิ้นส่วน สามารถเรียกชิ้นส่วนนี้ได้ว่า ฟิวชั่นโปรตีน (fusion 

proteins) : “ssTorA::p17Δp24::Bla” 

3.) โปรติเอสของเอชไอวี-1 : “HIV-1 protease” 

ส าหรับหลักการของเทคนิค PROTECT ภาพรวมที่เกิดจากการออกแบบนี้จะแสดงในรูปที่  3 ซึ่งคือ
ความน่าจะเป็นที่อาจเกิดข้ึนในสิ่งประดิษฐ์ทั้งสองประการคือ  25 

ประการที่หนึ่ง (จากภาพ 3a) คือ ความน่าจะเป็นที่เกิดขึ้นเมื่อโปรติเอสอินฮิบิเตอร์สามารถจับอย่าง
จ าเพาะหรือเกิดปฏิสัมพันธ์ต่อกัน (interaction) และปกป้องบริเวณคลีเวจไซต์ และยังสามารถส่งโปรตีนคอม
เพล็กซ์ออกไปยังเพอริพลาสซึมของแบคทีเรีย E. coli ได้ สิ่งที่สังเกตได้จากเหตุการณ์นี้ คือ จะสามารถเห็น
โคโลนีของ E. coli บนอาหารแข็งที่มียาปฏิชีวนะประเภทเบต้าแลคแทม เช่น แอมพิซิลลิน (ampicillin) และ 
คาร์เบนิซิลลิน (carbenicillin) เนื่องจากโปรตีนคอมเพล็กซ์ที่ถูกส่งออกไปยังเพอริพลาสซึมมีเอนไซม์เบต้า- 30 
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แลคแทมเมสที่ใช้ย่อยยาปฏิชีวนะทั้งสองชนิดที่ได้กล่าวมาข้างต้นเป็นองค์ประกอบอยู่ในฟิวชั่นโปรตีน จึง
สามารถเรียกได้ว่า เบต้า-แลคแทมเมสเป็นตัวรายงานการยับยั้งหรือไม่ยับยั้งการท างานของโปรติเอส โดยโปรติ
เอสอินฮิบิเตอร์ที่อยู่ในระบบของสิ่งประดิษฐ์นี้ได้ เบต้า-แลคแทมเมสเป็นตัวรายงานผลที่ท าให้ระบบนี้สามารถ
ถูกน ามาใช้เป็นเทคนิคแบบซีเลคชั่นได้ เพราะเป็นการคัดเลือกด้วยความมีชีวิตอยู่รอดของเซลล์  ท าให้สามารถ
น ามาใช้ในการคัดเลือกคราวละมากๆ ได้ และ 5 

ประการที่สอง (จากภาพ 3b) แสดงให้เห็นถึงโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ไม่มีคุณสมบัติในการปกป้องบริเวณ
คลีเวจไซต์ ซึ่งอาจเป็นผลมาจากโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่ไม่สามารถจับจ าเพาะกับบริเวณคลีเวจไซต์ได้ หรือโปร 
ติเอสไม่สามารถม้วนพับให้อยู่ในรูปละลายน้ าได้จึงไม่สามารถท างานได้เช่นกัน ถ้าผลของการออกแบบระบบ
ของสิ่งประดิษฐ์ออกมาในแบบภาพทางขวามือจะไม่สามารถเห็นการเจริญของแบคทีเรีย E. coli บนอาหาร
แข็งทีมียาปฏิชีวนะได้ 10 

 ในล าดับต่อไปผู้ประดิษฐ์จะขอกล่าวถึงค านิยามต่างๆ ที่ผู้ประดิษฐ์ได้ใช้อธิบายเกี่ยวกับสิ่งประดิษฐ์นี้  

 “โปรตีน” ใช้อ้างถึงสายโซ่ของกรดอะมิโนที่เชื่อมกันไว้ด้วยพันธะโควาเลนท์ (covalent bond) ซึ่งจะ
สามารถเรียกว่าสายโซ่กรดอะมิโนก็ต่อเมื่อมีกรดอะมิโนเป็นส่วนประกอบอย่างน้อยสองโมเลกุลขึ้นไป
จนกระทั่งสามารถประกอบเป็นโปรตีนสายยาวได้ และยังนิยามค าว่าโปรตีนได้ไปจนถึงโปรตีนที่ประกอบขึ้น
จากโมเลกุลโปรตีน และโมเลกุลอ่ืน เช่น น้ าตาลหรือคาร์โบไฮเดรตจะเรียกว่าไกลโคโปรตีน (glycoprotein; 15 

glycosylated form), โปรตีนในรูปฟอตเฟต (phosphorylated form) เป็นต้น 

 “ปฏิสัมพันธ์” (interaction) สิ่งที่แสดงถึงความสัมพันธ์ทางกายภาพของสองโดเมน โดยปฏิกิริยาที่
เกิดขึ้นอาจเกิดเนื่องจากความสัมพันธ์จากการสร้างพันธะทางเคมีต่อกันซึ่งส่งผลให้เกิดการเชื่อมต่อและความ
เสถียรที่มากขึ้นของทั้งสองโดเมน ยกตัวอย่างการมีปฏิสัมพันธ์ในเชิง ได้แก่ ปฏิสัมพันธ์เฉพาะระหว่าง
แอนติเจน (antigen) และแอนติบอดี (antibody), ลิแกนด์ (ligand) และตัวรับ (receptor) ซึ่งเปรียบได้กับ 20 

ปฏิสัมพันธ์ระหว่างสองโมเลกุลโปรตีน, ชิ้นส่วนโปรตีนหรือโปรตีนที่สมบูรณ์ที่มีอยู่ในสิ่งประดิษฐ์นี้ 

 “โปรตีนเป้าหมาย” (target protein) ใช้เมื่อได้อ้างถึงโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิกที่ใช้ผลิตโปรตีนหรือ
กรดนิวคลีอิกที่ใช้บ่งบอกถึงโปรตีนนั้นๆ ซึ่งสนใจในคุณสมบัติต่างๆ ของโปรตีน เช่น การละลายน้ า การพับ
ม้วนตัว เพ่ือน ามาวิเคราะห์และใช้ประโยชน์ในสิ่งประดิษฐ์ โดยค าว่าโปรตีนเป้าหมายนิยามถึงทั้งโปรตีน
ต้นแบบ (wild-type หรือเขียนย่อๆ ว่า WT) และโปรตีนที่เป็นอนุพันธ์ของโปรตีนต้นแบบ หรือในบางงานวิจัย25 

จะให้ความหมายของโปรตีนเป้าหมายว่า ตัวแปร (variant) หรือ กลายพันธุ์ (mutant) ซึ่งการประดิษฐ์นี้ไม่ได้
จ ากัดชนิดของโปรตีนเป้าหมายที่จะน ามาวิเคราะห์ 

 “ฟิวชั่นโปรตีน” (fusion protein) หมายถึง สายโพลิเปปไทด์ หรือกรดนิวคลีอิกที่แสดงถึงสายโพ
ลิเปปไทด์ดังกล่าว ฟิวชั่นโปรตีนประกอบไปด้วย เปปไทด์ที่จ าเพาะกับกระบวนการขนส่งโปรตีน (tat 
pathway), โปรตีนเป้าหมาย และ โปรตีนที่ใช้เป็นเครื่องบ่งชี้ (marker protein) ซึ่งเปปไทด์ที่จ าเพาะกับ30 
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กระบวนการขนส่งโปรตีนที่ ระบุอยู่ใน DeLisa et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 100, 6115 (2003) ซึ่งได้
น ามาใช้ประโยชน์ในการประดิษฐ์ชิ้นนี้ด้วย 

 “โปรตีนเครื่องหมายคัดเลือกหรือยีนรายงานผลหรือโปรตีนบ่งชี้” (selectable marker หรือ 
reporter gene) อธิบายถึงล าดับของกรดนิวคลีอิก (ยีน) ที่แสดงออกถึงกิจกรรม (activity) ของโปรตีนหรือ
เอนไซม์ และแสดงถึงความสามารถในการเจริญในอาหารที่ขาดสารอาหารส าคัญต่อการเจริญ หรืออีกประการ5 

หนึ่งสามารถแสดงถึงการต่อต้านต่อยาปฏิชีวนะหรือยาอ่ืนๆ ที่เกิดขึ้น เมื่อโปรตีนเครื่องหมายคัดเลือกหรือยีน
รายงานผลนี้เกิดการแสดงออก โดยในสิ่งประดิษฐ์นี้จะใช้โปรตีนเครื่องหมายคัดเลือกหรือยีนรายงานผล
ต่อเชื่อมอยู่กับฟิวชั่นโปรตีน ยกตัวอย่างเช่น เซลล์เจ้าบ้านมีล าดับของกรดนิวคลีอิกที่ผลิตฟิวชั่นโปรตีนซึ่ง
สามารถเจริญในสภาวะคัดเลือกได้ (เช่น สามารถเจริญได้ในอาหารที่มียาปฏิชีวนะ) เนื่องจากกรดนิวคลีอิก
เหล่าที่ผลิตฟิวชั่นโปรตีนนั้นสามารถแสดงออกได้ถึงกิจกรรม (เช่น กิจกรรมของเบต้า-แลคแทมเมส, β-10 

lactamase activity) ในการต่อต้านยาปฏิชีวนะได้ 

 “คุณสมบัติการละลายน้ า” (solubility profile) อธิบายถึงคุณสมบัติการละลาย และ/หรือ การพับ
ม้วนตัวของโปรตีนเป้าหมาย โดยสามารถสังเกตคุณสมบัติเหล่านี้ได้จากความสามารถของเซลล์เจ้าบ้านที่มี
ฟิวชั่นโปรตีนหรือโปรตีนเป้าหมายอยู่ในตัวและแสดงออกโดยการเจริญบนยา, ยาปฏิชีวนะ หรือตัวคัดเลือก
อ่ืนๆ (เช่น การแสดงออกของยาแอมพิซิลลิน) ฉะนั้นเซลล์เจ้าบ้านที่เจริญได้ในสภาวะที่มียา, ยาปฏิชีวนะ หรือ15 

ตัวคัดเลือกอ่ืน บ่งบอกได้ถึงความสามารถในการละลายของโปรตีนเป้าหมายได้ ในขณะเดียวกันถ้าโปรตีน
เป้าหมายไม่มีความสามารถในละลายเซลล์เจ้าบ้านจะไม่สามารถเจริญในสภาวะคัดเลือกได้เช่นกัน คุณสมบั ติ
การละลายที่กล่าวถึงในสิ่งประดิษฐ์นี้สามรถใช้วิเคราะห์การละลายหรือการพับม้วนตัวของโปรตีนเป้าหมาย
และโปรตีนเป้าหมายที่เกิดการกลายพันธุ์ (mutant target protein) ซึ่งคุณสมบัติการละลายสามารถตรวจจับ
ได้จากความสามารถในการละลายของโปรตีนที่อยู่ในระหว่างทาง (intermediate) ของกระบวนการ (แสดงให้20 

เห็นถึงความสัมพันธ์ของอัตราการเจริญของเซลล์เจ้าบ้านที่สามารถผลิตฟิวชั่นโปรตีนในสภาวะที่มีการ
แสดงออกของยา, ยาปฏิชีวนะ หรือตัวคัดเลือกอ่ืน กับการแสดงออกของฟิวชั่นโปรตีนที่เพอริพลาสซึม เช่น 
ความสามารถในการละลายของฟิวชั่นโปรตีนที่มีโปรตีนเป้าหมายและโปรตีนเครื่องหมายคัดเลือกเป็น
องค์ประกอบอยู่) 

 “ระบบการส่งผ่านยีน” อธิบายถึงการส่งผ่านล าดับของกรดนิวคลีอิก (ยีน) เข้าสู่เซลล์หรือเนื้อเยื่อ25 

หนึ่งๆ ยกตัวอย่างเช่น การส่งผ่านยีนโดยใช้เวกเตอร์ (vector) (เช่น retroviral, adenoviral, adeno-
associated viral, และการขนส่งกรดนิวคลิอิกด้วยกระบวนการขนส่งอ่ืน), การฉีดหรือยิงกรดนิวคลิอิกเข้าไป
โดยตรง (microinjection of naked nucleic acid), การส่งผ่านโดยใช้โพลิเมอร์ (ลิโพโซมและอนุภาคโลหะ
อ่ืนๆ : liposome-based and metallic particle-based system), การยิงกรดนิวคลีอิกโดยวิธีทางชีวภาพ 
(gene gun) หรือวิธีการอ่ืนที่ใกล้เคียงกับวิธีการเหล่านี้  30 
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 “บริเวณจ าเพาะเพ่ือใช้ในการจับของล าดับเป้าหมาย” (site-specific recombination target 
sequence) อธิบายถึงล าดับของกรดนิวคลีอิกท่ีใช้เป็นล าดับจดจ าของการจับกับสารหนึ่งๆ 

“กรดนิวคลีอิก” (nucleic acid) อธิบายได้ว่าการรวมตัวของกรดนิวคลีอิกเพ่ือกลายเป็นโมเลกุล
หนึ่งๆ ไม่จ ากัดว่าจะเป็นดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอ แต่ยังครอบคลุมทุกล าดับอื่นด้วย เช่น  4-acetylcytosine, 8-
hydroxy-N6-methyladenosine, aziridinylcytosine, pseudoisocytosine, 5-(carboxyhydroxyl 5 

methyl)uracil, 5-fluorouracil, 5-bromouracil, 5-carboxymethylaminomethyl-2-thiouracil, 5-
carboxymethylami --nomethyluracil, dihydrouracil, inosine, N6-isopentenyladenine, 1-methyl 
adenine, 1-methyl pseudouracil, 1-methylguanine, 1-methylinosine, 2,2-dimethylguanine, 2-
methyl adenine, 2-methylguanine, 3-methylcytosine, 5-methylcytosine, N6-methyladenine, 
7-me thylguanine, 5-methylaminomethyluracil, 5-methoxy-aminomethyl-2-thiouracil, beta-D-10 

mannosylqueosine , 5′-methoxycarbonylmethyluracil, 5-methoxyuracil, 2-methylthio-N6-iso 
pentenyladenine, uracil-5-oxyacetic acid methylester, uracil-5-oxyacetic acid, oxybutoxosine, 
pseudouracil, que -osine, 2-thiocytosine, 5-methyl-2-thiouracil, 2-thiouracil, 4-thiouracil, 5-
methyluracil, N-uracil-5-oxyacetic acid methylester, uracil-5-oxyacetic acid, pseudouracil, 
queosine, 2-thiocytosine, and 2,6-diaminopurine 15 

 “ยีน” (gene) อธิบายถึงล าดับของกรดนิวคลีอิก (เช่น ดีเอ็นเอ:DNA) ที่เป็นล าดับที่ส าคัญส าหรับการ
ผลิตโพลิเปปไทด์, อาร์เอ็นเอ (RNA) (รวมทั้ง เอ็มอาร์เอ็นเอ:mRNA, ทีอาร์เอ็นเอ:tRNA และ อาร์อาร์เอ็นเอ:
rRNA) หรือสารตั้งต้นอ่ืน ยีนจะเป็นล าดับทางพันธุกรรมที่สามารถส่งต่อไปยังลูกหลานได้ ส่วนที่สามารถ
ถอดรหัสเป็นอาร์เอ็นเอได้ เรียกว่า exon และ บริเวณที่ไม่สามารถถอดรหัสได้ เรียกว่า intron ในทาง
กายภาพจะเกิดการตัดส่วนของ intron ออกซ่ึงเรียกว่ากระบวนการ spliced out ในขั้นตอนการถอดรหัสช่วง20 

ต้น ซึ่งยีนในความหมายนี้ยังรวมไปถึง ซีดีเอ็นเอ (cDNA) อีกด้วย 

 “สิ่งต้นแบบ” (wild-type) หมายถึง ยีนหรือผลิตภัณฑ์ของยีนที่มีลักษณะเหมือนยีนหรือผลิตภัณฑ์
ของยีนที่คัดเลือกเลือกจากแห่งธรรมชาติ  โดยยีนต้นแบบเหล่านี้จะพบได้บ่อยในกลุ่มประชากรหนึ่งๆ ดังนั้นจึง
ได้ชื่อว่าเป็นยีน “ปกติ” หรือ “ต้นแบบ” ในทางกลับกันค าว่า “ปรับเปลี่ยน (modified)” “กลายพันธุ์
(mutant)” “ ความหลากหลาย (polymorphism)” “ตัวแปรหรือสิ่งที่เปลี่ยนผันได้ (variant)” ซึ่งคือยีนหรือ25 

ผลิตภัณฑ์ของยีนที่ล าดับถูกปรับเปลี่ยน และ/หรือ คุณสมบัติบางประการถูกปรับเปลี่ยน เมื่อเทียบกับยีน
ต้นแบบหรือผลิตภัณฑ์ของยีนต้นแบบ ซึ่งสามารถคัดเลือกสิ่งที่เกิดการกลายพันธุ์และระบุได้อย่าเฉพาะเจาะจง
ถึงลักษณะที่เปลี่ยนไปได้ (เช่น การเพ่ิมข้ึนหรือลดลงของคุณสมบัติการละลายน้ า) 

 “เอนไซม์ตัดจ าเพาะ” (restriction enzyme) หมายถึง เอนไซม์ของแบคทีเรีย โดยที่แต่ละชนิดนั้นจะ
สามารถตัดสายคู่ของดีเอ็นเอท่ีต าแหน่งใกล้กับบริเวณจดจ าของล าดับบนนิวคลีโอไทด์ได้แตกต่างกันไป 30 

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Exon&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Intron&action=edit&redlink=1
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 “การคัดแยก” (isolated) แสดงถึงล าดับของกรดนิวคีอิกที่ถูกระบุและแยกออกจากองค์ประกอบ
หนึ่งๆ หรือแยกออกจากการปนเปื้อนโดยปกติจะเกี่ยวข้องกับแหล่งธรรมชาติของสิ่งนั้น การคัดแยกโดยปกติ
จะใช้วิธีคัดจากรูปร่างที่ปรากฎหรือการตั้งค่าหาความแตกต่างที่เคยพบจากธรรมชาติ ในทางตรงกันข้ามล าดับ
ของกรดนิวคลีอิกที่ไม่ถูกคัดแยกคือ ดีเอ็นเอ หรือ อาร์เอ็นเอที่พบได้อย่างปกติในธรรมชาติ ยกตัวอย่างเช่น ดี
เอ็นเอที่พบได้ปกติในโครโมโซมของเซลล์เจ้าบ้าน หรืออาร์เอ็นเอ ที่ในแต่ละเอ็นอาร์เอ็นเอจะผลิตโปรตีนแต่ละ5 

ชนิดแตกต่างกันออกไป ซึ่งจะพบได้จ านวนมากโดยอาจอยู่รวมกันแต่ผลิตโปรตีนเฉพาะตัวของแต่ละล าดับ
ออกมา 

  “การท าให้บริสุทธิ์” (purified/to purify) อธิบายถึงการแยกองค์ประกอบที่ต้องการออกจากตัวอย่าง
ตั้งต้น ตัวอย่างเช่น การแยกแอนติบอดีออกจากการปะปนของโปรตีนที่ไม่ใช่โปรตีนอิมมูโนโกลบูลิน โดยการ
ท าให้บริสุทธิ์เช่นนี้ คือ การแยกอิมมูโนโกลบูลินที่ไม่สามารถจับอย่างจ าเพาะกับโมเลกุลเป้าหมายได้  โดยการ10 

กระท าทั้งหมดนี้จะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการตอบสนองต่อเป้าหมายให้มากข้ึน ในอีกตัวอย่าง คือสายโพลีเปป
ไทด์สังเคราะห์ที่ใส่เข้าเซลล์เจ้าบ้านเกิดการแสดงออกในเซลล์เจ้าบ้านนั้นจะถูกท าให้บริสุทธิ์โดยการแยก
โปรตีนของเซลล์เจ้าบ้านออกไป ซึ่งท าให้สายโพลิเปปไทด์สังเคราะห์มีปริมาณมากข้ึนในตัวอย่าง 

 “เวสเทิร์นบล็อท” (western blot) คือวิธีการวิเคราะห์โปรตีนที่ถูกตรึงอยู่บนตัวรองรับ เช่น ไนโตร
เซลลูโลส (nitrocellulose) หรือเยื้อหุ้มอ่ืนๆ โปรตีนจะวิ่งในเจลอะคริลาไมด์เพ่ือแยกโปรตีนแต่ละชนิดออก15 

จากกัน และจากนั้นก็ย้ายโปรตีนจากเจลไปยังตัวรองรับอื่นที่เป็นของแข็ง เช่น ไนโตรเซลลูโลส หรือเยื่อไนล่อน 
โปรตีนที่สนใจจะถูกตรึงไว้บนกระดาษจะถูกจับโดยแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อกัน และสุดท้ายการตรวจจับการจับ
กันของแอนติเจนและโปรตีนที่สนใจมีหลากหลายวิธี ตัวอย่างเช่น การติดแท็กด้วยสารรังสี 

 “เซลล์เจ้าบ้าน” (host cell) อธิบายถึงเซลล์ทั้งในหลอดทดลองหรือในสิ่งมีชีวิตที่ได้รับยีนจาก
ภายนอก (เช่น เวกเตอร์ที่มียีนผลิตฟิวชั่นโปรตีนประกอบอยู่), โพลินิวคลีโอไทด์ และ/หรือ โปรตีนที่ปรากฎอยู่20 

ในสิ่งประดิษฐ์นี้เข้าสู่เซลล์ เซลล์เหล่านี้อาจเป็นเซลล์ยูคาริโอตหรือโพรคาริโอต ซึ่งไม่จ ากัดว่าจะเป็นเซลล์
ประเภทใดหรือกลุ่มใด ซึ่งเป็นเซลล์เจ้าบ้านได้ตั้งแต่เซลล์แบคทีเรียไปจนถึงเซลล์สัตว์ชั้นสูง (เช่น E. coli, 
เซลล์ยีสต์, เซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม, เซลล์สัตว์ปีก, เซลล์สัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ า, เซลล์พืช, เซลล์ปลา และเซลล์
แมลง) 

 “แอนติบอด”ี (antibody/immunoglobulin) คือโปรตีนที่จับอย่างจ าเพาะเจาะจงกับแอนติเจน รวม25 

ไปถึงโพลีโคลนอล (polyclonal), โมโนโคลนอล (monoclonal), แอนติบอดีที่มีการตัดต่อพันธุกรรมจากของ
หนูและคน (chimeric) และแอนติบอดีที่มีสัดส่วนจากพันธุกรรมมนุษย์ (humanized antibodies), ส่วนของ 
Fab, ส่วนของ F(ab’)2 และรวมไปถึงอิมมูโนโกลบูลินคลาสต่างๆ เช่น IgG, IgA, IgM, IgD, IgE และ อิมมูโน
โกลบูลินที่หลั่งออกมา (secretion immunoglobulin;  sIg) ซึ่งโดยปกจิแอนติบอดีจะมีองค์ประกอบหลัก 2   
ส่วนคือ 2 เส้นใยโปรตีนชนิดหนัก (heavy chain) และ 2 เส้นใยโปรตีนชนิดเบา (light chain) อย่างไรก็ตาม30 
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ค านิยามของแอนติบอดีรวมไปถึงแอนติบอดีทั้งสายเดี่ยว (single chain antibody) และสายคู่ (two chain 
antibody) 

 “อิปิโทป” (epitope) คือต าแหน่งบนแอนติเจนที่เป็นบริเวณจ าเพาะกับส่วนหนึ่งของแอนติเจน
หรืออิมมูโนโกลบูลิน 

 “การจับกันอย่างจ าเพาะเจาะจง” (specific/specifically binding) ถ้าอ้างอิงจากปฏิสัมพันธ์ของ5 

แอนติบอดีและโปรตีนหรือเปปไทด์ ซึ่งปฏิสัมพันธ์นี้ขึ้นอยู่กับการปรากฎส่วนของโครงสร้าง (เช่น อิปิโทป) 
เฉพาะบนโปรตีนนั้นๆ หรือในอีกนัยหนึ่ง คือ แอนติบอดีสามารถจดจ าและเข้าจับอย่างจ าเพาะเจาะจงกับ
โปรตีน ยกตัวอย่างเช่น ถ้าแอนติบอดีมีความจ าเพาะกับเอปิโทป A ถ้ามีโปรตีนที่มีเอปิโทป A ปรากฎขึ้นโดยที่
ในปฏิกิริยามีตัวเลเบลอื่นที่จับกับเอปิโทป A แอนติบอดีจะเข้าไปแย่งจับกับเอปิโทป A ท าให้ปริมาณของเลเบล
อ่ืนที่จับกับเอปิโทป A ลดลง  10 

 

จากทั้งหมดทีไ่ด้กล่าวมาข้างต้น ผู้ประดิษฐ์ได้ด าเนินการตามล าดับของวิธีการทดลองและสามารถแสดงผลการ
ทดลองได้ต่อไปนี้  

การทดลอง 

 ขณะท าการทดลองสิ่งประดิษฐ์นี้มีขั้นตอนหลากหลายและแต่ละขั้นตอนอาจใช้อักษรย่อที่แตกต่างกัน15 

ออกไป ผู้ประดิษฐ์จึงได้รวบรวมอักษรย่อต่างๆ ไว้ในตารางด้านล่างนี้ 

อักษรย่อ 
(ภาษาอังกฤษ) 

ชื่อเต็ม (ภาษาไทย) ชื่อเต็ม (ภาษาอังกฤษ) 

hr ชั่วโมง hours 
g กรัม grams 
l, L ลิตร liters 
μl ไมโครลิตร microliters 
μM ไมโครโมลาร์ micromolar 
μmol ไมโครโมล micromoles 
mg มิลลิกรัม milligrams 
ml มิลลิลิตร milliliters 
mmol มิลลิโมล millimoles 
mM มิลลิโมลาร์ millimolar 
M โมลาร์ molar 
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mol โมล moles 
ng นาโนกรัม nanograms 
nm นาโนเมตร nanometers 
nmol นาโนโมล nanomoles 
LB - Luria-Bertani broth  
Sigma บ.ซิกม่า Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo 
Abcam บ.แอปแคม Abcam, Inc., Cambridge, Mass 

 

ขั้นที ่1 การออกแบบการใส่ยีนที่จ าเป็นในระบบเข้าพลาสมิด  โดยการออกแบบตัวน าส่งยีนหรือเวกเตอร์ หรือ 
พลาสมิดนี้ได้อธิบายส่วนประกอบส าคัญหลัก 3 ประการไว้แล้วในข้างต้นและแสดงองค์ประกอบตามค าอธิบาย
ไว้ในรูปที่ 4a และ 4b  ในส่วนรายละเอียดการออกแบบพลาสมิด, เวกเตอร์ หรือตัวน าส่งยีนนั้น สามารถ
อธิบายได้ดังนี ้5 

 ในขั้นตอนการออกแบบพลาสมิดของสิ่งประดิษฐ์นี้ใช้พลาสมิดชื่อ pDD18 และ pDD322 (Waraho, 
D. and DeLisa, M.P., (2009) Proc Natl Acad Sci U S A. 106(10):3692-7) ซึ่งเป็นพลาสมิดที่ถูกดัดแปลง
มาจากพลาสมิดต้นแบบคือ pBAD18-Cm และ pBR322  เนื่องจาก pBAD18-Cm และ pBR322 มีชิ้นส่วน
ของเบต้า-แลคแทมเมสยีนค้างอยู่จากการตัดต่อพลาสมิดต้นแบบของพลาสมิดเหล่านั้น  และท าให้เกิดความ
ผิดพลาดของระบบได้ดังที่กล่าวไว้ในงานวิจัยที่อ้างถึงนี้  โดยที่พลาสมิดทั้งสองชนิดนี้ ได้ถูกน ามาใช้ในระบบ 10 

FLI-TRAP ด้วยเช่นเดียวกัน นอกจากนี้ เนื่องจาก pDD322 มียีนที่ท าให้เซลล์ทนยาเตตร้าไซคลีนซึ่งเป็นยาที่ยัง
มีการใช้ในมนุษย์เป็นยีนเครื่องหมายในการคัดเลือก (selectable marker) ท าให้ผู้ประดิษฐ์ตัดต่อยีนนั้นออก
และเปลี่ยนเป็นยีนที่ท าให้เซลล์ทนยากาน่ามัยซินแทนและเรียกเวกเตอร์ใหม่นี้ว่า pDD322-Kan จากนั้นจึงท า
การตัดต่อพันธุกรรมของยีนต่างๆ ที่เป็นองค์ประกอบหลัก 3 องค์ประกอบในระบบ PROTECT ลงใน pDD18 
ได้แก่ 15 

1) โปรติ เอสอินฮิบิ เตอร์ (protease inhibitor) หรือในตัวอย่างที่ ใช้นี้คือ อินทราเซลลูลาร์แอนติบอดี 
(intracellular antibody) ที่อยู่ในรูปแบบ scFv (single chain variable fragment) โดยโปรติเอสอินฮิบิ
เตอร์ที่เลือกใช้ในงานประดิษฐ์นี้คือ scFvp17 เนื่องจาก scFvp17 สามารถจับอย่างจ าเพาะกับบริเวณปลายซี
ของโปรตีน p17 ซึ่งบริเวณอนุรักษ์ของโปรตีน p17 คือ 121DTGHSSQVSQNY132 โดยผู้ประดิษฐ์เชื่อว่าโปรติ
เอสอินฮิบิเตอร์นี้จะสามารถปกป้องบริเวณคลีเวจไซต์ของโปรตีนเป้าหมายและยับยั้งการท างานของโปรติเอส20 

ได้ และบริเวณที่ใช้ในการตัดต่อ คือ ระหว่างเอนไซม์ตัดจ าเพาะ SacI และ SalI ในขณะเดียวกันที่ปลายซีของ
โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ผู้ประดิษฐ์ได้ท าการตัดต่อ FLAG-tag เพ่ือใช้ในการท าให้บริสุทธิ์ (purification) หรือใช้
เพ่ือติดตามผลการทดลองด้วยวิธีเวสเทิร์นบล็อท  
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2) ฟิวชั่นโปรตีน ซึ่งในตัวอย่างนี้มีสับสเตรทหรือโปรตีนเป้าหมายเอชไอวี-1 โดยสิ่งประดิษฐ์นี้เลือกโปรตีน
เป้าหมายที่มีบริเวณจดจ าหรือบริเวณโปรติเอสคลีเวจไซต์ของเอนไซม์โปรติเอสเอชไอวี -1 เพ่ือให้เอนไซม์
ดังกล่าวท างานโดยการตัดโปรตีนเป้าหมายได้ โดยบริเวณที่ใช้ในการตัดต่อ คือ ระหว่างเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
NdeI และ XbaI ดังนั้นโปรตีนเป้าหมายที่เลือกมาใช้ในสิ่งประดิษฐ์นี้คือ เมทริกซ์โปรตีน (matrix protein : 
p17) และแคปซิดโปรตีน (capsid protein : p24) นอกจากนั้นผู้ประดิษฐ์ยังได้ออกแบบเพ่ิมเติมให้โปรตีน5 

เป้าหมายนี้อยู่ในสภาพฟิวชั่นโปรตีน โดยเติม ssTorA (signal sequence TorA) ที่ปลายเอ็น (N-terminus) 
และเติมเอนไซม์เบต้า-แลคแทมเมส (Beta/β-lactamase) ที่ปลายซี (C-terminus) ของโปรตีนเป้าหมาย ซึ่ง
เอนไซม์เบต้า-แลคแทมเมสมีคุณสมบัติการย่อยสลายยาปฏิชีวนะในกลุ่มของเบต้า -แลคแทม ซึ่งในที่นี้
เปรียบเสมือนตัวรายงานผลการทดลองหรือโปรตีนติดตามผลซึ่งใช้ในขั้นตอนการตรวจสอบด้วยวิธีสปอตเพลท
และเวสเทิร์นบล็อท 10 

3) เอนไซม์โปรติเอส ซึ่งในตัวอย่างนี้คือโปรติเอสของเชื้อไวรัสเอชไอวี-1 (HIV-1 protease) มีหน้าที่จับอย่าง
จ าเพาะและตัดบริเวณคลีเวจไซต์ของโปรตีนเป้าหมาย บริเวณท่ีใช้ในการตัดต่อ คือ ระหว่างเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
ApaI และ XhoI ในขณะเดียวกันที่ปลายซีของเอนไซม์โปรติเอสผู้ประดิษฐ์ได้ท าการตัดต่อ Histidine-tag เพ่ือ
ใช้ในการท าให้บริสุทธิ์ (purification) หรือใช้เพื่อติดตามผลการทดลองด้วยวิธีเวสเทิร์นบล็อท  

กระบวนการในขั้นตอนนี้  การประดิษฐ์จะครอบคลุมถึงการโคลนยีนที่เป็นองค์ประกอบทั้งสามอย่าง15 

เข้าสู่พลาสมิดเท่านั้น ไม่ว่าจะเป็นการใช้พลาสมิดใดๆ ก็ตาม ไม่เพียงแต่ pDD18 และ pDD322 หรือมีการ
แยกองค์ประกอบออกจากพลาสมิดเดียวกัน เช่นในระบบไตรซิสทรอนิก หรือไบซิสทรอนิกที่มีอยู่ในตัวอย่างที่ 
1  ตราบใดที่องค์ประกอบ ตราบใดที่มีการโคลนองค์ประกอบทั้งสามนี้ได้แก่ โปรติเอส ฟิวชั่นโปรตีน และโปรติ
เอสอินฮิบิเตอร์และน าไปผลิตในเซลล์พร้อมกันเพ่ือคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ 

ล าดับต่อไปจะกล่าวถึงตัวอย่างขั้นตอนการทดลอง โดยสายพันธุ์ของแบคทีเรียและสภาวะการเจริญ20 

ของแบคทีเรีย E. coli ที่ใช้ในการประดิษฐ์นี้คือ สายพันธุ์ต้นแบบ (wild-type) MC4100 ซึ่งใช้ในขั้นตอนการ
คัดเลือกและการทดสอบทั้งหมด และ DH5α ซึ่งใช้ในขั้นตอนการตัดต่อและโคลนนิ่ง โดยปกติแบคทีเรีย E. 
coli สามารถเจริญได้ในอาหาร Luria-Bertani broth (LB) และอุณหภูมิที่เหมาะแก่การเจริญ คือ 37 องศา
เซลเซียส (°C) โดยในการประดิษฐ์นี้จะใช้แบคทีเรีย E. coli เป็นเซลล์เจ้าบ้านในการรับพลาสมิดที่เกิดจากการ
ตัดต่อพันธุกรรมให้มีองค์ประกอบหลัก 3 องค์ประกอบดังที่กล่าวไปแล้ว เพราะฉะนั้นจึงต้องเตรียมเซลล์ E. 25 

coli ทั้งสองสายพันธุ์ให้อยู่ในสภาพพร้อมใช้งาน (competent cell) ซึ่งท าได้โดยการเลี้ยงแบคทีเรีย E. coli 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37°C อัตราการเขย่า 200 rpm เป็นเวลาอย่างต่ า 16 ชั่วโมง 
จากนั้นน ามาเลี้ยงใน 50 มิลลิลิตร ของอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ใหม่ โดยใส่เชื้อแบคทีเรีย E. coli ในอัตราส่วน 
1:50 แล้วเลี้ยงในสภาวะเดิมประมาณ 2-3 ชั่วโมง หรือจนกระทั้งค่า OD600 (optical density) ที่วัดได้จะอยู่
ในช่วง 0.4-0.6 (วัดที่ช่วงความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร) หลังจากได้ความเข้มข้นเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการแล้ว30 

จึงท าตามข้ันตอนเพ่ือให้เชื้อแบคทีเรีย E. coli อยู่ในสภาพพร้อมรับพลาสมิดซึ่งเตรียมได้ 2 รูปแบบ คือ เซลล์ 
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E. coli ที่อาศัยการน าส่งพลาสมิดโดยใช้ความร้อนกระตุ้น (heat shock transformation) และ เซลล์ E. coli 
ที่อาศัยการน าส่งพลาสมิดโดยใช้ไฟฟ้ากระตุ้น (electroporation)  

หลังจากนั้นจึงส่งผ่านพลาสมิดทุกแบบข้างต้นเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli ที่พร้อมใช้งานด้วยวิธีส่งผ่านโดย
ใช้ไฟฟ้าหรือความร้อนกระตุ้นอย่างใดอย่างหนึ่ง พร้อมทั้งคัดเลือกเซลล์  E. coli ที่ได้รับพลาสมิดทั้งสองโดย
อาศัยการใส่ยาปฏิชีวนะอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง ซึ่งคือ คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol) และ กานา5 

มัยซิน (kanamycin) เพราะ pDD18 สามารถต่อต้านยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลและ pDD322 สามารถ
ต่อต้านยาปฏิชีวนะกานามัยซิน หลังจากนั้นจึงน าเซลล์ E. coli ที่บรรจุด้วยสองพลาสมิดนี้ไปท าการศึกษา
ประสิทธิภาพของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ต่อไป 

เพราะฉะนั้นผลสรุปของการออกแบบดังกล่าวนี้ คือ scFvp17, ssTorA::p17Δp24::β-lactamase 
และ HIV-1 protease นอกจากนี้ ยังมีการโคลนยีนที่ผลิตองค์ประกอบของแททพาธเวย์ได้แก่ TatA TatB 10 

และ TatC (TatABC) ไว้ใน pDD322-Kan อีกด้วยเพ่ือให้ถูกผลิตพร้อมกับองค์ประกอบหลักของเทคนิค 
PROTECT ซึ่งจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพของเทคนิค PROTECT ยิ่งขึ้น เวกเตอร์ใหม่นี้เรียกว่า pDD322-Kan 
TatABC ระบบที่กล่าวไปแล้วนั้น เรียกว่าเป็นระบบที่เป็นแบบไตรซิสทรอนิก (ดังรูปที่ 4a และ 4b) เนื่องจาก
ยีนองค์ประกอบหลักของเทคนิค PROTECT นั้นอยู่ใน pDD18-Cm ทั้งหมดและอยู่ภายใต้การควบคุมของโปร
โมเตอร์ตัวเดียวกันคือ AraBAD โปรโมเตอร์ ในขณะที่โปรตีน TatABC นั้นอยู่ภายใต้การควบคุมของ TatABC 15 

native ซึ่งเป็นชนิดที่ท าให้เกิดการแสดงออกของยีนตลอดเวลา ยิ่งไปกว่านั้นในสิ่งประดิษฐ์นี้ผู้ประดิษฐ์ได้
ออกแบบการแสดงออกของพลาสมิดไว้ใน 2 รูปแบบคือ ไบซิสทรอนิกเวกเตอร์ (Bicistronic vector) และ 
ไตรซิสทรอนิกเวกเตอร์ (Tricistronic vector) ส าหรับระบบที่เป็นแบบไบซิสทรอนิกเวกเตอร์ คือการออกแบบ
ให้มีเพียง 2 องค์ประกอบหลักซ่ึงคือ โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ (scFvp17) และ ฟิวชั่นโปรตีนหรือโปรตีนเป้าหมาย 

(ssTorA::p17Δp24::β-lactamase) เท่านั้นที่อยู่ ในพลาสมิด pDD18-Cm ส่วนเอนไซม์โปรติ เอสนั้นจะ20 

เปลี่ยนไปบรรจุในพลาสมิด pDD322 แทน (pDD322-Kan TatABC HIV-1 PR) ดังรูปที่ 5a และ 5b ท าให้  
โปรติเอสที่อยู่ในระบบนี้จะถูกผลิตตลอดเวลาไปพร้อมๆ กับโปรตีน TatABC 

 นอกจากนี้ผู้ประดิษฐ์ยังได้ออกแบบชุดควบคุมเชิงบวก (positive control) และชุดควบคุมเชิงลบ 
(negative control) ที่กล่าวไว้ในตัวอย่างที่ 1 ในล าดับถัดไป  

ขั้นที่ 2 การวิเคราะห์คอนดิชั่นเพ่ือเลือกสภาวะที่เหมาะสมส าหรับใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์  การ25 

วิเคราะห์ผลการปกป้องการตัดสับเสตรทโดยโปรติเอสนั้น จ าเป็นต้องมีการคัดเลือกสภาวะที่เหมาะสมที่สุด  
การวิเคราะห์ผลสามารถท าได้จากตัวอย่างดังนี้ น าพลาสมิดที่ได้ออกแบบไว้นั้นท าการส่งผ่าน (ทรานสฟอร์ม)
เข้าสู่แบคทีเรีย E. coli แล้วจึงน ามาศึกษาการแสดงผลการยับยั้งการท างานของโปรติเอสโดยการใช้โปรติ
เอสอินฮิบิเตอร์จากระบบของสิ่งประดิษฐ์โดยจะแสดงผลการทดลองในส่วนนี้ในรูปแบบของวิธีสปอตเพลทเพ่ือ
สังเกตการเจริญของแบคทีเรีย E. coli บนจานอาหารที่มีความเข้มข้นของปริมาณยาปฏิชีวนะคาร์เบนิซิลลิน 30 
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และตัวกระตุ้น (น้ าตาลอะราบิโนส) ในการทดลองครั้งที่  1 เป็นการทดลองเพ่ือหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของ
กระบวนการผลิตของระบบที่ได้สร้างขึ้น โดยใช้อุณหภูมิที่ 30°C และ 37°C ที่ความเข้มข้นอะราบิโนส 0.5% 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผลปรากฎว่าที่ 30°C ระบบที่สร้างขึ้นนี้ท างานได้ดีกว่า หรือในอีกทางสามารถบอกได้
ว่าที่อุณหภูมิ 30°C scFvp17 หรือ โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ สามารถถูกผลิตในรูปแบบที่ละลายน้ าได้ได้ดีกว่าจึง
ท างานปกป้องบริเวณคลีเวจไซต์ของสับสเตรทของไวรัส HIV-1 ได้ดีกว่าที่อุณหภูมิ 37°C อันเนื่องมาจากที่5 

อุณหภูมิ 37°C เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย E. coli เป็นอย่างมาก เพราะฉะนั้นที่
อุณหภูมิดังกล่าวแบคทีเรีย E. coli สามารถเจริญเติบโตและแบ่งตัวออกได้เป็นจ านวนมากซึ่งท าให้ไม่เหมาะสม
กับการผลิตโปรตีนที่มาจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เช่น scFvp17 ซึ่งชิ้นส่วนของแอนติบอดี เนื่องจากระบบการ
ท างานที่ได้ออกแบบและส่งผ่านเข้าสู่แบคทีเรียถูกสร้างและผลิตในอัตราเร็วที่สูงตามการเจริญและการแบ่งตัว
ของแบคทีเรีย E. coli ซึ่งเป็นเหตุผลให้ scFvp17 ถูกผลิตเร็วและมีจ านวนมากพร้อมๆ กันจนเกินไป เมื่อเทียบ10 

กับอัตราส่วนเวลาเดียวกันที่อุณหภูมิ 30°C จึงส่งผลให้บริเวณไม่ชอบน้ า (hydrophobic patch) ของโปรตีน
จ านวนมากท่ียังไม่ได้ม้วนพับนั้นเกิดการจับกันเองและเกิดการบดบังกันของส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic) และ
ไม่ชอบน้ าจนส่งผลให้โปรตีนหรือเอนไซม์ดังกล่าวเกิดการจับตัวกันเองและตกตะกอนไปอยู่ในรูปที่ไม่ละลายน้ า 
(aggregation/inclusion body) และไม่สามารถอยู่ในรูปที่ท างานได้หรือพับม้วนและท างานได้น้อยกว่าที่ควร
จะเป็น และนอกจากนั้นพ้ืนที่ที่ใช้ผลิตในแบคทีเรีย E. coli ก็มีจ ากัด เมื่อโปรตีนถูกผลิตออกมามากจนเกินไป15 

ในพ้ืนที่จ ากัดก็ยิ่งส่งผลให้โปรตีนตกตะกอนมากขึ้น จากการทดลองครั้งที่ 1 ท าให้ทราบได้ว่าระบบของงาน
ประดิษฐ์นี้สามารถท างานได้ดีที่อุณหภูมิ 30°C  

เมื่อได้อุณหภูมิที่เหมาะสมแล้วล าดับต่อมาคือศึกษาประสิทธิภาพของระบบที่สร้างขึ้นด้วยวิธีสปอต
เพลท โดยมีล าดับขั้นตอนดังต่อไปนี้ เลี้ยงเซลล์ E. coli ที่มีพลาสมิดทั้งสองบรรจุอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มี
ยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล (ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และกาน่ามัยซิน (ความเข้มข้น 50 20 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 5 มิลลิลิตร และบ่มที่อุณหภูมิ 37°C อัตราการเขย่า 200 rpm เป็นเวลาอย่างน้อย 16 
ชั่วโมง หลังจากครบเวลาบ่มจะท าการปรับความเข้มข้นเชื้อตั้งต้นให้เท่ากันคือ OD600 เท่ากับ 2.5 แล้วจากนั้น
จึงเจือจางเชื้อแบคทีเรีย E. coli ทั้ง 5 ระบบ ดังต่อไปนี้ 1) ชุดควบคุมเชิงลบ (negative control) ของระบบ
ไตรซิสทรอนิก 2) ชุดควบคุมเชิงบวก (positive control) ของระบบไตรซิสทรอนิก 3) เวกเตอร์แบบไตรซิส
ทรอนิก (Tricistronic vector) (WT หรือสับสเตรทที่มีคลีเวจไซต์แบบโปรตีนดั้งเดิมของไวรัส HIV-1) 4) 25 

เวกเตอร์แบบไบซิสทรอนิก (Bicistronic vector) (WT) และ 5) ชุดควบคุมเชิงลบ (negative control) ของ
ระบบไบซิสทรอนิก ตั้งแต่ความเข้มข้น 2.5x10-1-10-6 cfu/ml ในส่วนของอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งนั้นจะมี
ส่วนประกอบ คือ อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งที่ความเข้มข้นของอะราบิโนสเท่ากับ 0.1%, 0.2% และ 0.5% โดย
น้ าหนักต่อปริมาตร (เป็นอินดิวเซอร์ของพลาสมิด pDD18 ใส่เพ่ือให้โปรโมเตอร์ของพลาสมิดเริ่มการผลิต
โปรตีน) และยาปฏิชีวนะประเภทเบต้า-แลคแทม (คาร์เบนิซิลลิน) ที่ความเข้มข้น 0, 25, 50, 100, 200 และ 30 

400 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หลังจากเจือจางเชื้อ E. coli และเตรียมอาหารแข็งแล้ว ล าดับต่อไปจะเป็นการสปอต
เชื้อ E. coli ที่ได้เจือจางไว้ลงอาหารแข็ง โดยหยดเชื้ออีโตไลเจือจางตั้งแต่ความเข้มข้น 10-1-10-6 cfu/ml 
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(colony-forming unit/ml) โดยความเข้มข้นละ 5 ไมโครลิตรเป็นแถวต่อกันไป จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
30°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือสังเกตผลการทดลองที่เกิดขึ้นว่าระบบของสิ่งประดิษฐ์ที่สร้างขึ้นสามารถผลิต 
ท างานและตรวจสอบได้โดยใช้ระบบการขนส่งโปรตีนของแบคทีเรีย E. coli ได้ตามวัตถุประสงค์หรือไม่ ถ้าโปร 
ติเอสอินฮิบิเตอร์ (scFvp17) มีประสิทธิภาพในการปกป้องคลีเวจไซต์ของโปรตีนเป้าหมายจะสามารถ
สังเกตเห็นการเจริญของแบคทีเรีย E. coli บนจานอาหารแข็งที่ได้ท าการสปอตเพลทไว้ แต่ถ้าโปรติเอสอินฮิบิ5 

เตอร์ไม่มีประสิทธิภาพ (GLF) หรือไม่สามารถพับม้วนเพ่ืออยู่ในรูปที่ละลายน้ าได้จะไม่มีการเจริญของ
แบคทีเรีย E. coli ในจานอาหารแข็ง   

ซึ่งผลการทดลองที่ออกมานั้นสามารถระบุได้ว่าองค์ประกอบทั้ง 3 ส่วนซึ่งคือ โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ 

(scFvp17 หรือ GLF), ฟิวชั่นโปรตีน (ssTorA::p17Δp24::β-lactamase) และ เอนไซม์โปรติเอส HIV-1 
สามารถถูกผลิตและมีประสิทธิภาพในการท างานปกป้องบริเวณคลีเวจไซต์ของฟิวชั่นโปรตีนจากการตัดของ10 

เอนไซม์โปรติเอส HIV-1 ได ้(ดังตัวอย่างที่ 1)  

หลังจากทดสอบประสิทธิภาพของระบบสิ่งประดิษฐ์แล้วว่าสามารถเจริญได้บนอาหารที่มียาปฏิชีวนะ
ด้วยวิธี สปอตเพลทตามที่ได้ออกแบบระบบไว้ เนื่องจากเทคนิคนี้เป็นเทคนิคแบบ in vivo จึงควรมีการยืนยัน
ผลด้วยวิธีเวสเทิร์นบล็อทซึ่งเป็นเทคนิคแบบ in vitro อีกด้วย วิธีเวสเทิร์นบล็อทจะช่วยในการพิสูจน์ว่าการที่
เซลล์สามารถเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชีวนะเป็นเพราะเบต้า -แลคแทมเมสถูกส่งออกไปยังเพอริ 15 

พลาสซึมจริง ซึ่งแปลว่าองค์ประกอบต่างๆ นั้นถูกผลิตให้อยู่ในรูปที่สามารถละลายน้ าได้และอยู่ในรูปที่ท างาน
ได้จริง ซึ่งมีล าดับขั้นตอนดังนี้ เลี้ยงเซลล์ E. coli ที่มีพลาสมิดทั้งสองบรรจุอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มียา
ปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล (25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และกาน่ามัยซิน (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 5 มิลลิลิตร 
และบ่มที่อุณหภูมิ 37°C อัตราการเขย่า 200 rpm เป็นเวลาอย่างน้อย 16 ชั่วโมง หลังจากนั้นจะท าการลงเชื้อ 
E. coli (subculture) ใน 50 มิลลิลิตร ของอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ใหม่ (โดยใส่เชื้อแบคทีเรีย  E. coli ใน20 

อัตราส่วน 1:50) และใส่ยาปฏิชีวนะเช่นเดิม จากนั้นน าไปบ่มอุณหภูมิ 37°C อัตราการเขย่า 200 rpm 
ประมาณ 2-3 ชั่วโมง หรือจนกระทั้งค่า OD600 ที่วัดได้จะอยู่ในช่วง 0.4-0.5 (วัดที่ช่วงความยาวคลื่น 600 นา
โนเมตร) หลังจากนั้นใส่ สารละลายอะราบิโนสเข้มข้น 0.2% โดยน้ าหนักต่อปริมาตรเพ่ือเป็นตัวกระตุ้นการ
ท างานของพลาสมิด pDD18 และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C อัตราการเขย่า 200 rpm เพ่ือให้เชื้อแบคทีเรีย E. 
coli ผลิตโปรตีนทั้งสามส่วนที่บรรจุอยู่ในพลาสมิด เป็นเวลาประมาณ 3-4 ชั่วโมง หลังจากนั้นจะใช้ท าการแยก25 

ส่วนของไซโตพลาสซึมและเพอริพลาสซึมของแบคทีเรียออกจากกันเป็นสองส่วน  โดยเริ่มจากการจะท าการ
ปรับความเข้มข้นเชื้อตั้งต้นให้เท่ากันคือ OD600 เท่ากับ 2.5 วิธีการคือวัด OD600 ของเซลล์คัลเจอร์ของแต่ละ
ตัวอย่างแล้วปั่นเหวี่ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใช้ปริมาตรตั้งต้นที่เมื่อท าการละลายด้วย 250 ไมโครลิตร ของ 5 mM 
MgSO4 ในขั้นตอนหลังแล้วจะท าให้ได้ OD600 = 75  สามารถค านวณได้โดยใช้สมการดังนี้ 

โดยที่  OD600 (x) หมายถึง ค่าของ OD600 ที่วัดได้เมื่อถึงเวลาเก็บเซลล์มาท าการสกัดแยกส่วน 30 

หลังจากนั้นจึงละลายเชื้อแบคทีเรียด้วย 1 มิลลิลิตร subcellular fractionation buffer (ประกอบด้วย 30 

75

𝑂𝐷600(𝑥)
× 0.25 𝑚𝑙 
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mM Tris–HCl, 1 mM กรดเอทิลีน ไดอามีน เตตราอาเซติก (EDTA), 0.6 M ซู โครส ) จากนั้ นบ่มไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ล าดับต่อไปใส่ 250 ไมโครลิตร ของ 5 mM MgSO4 (เป็นการปรับความเข้มขั้น
เชื้อแบคทีเรียให้เป็น OD600 = 75) และแช่น้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
16,000 rcf เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C และเก็บส่วนใสด้านบนตะกอน (supernatant) เป็นส่วนของ
เพอริพลาสซึม และละลายตะกอนที่เหลือด้วย 250 µL phosphate buffered saline (PBS) และท าให้เซลล์5 

แตกโดยการใช้คลื่นเสียงกระแทก (sonication) ซึ่งจะท าในน้ าแข็งเพ่ือลดความร้อนที่เกิดจากการใช้คลื่นเสียง
ที่อาจท าลายโปรตีนได้ จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้ตกตะกอนที่ความเร็ว 16,000 rcf เป็นเวลา 20 นาที ที่
อุณหภูมิ 4°C และเก็บส่วนใสของรอบนี้เป็นส่วนของไซโตพลาสซึม และตะกอนที่เหลืออยู่ด้านล่างเปรียบได้กับ
ส่วนที่ไม่ละลายน้ า (insoluble fraction) จากนั้นท าการแยกโปรตีนต่างๆ ที่มีอยู่ในส่วนของไซโตพลาสซึมและ
เพอริพลาสซึมด้วยวิธี SDS/PAGE และจากนั้นย้ายโปรตีนจากเจลเข้าสู่ส่วนรองรับชนิดแข็ง (polyvinylidene 10 

fluoride (PVDF) membranes) โดยวิธีเวสเทิร์นบล็อทตามมาตรฐาน หลังจากนั้นจะเป็นการตรวจสอบหา
โปรตีนองค์ประกอบหลักทั้ง 3 ส่วน คือ 1) ฟิวชั่นโปรตีนจะใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะกับเบต้า-แลคแทมเมส 
(mouse anti-Bla 1:150; Abcam) เป็นตัวตรวจสอบซึ่งขนาดที่ถูกต้องควรจะเป็น 58.5 kDa, 2) โปรติเอสอิน
ฮิบิเตอร์จะใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะกับ FLAG-tag (mouse anti-FLAG M2-HRP 1:3,000; Sigma-Aldrich) 
เป็นตัวตรวจสอบซึ่งขนาดที่ถูกต้องควรจะเป็น 27.6 kDa และ 3) ถ้าต้องการตรวจสอบเอนไซม์โปรติเอสของ15 

ไวรัสเอชไอวี -1 จะใช้แอนติบอดีที่ จ าเพาะกับ His-tag (anti-6X His tag® antibody (HRP) ab1187 
1:5000; Abcam) ซึ่งขนาดที่ถูกต้องของเอนไซม์คือ 12.17 kDa  

ผลการทดลองขั้นที่ 2 รายงานได้ดังต่อไปนี้ 1) จากรูปที่ 6a ย้ าชัดให้เห็นว่าอุณหภูมิที่ 30°C เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะกับการผลิตโปรตีนมากกว่า 37°C และยังแสดงให้เห็นว่าระบบสิ่งประดิษฐ์สามารถผลิตและ
ส่งออกฟิวชั่นโปรตีนได้จริงที่แสดงในเลนของ WT สับสเตรท และ KP สับสเตรท (ชุดควบคุมเชิงบวก) เพราะ20 

สามารถตรวจสอบฟิวชั่นโปรตีนได้ทั้งส่วนของไซโตพลาสซึมและเพอริพลาสซึม ซึ่งตรงข้ามกับเลนที่ 1-2 ที่
แสดงผลของชุดควบคุมเชิงลบ เพราะผลการทดลองดังกล่าว สามารถตรวจพบฟิวชั่นโปรตีนแค่ในส่วนของไซ
โตพลาสซึมเท่านั้น ซึ่งเน้นย้ าผลที่ว่า GLF scFv ไม่มีความสามารถในการปกป้องคลีเวจไซต์ และ scFvp17 มี
ความสามารถในการปกป้องคลีเวจไซต์ของฟิวชั่นโปรตีนได้จริง 2) โปรติเอสอินฮิบิเตอร์จะใช้แอนติบอดีที่
จ าเพาะกับ FLAG-tag (mouse anti-FLAG M2-HRP 1:3,000; Sigma-Aldrich) เป็นตัวตรวจสอบซึ่งขนาดที่25 

ถูกต้องควรจะเป็น 27.6 kDa แสดงในรูปที่ 6b ซึ่งขนาดแถบ (band) ที่พบใกล้เคียงกับสิ่งที่คาดหวังแสดงว่า
เป็นแถบของ scFvp17 จริง อย่างไรก็ตาม ในสิ่งที่คาดหวังไว้นั้นคือจะพบ scFvp17 ทั้งส่วนของไซโตพลาสซึม
และเพอริพลาสซึมเช่นเดียวกับฟิวชั่นโปรตีน แต่จากรูปพบแค่ในไซโตพลาสซึมเท่านั้น ซึ่งอาจเป็นผลจาก 
scFvp17 สามารถท างานได้จริงแต่การจับกับฟิวชั่นโปรตีนอาจไม่แข็งแรงเท่าที่ควร ดังนั้นขณะท าการส่งออก
ไปยังเพอริพลาสซึมท าให้ scFvp17 หลุดออกจากฟิวชั่นโปรตีนและยังคงอยู่ในไซโตพลาสซึมเพ่ือปกป้องฟิวชั่น30 

โปรตีนตัวอ่ืนๆ ต่อไป หรือในอีกเหตุผลคือ scFvp17 ที่จับได้ไม่แข็งแรงนั้นอาจถูกส่งออกเช่นกันแต่ส่งออกได้
ในปริมาณที่น้อยเกินกว่าปริมาณขั้นต่ าที่เทคนิคเวสเทิร์นบล็อทจะสามารถตรวจจับได้ และล าดับที่ 3) ซึ่งเป็น
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ล าดับสุดท้าย คือเอนไซม์โปรติเอสของไวรัสเอชไอวี-1 จะใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะกับ His-tag (anti-6X His 
tag® antibody (HRP) ab1187 1:5000; Abcam) ซึ่งขนาดที่ถูกต้องของเอนไซม์ที่กล่าวมาข้างต้นคือ 12.17 
kDa (ไม่มีรูปประกอบผลการทดลอง) 

ขั้นที่ 3 การคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์จากไลบรารี่โดยวิธีการตรวจคัดกรองไลบรารี่ 

การประดิษฐ์นี้ไม่มีการจ ากัดชนิดของไลบรารี่ที่เลือกใช้ อาจมาจาก naïve library เมื่อไม่มีโปรติ5 

เอสอินฮิบิเตอร์ที่จ าเพาะกับตัวสับสเตรทที่ต้องการอยู่แล้ว หรืออาจเป็นไลบรารี่ของ mutant ที่มาจากการ
ปรับเปลี่ยนโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ต้นแบบที่จ าเพาะกับตัวสับสเตรทที่ต้องการอยู่แล้ว  แต่จะครอบคลุมถึงการ
คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่ต้องการด้วยการท าการคัดเลือกในรูปแบบของไลบรารี่โดยการโคลนไลบรารี่ลง
ในต าแหน่งของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ ในขั้นต้นนั้น การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์แต่
ละตัวที่ถูกคัดเลือกมาจากไลบรารี่สามารถท าได้โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของเซลล์บน10 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชีวนะที่ใช้คัดเลือกอยู่ ท าให้สามารถคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่มีประสิทธิภาพ
สูงสุดได้ในขั้นต้นจ านวนหนึ่ง แล้วจึงน ามาวิเคราะห์ต่อด้วยวิธีทาง in vitro เช่น เวสเทิร์นบล็อท ELISA หรือ 
Surface Plasmon Resonance (SPR) ต่อไป  

ในตัวอย่างนี้คือการสร้างไลบรารี่ของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ในระบบของการประดิษฐ์ข้างต้นให้เกิดการ
กลายพันธุ์ด้วยวิธี Error-Prone PCR (GeneMorph II Random Mutagenesis Kit: Agilent technologies) 15 

โดยใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นของเวคเตอร์ที่บรรจุโปรติเอสอินฮิบิเตอร์เป็น 4 นาโนกรัม หลังจากนั้นน าส่งพลาส 
มิดหรือเวคเตอร์ของไลบรารี่ดังกล่าวเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ NEB® 10-beta Competent E. coli (High 
Efficiency) (ต้องท าการการค านวณขนาดของไลบรารี่เพ่ือให้ครอบคลุมพลาสมิดของไลบรารี่ทั้งหมด) จึง
เตรียม E. coli สายพันธุ์ NEB® 10-beta Competent E. coli (High Efficiency)  ปริมาตรหลอดละ 50 
ไมโครลิตร และท าการน าส่งพลาสมิดจากไลบรารี่โดยต้องท าการขจัดเกลือออกจากตัวอย่างไลบรารี่โดยการ20 

หยดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสที่มีรูพรุนขนาด 0.025 ไมโครเมตร จากนั้นจึงท าการน าส่งพลาสมิดจากไลบรา
รี่ 5 ไมโครลิตร/50 ไมโครลิตร electro competent E. coli โดยใช้กระแสไฟฟ้าและใช้อาหาร SOC ในการ
เลี้ยงและบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นท าการสเปรดเพทลท (spread plate) และบ่มที่
อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยท าการเจือจางตัวอย่างจากไลบรารี่ให้อยู่ที่ความเข้มข้น 10-1- 10-6 
และใช้จานอาหารที่บรรจุยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟเนคอล เพ่ือใช้ระบุและประมาณขนาดของไลบรารี่ ส่วนของ25 

ไลบรารี่ที่เหลือให้เติม LB ให้ครบ 100 มิลลิลิตรและเติมยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟเนคอลให้ได้ความเข้มข้นตาม
อัตราส่วนและน าไปบ่มที่ 37°C ข้ามคืน เช้าวันรุ่งขึ้นเก็บเชื้อเพ่ือท า freezer stock (1:1 30% glycerol) 
นอกจากนั้นต้องนับจ านวนโคโลนีบนเพลทและประมาณหาขนาดของไลบรารี่ดังสูตรต่อไปนี้ 
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ตัวอย่างเช่น ถ้านับโคโลนีบนจานอาหารได้ 100 โคโลนี ปริมาตรที่ใช้สเปรดเพลท คือ 100 ไมโครลิตร สัดส่วน
การเจือจาง คือ 10-5 จากปริมาตรเชื้อทั้งหมด 1 มิลลิลิตร  

 

จากนั้นจะท าการสกัดพลาสมิดซึ่งต้องค านึงถึงความครอบคลุมขนาดของไลบรารี่ที่สร้างขึ้นด้วย โดยใช้5 

หลักการที่ว่า OD600 =1 ของเชื้อ 1 มิลลิลิตร จะมีเชื้ออยู่ 109 cfu/ml เพราะฉะนั้นตัวเลขนี้ครอบคลุมขนาด
ของไลบรารี่ จึงท าการสกัดพลาสมิดให้ครอบคลุมขนาดของไลบรารี่ดังที่กล่าวไว้ จากนั้นน าส่งพลาสมิดของ
ไลบรารี่เหล่านั้นเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ MC4100 ที่มีพลาสมิด pdd322 TatABC บรรจุอยู่ด้วยวิธีทางไฟฟ้า 
และท าการสเปรดเพทลที่การเจือจางเดียวกับการสเปรดเพลทข้างต้น บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชีวนะ
คลอแรมเฟเนคอลและกานามัยซิน เชื้อที่เหลือจากการสเปรดเพลทจะใส่ LB ให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 10 

จากนั้นเติมยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟเนคอลและกานามัยซินให้ได้ความเข้มข้นตามอัตราส่วนและน าไปบ่มที่ 
37°C ข้ามคืน วันรุ่งขึ้นเก็บเชื้อเพ่ือท า freezer stock (1:1 30% glycerol) นอกจากนั้นจึงนับจ านวนโคโลนี
บนเพลทและประมาณหาขนาดของไลบรารี่ดังสูตรข้างต้น  

จากนั้นจะท าการคัดเลือก E. coli ที่บรรจุพลาสมิดไลบรารี่การกลายพันธุ์ของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์
ด้วยกระบวนการสเปรดเพลทโดยท าการเจือจางตัวอย่างให้อยู่ที่ความเข้มข้น 10-3 และความเข้มข้นของคาร์15 

เบนิซิลลินที่ 200-300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยความเข้มข้นของตัวอย่างและความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะเป็น
ผลมาจากการทดลองสปอทเพลทก่อนหน้าที่แสดงให้เห็นว่าไบซิสทรอนิกเวกเตอร์ (WT) สามารถโตได้ที่ 10-2 
ที่ความเข้มข้นของยา 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เท่านั้น ดังนั้นข้อก าหนดข้างต้นจะสามารถใช้คัดเลือกพลาส 
มิดที่กลายพันธุ์แล้วว่ามีประสิทธิภาพในการปกป้องคลีเวจไซต์มากกว่า WT จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C 
เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง สุดท้ายจะคัดเลือกโคโลนีที่สามารถโตบนจานอาหารที่มียาคาร์เบนิซิลลินที่เวลา 48 20 

ชั่วโมง ไปใช้ในการทดลองหาประสิทธิภาพของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ด้วยวิธีทาง in vitro เช่น ELISA, western 
blot และ SPR ต่อไป 

ตัวอย่างที่ 1 การทดสอบความแตกต่างของชุดควบคุมเชิงลบและชุดควบคุมเชิงบวกกับระบบไตรซิสทรอนิก
และไบซิสทรอนิก 

ตัวอย่างนี้เป็นการน าระบบมาใช้งานโดยมีการทดสอบว่าเมื่อองค์ประกอบทั้งสามมีการผลิตมา25 

จากพลาสมิดเดียวกัน หรือต่างชนิดกัน จะส่งผลให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการแสดงออกที่แตกต่างกันหรือไม่  

ขนาดไลบรารี่ =  
ปริมาตรเชื้อทั้งหมด (มิลลิลิตร)

ปริมาตรเชื้อที่ใช้ 𝑠𝑝𝑟𝑒𝑎𝑑  𝑝𝑙𝑎𝑡𝑒   (มิลลิลิตร)
 x จ านวนโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

x 
1

สัดส่วนการเจือจาง
 

ขนาดไลบราร่ี =  
1 มิลลิลิตร

0.1 มิลลิลิตร
 x 100 x 

1

10−5  =  108 สมาชิกในไลบราร่ี (library members) 
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อย่างไร ในการประดิษฐ์นี้ผู้ประดิษฐ์ออกแบบ, ตัดต่อและน าส่งโปรตีนทั้ง 3 ส่วนใน 2 รูปแบบด้วยกัน คือ 
รูปแบบที่ 1 เรียกว่า Tricistronic version ซึ่งรูปแบบนี้โปรตีนทั้ง 3 ส่วนจะบรรจุอยู่ในพลาสมิดที่ชื่อว่า 
pDD18 โดยแสดงออกร่วมกันกับพลาสมิด pDD322 ที่บรรจุโปรตีน TatA, TatB และ TatC ซึ่งช่วยเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการขนส่งของแททพาธเวย์ แต่ในการทดลองโปรติเอสของเอชไอวี-1 มีขนาดที่ค่อนข้างใหญ่ท า
ให้ใช้เวลาในการพับม้วนเพ่ือท างาน อาจท าให้โปรตีนอีก 2 ส่วนถูกผลิตและท างานก่อนที่ โปรติเอสของเอชไอ5 

วี-1 จะท างาน เนื่องจากทั้ง 3 ส่วนถูกผลิตพร้อมกัน ผู้ประดิษฐ์จึงออกแบบรูปแบบที่ 2 เรียกว่า Bicistronic 
version โดยรูปแบบนี้โปรตีนส่วนที่ (1) และ (2) เท่านั้นที่อยู่ใน พลาสมิด pDD18 ส่วนโปรตีนส่วนที่ (3) จะ
บรรจุอยู่ในพลาสมิด pDD322 แทน ซึ่งคาดว่าจะเป็นผลดีกว่า เพราะถูกผลิตและท างานได้พร้อมกับโปรตีนอีก 
2 ส่วนได้ทันที ในการประดิษฐ์นี้ผู้ประดิษฐ์ใช้พลาสมิด 2 ประเภทที่กล่าวมาแล้วข้างต้นในการออกแบบและ
ตัดต่อ แต่ในการประดิษฐ์หรืองานวิจัยอื่นสามารถใช้พลาสมิดหรือตัวน าส่งยีนประเภทอ่ืนได้เช่นกัน 10 

ตัวอย่างที่ 1.1 การออกแบบและสร้างชุดควบคุมเชิงบวก  

เริ่มต้นจากชุดออกแบบเชิงบวกซึ่งท าการเปลี่ยนกรดอะมิโนบางตัวบนโปรตีน p17 จาก YP เป็น KP 
(Y = ไทโรซีน, K = ไลซีน, P = โพรลีน) ด้วยวิธี Round The Horn เนื่องด้วยเมื่อเปลี่ยนกรดอะมิโนตัว
ดังกล่าวแล้วจะท าให้เอนไซม์โปรติเอสไม่สามารถจับหรือจับได้แบบอ่อนกับโปรตีนเป้าหมาย  (Tritch, R., 
Cheng, Y., Yin, F. and Erickson-Viitanen, S., 1991) ซ่ึงเหตุการณ์นี้สามารถใช้เป็นชุดควบคุมเชิงบวกได้ 15 

เนื่องจากเอนไซม์โปรติเอสไม่สามารถจับและตัดโปรตีนเป้าหมายได้ ฉะนั้นฟิวชั่นโปรตีนจะไม่ถูกตัดและ
สามารถถูกส่งออกไปยังเพอริพลาสซึมได้ ดังนั้น E. coli ที่ถูกบรรจุด้วยพลาสมิดของชุดควบคุมเชิงบวกจึง
สามารถเจริญบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะได้  

ตัวอย่างที่ 1.2 การออกแบบและสร้างชุดควบคุมเชิงลบ  

ในส่วนของชุดทดสอบเชิงลบทางผู้ประดิษฐ์ได้ใช้วิธีเปลี่ยนโปรติเอสอินฮิบิเตอร์จาก scFvp17 เป็น 20 

scFv-GLF แทนเนื่องจากโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ตัวใหม่ไม่มีความสัมพันธ์กับโปรตีนเป้าหมาย หรือยังสามารถใช้
โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ตัวอ่ืนที่ไม่มีส่วนเกี่ยวข้องหรือมีความสัมพันธ์กับสับสเตรตของเอชไอวี-1 ซึ่งหมายถึงไม่
สามารถจับหรือปกป้องโปรตีนเป้าหมายได้ เพราะฉะนั้นในกรณีนี้โปรตีนเป้าหมายจะถูกตัดออกเป็นสองส่วน
โดยเอนไซม์โปรติเอสได้อย่างแน่นอน 

หลังจากนั้นจึงน าระบบมาท าการเปรียบเทียบชุดควบคุมทั้งเชิงบวก เชิงลบ และระบบที่สนใจทั้งใน25 

ระบบไตรซิสทรอนิกและไบซิสทรอนิก อันเนื่องมาจากมีการเจริญของแบคทีเรีย E. coli บนจานอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มียาปฏิชีวนะคาร์เบนิซิลลินบรรจุอยู่ โดยอัตราการเจริญในแต่ละชุดการทดลองแตกต่างกันออกไป ซึ่ง
ความคาดหวังที่เกิดขึ้นคือ ชุดการทดลองเชิงลบจะต้องไม่สามารถเจริญได้ในจานอาหารที่บรรจุด้วยคาร์เบนิ
ซิลลิน เพราะโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ของชุดควบคุมเชิงลบ (อินทราเซลลูลาร์แอนติบอดีที่จับกับ transcription 
factor จากยีสต์ หรือ anti-GCN4 scFv ที่มีชื่อเรียกอย่างย่อว่า GLF) ไม่มีความสามารถในการปกป้องคลีเวจ30 
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ไซต์ของฟิวชั่นโปรตีน เมื่อไม่สามารถปกป้องได้ฟิวชั่นโปรตีนจะถูกตัดโดยเอนไซม์โปรติเอสและส่วนที่ถูก
ส่งออกไปยังเพอริพลาสซึมจึงมีแค่ ssTorA::p17 เท่านั้น โดยส่วนของ p24::Bla ยังคงอยู่ในไซโตพลาสซึมจึง
ท าให้ชุดการทดลองดังกล่าวไม่มีเอนไซม์เบต้า-แลคแทมเมส (Bla) ในเพอริพลาสซึมจึงไม่สามารถทนยา
ปฏิชีวนะได้ ดังนั้น ชุดการทดลองนี้จึงไม่ควรเจริญได้บนจานอาหารที่มีคาร์เบนิซิลลิน อย่างไรก็ดี จากรูปที่ 7 
(เลนที่ 1) จะเห็นว่าที่ชุดการทดลองดังกล่าวสามารถเจริญบนจานอาหารได้บ้างเมื่อมีการหยดเซลล์จ านวนมาก5 

หรือที่มีการเจือจางน้อยๆ (dilution) เช่น ที่ 10-1 หรือ 10-2 เท่า ลงในจุดนั้น เป็นเพราะเมื่อแบคทีเรีย E. coli 
เกิดการตายและทับถมกันจ านวนมาก ท าให้แบคทีเรียบางส่วนสามารถเจริญบนเศษซากของแบคทีเรียที่ตาย
ในช่วงต้นและปลดปล่อยเอนไซม์เบต้า-แลคแทมเมสที่ถูกผลิตออกมาจากไซโตพลาสซึมและท าให้แบคทีเรีย
ดังกล่าวดูคล้ายกับสามารถย่อยยาปฏิชีวนะและเจริญได้ ในขณะที่เมื่อมีการหยดเซลล์จ านวนน้อยหรือที่มีการ
เจือจางมากๆ เช่น ที่ 10-5 หรือ 10-6 เท่า ลงในจุดนั้น เซลล์จะไม่สามารถเจริญได้เพราะปริมาณเอนไซม์เบต้า-10 

แลคแทมเมสจากเซลล์ที่ตายนั้นมีไม่เพียงพอที่จะท าให้เซลล์ทนยาปฏิชีวนะได้ และในเลนที่ 2 คือชุดการ
ทดลองที่เป็นชุดควบคุมเชิงบวก ในชุดการทดลองนี้ เซลล์ควรจะสามารถเจริญได้บนอาหารที่มีคาร์เบนิลลิน
เพราะชุดการทดลองนี้ถูกท าให้เกิดการกลายพันธุ์โดยเปลี่ยนกรดอะมิโนที่บริเวณคลีเวจไซต์บนสับสเตรทที่เป็น
ส่วนหนึ่งของฟิวชั่นโปรตีนจาก YP เป็น KP ซึ่งมีรายงานในปี 1991 ว่าเมื่อท าการเปลี่ยนกรดอะมิโนดังกล่าว
แล้วจะท าให้เอนไซม์โปรติเอสไม่สามารถจับกับฟิวชั่นโปรตีนหรือจับได้อย่างอ่อนมากท าให้ฟิวชั่นโปรตีนไม่15 

สามารถถูกตัดโดยเอนไซม์โปรติเอส HIV-1 แต่ก็อาจมีบางส่วนที่ยังสามารถจับได้อย่างอ่อนจึงมีบางส่วนของ
ฟิวชั่นโปรตีนถูกตัดได้บ้าง (Tritch, R., Cheng, Y., Yin, F. and Erickson-Viitanen, S., 1991) ซึ่งก็เป็นไป
ตามผลการทดลองในรูปที่ 7 ที่แสดงให้เห็นว่าเซลล์สามารถเจริญได้บนจานอาหารแต่ก็ยังเจริญได้น้อยกว่า
ระบบไตรซิสทรอนิกเวกเตอร์ (WT) และ ไบซิสทรอนิกเวกเตอร์ (WT) ในเลนที่ 3-4 โดยจากผลการทดลองนี้
แสดงให้เห็นว่าโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ (scFvp17) มีความสามารถหรือมีประสิทธิภาพในการปกป้องคลีเวจไซต์20 

บนฟิวชั่นโปรตีนสูงกว่าตัวอย่างที่มีการท าให้เกิดการกลายพันธุ์ของคลีเวจไซต์จาก YP เป็น KP ดังเลนที่ 2 ที่ได้
กล่าวมาแล้วข้างต้น แต่จากการทดลองในเลนที่ 3 และ 4 จะเห็นว่าแบคทีเรีย E. coli ที่มีเวกเตอร์แบบไตรซิส
ทรอนิกในเลนที่ 3 สามารถเจริญบนจานอาหารได้มากกว่าแบคทีเรีย E. coli ที่มีเวกเตอร์แบบไบซิสทรอนิก ใน
เลนที่ 4 ซึ่งเป็นเพราะเวกเตอร์แบบไตรซิสทรอนิกทั้ง 3 องค์ประกอบส าคัญถูกบรรจุอยู่ในพลาสมิด pDD18 
ซึ่งเป็นพลาสมิดที่มีจ านวนชุดของพลาสมิด (copy number) สูงกว่าพลาสมิด pDD322 จึงท าให้สามารถผลิต25 

องค์ประกอบทั้ง 3 ออกมาได้ในปริมาณมากและจากเหตุผลดังกล่าวนี้ท าให้เห็นถึงข้อบกพร่องของระบบที่มี
เวกเตอร์แบบไตรซิสทรอนิกนี้ในระบบที่ใช้เอชไอวี-1 เป็นตัวอย่าง เพราะเมื่อฟิวชั่นโปรตีนที่ใช้เป็นตัวรายงาน
ผลถูกผลิตออกมามาก และถูกส่งออกไปมากเช่นเดียวกัน ท าให้จ าเป็นต้องใช้ยาปฏิชีวนะในความเข้มข้นที่สูง
จึงจะเห็นความแตกต่างของปริมาณของฟิวชั่นโปรตีนที่ถูกส่งออกไปสู่เพอริพลาสซึม ซึ่งก็เป็นตัวแสดงถึง
ประสิทธิภาพการยับยั้งการท างานของโปรติเอสโดยโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่ถูกแสดงออกด้วยนั่นเอง เหตุผลนี้จึง30 

เชื่อได้ว่าระบบที่มีเวกเตอร์แบบไตรซิสทรอนิกไม่สามารถแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการปกป้องได้อย่าง
ชัดเจน เมื่อมีการใช้โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่มีประสิทธิภาพดีแล้ว  แต่ถ้ามีการน าเทคนิค PROTECT ไปใช้กับ
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การคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่มีประสิทธิภาพไม่ดีเท่าที่ควร หรือคัดเลือกจาก naïve library ก็อาจ
จ าเป็นต้องใช้ระบบที่มีเวกเตอร์แบบไตรซิสทรอนิกที่สามารถผลิตโปรตีนได้เป็นจ านวนมากซึ่งเปรียบเสมือน
เป็นการเพ่ิมสัญญาณที่แสดงถึงประสิทธิภาพการยับยั้งการท างานของโปรติเอสโดยโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่ถูก
แสดงออกด้วย ท าให้สามารถสังเกตผลของระบบได้ง่ายขึ้น นอกจากนี้ เมื่อโปรตีนถูกผลิตเป็นจ านวนมากและ
โปรตีนทุกองค์ประกอบถูกกระตุ้นให้เกิดการผลิตพร้อมกัน อาจส่งผลให้เอนไซม์โปรติเอส HIV-1 ไม่สามารถ5 

ตัดฟิวชั่นโปรตีนได้ทั้งหมดได้ทันท่วงที จึงท าให้เกิดการหลุดลอดของฟิวชั่นโปรตีนบางส่วนที่ถูกผลิตออกมาแต่
ไม่ได้รับการปกป้องด้วยโปรติเอสอินฮิบิเตอร์แต่ถูกส่งออกยังเพอริพลาสซึมโดยแททพาธเวย์ไปเสียก่อน ส่งผล
ให้เกิดการเจริญของเซลล์ที่เป็นพ้ืนหลัง (background growth) เมื่อมีการหยดจ านวนเซลล์จ านวนมากๆ ดังที่
ได้กล่าวไปแล้วข้างต้น ทางผู้ประดิษฐ์จึงมีการประดิษฐ์ระบบ PROTECT ในอีกรูปแบบหนึ่งคือ ระบบที่มี
เวกเตอร์แบบไบซิสทรอนิก ซึ่งสามารถผลิตโปรติเอสได้ตลอดเวลา จึงท าให้เมื่อเซลล์ถูกน ามาเลี้ยงในจานเลี้ยง10 

เชื้อซึ่งมีการเติมอะราบิโนสเพ่ือกระตุ้นโปรโมเตอร์ AraBAD ที่ควบคุมการผลิตโปรติเอสอินฮิบิเตอร์และฟิวชั่น
โปรตีนนั้น โปรติเอสก็ถูกผลิตอยู่ก่อนแล้วภายในไซโตพลาสซึม จึงสามารถท าการตัดฟิวชั่นโปรตีนที่ไม่ถูก
ปกป้องด้วยโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ได้ทันท่วงที ท าให้ลดการเกิดการเจริญของเซลล์ที่เป็นพ้ืนหลังลงได้  ดังนั้น 
ระบบที่มีเวกเตอร์แบบไบซิสทรอนิกนี้จึงสามารถบ่งบอกถึงประสิทธิภาพในการปกป้องของ scFvp17 WT ได้
มากกว่า อันจะสังเกตได้จากระบบไบซิสทรอนิกนี้สามารถเจริญบนจานอาหารได้น้อยกว่าระบบไตรซิสทรอนิก 15 

แต่สามารถให้ความถูกต้องได้มากกว่า และเลนที่ 5 ในรูปที่ 7 แสดงการเจริญของชุดควบคุมเชิงลบของ
ระบบไบซิสทรอนิกซ่ึงมีเหตุผลในการเจริญได้เหมือนกับเลนที่ 1 นั่นเอง ในรูปที่ 7d-7e แสดงความสามารถใน
การเจริญของแบคทีเรีย E. coli ในจานอาหารที่บรรจุด้วยคาร์เบนิซิลลินในรูปแบบของกราฟ เพ่ือให้เข้าใจผล
การทดลองสปอตเพลท ในรูปที่ 7 ได้ง่ายยิ่งขึ้น ซึ่งกราฟแสดงผลการทดลองในรูปที่ 7c เนื่องจากที่ 0.5% โดย
น้ าหนักต่อปริมาตรอะราบิโนสเป็นผลการทดลองที่สามารถเห็นความต่างของแต่ละระบบได้ดีที่สุด โดยแกน x 20 

แสดงการเจือจางของแบคทีเรีย E. coli ตั้งแต่ 10-1-10-6 เท่า (OD600 ตั้งต้นของทุกตัวอย่างเท่ากับ 2.5) และ
แกน y แสดงถึงความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะ (คาร์เบนิซิลลิน) นอกจากนั้นจากการทดลองยังสามารถแสดง
ความเข้มข้นของตัวกระตุ้นที่เหมาะสมของระบบซึ่งตรวจสอบที่ 0.1% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร, 0.2% โดย
น้ าหนักต่อปริมาตรและ 0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตรอะราบิโนส โดยผลการทดลองระบุได้ว่าในทุกความ
เข้มข้นของอะราบิโนสช่วยกระตุ้นให้เกิดการผลิตและท างานขององค์ประกอบทั้ง 3 ในระบบแต่ความเข้มข้นที่25 

เหมาะสมที่สุดคือ 0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตรอะราบิโนสโดยที่ความเข้มข้นนี้ระบบสามารถผลิตและท างาน
ได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด  

โดยสรุปแล้ว การประดิษฐ์นี้ท าการคัดเลือกภายในเซลล์ ( in vivo) ดังนั้นจึงควรมีผลที่แสดงออก
คล้ายคลึงกับเมื่อโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ไปรักษาโรคในเซลล์มนุษย์ ได้ใกล้เคียงกว่าระบบที่ท าการคัดเลือกแบบ
ภายนอกเซลล์  (in vitro) นอกจากนี้  การเลือกใช้ เบต้า-แลคแทมเมสเป็นรีพอร์ตเตอร์โปรตีน คือใช้30 

ความสามารถในการทนยาปฏิชีวนะของเซลล์มาคัดเลือก  เซลล์ที่ผ่านการคัดเลือกจะมีชีวิตอยู่ ในขณะที่เซลล์
ที่ไม่ผ่านการคัดเลือกก็จะตายไป ท าให้ระบบเป็นการคัดเลือกแบบเซเลคชั่น จึงสามารถท าการคัดเลือกได้คราว
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ละมากๆ ได้   นอกจากนี้ ระบบมีการใส่สับสเตรทไประหว่างเปปไทด์ส่งสัญญาณและรีพอร์ตเตอร์โปรตีนซึ่งแต่
ละตัวมีความเป็นอิสระต่อกัน เพราะจะสามารถพับม้วนเป็นรูปร่างของแต่ละองค์ประกอบเองได้ ท าให้ระบบมี
อิสระด้านขนาดของสับสเตรทมากขึ้น เมื่อเทียบกับการแทรกสับเสตรทไประหว่างลูปของรีพอร์ตเตอร์โปรตีน  
นอกจากนี้จากงานวิจัยที่ได้รับการตีพิมพ์ไปก่อนหน้านี้พบว่า (1) เนื่องจากระบบใช้การขนส่งของโปรตีนในการ
คัดเลือก ท าให้ระบบคัดเลือกแต่การจับกันของโปรตีนที่มีประสิทธิภาพค่อนข้างสูง เพ่ือให้การจับกันต้อง5 

สามารถทนต่อขั้นตอนการขนส่งที่ต้องมีการผ่านเซลล์เมมเบรนของอีโคไลได้ด้วย ท าให้เหมาะสมต่อการ
น ามาใช้เป็นระบบในการคัดเลือกยา และ (2) ความสามารถในการละลายน้ าของ scFv หรือ affinity ของ 
scFv สามารถเพ่ิมได้เมื่อท าการคัดเลือกที่มีการกดดันเซลล์มากขึ้น ในที่นี้คือการเพ่ิมความเข้มข้นของยา
ปฏิชีวนะที่ใช้ในการคัดเลือกนั่นเอง แปลว่าเราสามารถน าโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่มีอยู่ไปท าการพัฒนา
ประสิทธิภาพให้ดียิ่งขึ้นได้โดยง่าย นอกจากนี้ การประดิษฐ์นี้ยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้ทางอุตสาหกกรรมได้ 10 

คือ สามารถน าระบบของงานประดิษฐ์นี้ไปใช้กับโรคอ่ืนๆ ได้ เพราะระบบนี้เปรียบเสมือนระบบต้นแบบที่ใช้
ประโยชน์จากระบบการขนส่งโปรตีนในแบคทีเรียอีโคไลเพ่ือใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจสอบหรือคัดเลือกโป
รติเอสอินฮิบิเตอร์ ดังนั้นในทางอุตสาหกรรมจึงสามารถประยุกต์ระบบจากงานประดิษฐ์นี้ เพ่ือใช้ในรูปแบบ
ต่างๆ อาจเป็นการหาโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ของโรคอ่ืนๆ ที่ ไม่ใช่ HIV-1 เช่น โรคไวรัสตับอักเสบซี, โรคอัลไซ
เมอร์ หรือโรคอ่ืนๆ เป็นต้น เนื่องจากระบบนี้ถูกทดสอบในสิ่งมีชีวิต (แบคทีเรียอีโคไล/ in vivo) นอกจาก15 

สามารถใช้เป็นเครื่องมือตรวจสอบได้อย่างแม่นย าแล้วยังสามารถใช้ศึกษาผลกระทบหรือผลการทดสอบอื่นๆ ที่
สามารถเกิดข้ึนจริงในเซลล์สิ่งมีชีวิตอีกด้วย 

 การประยุกต์ทางอุตสาหกรรมของการประดิษฐ์นี้แบ่งได้เป็น 3 แบบคือ  

1. สามารถประยุกต์ใช้ในรูปแบบที่สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างเป็นจ านวนมากในแต่ละครั้งได้ (high-
throughput screening) ได้ เนื่องจากระบบนี้มีการน าระบบการคัดเลือกแบบเซเลคชั่นโดยอาศัย20 

เอนไซม์เบต้า-แลคแทมเมสมาใช้ นอกจากนี้ระบบนี้ท าการคัดเลือกภายในในสิ่งมีชีวิต (แบคทีเรีย E. 
coli /อินวีโว) ท าให้สามารถใช้เป็นเครื่องมือคัดเลือกได้อย่างแม่นย าแล้วยังสามารถศึกษาผลกระทบ
หรือผลการทดสอบอื่นๆ ที่สามารถเกิดขึ้นจริงในเซลล์สิ่งมีชีวิตอีกด้วย 

2. โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่ต้องการคัดเลือก ไม่จ าเป็นต้องเป็นชนิดที่จับบนสับสเตรทและปกป้องคลีเวจ
ไซต์เท่านั้น สามารถน ามาใช้คัดเลือกชนิดที่จับกับโปรติเอสและยับยั้งการท างานของโปรติเอสได้ด้วย25 

เช่นกัน 
3. สามารถน าการประดิษฐ์นี้ไปประยุกต์ใช้กับการรักษาโรคอ่ืนๆ ได้ เพราะระบบนี้เปรียบเสมือนระบบ

ต้นแบบ (platform) ที่ใช้ประโยชน์จากระบบการขนส่งโปรตีนในแบคทีเรีย  E. coli เพ่ือใช้เป็น
เครื่องมือในการตรวจสอบสิ่งหนี่งๆ ดังนั้นในทางอุตสาหกรรมสามารถประยุกต์ระบบในงานประดิษฐ์
นี้ เพ่ือใช้ในรูปแบบต่างๆ อาจเป็นการหาโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ของโรคอ่ืนๆที่ไม่ใช่ HIV-1 เช่น โรค30 

ไวรัสตับอักเสบซี โรคอัลไซเมอร์ เป็นต้น  
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4. อาจน าไปใช้เพ่ือคัดเลือกโปรติเอสอินฮิเตอร์ได้ตามความต้องการในทางอุตสาหกรรมที่ไม่จ าเป็นต้อง
อยู่ในรูปแบบของอินทราเซลลูลาร์แอนติบอดี เช่น เปปไทด์แอปตาเมอร์ 

วิธีการในการประดิษฐ์ที่ดีที่สุด 

 เหมือนกับที่กล่าวไว้แล้วในหัวข้อการเปิดเผยการประดิษฐ์โดยสมบูรณ์ 
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ข้อถือสิทธิ 

1. กระบวนการที่ใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์โดยอาศัยกระบวนการขนส่งโปรตีนทวินอาร์จีนีนทรานสโล
เคชั่นพาธเวย์ มีลักษณะเฉพาะ 3 ขั้นตอน คือ  

ก. การผลิตองค์ประกอบส าคัญของระบบในเซลล์เจ้าบ้านที่เลือกใช้  ซึ่งมี 3 องค์ประกอบหลัก 
ดังต่อไปนี้ (1) โปรติเอส, (2) โปรติเอสอินฮิบิเตอร์ และ (3) สับสเตรทหรือฟิวชั่นโปรตีน ที่ประกอบไป5 

ด้วยเปปไทด์ส่งสัญญาณที่จ าเพาะกับแททพาธเวย์ , สับเสตรทของเอนไซม์โปรติเอสที่จ าเป็นต้องมี
บริเวณคลี เวจไซต์รวมอยู่  และโปรตีนบ่ งชี้ที่สามารถต้านทานยาปฏิชี วนะ (ssTat::protease 
substrate with cleavage site::Bla)  ซึ่งทั้ง 3 องค์ประกอบหลักจะถูกผลิตภายในเซลล์แบคทีเรีย
เจ้าบ้าน 
ข. การติดตามการเจริญของแบคทีเรียเจ้าบ้านที่อยู่ภายใต้ข้อก าหนดหรือแรงกดดันคือ ความสามารถ10 

ทนยาปฏิชีวนะของเซลล์ซึ่งจะเกิดขึ้นเมื่อสับสเตรทหรือฟิวชั่นโปรตีน ถูกปกป้องโดยโปรติเอสอินฮิบิ
เตอร์ ท าให้สับสเตรทหรือฟิวชั่นโปรตีน ไม่ถูกตัดโดยโปรติเอส และเกิดการขนส่งของโปรติเอสอินฮิบิ
เตอร์ จากไซโตพลาสซึมไปยังเพอริพลาสซึม หรือในอีกนัยหนึ่งสามารถระบุได้ว่าฟิวชั่นโปรตีนไม่ถูก
ตัดโดยโปรติเอส เนื่องจากการท างานของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ในการปกป้องโปรติโอไลติกคลีเวจไซต์  
ค. การระบุและคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการปกป้องโปรติโอไลติกคลีเวจ15 

ไซต ์
2. กระบวนการที่ใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์โดยอาศัยกระบวนการขนส่งโปรตีนทวินอาร์จีนีนทรานสโล

เคชั่นพาธเวย์ ตามข้อถือสิทธิข้อที่ 1 ที่ซึ่ง ยาปฏิชีวนะที่ใช้ในการคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์  คือ ยา
ปฏิชีวนะในกลุ่มของเบต้าแลคแทมริงค์ (β-lactam ring) 

3. กระบวนการที่ใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์โดยอาศัยกระบวนการขนส่งโปรตีนทวินอาร์จีนีนทรานสโล20 

เคชั่นพาธเวย์ ตามข้อถือสิทธิข้อที่ 1 หรือ 2 ที่ซึ่ง เซลล์เจ้าบ้าน คือ แบคทีเรีย E .coli  
4. กระบวนการที่ใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์โดยอาศัยกระบวนการขนส่งโปรตีนทวินอาร์จีนีนทรานสโล

เคชั่นพาธเวย์ ตามข้อถือสิทธิข้อที่ 3 ที่ซึ่ง สายพันธุ์ของ E. coli ที่ใช้ คือ MC4100 
5. กระบวนการที่ใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์โดยอาศัยกระบวนการขนส่งโปรตีนทวินอาร์จีนีนทรานสโล

เคชั่นพาธเวย์ ตามข้อถือสิทธิข้อที่ 1 ที่ซึ่ง เปปไทด์ส่งสัญญาณท่ีจ าเพาะกับแททพาธเวย์ คือ ssTorA 25 

6. กระบวนการที่ใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์โดยอาศัยกระบวนการขนส่งโปรตีนทวินอาร์จีนีนทรานสโล
เคชั่นพาธเวย์ ตามข้อถือสิทธิข้อที่ 5 ที่ซึ่ง เปปไทด์ส่งสัญญาณที่จ าเพาะกับแททพาธเวย์ที่ใช้แทน ssTorA 
เลือกได้จาก CueO, DmsA, FdnG, FdoG, HyaA, NapA, Sufi, WcaM, YagT, YcbK, YcdB, YdhX, 
หรือ YnfE 

7. กระบวนการที่ใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์โดยอาศัยกระบวนการขนส่งโปรตีนทวินอาร์จีนีนทรานสโล30 

เคชั่นพาธเวย์ ตามข้อถือสิทธิข้อที่ 1 ที่ซึ่ง โปรตีนบ่งชี้ที่สามารถต้านทานยาปฏิชีวนะ คือ เอนไซม์เบต้า-
แลคแทมเมส (β-lactamase) 

8. กระบวนการที่ใช้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์โดยอาศัยกระบวนการขนส่งโปรตีนทวินอาร์จีนีนทรานสโล
เคชั่นพาธเวย์ ตามข้อถือสิทธิข้อที่ 7 ที่ซึ่ง โปรตีนบ่งชี้ที่สามารถต้านทานยาปฏิชีวนะท่ีใช้แทนทีเ่อนไซม์
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เบต้า-แลคแทมเมส เลือกได้จาก streptomycin phosphotransferase, neomycin 
phosphotransferase, hygromycin phosphotransferase, โปรตีนที่ผลิตโดยยีน aada, โปรตีนที่
สามารถต้านทานยาปฏิชีวนะ ampicillin, โปรตีนที่สามารถต้านทานยาปฏิชีวนะ tetracycline, โปรตีน
ที่สามารถต้านทานยาปฏิชีวนะ chloramphenicol, alkaline phosphatase, β-galactosidase, β-
glucoronidase หรือ chloramphenicol acetyl transferase 5 
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บทสรุปการประดิษฐ์ 

การประดิษฐ์นี้จัดท าขึ้นเพ่ือน าเสนอการออกแบบระบบอันประกอบไปด้วยองค์ประกอบและ
กระบวนการที่ใช้ส าหรับคัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ เพ่ือใช้ยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรติเอสที่เป็น
สาเหตุของโรคบางชนิดหรือท่ีเป็นส่วนส าคัญต่อการเจริญของเชื้อก่อโรค โดยใช้การทดสอบแบบอินวีโวในเซลล์
แบคทีเรีย E. coli ด้วยองค์ประกอบและกระบวนการที่ใช้นี้สามารถน าไปคัดเลือกและวิเคราะห์เปรียบเทียบ5 

ประสิทธิภาพของโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ได้ น าไปคัดเลือกและวิเคราะห์เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตัดของ
สับสเตรทที่ถูกท าให้เกิดการกลายพันธุ์ต่างๆ โดยโปรติเอส หรือการตัดสับสเตรทต้นแบบโดยโปรติเอสที่ถูกท า
ให้กลายพันธุ์ รวมถึงการน าไปใช้ในการคัดเลือกยาใหม่ๆ (drug screening) ได้ด้วยเช่นกัน เทคนิคนี้มีพ้ืนฐาน
มาจากการประยุกต์ใช้ทวินอาร์จีนีนทรานสโลเคชั่นพาธเวย์หรือแททพาธเวย์ของแบคทีเรีย E. coli 
 เทคนิคนี้สามารถท าได้โดยการให้แบคทีเรีย E. coli ผลิตฟิวชั่นโปรตีนที่ประกอบไปด้วยสับสเตรทอยู่10 

ตรงกลางและมีเปปไทด์ส่งสัญญาณของแททพาธเวย์อยู่ที่ปลายเอ็น (N-terminus) และมีรีพอร์ตเตอร์โปรตีน
เป็นเอนไซม์เบต้า-แลคแทมเมส (β-lactamase) อยู่ที่ปลายซี (C-terminus) รวมทั้งโปรติเอสและโปรติเอสอิน
ฮิบิเตอร์ไปพร้อมๆ กัน เมื่อโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ยับยั้งการย่อยที่คลีเวจไซต์ของสับสเตรทโดยโปรติเอสจะเกิด
การขนส่งด้วยแททพาธเวย์ของฟิวชั่นโปรตีนที่ไม่ถูกตัดจากไซโตพลาสซึมไปยังเพอริพลาสซึมและท าให้เซลล์
แบคทีเรีย E. coli สามารถทนยาปฏิชีวนะได้ ท าให้สามารถใช้เทคนิคนี้คัดเลือกโปรติเอสอินฮิบิเตอร์ได้ 15 
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