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1. บทคัดยอ 

ที่มาของปญหา: โรคไขเดงก่ีเปนโรคท่ีมีความสําคัญมากในประเทศเขตรอนช้ืน โดยมีการประมาณวาในแตละป

มีผูปวยท่ีติดเช้ือ 50-100 ลานรายท่ัวโลก ปญหาท่ีสําคัญของกลไกการเกิดโรคของเช้ือไวรัสเดงก่ีคือ การ

สงเสริมใหเกิดการติดเช้ือท่ีรุนแรงขึ้นในการติดเช้ือครั้งท่ีสอง (secondary infection) โดยเช้ือไวรัสเดงก่ีตางสาย

พันธุกับการติดเช้ือครั้งแรก เรียกกลไกท่ีกอใหเกิดความรุนแรงของโรคเชนน้ีวา Antibody Dependent 

Enhancement ในปจจุบันยังไมมีวัคซีน หรือยารักษาไขเดงก่ีท่ีสามารถยับยั้งเช้ือไวรัสเดงก่ีท้ัง 4 สายพันธุ 

จากการศึกษาในระยะหลังพบวา การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของแอนติบอดี (antibody germline) 

สามารถนํามาประยุกตใชในการออกแบบวัคซีนได เชนการพัฒนาวัคซีนเพื่อปองกันเช้ือ HIV (Chen et al., 

2012) สําหรับเช้ือไวรัสเดงก่ี ไดมีการศึกษาถึงลักษณะของ heavy chain CRD3 ของผูปวยไขเลือดออกในระยะ

ตางๆ พบวา แอนติบอดีท่ีมีในรางกายของผูติดเช้ือในระยะตางๆ เชน ระยะเฉียบพลัน ระยะฟนไข และระยะ

หลังการติดเช้ือ มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (Parameswaran et al., 2013) นอกจากน้ีเน่ืองจากกลุม

ผูวิจัยไดมีการศึกษาลักษณะของ germline antibody ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ียับยั้งเช้ือไวรัสเดงก่ีไดท้ัง 4 

สายพันธุ (Pitaksajjakul et al., 2014) ซ่ึงพบความแตกตางกันของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีคุณลักษณะ

ตางกัน อยางไรก็ตามโมโนโคลนอลแอนติบอดีดังกลาวผลิตจากผูปวยท่ีติดเช้ือไขเลือดออกในระยะเฉียบพลัน 

และไดผานการคัดเลือกคุณสมบัติในการยับยั้งไขเลือดออกวามีคุณสมบัติคอนขางใกลเคียงกัน ในการศึกษาครั้ง

น้ี ผูวิจัยจึงสนใจศึกษาลักษณะของ germline antibody ในผูปวยไขเลือดออกในระยะตางๆ คือ ระยะเฉียบพลัน 

ระยะฟนไข และระยะหลังการติดเช้ือ   เพื่อ ศึกษาถึงความแตกตางของกลุมแอนติบอดี ผลจาก

การศึกษาครั้งน้ีสามารถนําไปประยุกตใชในขั้นตอนการพัฒนาวัคซีนปองกันไขเลือดออก โดยเปรียบเทียบ

ลักษณะของ germline antibody ของอาสาสมัครท่ีไดรับการฉีดวัคซีน และลักษณะของ germline antibody ท่ีมี

อยูในผูปวยในระยะตางๆ นอกจากน้ันผลท่ีไดจากการศึกษาครั้งน้ีจะเปนขอมูลพื้นฐานของลักษณะแอนติบอดีท่ี

มีอยูในผูปวยไขเลือดออกในประเทศไทย เน่ืองจากขอมูลพื้นฐานเหลาน้ียังมีอยูอยางจํากัด ซ่ึงจะเปนประโยชน

ตอการวิจัยในอนาคต ท้ังในการพัฒนาวัคซีน หรือการพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีแอนติบอดีสําหรับรักษา

โรคไขเลือดออกตอไป นอกจากน้ียังทําการศึกษาเพิ่มเติมถึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเฉพาะตอ Envelop และ 

NS1 ท่ีไดเตรียมไวแลว ท่ียังไมเคยมีการศึกษามากอน เพื่อศึกษาลักษณะทางจีโนไทปของแอนติบอดีท่ีมี

คุณลักษณะแตกตางกัน 

วิธีดําเนินการวิจัย: การวิจัยครั้งน้ีจะเริ่มดวยการเก็บตัวอยางเลือดจากอาสาสมัครจํานวน 5 คนท่ียินดีเขา

รวมโครงการ โดยจะเก็บตัวอยางเลือดครั้งละ 10 c.c. จํานวน 3 ครั้ง ครั้งแรกหลังจากติดเช้ือและเกิดอาการ

ไมเกิน 7 วัน ครั้งท่ีสองคือหลังจากมีไขเปนเวลาประมาณ 14 วัน และครั้งท่ีสามหลังจากผูปวยฟนจากไขเปน
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เวลา 3-6 เดือน ตัวอยางเลือด ท่ีไดจะนํามาปนเพื่อแยกสวนซีรั่มออก และนําสวนท่ีเหลือมาสกัดแยกเซลลเม็ด

เลือดขาว เพือ่ใชในการสกัด RNA และ สราง cDNA และใชในการเพิ่มปริมาณสวนแอนติบอดียีน แอนตบิอดี

ยีนท่ีไดจะนํามาสรางเปนคลังฟาจ (phage library) เพื่อคัดเลือกเฉพาะแอนติบอดีท่ีจับเฉพาะกับ envelop 

protein แอนติบอดีท่ีผานการคัดเลือกจะนําไปศึกษาลักษณะลําดับเบสของแอนติบอดี และวิเคราะหขอมูลโดย

ใชฐานขอมูล Immonogenetics (IMGT) และนํามาเปรียบเทียบกันระหวางแอนตบิอดีท่ีไดจากผูปวยในระยะ

ตางๆ สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดี เราจะทําการสกัด RNA จากเซลลไฮบริโดมา เพื่อสังเคราะห cDNA 

และใชในการเพิ่มปริมาณแอนติบอดียีน ลําดับเบสของแอนตบิอดียีนท่ีไดจะนํามาวิเคราะหโดยใชฐานขอมูล 

IMGT 

ผลการทดลอง:  

จากการเก็บตัวอยางเลือดคนไขไขเลือดออกท้ังหมด 3 ระยะ เราไดตัวอยางเลือดในระยะเฉียบพลัน 36 ตัวอยาง 

ระยะฟนไข 32 ตัวอยาง และระยะหลังการติดเช้ือ 12 ตัวอยาง โดยในจํานวนน้ีมี 10 คน ท่ีติดเช้ือไขเลือดออก

สายพันธุท่ี 2 ท่ีนํามาใชในการวิจัยครั้งน้ี ซ่ึงขณะน้ีอยูระหวางการเพิ่มจํานวนแอนติบอดียีน เพื่อนําไปใชใน

ขั้นตอนตอไป สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Mab) ท่ีเฉพาะตอเช้ือไวรัสไขเลือดออก เราไดศึกษา Mab 

ท้ังหมด 2 กลุม คือ Anti-E และ Anti-NS1 พบวา Anti-E มีลักษณะทางจีโนไทปท่ีแยกไดเปน 2 กลุมหลัก

เชนเดียวกับท่ีเคยมีการศึกษามากอน แตเราพบวา Anti-NS1 แตละตัวมีลําดับเบสท่ีเหมือนกัน แตมีความ

แตกตางของ subclass IgG ท่ีใช ซ่ึงสงผลตอคุณลักษณะดานเอพิโทปท่ีจําเพาะ และคุณลักษณะดานการลดการ

เพิ่มจํานวนไวรัสจากเซลลท่ีติดเช้ือ 

 

Abstract 

Background. Dengue disease is one of important viral diseases in tropical region. It was estimated 

that 50-100 millions of dengue cases were reported each year. The important pathogenesis of dengue 

diseases is their severity occurring in secondary infection that called Antibody dependent 

Enhancement (ADE). However, neither effective treatment nor vaccine to protect all 4 serotypes of 

Dengue virus is available. 

Recently, the study of antibody germline can be applied for vaccine design of target pathogen, for 

example, vaccine for HIV (Chen et al., 2012). For dengue virus, study of heavy chain CDR3 from 

dengue patients at acute, convalescence, and post-recovery showed significant differentiation 

(Parameswaran et al., 2012). In addition, we previously reported the genetic information of HuMAbs 

isolated from Thai dengue patients from secondary DENV2 acute infection. In this study, we continue 

to study 2 different samples of antibody directly isolated from dengue patients, and antibody from 

HuMAbs. The information obtained from this study can be used as basic information of genetic 

characteristic of antibody from Thai dengue patients, and can be further applied for dengue vaccine 

development in the future. 

Methods. For characterization of genetic information obtained from dengue patients, 10 ml of blood 

samples were collected for RNA isolation of isolated PBMC, and synthesized cDNA. These cDNA 

were used for antibody gene amplification. The fragment of antibody genes will be further used for 

antibody library construction, selection to envelope protein, and analyzed the antibody sequences by 

IMGT database. For HuMAbs characterization, RNA was isolated from hybridoma, and used for cDNA 

synthesis, and antibody gene amplification. The obtained sequences were analyzed using IMGT. 
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Results. Total of 36 blood samples from acute, 32 from convalescence, and 12 from post-recovery 

were collected. Among this number, 10 samples were DENV2 that were used in this study. Antibody 

gene were amplified, and will be used for antibody library construction. For HuMAbs study, 2 groups of 

HuMAbs were used in this study, anti-E and anti-NS1. For anti-E, most of anti-E were used the major 

2 groups of heavy chain germline (IGHV1-69 and IGHV3-23) as same as our previous study. For anti-

NS1, all of anti-NS1 HuMAbs showed identical variable gene sequences. However, they showed 

different in IgG subclass and also their specific epitope. Also, different in viral replication inhibition 

were observed. 

 

Keywords: Recombinant IgG; Neutralization; Dengue virus; Cross-neutralizing; Germline 

 

2. วัตถุประสงค 

2.1 เพื่อสรางคลังฟาจแอนติบอดีจากเซลลเม็ดเลือดขาวของผูปวยเดงก่ีในระยะเฉียบพลัน ระยะหลัง

มีไข และระยะฟนไข  

2.2 เพื่อคัดเลือกฟาจแอนติบอดีท่ีจับกับโปรตีน Envelop ของเช้ือเดงก่ีไวรัสโดยวิธี panning 

2.3 เพื่อศึกษาลําดับเบสของแอนติบอดียีนท่ีแยกไดจากผูปวยเดงก่ีในระยะเฉียบพลัน และระยะฟน

ไข หลังจากทําการคัดเลือกดวยวิธีฟาจดิสเพลย  

2.4 เพื่อศึกษาลักษณะทางจีโนไทปของแอนติบอดียีน จากเซลลไฮบริโดมา ท่ีสามารถผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีท่ีจับเฉพาะกับโปรตีน E และ NS1  

2.5 เพื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือไวรัสเดงก่ีของแอนตบิอดีท่ีเฉพาะตอโปรตีน E และ 

NS1  

 

3. บทสรุปผูบริหาร 

โรคไขเลือดออกจัดเปนปญหาสาธารณสุขท่ีสําคัญของประเทศไทย โดยโรคน้ีเกิดจากการติดเช้ือ

ไวรัสไขเลือดออกเดงก่ี (Dengue virus) โดยมียุงลายสายพันธุ Aedes aegypti เปนพาหะนําโรคหลัก (Clyde 

et al., 2006) โดยไขเลือดออกสามารถแบงออกไดเปนหลายกลุมอาการ คือ Dengue Fever (DF), Dengue 

Hemorrhagic Fever (DHF), และ Dengue Shock Syndrome (DSS) จากรายงานขององคการอนามัยโลก

พบวา 2 ใน 5 ของประชากรโลกมีความเสี่ยงตอการติดเช้ือไวรัสไขเลือดออก และพบวาประชากรประมาณ 

50-100 ลานคนท่ัวโลกติดเช้ือไวรัสเดงก่ี (WHO, 2009) ซ่ึงในจํานวนน้ีมีผูปวยจํานวนถึง 500,000 คนท่ีเปน

โรคไขเลือดออกชนิดรุนแรง (DHF or DSS) (Qi et al., 2008) ท่ีเปนกลุมอาการท่ีเปนสาเหตุใหถึงแกชีวิตได 

ทําใหมีอัตราการเสียชีวิตถงึ 20,000 คนตอป (Gubler, 2002) ซ่ึงในการควบคุมและปองกันโรคไขเลือดออกน้ี 

ขณะน้ียงัไมมียาโดยเฉพาะ สําหรับวัคซีนปองกันไขเลือดออกน้ัน วัคซีนท่ีผลิตขึ้นจําเปนตองสามารถสราง

ภูมิคุมกันในการยับยั้งการติดเช้ือไวรัสเดงก่ีท้ัง 4 สายพันธุได เพื่อปองกันการกอโรคท่ีรุนแรงยิ่งขึ้น 

เน่ืองมาจากลักษณะการกอโรคท่ีเรียกวา Antibody dependence enhancement (ADE) 

โดยจะเห็นไดจากการทดสอบวัคซีน ChimeriVax-DENV ของบริษัท Sanofi ในระยะเริ่มแรกมีความ

ปลอดภัย และสรางภูมิคุมกันไดในระดับท่ีดี แตตอมาเม่ือทําการทดสอบวัคซีนใน phase 2b พบวาวัคซีน

ดังกลาวสามารถใหภูมิคุมกันสําหรับเช้ือไวรัสเดงก่ีสายพันธุ DENV2 ไดเพียง 30.2 % เทาน้ัน   

ในการออกแบบ และพัฒนาวัคซีนในระยะหลัง ไดมีการนําลักษณะลําดับกรดอะมิโนของ antibody 

มาใชรวมกับการพัฒนาวัคซีนตอเช้ือไวรัสหลายชนิด โดยศึกษาถึงลําดับกรดอะมิโนของแอนติบอดีท่ีสามารถ

ยับยัง้เช้ือไวรสัตาง ๆ เปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของ germline antibody (Bedouelle et al., 2006; 
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