
 

 

 

 

 

 

 

 

นางสาวณชัชา  พฤกษาเมธานนัท ์: การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีของมนุษยท่ี์จ าเพาะ
ต่อไวรัสพิษสุนขับา้ ดว้ยเทคโนโลยเีฟจ (PRODUCTION OF HUMAN MONOCLONAL 
ANTIBODIES AGAINST RABIES VIRUS USING PHAGE DISPLAY 
TECHNOLOGY) อาจารยท่ี์ปรึกษา : รองศาสตราจารย ์ดร.มณฑารพ  ยมาภยั, 159 หนา้. 

 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีของมนุษย์ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือพิษสุนัขบ้า  ถูกคดัเลือกจากคลัง
แอนติบอดี (scFv) มนุษยท่ี์ไม่ถูกกระตุน้ดว้ยไวรัสก่อโรคพิษสุนขับา้ (คลงั YAMO-I) และคลงัท่ีถูก
กระตุน้ดว้ยไวรัส (คลงั Yamo-Rb)  ดว้ยเทคโนโลยีเฟจ โดยท าการคดัเลือก (ไบโอแพนน่ิง) จ านวน 
1-5 รอบ โดยใชเ้ช้ือไวรัสก่อโรคพิษสุนขับา้ท่ีหมดฤทธ์ิแลว้ (inactivated virus) 2 ชนิด คือ PCEC 
และ PVRV และไกลโคโปรตีนจากผิวของไวรัสก่อโรคพิษสุนขับา้ (RVG) เป็นเป้าหมายในการ
คดัเลือก ซ่ึงสามารถคดัเลือกโคลนท่ีสามารถจบัจ าเพาะต่อเช้ือพิษสุนขับา้ไดจ้  านวน 16 โคลน ไดแ้ก่ 
IRA7c (IVB4cv), IIIRC2c, IYC11c, IYC12c, IYD1c, IYF5c, IIRD5v, IIYB5v, IRC3c, IIYG4v, 
IIYE5v, IIYG8v, IIYD4v,  R1, R4 และ Y6 ผลจากการทดสอบโดยใชว้ิธีการอีไลซ่าพบวา่ โคลน
เหล่าน้ีมีความสามารถในการจบัจ าเพาะไดดี้ต่อเช้ือหรือไกลโคโปรตีนท่ีใชใ้นการคดัเลือก อยา่งไรก็
ตามบางโคลนสามารถจบัจ าเพาะกบัทั้งเช้ือและไกลโคโปรตีน โคลนท่ีไดจ้ากการคดัเลือกโดยใช้
เฉพาะไกลโคโปรตีนทั้ งหมดเป็นช้ินส่วนของแอนติบอดีแบบเส้นเ ด่ียว (scFv) และไม่ มี
ความสามารถท่ีจะจบัเช้ือไวรัส (PCEC และ PVRV) ได ้ล าดบัเบสของดีเอนเอไดถู้กวิเคราะห์โดย
วิเคราะห์ล าดบัเบสอตัโนมติั จากนั้นได้ท าการศึกษาล าดบักรดอะมิโนของแอนติบอดี รวมทั้งได้
ท านายโครงสร้างสามมิติของแอนติบอดีโคลน IYF5c, IRA7c และ IIIRC2c ดว้ย นอกจากนั้นแลว้ยงั
ไดน้ าแอนติบอดีบางตวัไปสร้างให้เป็นแอนติบอดีเส้นเด่ียวท่ีเช่ือมต่อกบัเอนไซมอ์าลคาไลฟอสฟา
เตส (scFv-AP) เพื่อให้สะดวกในการตรวจจับด้วยวิธีอีไลซ่า อีกทั้ งได้ท าการน าไปทดสอบ
ความสามารถในการยบัย ั้งการก่อโรคพิษสุนัขบา้ ซ่ึงพบว่า โคลน IRA7c และ IIIRC2c มี
ความสามารถในการยบัย ั้งการก่อโรคพิษสุนขับา้ได ้หลงัจากนั้นไดน้ าแอนติบอดีเส้นเด่ียวบางโคลน
มาผลิตเป็นแอนติบอดีเส้นเด่ียวท่ีไม่ติดอยูบ่นผิวเฟจ โดยให้ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ อีโคไล เอช
บี 2151 หรือ โคลนเขา้เวคเตอร์ pET27b แลว้ผลิตแอนติบอดีเส้นเด่ียวจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุบีแอล 
21 ดีอี 3 จากนั้นน าแอนติบอดีเหล่าน้ีไปทดสอบความสามารถในการจบัเช้ือไวรัสก่อโรพิษสุนขับา้
โดยใช้วิธีการอีไลซ่า  สุดทา้ยแอนติบอดีบริสุทธ์ิ IYF5c, IRA7c และ IIIRC2c ถูกน ามาทดสอบ
ความสามารถในการยบัย ั้งการก่อโรคพิษสุนัขบา้ ผลจากการทดสอบพบว่า  IYF5c ซ่ึงแสดง
ความสามารถในการจบัไดเ้ป็นอยา่งดีกบัเช้ือไวรัสชนิดตาย (PCEC)  ไม่มีความสามารถยบัย ั้งการก่อ
โรคไดเ้ลย มีเพียง IRA7c และ IIIRC2c ซ่ึงไดรั้บการคดัเลือกมาจากคลงัแอนติบอดีมนุษยท่ี์ไดรั้บ
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การกระตุน้ด้วยเช้ือพิษสุนัขบา้เท่านั้น ท่ีมีความสามารถยบัย ั้งการก่อโรคพิษสุนัขบา้ได้ โดยมี
ความสามารถยบัย ั้งการก่อโรคพิษสุนขับา้ 4.54 IU/mg และ 0.20 IU/mg ตามล าดบั ดงันั้นจึงสามารถ
น าแอนติบอดีทั้งสองไปพฒันาเพื่อประยุกต์ใชใ้นการรักษาและวินิจฉัยโรคพิษสุนขับา้ไดต่้อไปใน
อนาคต 
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 Human monoclonal antibodies against the rabies virus were selected from non-

immunized human scFv library (YAMO-I library) and immunized library (Yamo-Rb 

library) by using phage display technology. The affinity selection (Bio-panning) was 

performed for 1-5 rounds by using two types of inactivated rabies vaccines as targets. 

These were purified vero cell rabies vaccine (PVRV) and purified chick embryo cell 

vaccine (PCEC). In addition, a viral coat protein (RVG) was also used as a target for 

biopanning. A total of 16 positive clones from various methods of biopanning that can 

bind specifically to rabies virus, i.e.; IRA7c (IVB4cv), IIIRC2c, IRC3c, IYC11c, 

IYC12c, IYD1c, IYF5c, IIRD5v, IIYB5v, IIYG4v, IIYE5v, IIYG8v, IIYD4v, R1, R4 

and Y6 were isolated and their genes were sequenced. The ELISA results showed that 

the positive clones always bind strongly to the targets that were used for the 

biopanning. However, some clones can cross-react to the related virus. All of the 

clones isolated using viral glycoprotein contained only partial scFv fragments and 

none of them could bind to the whole inactivated virus (PCEC and PVRV). The amino 

acid sequence analysis of the selected clones was performed using information 

obtained from automated DNA sequencing. The 3D structure of clones IYF5c, IRA7c 
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and IIIRC2c were predicted. In addition, selected scFv clones were engineered to 

create scFv- alkaline phosphatase (scFv-AP) fusions and used as reagents for one-step 

detection in the ELISA format. In vitro neutralization assay using different phage 

clones showed that clones IRA7c and IIIRC2c could inhibit viral infection. The 

selected scFv antibody fragments were expressed as soluble forms using E. coli non-

suppressor strain, HB2151, or cloned into pET27b vectors and expressed in E. coli 

BL21 (DE3). Then selected soluble antibody fragments were tested for their ability to 

bind the rabies virus by using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

Finally, purified soluble scFv antibody fragments of clones IYF5c, IRA7c and 

IIIRC2c were tested for neutralization activity. While clone IYF5c interacted 

specifically and strongly to the PCEC target, it did not neutralize the virus. Only 

clones IRA7c and IIIRC2c, which were derived from immunized library showed 

neutralization of the rabies virus in vitro at 4.54 IU/mg and 0.20 IU/mg, respectively. 

These isolated recombinant scFv antibodies could be further developed to be used for 

diagnostic and therapeutic purposes in the future. 
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