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                                                   ABSTRACT 
 
 Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) is the causative agent of 
PRRS, the most economically important disease in swine industries worldwide including Thailand. 
Due to the safety concern associated with a widely used Modified Live Vaccine (MLV), an alternative 
vaccine, which is safe and effective, is needed. One of the strategies that has been studied and used 
to improve immunogenicity of a vaccine is subcellular targeting strategy. The aim of this study was 
to develop a DNA-based PRRSV vaccine and enhance its immunogenicity by targeting the 
immunogen to different subcellular compartments involved in antigen processing and presentation. 
GP5, an immunogen derived from ORF5 of genotype 2 PRRSV, was designed to be targeted to 
cytoplasm, endoplasmic reticulum, endosome and MHC-I pathway by conjugating to different signal 
sequences. The immunogen GP5 was vectored by DNA plasmid pTH. Even though reverse 
transcription PCR (RT-PCR) revealed that GP5 mRNA from all GP5 variants was expressed at a 
similar level in transfected HEK293A and pig PK-15 cells, Western blot analysis showed that only 
the original GP5 and the GP5 targeted to cytoplasm and ER could be detected. Immunofluorescence 
staining confirmed different expression levels and localizations of the original GP5 and its derivatives. 
Immunogenicity study in BALB/c mice and immune response assessment showed that mice 
immunized with DNA vaccines that express the original GP5, the GP5 targeted to cytoplasm and the 
GP5 targeted to endoplasmic reticulum showed endpoint titre of 64. However, CD8 T cell response 
in all groups of vaccinated mice was very low and not different from that in PBS control group. 
Further immunogenicity study with improved protocols in immunization and immunoassays is 
suggested. This study demonstrates the technique of immunogen modification which can be applied 
in vaccine design and development.  
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                                                          บทคดัย่อ 
 
 โรคพอีารอ์ารเ์อส หรอื Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome เป็นโรคทีท่ าใหเ้กดิกลุ่ม
อาการทางระบบสบืพนัธุใ์นแม่พนัธุส์ุกร และโรคทางระบบทางเดนิหายใจในลูกสุกร สาเหตุของโรคนี้มาจาก
เชือ้ไวรสัพอีารอ์ารเ์อส โรคพอีารอ์ารเ์อสมกีารระบาดอย่างกวา้งขวางไปทัว่โลกรวมถงึประเทศไทย   เนื่อง
ดว้ยวคัซนีชนิด Modified Live Vaccine (MLV)  ซึง่เป็นวคัซนีหลกัทีใ่ชก้นัอยู่ปัจจุบนัมคีวามเสีย่งทีว่คัซนีจะ
กลายพนัธุเ์ป็นสายพนัธุร์ุนแรงและก่อโรคได ้ วคัซนีทางเลอืกทีป่ลอดภยัและมปีระสทิธภิาพดจีงึยงัเป็นที่
ตอ้งการ หนึ่งในวธิกีารทีม่กีารศกึษาและใชใ้นการเพิม่ประสทิธภิาพของวคัซนีคอืการดดัแปลงแอนตเิจนให้
แสดงออกในต าแหน่งทีต่่างกนัภายในเซลล ์ การศกึษานี้จงึมวีตัถุประสงคค์อืการพฒันาดเีอน็เอวคัซนีส าหรบั
โรคพอีารอ์ารเ์อสและเพิม่ประสทิธภิาพของวคัซนีโดยการก าหนดใหอ้มิมโูนเจนไปอยู่ในต าแหน่งต่างๆของ
เซลลท์ีท่ีเ่กีย่วขอ้งกบัการด าเนินการและน าเสนอแอนตเิจน  โดยอมิมโูนเจน GP5 ทีใ่ชใ้นการศกึษานี้
ออกแบบมาจาก amino acid sequence ของ ORF5 ของเชือ้ไวรสัพอีารอ์ารเ์อส จโีนไทป์ 2 และถูกดดัแปลง
โดยการต่อเชื่อมกบั signal sequence หลากหลายชนิด เพือ่สง่โปรตนีไปยงัต าแหน่งดงัต่อไปนี้คอื 
cytoplasm, endoplasmic reticulum, MHC-I pathway และ endosome โดยใชด้เีอน็เอวคัซนีพลาสมดิเป็น
เวคเตอรใ์นการน าสง่และแสดงออกของยนี GP5 ถงึแมว้า่การศกึษาการแสดงออกในระดบัเอม็อารเ์อน็เอดว้ย
เทคนิค reverse transcription PCR (RT-PCR) จะแสดงว่าการแสดงออกของยนี GP5 ทุกตวัมรีะดบัที่
ใกลเ้คยีงกนั  แต่ผลของ  Western blot analysis ตรวจพบโปรตนี GP5 จากตวัอย่างของ GP5 ตน้แบบ และ
ตวัทีถู่กดดัแปลงใหส้ง่ไปที ่ cytoplasm และ endoplasmic reticulum เท่านัน้  การศกึษาโดยใชเ้ทคนิค 
Immunofluorescence staining ยอ้มเซลล ์HEK293A และเซลลส์ุกร PK-15  ยนืยนัว่าโปรตนี GP5 ทีม่กีาร
ดดัแปลงทัง้หา้แบบนัน้ ถูกสง่ไปในต าแหน่งทีแ่ตกต่างกนัในเซลลแ์ละมรีะดบัโปรตนีทีแ่ตกต่างกนัตามที่
ออกแบบไว ้  ผลการศกึษาประสทิธภิาพวคัซนีในการกระตุน้ภูมคิุม้กนัในหนูทดลองพบว่า  หนูทีไ่ดร้บัดเีอน็
เอวคัซนีทีส่รา้งโปรตนี GP5  ตน้แบบ  และโปรตนี GP5 ทีด่ดัแปลงใหถู้กสง่ไปทีไ่ซโทพลาสซมึและเอนโดพ
ลาสมคิเรตคิวิลมั  มกีารสรา้งแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะกบัโปรตนี GP5 ดว้ยระดบั endpoint titre ที ่64  อย่างไรก็
ตามระดบัการตอบสนองของ CD8 T cell ในหนูทีไ่ดร้บัวคัซนีทุกกลุ่มอยู่ในระดบัต ่าและไม่แตกต่างกลุ่ม
ควบคุมทีถู่กฉีดดว้ย PBS จงึควรท าการศกึษาซ ้าอกีครัง้โดยปรบัปรุงทัง้วธิกีารฉีดวคัซนีและวธิกีารศกึษา
วเิคราะหผ์ลการตอบสนองดว้ยภูมคิุม้กนั การศกึษานี้แสดงถงึเทคนิคทีใ่ชใ้นการดดัแปลงอมิมโูนเจนซึง่
สามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการออกแบบและพฒันาวคัซนี  
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