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กิตติกรรมประกาศ 
 

การวิจัยครั้งนี ้ได1รับทุนอุดหนุนจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ประจำป?งบประมาณ 

๒๕๖๑ เพียง ๑ ป? โดยมีกรรมจากสำนักงานนวัตกรรมแหHงชาติ เปJนผู1ประเมินข1อเสนอโครงการ ผู1วิจัย

ขอขอบคุณ ภญ. สลินทิพยQ จารุสินธนากร นางสาวรัญญา ประนมพนธQ  นายวิษณุ ศรีลา นักศึกษา

ปริญญาเอก และ ดร. กุณฑลี รHางน1อย นักวิจัยหลังปริญญาเอกทุนสนับสนุนคณาจารยQที่มีผลผลิตด1าน

วิจัยสูงเพื่อจ1างนักวิจัยเต็มเวลาคุณวุฒิปริญญาเอก (Full-time Postdoctoral Researcher) รวมท้ัง 

ดร. จุฑามาศ คำสีแก1ว ท่ีได1ชHวยกันเรียนรู1 และทำวิจัย ในโครงการน้ี จนสำเร็จลุลHวงเปJนอยHางดี รวมท้ัง

ขอขอบคุณ คุณศุภกาญจนQ บุญอยูH ที่ชHวยดูแลในเรื่องงานการเงินและงานธุรการ เปJนอยHางดีมาโดย

ตลอด 
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บทคัดย1อภาษาไทย 
 
 โครงการ "การพัฒนาระบบการผลิตชีวผลิตภัณฑQต1นแบบ เพื ่อใช1ในระดับอุตสาหกรรม 

ภายในประเทศ" น้ี อันที่จริงเปJนโครงการที่วางแผนการดำเนินการเปJนระยะเวลา ๓ ป? แตHได1รับการ

สนับสนุนในป?แรกเพียงป?เดียว แล1วต1องปqดโครงการไปกHอน ดังนั้นผู1วิจัยจึงสามารถรายงานความสำเร็จ

ได1เฉพาะในชHวงแรก คือการสร1างเซลลQไลนQเพื่อการผลิตชีวผลิตภัณฑQต1นแบบ อะดาลิมูแมป ที่มีช่ือ

การค1า ฮิวมิรHา ซึ่งเปJนยาที่มีมูลคHาทางการตลาดสูงเปJนอันดับต1นๆ ในโลก โดยโครงการนี้ผู1วิจัยได1รับ

เงินสนับสนุนให1จัดซื้อครุภัณฑQที่จำเปJนหลายรายการในการพัฒนาเทคโนโลยีฐานเพื่อการผลิตยาชีว

วัตถุ ในสHวนการสร1างเซลลQเพ่ือการผลิตยาในประเทศด1วย จากผลการวิจัย สรุปได1วHา ผู1วิจัยประสบ

ความสำเร็จในการพัฒนาเวคเตอรQสำหรับใช1ผลิต อะดาลิมูแมป ทั้งในระบบการผลิตแบบชั่วคราวจาก

เซลลQไตของตัวอHอนมนุษยQ HEK293 และถาวร จากเซลลQรังไขHหนูแฮมสเตอรQจีน CHO โดยในการผลิต

แบบ ถาวร นั้นทำในเซลลQ CHO-S  ซึ่งต1องทำการพัฒนาวิธีการคัดเลือกโคลนเดี่ยวที่สามารถผลิตยา

แอนติบอดี ให1ได1ในปริมาณที่สูงและมีความเสถียรพอ รวมทั้งสามารถทำให1แอนติบอดีที่ผลิตได1บริสุทธ์ิ

มากขึ้นโดยการใช1วิธีการ Protein A affinity chromatography นอกจากนี้ โครงการวิจัยน้ี ยังได1

ทดลองผลิตยา อะดาลิมูแมป ในถังเลี้ยงเซลลQขนาด ๕ ลิตร ซึ่งได1จัดซื้อมาจากการสนับสนุนของ

โครงการวิจัยน้ี เพื่อทดสอบระบบการผลิตในปริมาณสูงขึ้น รวมถึงขั้นกระบวนการทำให1แอนติบอดีท่ี

ผลิตได1จากถังหมักให1บริสุทธิ์มากขึ้น จึงนับวHาผู1วิจัยได1พัฒนา เทคโนโลยีฐาน (platform technology) 

ซ่ึงหมายรวมถึงครุภัณฑQ วิธีการ (protocol) และบุคลากร สำหรับการผลิตยาแอนติบอดี (therapeutic 

antibody) ได1สำเร็จในเบื้องต1นแล1ว จึงสามารถขยายขอบเขตไปผลิตยาอื่น หรือพัฒนาตHอยอด ไป

จนถึงการสร1างคลังเซลลQหลัก (master cell bank) เพื่อการผลิตยาในระบบมาตรฐาน GLP และ GMP 

สำหรับทำการทดลองในสัตวQ และในระดับคลีนิคได1ตHอไป ทั้งนี้ ผู1วิจัยได1ทำการถHายทอด เทคโนโลยี 

และองคQความรู1ตHาง ๆ ที่เกิดขึ้น ผHานการจัด Biologics Workshop ไปแล1ว ๓ ครั้ง โดยแอนติบอดีท่ี

ผลิตได1 ยังอาจใช1เปJน control ในงานวิจัย cancer research ตHาง ๆ ได1 สHวน cell line ที่สร1างข้ึนมา 

และวิธีการสร1างเซลลQที่พัฒนาขึ้นมาได1นั้น อาจนำไปใช1เพื่อผลิตยา biosimilars  รวมทั้งแอนติบอดี

สำหรับการรักษาอ่ืน ๆ ได1ตHอไป หากมี venture capital และแผนการตลาดท่ีเหมาะสมมา รองรับ 
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บทคัดย1อภาษาอังกฤษ 
 
 This research project entitled "Development of a system for the production of 

biologics for bio- industry in Thailand" was originally planed for a period of 3-year. 

Unfortunately, the project was terminated and only supported for the first year. 

Nevertheless, significant progress has been made in the first part of the project focusing 

mainly on stable cell line generation. In this project, Humira® (adalimumab), one of the 

top best-selling therapeutic antibodies globally, was used as a model of study. Essential 

equipment for the development of cell line generation platform for use in biologics 

manufacturing has been purchased to conduct this research for bio-industry in Thailand. 

Firstly, the expression vectors to produce adalimumab using both transient expressing 

system in HEK293 and stable expression system in CHO cells have been successfully 

generated. For the generation of stably transfected CHO cells for long-term expression, 

CHO-S was used and the method for selecting stable high-producing clone has been 

established. In addition, purification of therapeutic antibody using protein A affinity 

chromatography was demonstrated. Moreover, production of adalimumab from 3-L CHO 

culture in a 5-L bioreactor, purchased from this grant, has been demonstrated. 

Purification of adalimumab from a fraction of 3L culture media has also been conducted. 

Therefore, it can be concluded that the first part of the biologic technology platform 

for the production of therapeutic antibody, which include equipment, protocol and 

trained personals, has been successfully established. This platform can be used as a 

foundation for the generation of other biologics drug or further develop until the 

production of master cell bank for GLP and GMP manufacturing of antibody for animal 

testing and various steps of clinical trials, respectively. Notably, the technology and 

knowledge obtained from this research projects have been transferred to other scientists 

in the country via 3 intensive Biologic Workshops. The antibody generated from this work 

can also be used as a valuable control for various cancer research; while the stable cell 

line and the cell line generation technology that have been created from this work can 

be used as the basis for the manufacturing of various biosimilars or therapeutic 

antibodies, provided that appropriated venture capital and market plan are available. 
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บทที่ 1 

บทนำ 
 

ความสำคัญและที่มาของป3ญหาการวิจัย 

ชีวผลิตภัณฑ, (Biologics) เป9นนวตกรรมทางการแพทย,และสุขภาพที่มีมูลคKาตKอหนKวยสูง
มาก จึงมีความสำคัญตKอความสามารถในการแขKงขันของประเทศ โดยการผลิตชีวผลิตภัณฑ,นี้ ตXองใชX
อุตสาหกรรมชีวภาพ (Bio-industry) ซึ ่งเป9นหนึ่งในอุตสาหกรรมสำคัญในการนำพาประเทศ สูK 
Thailand 4.0  อยKางไรก็ตาม เนื่องจากอุตสาหกรรมนี้เป9นนวตกรรมชั้นสูง ซึ่งไดXรับการคิดคXนใน
ตKางประเทศขึ้นไมKนาน ปkจจัยพื้นฐานในการผลิตในแทบทุกขั้นตอน จึงถูกควบคุมดXวยสิทธิบัตรขXามชาติ
หรือเป9นความลับทางการคXา จึงไมKสามารถนำมาดัดแปลงใชXไดXโดยงKาย โดยไมKตXองเสียคKาลิขสิทธิ์เป9น
จำนวนมาก ทำใหXไมKสามารถพ่ึงตนเองไดXอยKางแทXจริง 

หนทางที่จะสามารถผลิตชีวผลิตภัณฑ,ไดXเองในประเทศ อยKางคุXมคKาในขั้นแรก จึงทำไดX
โดยการ พัฒนาระบบการผลิตขึ้นใชXเองในประเทศทั้งหมด โดยอาศัยองค,ความรูXทางชีววิทยาระดับ
เซลล, และ โมเลกุลท่ีไดXรับการตีพิมพ,เผยแพรKและไมKไดXถูกจำกัดโดยสิทธิบัตร หรือสิทธิบัตรหมดอายุ
แลXว  ตั ้งแตKการพัฒนาเซลล,จุลชีพหรือเซลล,สัตว,ที ่เหมาะสม และมีประสิทธิภาพในการผลิต 
(Expression host) การพัฒนาดีเอ็นเอพาหะ สำหรับการแสดงออกของยีนที่ใชXในการสรXาง ชีว
ผลิตภัณฑ, (Expression vector) และ การสรXางยีนสำหรับการผลิตชีวผลิตภัณฑ,ที่เหมาะสม รวมท้ัง
วิธีการท่ีมีประสิทธิภาพในการ สกัดแยก ผลิตภัณฑ,ใหXบริสุทธิ์  ซึ่งหากทำสำเร็จ จะสามารถนำไปเป9น
พื้นฐานในการพัฒนา bio-industry ในประเทศไดX  ซึ่งในปkจจุบัน ประเทศไทยมีโรงงานตXนแบบพรXอม
ใชXอยูKแลXว  

โดยในโครงการวิจัยนี้จะใชX Adalimumab ซึ่งมีฤทธ์ิ anti-TNF-alpha เป9น biologics 
ตXนแบบในการพัฒนาระบบ ใชXวิธีการ gene synthesis และ genetic engineering ในการสรXางยีน
และ expression vector ใชXเทคนิคอณูชีววิทยาและอณูพันธุวิศวกรรมตKางๆ ในการพัฒนาเซลล,
สำหรับผลิต หลังจากนั้นทำการคัดเลือกโคลนเดี่ยวที่สามารถผลิตแอนติบอดีไดXในปริมาณที่สูงและมี
ความเสถียร (stable high producer single clone) และวิเคราะห,แอนติบอดีท่ีผลิตไดXในเบื้องตXน 
โดยหากพัฒนาระบบจนสามารถผลิตแอนติบอดีมนุษย,ชนิดน้ีไดXแลXว จะสามารถนำระบบท่ีพัฒนาขึ้นมา
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น้ีไปผลิตแอนติบอดีอื่นๆ ไดXอีก ทั้งเพ่ือการรักษา และตรวจวิเคราะห, อีกทั้งยังสามารถใชXเป9นตXนแบบ
ในการพัฒนาระบบการผลิตชีววัตถุอ่ืนๆ ท่ีไมKใชKแอนติบอดีไดXตKอไปอีกดXวย 

 

วัตถุประสงค>ของการวิจัย 

เพ่ือพัฒนาระบบการผลิต (เทคโนโลยีฐาน)  ชีวผลิตภัณฑ,ตXนแบบ ข้ันแรก เพ่ือใชXในระดับ
อุตสาหกรรม ภายในประเทศ โดยมีวัถุประสงค,ยKอยดังน้ี 

1) พัฒนา expression vector ที่เหมาะสม สำหรับใชXในการผลิตชีวผลิตภัณฑ,ตXนแบบ 
คือ  Adalimumab (หรือ Humira®) ซึ ่งเป9นยาที ่ใชXรักษาโรคภูมิแพXตัวเอง 
(autoimmune disease)  

2) พัฒนาวิธีการสรXาง stable cell line เพ่ือผลิต adalimumab ในระดับอุตสาหกรรม 
3) พัฒนาวิธีการที่เหมาะสมในการผลิต สกัดแยก และทำใหXบริสุทธ์ิชีวผลิตภัณฑ,

ตXนแบบ ในระดับหXองปฏิบัติการ (Lab scale) 
 

ขอบเขตการวิจัย 

ใชXยารักษาโรคภูมิแพXตัวเองท่ีมียอดขายสูงท่ีสุดคือ Adalimumab เป9นตXนแบบ (model) 
ในการพัฒนาระบบการผลิตที่เหมาะสม โดยทำการผลิตในระดับหXองปฏิบัตการ (lab scale) เทKาน้ัน 
คือหXองปฏิบัติการอณูเทคโนโลยีชีวภาพ ท่ี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี (มทส) MY Lab – SUT 

 

ประโยชน>ที่ไดFรับจากการวิจัย 

1) Expression vector และ ยีนของแอนติบอดี (whole IgG antibody) ที่เหมาะสม 
สำหรับการผลิตชีวผลิตภัณฑ,ตXนแบบ คือ Adalimumab รวมทั้ง เซลล,เจXาบXาน 
(expression host) ท่ีเหมาะสม และมีประสิทธิภาพดีในการผลิต  

2) วิธีการที่เหมาะสมในการ คัดหาเซลล,สำหรับที่ใชXในการผลิต วิธีการผลิต สกัดแยก 
และทำใหXบริสุทธ์ิ Therapeutic Antibody ในระดับหXองปฏิบัติการ (Lab scale) 

3) สิทธิบัตรทางการคXาอยKางนXอย 1 รายการ และ/หรือ ขXอมูลสำหรับตีพิมพ,ในระดับ
นานาชาติอยKางนXอย 1 เร่ือง 

4) Excellence Center and Platform technology for Biologic Production ของ
คนไทย 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข:อง 
แอนติบอด ี
 แอนติบอดีเป9นสKวนหนึ่งของระบบภูมิคุXมกันในรKางกายที่เรียกวKาระบบ adaptive immune 
response คือเป9นระบบการตอบสนองของรKางกายโดยการสรXางภูมิคุXมกัน อยKางเฉพาะเจาะจงตKอ เช้ือ
โรคตKางๆ ท่ีเขXามาสูKรKางกาย  ซ่ึงโดยสKวนใหญKแลXวการตอบสนองประเภทน้ี จะชKวยใหXรKางกายมีภูมิคุXมกัน
ที่สามารถยับยั ้งการเกิดโรคในกรณีที ่รKางกายไดXรับเชื ้อซ้ำอีก (protective immunity)  อันที ่จริง
นอกจากเชื้อโรคตKางๆ แลXว สิ่งแปลกปลอมอีกมากมายที่เขXาสูKรKางกายก็มีความสามารถกระตุXนการสรXาง 
antibody ไดX  รวมเรียกสารที่สามารถกระตุXนใหXสิ่งมีชีวิตผลิต antibody ไดXวKา antigen ซึ่งเป9นคำยKอ
มาจาก antibody generation  
 แอนติบอดี มีชื่ออีกชื่อหนึ่งในทางชีวเคมีวKา immunoglobulin (หรือเรียกโดยยKอวKา Ig) เพราะ
ประกอบดXวยโครงสรXางพื้นฐานคือ immunoglobulin domain ซึ่งประกอบดXวย b sheets 2 แผKน 
เชื ่อมตKอกันอยู Kด Xวย disulfide bridge มีโครงสรXางเรียกวKา b barrel เพราะมีลักษณะคลXายถัง  
antibody ในรKางกายมนุษย,มีหลายประเภท แตKมีโครงสรXางหลักที่คลXายกันคือมีสKวนที่เป9นสายยาว 
heavy chain และสายสั้น light chain ในสKวนตรงปลายดXานบนเป9นสKวนที่มีความหลากหลายสูง มี
หนXาที่ในการจับกับเปëาหมายตKางๆ (antigen) ไดXอยKางหลากหลายและเฉพาะเจาะจง เรียกสKวนนี้วKา 
variable region หรือ V region (ยมาภัย, ๒๕๕๑) 
 แอนติบอดี (antibody) เป9นสารชีวโมเลกุลที่มีคุณประโยชน,ตKอการคXนควXาและวิจัยทางดXาน
วิทยาศาสตร,ชีวภาพแขนงตKางๆ อยKางยิ่ง (Harlow and Lane, 1998; Howard and Kaser, 2006)  
นอกจากนั ้นแล Xว antibody ย ังม ีประโยชน,ในการใช X เป 9นสารตรวจสอบที ่ม ีความแมKนยำสูง 
(Borrebaeck, 2000; Laurino et al., 1999; Waldmann, 1991) รวมทั้งเป9นยาที่มีประสิทธิภาพสูง
ใ นก า ร ร ั กษ า โ ร ค  ( Borrebaeck, 2000; Maggon, 2007; Reichert and Valge-Archer, 2007; 
Stipsanelli and Valsamaki, 2005; Waldmann, 1991)  ท ั ้งน ี ้ เพราะ antibody สามารถจ ับกับ
เปëาหมาย หรือ แอนติเจน (antigen) ไดXอยKางจำเพาะเจาะจง ซึ่งคุณสมบัตินี้เป9นผลงานของธรรมชาติท่ี
ผKานการวิวัฒนาการมาหลายรXอยลXานป°  หนXาท่ีหลักของ antibody ในส่ิงมีชีวิตคือการเป9นสKวนหน่ึงของ
ระบบภูมิคุXมกันของรKางกาย (Janeway, 2008)  ซึ่งจากความเขXาใจในกลไกการทำงานของธรรมชาติใน
ดXานนี้เอง จึงทำใหXมนุษย,สามารถประยุกต,ใชXความรูXนี้ ในการสรXางเป9นเทคโนโลยีการผลิต antibody 
ชนิดตKางๆ ซึ่งมีประโยชน,ทั้งในการศึกษาวิจัย และการตรวจวินิจฉัย รวมทั้งการรักษาโรค  ในชั้นตXน 
antibody สามารถผลิตไดXจากการฉีดสาร antigen เขXาไปในสัตว,มีกระดูกสันหลังชนิดตKางๆ เชKน 
กระตKาย มXา โค แพะ แลXวสกัด เอา antibody ซ่ึงมีลักษณะเป9นโพลีโคลนอล  (polyclonal antibody) 
ออกมาจากซีรั่ม (Howard and Kaser, 2006)  ตKอมาไดXมีการพัฒนาวิธีการผลิต antibody อีกชนิด
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หนึ ่งค ือ monoclonal antibody (Albitar, 2007)  ว ิธ ีการทั ่วไปที ่ ใช Xในการผลิต monoclonal 
antibody นั้น ทำไดXโดยการฉีดแอนติเจน (antigen) เขXาไปในหนูเพื่อใหXสรXางภูมิคุXมกันตKอ antigen 
ชนิดนั ้นๆ จากนั ้นจ ึงใช XเทคนิคการสรXางเซลล,ผสม (hybridoma technology) เพื ่อผลิตเป9น 
monoclonal antibody ชนิดตKางๆกัน  เซลล,ผสมที ่ถ ูกสรXางขึ ้นใหXมีความสามารถในการผลิต 
monoclonal antibody นั ้น สามารถเก็บรักษาไวXใหXเป9นแหลKงผลิต monoclonal antibody ที ่มี
เอกลักษณ,ในความจำเพาะเจาะจง (unique specificity) ได Xตลอดไป การผลิต monoclonal 
antibody ชนิดหน่ึงๆ แตKละคร้ังน้ันตXองใชXเวลานาน ประมาณ ๔-๕ เดือนข้ึนไป และการลงทุนสูง ท้ังยัง
ตXองการบุคลากรที่มีความชำนาญสูง รวมทั้งยังตXองเกี่ยวขXองกับสัตว,ทดลองคือหนูอีกดXวย นอกจากการ
ผลิต monoclonal antibody โดยวิธีการดั้งเดิมจะมีความยุKงยากและคKาใชXจKายที่สูงแลXว ยังมีขXอจำกัด
ที่เกิดจากเทคโนโลยีนี้หลายอยKางเชKน ขXอจำกัดเกี่ยวกับชนิดของ antigen ที่จะใชX  เพราะตXองเป9น 
antigen  ที ่ไมKเป9นพิษตKอหนูทดลอง และตXองไมKเป9น antigen  ที ่คลXายกับ antigen  ของหนู เชKน 
antigen  ซึ่งเป9นโปรตีนที่อยูKในขั้นตXนของลำดับการวิวัฒนาการ (conserved antigens)  หรือใชXไดX
เฉพาะกับ antigen  ที่มีความสามารถในการกระตุXนระบบภูมิคุXมกัน (immunogenecity) ไดXเทKาน้ัน   
รวมทั ้งผลที ่ไดXจากการกระตุ Xนหนูทดลองยังมีความแปรปรวนสูงขึ ้นกับสุขภาพของหนูแตKละตัว  
ขXอจำกัดที่สำคัญอีกประการหนึ่งก็คือจำนวนชนิดของ antigen  ที่จะใชXในการสรXาง monoclonal 
antibody  เพราะ โดยปกติการผลิต monoclonal antibody ตKอ antigen  แตKละชนิดมักตXองใชXหนู
ทดลอง ๓-๕ ตัวขึ้นไป  ในยุคปkจจุบันซึ่งเป9นยุคหลังการคXนพบลำดับจีโนมมนุษย,และสิ่งมีชีวิตอีกหลาย
ชนิด (post-genomic era) ความสำคัญในการศึกษาวิจัยจึงมุKงไปสูKการศึกษาการทำงานของจีโนมหรือ
โปรตีน (functional genomics หรือ proteomics) (Eisenberg et al., 2000; Liu et al., 2002; Liu 
and Marks, 2000; Rudert et al., 2000; Sapan et al., 2007; Sidhu, 2001; Siegel et al., 2000)  
ซึ่งการวิจัยเหลKานี้จำเป9นตXองเกี่ยวกับโปรตีนจำนวนมาก  การสรXาง monoclonal antibody จำนวน
มากเพื่อใชXในการศึกษาการทำงานของโปรตีนหลายชนิดพรXอมๆกัน โดยวิธีการที่ใชXอยูKในปkจจุบัน จึง
เป9นไปไมKไดX หรือตXองใชXคKาใชXจKายที่สูงมาก  ดXวยขXอจำกัดขXางตXน จึงไดXมีการพัฒนาเทคนิค วิศวกรรม
แอนติบอดี ขึ้นมาเพื่อผลิตแอนติบอดีใหXงKายขึ้น มีคุณสมบัติพิเศษที่ตXองการ โดยไมKตXองใชXสัตว,ทดลอง 
อาทิเชKน ไดXแกKการนำ monoclonal antibody ที่ผลิตไดXจากหนูไปปรับปรุงใหXมีคุณสมบัติเหมือนของ
มนุษย, (humanization) (Almagro and Fransson, 2008; Clark, 2000)  เพื่อใหXสามารถใชXในการ
บำบัดโรคตKางๆ (human therapy) ปkจจุบันมี monoclonal antibody ที ่มีขXอบKงใชXในการรักษา
โรคมะเร็งหลายประเภทออกจำหนKายแลXว (Khandare and Minko, 2006; Schrama et al., 2006) 
การประยุกต,ใชX monoclonal antibody เพื่อใชXในการรักษาโรคนี้นับวันจะมีความสำคัญและไดXรับ
ความนิยมเพิ่มมากขึ้น ดังนั้นจึงเป9นการดีท่ีจะใชXเทคโนโลยีอื่นในการผลิต monoclonal antibody ท่ี
ไมKยุKงยากและรวดเร็วกวKาวิธีการ hybridoma ท่ีใชXอยูKในปkจจุบัน  
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เทคโนโลยีแอนติบอดีบนผิวเฟจ (Phage Display Antibody Techonology) 
เทคโนโลยีหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสูงในการทำวิศวกรรมแอนติบอดีเพื่อผลิต antibody เพ่ือ

การตรวจวิเคราะห,และรักษาแนวใหมK คือเทคโนโลยีเฟจ ซึ่งไดXเริ่มตXนขึ้นตั้งแตKป° ๒๕๓๓ (McCafferty 
et al., 1990)   โดยในขั ้นแรกเป9นการสรXางคลังของ antibody จากสัตว,ที ่ไดXรับการกระตุ XนดXวย 
antigen แลXว โดยทำการแสดงเฉพาะสKวนของ antibody ที่มีหนXาที่ในการจับคือ สKวน Fab (Chang 
et al., 1991; Hoogenboom et al., 1991)  หรือสรXางเป9น antibody เสXนเดี่ยวที่มีเฉพาะสKวนที่มี
หนXาที่ในการจับ เรียกวKาสKวน single chain variable fragments (form), scFv (McCafferty et al., 
1990) ซึ่ง antibody เหลKานี้จะถูกแสดงบนโปรตีนที่ปกคลุมผิวชนิดรอง (pIII) พบวKามีความสำเร็จจาก
การใชXคลังเหลKานี้ในการผลิต monoclonal antibody ตKอ antigen  หลายชนิด (Bugli et al., 2008; 
Burton et al., 1991; Cai and Garen, 1995; Clackson, 1991; Graus et al., 1997; Kramer et 
al., 2005; Lee et al., 2008; Shaw et al., 2008) แตKขXอจำกัดประการสำคัญของการใชXวิธีการนี้คือ
ตXองทำการกระตุXนสัตว,ทดลองกKอนจึงเป9นการเสียเวลา และยังเป9นคลังที่มีเฉพาะ antibody ที่เกิดจาก
การกระตุXนดXวย antigen ที่ใชX อยKางไรก็ตามความสำเร็จนี้นับเป9นเครื่องชี้วKาสามารถนำเทคโนโลยีการ
แสดงโปรตีนบนผิวฟาจมาใชXในการคัดเลือกและผลิต monoclonal antibody ที่มีความสามารถใน
การจับอยKางมีความเฉพาะเจาะจงสูงไดXจริง 

การพัฒนากXาวสำคัญที ่ทำใหXการประยุกต,ใชXเทคโนโลยีฟาจในการผลิต monoclonal 
antibody เป9นที่แพรKหลายและไดXรับความสนใจเป9นอยKางสูง ทั ้งในงานวิจัยขั ้นพื้นฐาน และการ
ประยุกต,ใชXในอุตสาหกรรมทางเทคโนโลยีชีวภาพดXานตKางๆ เริ ่มตXนในเวลา ๒ ป°ตKอมา เม่ือ
นักวิทยาศาสตร,สามารถสรXางคลังของ monoclonal antibody จากสัตว,ที ่ไมKไดXรับการกระตุXน
ภูมิคุ XมกันมากKอนไดXสำเร็จ (nonimmune library หรือ naïve library) (Marks et al., 1991)  คลัง
ชนิดนี้สามารถประยุกต,ใชXในงานวิจัยไดXกวXางขวางกวKาคลังที่สรXางจากสัตว,ที่ไดXรับการกระตุXนภูมิคุXมกัน
มากKอนหลายเทKา เพราะสามารถใชXในการสรXาง monoclonal antibody ตKอ antigen  เกือบทุกชนิด
ที่ตXองการ  เนื่องจากคลังของ antibody ที่สรXางขึ้นนี้เป9นตัวแทนความเป9นไปไดXทั้งหมดจากระบบ
ภูมิคุXมกันของสัตว,ตามธรรมชาติ โดยพบวKา monoclonal antibody ที่คัดเลือกมาไดXนั้นมีคุณภาพดี
คือมีความสามารถในการจับ (affinity, ในชKวง 1-200 nM) และมีความจำเพาะเจาะจง (specificity) 
สูงเทKากับ monoclonal antibody ที ่สรXางจาก hybridoma (Marks et al., 1991; Nissim et al., 
1994; Sheets et al., 1998; Winter et al., 1994)   

แอนติบอดีสามารถทำใหXมีคุณภาพสูงคือมีความจำเพาะเจาะจง และความสามารถในการจับ
สูง (high specificity และ affinity) มากข้ึนดXวยการใชXเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม โดยใชXหลักการกำกับ
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ว ิว ัฒนาการ (directed evolution)  (Hoogenboom, 1997; O'Brien and Aitken, 2002)   ด Xวย
เทคนิคตKางๆ นอกจากนี้แลXว ยังสามารถใชXเทคโนโลยีนี้ในการปรับปรุงคุณสมบัติอื่นๆตามวัตถุประสงค,
ของการใชXงาน เชKนความสามารถในการทำงาน (function) ตKางๆ เชKนการกระตุXนการสKงสัญญาณ
ภาย ใน เซลล ,  ( cell signaling) (Burtrum et al., 2003; Dauvillier et al., 2002; Gejima et al., 
2002; Kovaleva et al., 2006; Li et al., 2004; Paz et al., 2005; Piloto et al., 2005; Willemsen 
et al., 2005)   หรือการใชXเป9นตัวกระตุ Xนหรือตัวยับยั ้ง (agonist หรือ antagonist) โปรตีนหรือ
เอนไซม,ตKางๆในเซลล, (Rowley et al., 2004; Xie et al., 1997)  นอกจากนั ้นแลXวยังใชXในการ
คัดเลือก antibody ที่ทนตKอสภาวะบางอยKางเชKน สภาวะกรด ดKาง หรือทนตKอเอ็นไซม,ที่ยKอยโปรตีน 
(proteinase) (Kristensen and Winter, 1998; Pedersen et al., 2002)   หรือที่สภาวะ reducing 
(Proba et al., 1998) รวมทั ้งการปรับปรุงใหXม ีค ุณสมบัติเหมาะสมในการใชXเป9นยารักษาโรค 
( therapeutic use) (Almagro and Fransson, 2008; Benhar, 2007; Booy et al., 2006; Hale, 
2006; Jolliffe, 1993; McCarron et al., 2005; Mitra et al., 2006; Reilly, 2006; Santos and 
Padlan, 1998; Stowell, 2006)  หรือติดฉลาก (tag) (Buscombe, 2006; Carter and Merchant, 
1997; Filpula, 2007; Howard and Kaser, 2006; Teillaud, 2005; Van de Wiele et al., 2004) 
เพ่ือประยุกต,ใชXในงานวิจัยดXานตKางๆ 

การประยุกต,ใชXแอนติบอดีปรับแตKงพันธุกรรมที่สำคัญ และมีมูลคKาทางการตลาดสูงที่สุดใน
ปkจจุบัน คือหลายหมื่นลXานบาท คือการใชXสำหรับการ วินิจฉัยและรักษาโรค (therapeutic antibody) 
จนถึงปkจจุบันมีแอนติบอดีที่ใชXในการรักษาแลXวหลายชนิด และมีอีกหลายรXอยกวKาชนิดที่กำลังอยูKการ
ทดลองทางคลินิค (clinical trial) ขั้นตKางๆ โดยเฉพาะโรคมะเร็ง (Dillman, 2011) โดยรูปแบบของ
แอนติบอดีปรับแตKงพันธุกรรมที่นิยมใชXในปkจจุบัน เป9นทั้งที่เป9น แอนติบอดีเต็มรูปแบบ (whole 
immunoglobulin) และชิ้นสKวนแอนติบอดีแบบตKางๆ ดังแสดงในรูปที่ 1 โดยชิ้นแอนติบอดีที่เป9น
เฉพาะชิ้นสKวนแอนติบอดีขนาดเล็ก จะประกอบดXวยสKวนของแอนติบอดีที่ยังมีความสามารถในการจับ
กับเปëาหมายอยูK อาทิเชKน แบบ scFv, แบบ Fab, และแบบเสXนเดี่ยวที่เตรียมไดXจากสัตว,ในตระกูลอูฐ 
และลามะ หรือปลาฉลาม (Holliger and Hudson, 2005)  ขXอดีของแอนติบอดีชิ้นเล็กนี้คือ ผลิตไดX
งKายดXวยระบบการผลิตโปรตีนในแบคทีเรีย หรือ ยีสต, สามารถถูกดูดซึม และเขXาไปยังเซลล,เปëาหมายไดX
ดีกวKา อีกทั้งยังสามารถปรับแปลงพันธุกรรมใหXมีคุณสมบัติเพิ่มขึ้นที่นKาสนใจไดXอีกหลากหลาย อาทิเชKน 
ใหXเช่ือมกับ สารเรืองแสง หรือ เอนไซม, ทำใหXเป9น bi- หรือ tri-specific (multimeric) antibody หรือ
ใหXเชื ่อมกับยาหรือสารเคมีตKางๆ เพื ่อการรักษาโรค เป9นตXน (Sassoon and Blanc, 2013) เรียก
แอนติบอดีรูปแบบเหลKาน้ีวKา conjugated antibody  ซ่ึงอาจ เช่ือมตKอม toxin หรือสารเคมีท่ีมีฤทธ์ิยัง
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ยั้งการทำงานของเซลล, (cytotoxic agents) เพื ่อใชXในการรักษาโรคมะเร็ง ดังแสดงในในรูปที ่ 2 
งานวิจัยลKาสุดที่เกี่ยวขXองกับโครงการวิจัยนี้คือรายงานการใชXแอนติบอดีจาก ลามะ ซึ่งเป9นแอนติบอดี
สายเดี่ยวที่สามารถจับและทำลายเชื้อ rotavirus ไปแสดงออกในขXาว ทำใหXไดXผลผลิตเป9นเมล็ดขXาวที่มี
แอนติบอดี ซึ่งจากการคXนควXาวิจัยพบวKา หนูที่บริโภคขXาวที่มีแอนติบอดีอยูKนี้ สามารถตXานทานการติด
เชื ้อ rotavirus ซึ ่งทำใหXเกิดโรคทXองรKวงรุนแรงและเฉียบพลันในเด็กไดX (Tokuhara et al., 2013) 
ผลการวิจัยนี้แสดงใหXเห็นวKาอาจนำขXาวชนิดนี้ ไปใชXปëองกันการเจ็บปÆวย และตายดXวยโรคทXองรKวง ซ่ึง
เป9นปkญหาสำคัญในประเทศยากจนไดXดี  

 

 
รูปท่ี 1.  แสดงโครงสร0างช้ินส6วนแอนติบอดีแบบต6างๆ  

ภาพแสดงแอนติบอดีแบบเต็มรูป ชนิด IgG ของสัตว,เล้ียงลูกดXวยนม (IgG), ของสัตว,ตระกูลอูฐและลามะ 
(Camel Ig) และ ของปลาฉลาม (IgNAR) และลักษณะช้ินสKวนของแอนติบอดีรูปแบบตKางๆ ไดXแกK แบบ 
Fab, scFv, ช้ินสKวนโดเมนเด่ียว (single-domain VH) รูปแบบตKางๆ คือ VH, VhH, และ V-NAR  
รวมท้ัง ช้ินแอนติบอดีท่ีประกอบจากหลายโมเลกุล (multimeric antibody) ไดXแกK bi-scFv, 
diabodies, triabodies, tetrabodies (Holliger and Hudson, 2005)  
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(http://www.onclive.com/_media/_upload_image/ADC-elements-large.jpg) 

รูปท่ี 2. ส6วนประกอบต6างๆ ของ Antibody-Drug Conjugate (ADC) สำหรับรักษาโรคมะเร็ง  

กลไกการทำลายเซลล,มะเร็ง ไดXแกK ๑) แอนติบอดีตXองจำเพาะกับ antigen ท่ีเก่ียวขXองกับโรคมะเร็ง ซ่ึง
ไมKมี หรือมีจำกัดในเซลล,ปกติ ๒) มีสารสำหรับทำลายเซลล, (cytotoxic agent) เพ่ือฆKาเซลล,มะเร็ง
หลังจากถูกนำเขXาไปภายในและถูกปดปลKอยออกมา ๓) ตัวเช่ือม (linker) ระหวKาง cytotoxin agent 
และ antibody โดยตัวเช่ือมใหมKๆ จะถูกออกแบบใหXคงทนเม่ืออยูKในระบบไหลเวียนในรKางกาย แตKจะ
ปดปลKอยสารพิษตKอเซลล,เฉพาะเม่ือเขXาไปในเซลล,แลXว  

 

ชีวผลิตภัณฑ_ (Biologics) 
ชีวผลิตภัณฑ, (Biologics) คือ ยา หรือ ผลิตภัณฑ,ทางการแพทย,ที่ผลิตจากสิ่งมีชีวิต หรือจาก

ชิ้นสKวนของส่ิงมีชีวิต (U.S. Food and Drug Administration) เชKน น้ำตาล โปรตีน นิวคลีอิคแอซิด 
ตัวอยKางผลิตภัณฑ, Biologic ไดXแกK วัคซีน เลือด อินซูลิน หรือยาใหมKๆ ที่พบเห็นในตลาดยามูลคKาสูงใน
ปkจจุบัน (Birch and Racher, 2006; Dolinar and Reilly, 2013).  ชีวผลิตภัณฑ,สKวนใหญKผลิตดXวย 
recombinant DNA technology ซึ่งทำใหXบริษัทหรือกลุKมวิจัยสามารถผลิตยาตามตXองการเพื่อใชXใน
การรักษาโรคไดXอยKางจำเพาะ  ยาชีวผลิตภัณฑ,ตKางก็เป9นยานวัตกรรม ซึ่งมีสิทธิบัตรคุXมครอง และ
หลังจากหมดสิทธิบัตร ตัวยาสามารถมี Generic version ซ่ึงเรียกวKา Biosimilar ออกมาไดX ทำใหXราคา
ยาในตลาดถูกลงเพราะมีคูKเทียบ ทำใหXยาสามารถเขXาถึงผูXปÆวยจำนวนมากไดX เพราะตXนทุนในการผลิต
ลดต่ำลง ทำใหXหลายๆ บริษัทหันมาลงทุนในกลุKมอุตสาหกรรมยาประเภทนี้มากขึ้น นอกจากนี้ยังมี 
Biobetters ซึ่งเป9น recombinant drugs ท่ีปรับแตKงขึ้น เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษา หรือมี
ความปลอดภัยมากขึ้น ยาชนิดนี้สามารถจดสิทธิบัตรคุXมครองและมีคKาราคาสูงขึ ้น (Dolinar and 
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Reilly, 2013; Ventola, 2013)  
มีการประมาณการวKาตลาด Biologics ในป° 2025 จะมีมูลคKาถึง 400 พันลXานเหรียญสหรัฐฯ 

นอกจากน้ียังมีการประมาณการเติบโตของตลาดระบบ expression vectors มีมูลคKาประมาณ 317.1 
ลXานเหรียญสหรัฐฯในป° 2020  (http://www.grandviewresearch.com)  และมีการประมาณการวKา 
ในขณะนี้ กำลังมีการพัฒนายาจากเทคโนโลยีชีวภาพมากกวKา 650 ชนิด และมากกวKา 1,500 ชนิด อยูK
ในระหวKางการทดสอบทางคลินิก ซึ่งโดยสKวนใหญKแลXวจะเป9นโมโนโคลนอแอนติบอดีที่ใชXในการรักษา
โรคตKางๆ  ซึ่งการเจริญเติบโตของยาประเภทนี้มีผลทำใหXความตXองการของระบบการผลิตโมโนโคนอล
แอนติบอดีมากข้ึนอยKางตKอเน่ืองเชKนกัน  

แหลKงที่ใชXในการผลิตสารชีวภัณฑ,หลักๆ คือ mammalian cells และแบคทีเรีย นอกจากน้ี
ยังมีแหลKงอื่นๆที่ใชXในการผลิตเชKนกัน อาทิ  transgenic models, avian, insect, และ transgenic 
animals (Frenzel et al., 2013) ระบบโปรคาริโอต ถูกใชXในการผลิตโปรตีนอยKางงKายที่ไมKตXองการ
ขบวนการเติม glycosaccharides แตKสารชีวภัณฑ,สKวนมากตXองมีขบวนการ posttranslational 
modifications เพื่อใหXทำงานไดXในรKางกาย ดังนั้นจึงตXองใชX animal hosts ในการผลิต ยกตัวอยKาง
เชKน CHO cells ซึ ่งเซลล,นี ้ถ ูกใชXเป9นเซลล,เจXาบXานในการผลิตโปรตีนอยKางแพรKหลายในระดับ
อุตสาหกรรมและระดับหXองปฏิบัติการ (Chusainow et al., 2009; Frenzel et al., 2013) เนื่องจาก
เซลล,น้ีสามารถปรับตัวไดXงKาย เม่ือนำไปเล้ียงแบบแขวนลอยในอาหารท่ีไมKมีองค,ประกอบของสัตว, ซ่ึงจะ
ไมKการปนเป≥¥อนไวรัสมนุษย, อีกทั้งยังสามารถผลิตและหลั่งโปรตีนออกสูKนอกเซลล,ในปริมาณที่สูง และมี
รูปแบบของ glycosylation คลXายกับมนุษย, จึงสามารถชKวยปëองกันการกระตุXนระบบภูมิคุXมกันของ
ผู XปÆวย ไมKมีผลขXางเคียง และไมKทำใหXการกำจัดยา (clearance of a drug) เป9นไปอยKางรวดเร็ว 
(Jenkins et al., 2009; van Beers and Bardor, 2012; Zhu, 2012)  โดยในการผลิตโปรตีนใหXไดXใน
ปริมาณมากใน animal host จำเป9นตXองแทรกยีนของโปรตีนที่สนใจเขXาไปในโครโมโซมของเซลล, 
เพื่อใหXยีนของโปรตีนที่สนใจสามารถเพิ่มปริมาณไดXในเซลล,เหลKานี้ไดXในระยะยาว และในปริมาณมากท่ี
สูงพอ นอกจากนี้การหาสภาวะที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีการใหXอาหาร และเลี้ยงเซลล,ก็
สามารถเพิ่มผลผลิตโปรตีนไดXเชKนกัน (Hacker et al., 2008) ทั้งนี้ขั้นตอนการสรXางเซลล,ที่ผลิตโปรตีน
ใหXไดXในปริมาณสูง เป9นข้ันตอนท่ีมีความสำคัญมาก ปkจจุบันมีระบบการคัดเลือกเซลล,ท่ีหลากหลาย เชKน 
ระบบ DHFR, GS และ ระบบการคัดเลือกเมตาบอลิซึม (metabolic selection systems) เป9นตXน 
(Fan et al., 2012)  

เม่ือนำ โมโนโคนอลแอนติบอดีไปเพาะเล้ียงในถังปฎิกรณ, จะมีผลิตผลไดXต้ังแตK 1–15 g/L ซ่ึง
การไดXผลผลิตที่สูง สKวนหนึ่งเกิดจากการพัฒนาเซลล,ไลน,ดXวยวิธีที่มีประสิทธิภาพ เริ่มตั้งการออกแบบ
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ระบบ vector การหาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะที่สุดและการควบคุมกระบวนการผลิต (Huang et al., 
2010) ใหXเหมาะสม อยKางไรก็ตามความกXาวหนXาของเทคโนโลยีของ animal hosts ยังมีขXอจำกัดคือ 
สามารถคัดเลือกโคลนที่มีความสารถผลิตโปรตีนไดXสูงตามธรรมชาติเทKานั้น ถึงแมXจะผลิตภายใตXสภาวะ
ที่เหมาะสมก็ยังไดXผลผลิตต่ำ ดังนั้นจึงจำเป9นตXองพัฒนาปรับปรุงระบบการผลิตเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
ในการผลิตโปรตีนของเซลล,เจXาบXานใหXสูงมากข้ึนกวKาเดิม มีหลายเทคโนโลยีท่ีสามารถใชXในการปรับปรุง
ประสิทธิภาพของ animal cells เพื ่อใชXในการผลิตโปรตีนท่ีสนใจยกตัวอยKางเชKน การเหนี่ยวนำ 
homologous recombination ด X วยว ิ ธ ี  adeno associated virus (rAAV) ) แต K ว ิ ธ ี น ี ้ ส ามารถ
แลกเปลี ่ยนยีนไดXแคKหนึ ่ง allele ตKอครั ้ง ซึ ่งทำใหXขบวนการนี ้ ใชXเวลานาน (Luo et al., 2012; 
Schultz and Chamberlain, 2008) และมีรายงานการใชXวิธีทำใหXเกิดการกลายพันธุ,ดXวยวิธี Directed 
evolution หรือ random mutagenesis แตKวิธีนี ้ทำใหXเกิดการกลายพันธุ,แบบที่ไมKตXองการไดX (L. 
Meuris et al., 2014) อีกวิธีหนึ่งที่ใชXในการแกXไขจีโนมคือ วิธี Zinc finger nucleases (ZFNs) ซึ่งมี
หลักการคลXายกับระบบของ CRISPR/Cas9 แตKประสิทธิภาพและความจำเพาะต่ำกวKา (Gaj et al., 
2013; Pattanayak et al., 2011).  

ดXวยการปรับปรุงพัฒนา ระบบการผลิตแอนติบอดีใน animal host เพื ่อใชXในการผลิต
แอนติบอดีปรับแตKงพันธุกรรมใหXมีประสิทธิภาพและผลิตผลที่สูงขึ ้น มีความนKาสนใจและจะเป9น
ประโยชน,ตKอประเทศ หXองปฏิบัติการอณูเทคโนโลยีชีวภาพ จึงไดXริเริ่มงานวิจัย และพัฒนา เพื่อสรXาง
ระบบการผลิต therapeutic antibody ที่มีประสิทธิภาพสูง เพื่อใชXในประเทศไทยตKอไปในอนาคต 
และเพื่อใหXประชาชนทั่วไปสามารถเขXาถึงการรักษาไดXอยKางมีประสิทธิภาพ ราคาถูก อีกทั้งยังอาจชKวย
พัฒนาเศรษฐกิจของประเทศใหXอยKางย่ังยืนตKอไปดXวย    

 

การพัฒนาการผลิตชีวผลิตภัณฑ>ตFนแบบของโครงการวิจัย: Adalimumab 
Adalimumab จัดเป9นยาชีววัตถุ ท่ีเป9นโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) 

แบบ human IgG1 (Immunoglobulin G1) มีฤทธิ์ anti-TNF-alpha และใชXรักษาโรคภูมิแพXตัวเอง
หลายโรค เชKน rheumatoid arthritis และ psoriatic arthritis สาเหตุที่เลือก adalimumab เป9นยา
ตXนแบบในโครงการวิจัยนี้ เพราะยาตัวนี้ผลิตขึ้นมาจากเทคโนโลยีการผลิตแอนติบอดีบนผิวเฟจ ซึ่งทำ
ใหXผูXคิดคXนคือ Greg Winter ไดXรับรางวัลโนเบลสาขาเคมี ไปเมื่อป° 2018 อีกทั้ง ยานี้มียังยอดขายท่ี
สูงสุดในป° ค.ศ. 2013 และที่สำคัญคือ สิทธิบัตรยาตัวนี้หมดอายุไปแลXวตั้งแตKป° ค.ศ. 2016 จึงสามารถ
ผลิตในลักษณะของยาชีววัตถุคลXายคลึง (biosimilars) ไดX  

เซลล,เจXาบXานท่ีใชXผลิต Adalimumab เป9นเซลล,ท่ีนิยมใชXกันมากที่สุดในการผลิต แอนติบอดี 
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คือ Chinese hamster ovary cells (CHO cells) เนื่องดXวยหลายเหตุผล เชKน เป9นเซลล,แขวนลอย 
(suspension cells) ท่ีสามารถเล้ียงในมีเดียสังเคราะห,ท่ีทราบสKวนประกอบท่ีแนKนอนและไมKมีซีรัมเป9น
สKวนประกอบ (chemically-defined serum-free medium) นอกจากน้ีในการผลิต Humira® ท่ีเป9น 
adalimumab ตXนแบบ ยังใชX CHO cells ในการผลิตดXวยเชKนกัน ดังนั้นเพื่อใหXสามารถเปรียบเทียบ
คุณสมบัติทางเคมี โดยเฉพาะอยKางยิ่ง glycosylation pattern ระหวKาง adalimumab ที่ผลิตเองกับ 
Humira® ที่เป9นตXนแบบ จึงควรใชX CHO cells ในการเป9นตXนแบบสำหรับการพัฒนากระบวนการผลิต
ในโครงการวิจัยน้ี 

นอกจากเซลล,เจXาบXานท่ีเป9นปkจจัยสำคัญตKอความสำเร็จในการผลิตแลXว การพัฒนา 
expression vector ก็มีความสำคัญ เนื่องจากมีผลตKอการแสดงออกของยีนหลังจากนำเขXาสูKเซลล,เจXา
บXาน (Transfection) โดยในการพัฒนา expression vector มีปkจจัยที่ตXองคำนึงถึง ไดXแกK เพพไทด,สKง
สัญญาณ (signal peptide) ลำดับดีเอ็นเอ (DNA sequence) ของแอนติบอดีท่ีตXองการผลิต รวมถึงยีน
ที่ใชXคัดเลือก positive clone เชKนการใชXแอนติไบโอติก (antibiotic drug) และ ยีนท่ีมีผลตKอการ
คัดเลือกโคลน และเพ่ิมปริมาณของ copy number ของยีนท่ีตXองการ (gene amplification system) 
สำหรับ CHO cells มี amplification system หลักๆ 2 ระบบ ไดXแกK ระบบ DHFR (dihydrofolate 
reductase) คูKกับการใชX methotrexate (MTX) และ ระบบ GS (glutamine synthetase) คูKกับการ
ใชX methionine sulphoximine (MSX)  

เมื่อทำการคัดเลือกหาเซลล,เจXาบXานที่เหมาะสม และการพัฒนา expression vector แลXว 
ขั้นตอนถัดไปคือ transfection ซึ่งมีทั้งแบบ physical และ chemical ในการนำพลาสมิดดีเอ็นเอเขXา
สูKเซลล,เจXาบXาน เพื่อผลิตแอนติบอดีหรือโปรตีนที่ตXองการ อยKางไรก็ตามไมKใชKทุกเซลล,ที่มีพลาสมิดดีเอ็น
เอ ดังนั้นจึงจำเป9นตXองมีการคัดเลือกเซลล,ที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยการใชXหลักการของ antibiotic 
resistant gene และ/หรือ gene amplification system เพื่อหา cell pool ที่ผลิตแอนติบอดีไดXสูง
ที่สุด กKอนนำไปคัดเลือกหา high producing single clone หรือโคลนเดี่ยวที่สามารถผลิตแอนติบอดี
ได Xส ูง (high titer) ปร ิมาณแอนติบอดีต Kอ 1 เซลล,ใน 1 ว ัน (specific productivity หร ือ qP; 
pg/cell/day) และมีความ เสถียร หรือความสม่ำเสมอตลอดระยะเวลาการผลิตที่กำหนดไวX (clone 
stability) ซึ่งมีหลายวิธีในการคัดเลือก โดยวิธีที่งKายที่สุด และไมKตXองการเครื่องมือหรืออุปกรณ,พิเศษ 
คือ limiting dilution อยKางไรก็ตามวิธีนี ้มีขXอเสีย คือ ใชXเวลาและแรงงานมาก ประสิทธิภาพการ
คัดเลือกโคลนเด่ียวต่ำ อาจจำเป9นตXองทำซ้ำหลายรอบเพ่ือใหXม่ันใจวKาไดXโคลนเด่ียว (monoclonality)  
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการวิจัย 

 

ศึกษาหาเซลล>เจFาบFาน (expression host) ที่เหมาะสม 

 ทำการสืบคXนขXอมูลจากบทควาทางวิชาการ งานวิจัยที่ไดXรับการตีพิมพ,เพื่อจัดหา cell 
line ที ่เหมาะสมในการเป9นเซลล,เจXาบXาน สำหรับผลิตแอนติบอดี หรือชีวผลิตภัณฑ, ในระดับ
หXองปฏิบัติการ และสามารถนำไปตKอยอดการผลิตในระดับอุตสาหกรรมตKอไปไดXในอนาคต  
 

การพัฒนา expression vector 

ข้ันท่ี๑ 
การคXนหา ออกแบบ สังเคราะห,ยีนของแอนติบอดีท่ีตXองการผลิต ซ่ึงประกอบดXวย สKวน Heavy chain 
และ Light chain ของ adalimumab (Humira) และ Trastuzumab (Herceptin) (เพ่ือเป9นตัว
เปรียบเทียบ) ผKานบริษัท GeneART, Thermo Fisher Scientific และ GenScript, USA โดยใหXมีการ
ทำ codon optimized ใหXเหมาะสมในการ expression ในเซลล,สัตว, 
 
ข้ันท่ี๒ 
การจัดหา expression vector ท่ีเหมาะสม ไดXแกK pcDNA 3.4 และ pCHO 1 เพ่ือทำการสรXาง 
expression vector สำหรับการผลิต adalimumab 2 ประเภท คือ ก) ใชXระบบ bi-vector โดย การ
ใชXเวคเตอร, pcDNA 3.4 จำนวน 2 ช้ินเพ่ือผลิต heavy chain และ light chain สำหรับการผลิตแบบ 
transient expression ใน Expi293 cells และ ข) ระบบ mono-vector  โดยใชXเวคเตอร, pCHO1 ท่ี
มีท้ังยีนของ heavy และ light chain อยูKดXวยกันใน vector เดียว แตKควบคุมดXวย 2 promoter เพ่ือใชX
ทำ stable expression ใน CHO-S cells ซ่ึงในระบบ mono-vector น้ี ไดXสรXาง vector 2 แบบ โดย
มีการสลับตำแหนKงยีนสKวน  heavy chain (HC) กับ light chain (LC) นอกจากน้ันแลXว ยังไดXสรXาง 
expression vector สำหรับเป9นตัวควบคุมการทดลองอีก 2 ชนิดคือ Vector ท่ีผลิตโปรตีนเรืองแสง 
EmGFP และผลิตยา Herceptin® (Trastuzumab) เพ่ือเป9นตัวเปรียบเทียบ จากน้ันนำ vector ท่ีไดX
สรXางข้ึนมาท้ังหมด ไปทำการตรวจสอบความถูกตXองดXวย automated DNA sequencing และ DNA 
analysis software  
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การผลิตแอนติบอดีแบบ Transient expression และการทำใหFบริสุทธิ ์

การผลิตแอนติบอดีใน Expi293 cells 
ในขั้นแรกไดXทำการหา ratio ที่เหมาะสมของ H-chain และ L-chain โดยทำการ transfect 

vector H-chain และ L-chain ที่มียีน adalimumab เขXาสูK Expi293 โดย Ratio ท่ีใชXระหวKาง HC: 
LC แตกตKางกันไดXแกK 1:2, 1:2.5, 1:3 และ 1:4 โดยใชX ExpiFectamine 293 transfection reagent ท่ี
เป9น cationic lipid-based เป9นสื่อนำพา DNA เขXาสูK cell หลังจาก transfection 1 วัน ทำการเติม 
Enhancer ใหXแกKเซลล, และเลี้ยงตKออีก 6-7 วัน โดยแอนติบอดีจะออกจากเซลล,มาอยูKในอาหารเลี้ยง
เซลล, จากน้ันนำมาปk∑นท่ีความเร็ว 1300xg เป9นเวลา 15 นาที เพ่ือเก็บสKวน supernatant ท่ีอยูKดXานบน 
ปริมาณ DNA ที่ transfect จะเทKากับปริมาตรเซลล,ที่ใชX ยกตัวอยKางเชKน ตXองการผลิต IgG ดXวยเซลล,ท่ี
มีปริมาตร 2 ml ทำไดXโดยใชX DNA 2 µg ซึ่งสามารถทำการตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีที่ผลิตไดXดXวย
วิธี SDS-PAGE และ ELISA 

หลังจากไดX ratio ที่เหมาะสมของ H-chain และ L-chain แลXว ทำการผลิต adalimumab 
และ trastuzumab โดยการ transfect vector เขXาสู K Expi293 cell ปริมาตร 25 ml จากนั ้นนำ
แอนติบอดีท่ีผลิตไดXไปทำใหXบริสุทธ์ิในข้ันตอนตKอไป 

 

การทำแอนติบอดีใหDบริสุทธ์ิดDวยเคร่ือง FPLC 
 IgG สามารถทำใหXบริสุทธ์ิไดXโดยใชXคอลัมน, Hi-Trap Protien A 1 mL (GE healthcare, UK) 
ซ่ึงมีประสิทธิภาพดีในการจับกับ IgG ไดX มีข้ันตอนดังน้ี 

1) ทำการ Pump wash purified ทั้งระบบดXวย deionized water (DI water) ท่ี
ผKานการกรอง จากนั ้นทำการ Pump wash purified ใหXสาย A เป9น 1xPBS buffer และ B เป9น 
elution buffer (0.1M glycine-HCl; pH3.5) 

2) ตั้งคKาโดยใชXโปรแกรมของเครื่อง AKTA (GE healthcare, UK) ซึ่งมีรายละเอียด 
ค ื อ  sample flow: 1  ml/min, Method base: sample pump, Flow path: injection vavle, 
Alam pressure: 0.5 mPa จากน้ันทำการติดต้ัง Hi-Trap Protien A column เขXากับเคร่ือง  

3) ลXางคอลัมน,ดXวย DI water 5 ml ผKานสาย sample จากนั ้น กดปุ Æม pause 
เปล่ียน DI เป9น 1XPBS buffer และลXางตKอไปอีกประมาณ 5 ml 

4) นำสาย sample ใส Kลงใน tube ท ี ่ม ี  supernatant ท ี ่ ได Xมาจากการผลิต
แอนติบอดี (กรองดXวย 0.45 µm) ตั้งคKา auto zero เพื่อใหXคKา OD เป9น 0 แลXวโหลด sample ผKาน 
column จนเกือบหมด เมื ่อโหลด sample เครื ่องจะวัดคKา OD ไปดXวย จากจอแสดงผลจึงเห็น
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เสXนกราฟคKา OD เริ่มสูงขึ้น โดยระหวKางที่โหลด sample นี้ใหXตั้งคKาเครื่องใหXทำการเก็บ fraction ซ่ึง 
fraction ที่เก็บไดXนี้คือ Flow through นำไปวิเคราะห,ดXวยวิธี SDS-PAGE เพ่ือตรวบสอบการจับของ
แอนติบอดีกับคอลัมน, 

5) กดปุÆม pause เพื ่อหยุดการโหลด sample แลXวเปลี ่ยนหลอด sample เป9น 
1xPBS buffer ปริมาตร 20 ml จนคKา OD จะเขXาใกลX 0 หรือจนถึง 0 จากน้ันกดปุÆม pause อีกคร้ัง 

6) เ ร ิ ่ มทำการ  elute แอนต ิ บอด ี  โ ดยการต ั ้ ง ค K า  Gradient: 100% B, 
Fractionation: 20 ml (เก็บ fraction ละ 1 ml) และเก็บ tube ที่แสดงพีค (peak) ของโปรตีน ซ่ึง 
fraction ที่เก็บมาน้ี คือแอนติบอดีท่ีผKานการทำใหXบริสุทธิ์ เนื่องจากสารละลายบัฟเฟอร,ที่ใชXในการ 
elute โปรตีน มีความเป9นกรด สามารถทำใหXกลาง (neutralized) ดXวยการเติม 1M Tris-HCl (pH 
8.5) กKอนนำตัวอยKางไปวิเคราะห,ดXวยวิธี SDS-PAGE ทั้งนี้ คอลัมน, Hi-Trap Protien A นี้สามารถนำ
กลับมาใชXใหมKไดX โดยตXองทำการ Regenerate column ดXวย 0.1M glycine-HCl (pH 2.5) ประมาณ 
5 ml หลังจากนั้น pump ดXวย DI water หลังจากนั้นนำสายทุกสาย ใสKลงใน 20%ethanol ปëอน
คำสั่งใหXเครื่องโหลด 20% ethanol เขXาไปในสายทุกสายและคอลัมน, จากนั้นทำการถอดคอลัมน,ออก
แลXวนำไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4oC 

7) ทำการวัดความเขXมขXนของแอนติบอดีที่ผลิตไดX โดยการวัดคKาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ดXวยเคร่ือง nanodrop เพ่ือนำไปใชXในการวิเคราะห,ในข้ันตอนตKอไป 
 
การตรวจสอบการจับของ antibody ต[อโปรตีนเป̂าเหมาย ดDวยวิธี ELISA  
 วิธีการการตรวจสอบการจับของ adalimumab และ trastuzumab ตKอโปรตีนเปëาเหมาย 
ดXวยวิธี ELISA มีข้ันตอนดังน้ี 

1) ทำการ immobilized target ดXวย TNFa (GenScript, USA) และ ErbB2 
ปริมาณ 0.2 และ 0.84 µg ตามลำดับ ท่ีละลายใน PBS 100 µl ลงไปในหลุมของ 96-well plate ใหX
เทKากับจำนวนตัวอยKางที่ตXองการทำการวิเคราะห, โดยมี 2% MPBS (2%skimmed milk in PBS) ยา 
Humira® ยา Herceptin และ Expi293 cell เป9นตัวแปรควบคุม (background) โดยควรทำการ
ทดสอบแบบสองซ้ำ (duplicate) เพื่อความถูกตXอง ป∫ดปากหลุม และบKมที่อุณหภูมิ 4oC เป9นเวลา 1 
คืน 

2) ทิ้ง target และเติมนมปลอดไขมัน 2% MPBS (ปริมาตร 200 µl) ป∫ดปากหลุม 
แลXวตั้งทิ้งไวXที่อุณหภูมิหXองเป9นเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อปëองกัน (block) การจับแบบไมKจำเพาะ (non-
specific binding)  
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3) คว่ำท้ิงสารท่ีอยูKในหลุม แลXวลXางดXวย PBS 3 รอบ กKอนทำการเติม adalimumab 
(2 µg) trastuzumab (1 µg) ยา Humira® (0.25 µg) ยา Herceptin® (1 µg) และ Expi293 cell 
ปริมาตร 100 µl ป∫ดปากหลุม แลXวต้ังท้ิงไวXท่ีอุณหภูมิหXองเป9นเวลา 1 ช่ัวโมง  

4) คว่ำทิ้งสารที่อยูKในหลุม แลXวลXางดXวย PBST (PBS + 0.05% Tween20) 3 รอบ 
แลXวตามดXวยการลXางโดยใชX PBS 2 รอบ 

5) เติม ProteinA-HRP ที่เจือจาง 1:5,000 เทKาใน PBS ปริมาตร 100 µl ลงในแตK
ละหลุม แลXวบKมไวXท่ีอุณหภูมิหXองเป9นเวลา 1 ช่ัวโมง 

6) ลXางดXวย PBST 3 รอบ แลXวลXางดXวย PBS 2 รอบ กKอนเติมสาร ABTS ปริมาตร 
100 µl แลXวต้ังท้ิงไวXท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหXองประมาณ 15-30 นาที 

7) ทำการวัดคKาความเขXมของสีจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยการอKานคKา OD (optical 
density) ดXวยเคร่ือง ELISA micrpplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร 
  

การเลี้ยงเซลล> CHO-S  

 การเล้ียงเซลล, CHO-S จะเล้ียงใน 125ml-shake flask ใน incubator shaker ท่ีกำหนดใหXมี
อุณหภูมิ 37oC ปริมาณของ CO2 ท่ี 8% และถูกเขยKาดXวยความแรง 150 rpm และใชXอาหารเล้ียงเซลล,
ท่ีประกอบดXวย 8mM L-glutamine (Thermo Scientific, cat no.25030081) ใน GibcoTM 
CDFortiCHO (Thermo Scientific, cat no.A1148301) หลังจากกระบวนการ transfection  จะใสK 
1% anti-clumping solution (Thermo Scientific, cat no. 0010057DG) เพ่ิมลงในอาหารเล้ียง
เซลล,ขXางตXน สำหรับการประเมิน clone stability จะใชXอาหารเล้ียงเซลล,ท่ีประกอบดXวย 8mM L-
glutamine และ 1% anti-clumping solution ใน GibcoTM Dynamis (Thermo Scientific, cat 
no. 1IVG5-A26615-01) 

 

การเลี้ยงเพื่อประเมินคwา productivity 

การประเมินค[า productivity จากการเล้ียงเซลลhแบบ 5 วัน  
ใชXเซลล,เริ่มตXนที่ความเขXมขXน 3x105 cells/ml ปริมาตร 30 ml ในอาหารเลี้ยงเซลล,ที่กำหนด 
แลXวเก็บ supernatant เมื่อเลี้ยงครบ 5 วัน เพื่อทำการวิเคราะห,หาปริมาณแอนติบอดีที่ผลิต
ไดX ดXวยวิธี ELISA 

การประเมินค[า productivity จากการเล้ียงเซลลhแบบ fed-batch  
ใชXเซลล,เริ่มตXนที่ความเขXมขXน 3x105 cells/ml ปริมาตร 30 ml ในอาหารเลี้ยงเซลล,ที่กำหนด 
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โดยในวันที่ 3 และ 5 ใหXเติมกลูโคสลงไปในฟลาสก,ที่เลี้ยงเซลล, ที่ 4g/l สำหรับในวันที่ 7 ใหX
เติมกลูโคส 6 g/l และเลี ้ยงเซลล,จนครบ 14 วัน หรือมีเซลล,ตายมากกวKา 50% (% cell 
viability < 50%) โดยกำหนดใหXมีการสุKมเก็บตัวอยKาง supernatant ในวันที่ 3, 5, 7, 10, 12 
และ 14 เพื่อทำการวิเคราะห,หาปริมาณแอนติบอดีที่ผลิตไดX ดXวยวิธี ELISA ทั้งนี้ใหXทำการสุKม
เก็บตัวอยKางกKอนเติมกลูโคสในวันท่ี 3, 5 และ 7 

การประเมินค[า productivity จากการเล้ียงเซลลhแบบ fed-batch สำหรับข้ันตอน clone 
stability assessment   

ใชXเซลล,เริ่มตXนที่ความเขXมขXน 3x105 cells/ml ปริมาตร 30 ml ในอาหารเลี้ยงเซลล,ที่กำหนด 
และในวันที่ 3 เติมกลูโคส 5 g/l จากนั้นเก็บ supernatant ในวันที่ 7 เพื่อทำการวิเคราะห,หา
ปริมาณแอนติบอดีท่ีผลิตไดX ดXวยวิธี ELISA 
 

การวิเคราะห>หาปริมาณ adalimumab ที่ผลิตไดFจาก CHO cells ดFวยวิธี ELISA 

วิธี ELISA ที่ใชXในงานวิจัยนี ้ มีขั ้นตอนสรุปดังนี ้ นำ Protein A (GenScript, cat no. 
GSZ02201) ปริมาตร 100 µl เคลือบติดพื ้นผิวในแตKละหลุมของ flat-bottom 96-well plates 
(Invitrogen, cat no. 44-2404-21) และทำการบKม (incubate) ที่อุณหภูมิ 4oC เป9นเวลาไมKนXอยกวKา 
12 ชั่วโมง และ Protein A สKวนเกินจะถูกชะลXางออกดXวยการใชX PBST (0.05% Tween 20 in PBS) 
ปริมาตร 200 µl ในแตKละหลุม จำนวน 3 คร้ัง จากน้ันเติม blocking buffer (1% BSA in PBST) หลุม
ละ 200 µl และบKมที่อุณหภูมิหXองเป9นเวลา 1 ชั่วโมง โดยมีการลXางสKวนเกินของ blocking buffer แตK
ละหลุมดXวย PBST จำนวน 3 ครั้ง กKอนที่จะเติมตัวอยKาง (เจือจางดXวยสารละลาย PBS ที่อัตราสKวนท่ี
เหมาะสม) หรือสารมาตรฐาน (Humira® ท่ีความเขXมขXนตKางๆ) หลุมละ 100 µl และบKมท่ีอุณหภูมิหXอง
เป9นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลXางแตKละหลุมดXวย PBST จำนวน 3 ครั้ง แลXวเติม Peroxidase AffiniPure 
F(ab')2 fragment goat anti-human IgG (H+L) HRP (Jackson Immuno Research 
Laboratories, cat no. 109-036-088) หลุมละ 100 µl และบKมที่อุณหภูมิหXองเป9นเวลา 1 ชั่วโมง ซ่ึง
สKวนเกินของแอนติบอดีนี้จะถูกชะลXางออกดXวย PBST จำนวน 3 ครั้ง กKอนที่จะเติมสารละลาย TMB 
(3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) solution (Thermo Scientific, cat no. 34028) หล ุมละ 100 
µl และบKมในที่มืด ที่อุณหภูมิหXอง เป9นเวลา 20 นาที กKอนที่จะเติม 2M H2SO4 หลุมละ 50 µl เพ่ือ
หยุดปฏิกิริยาเอนไซม, แลXวนำไปวัดคKาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดXวยเครื่อง 
Microplate reader (SunriseTM, Tecan) โดยการคำนวณหาปริมาณของ adalimumab ที่ผลิตไดX



 17 

หรือคKา titer อาศัยการคำนวณจากกราฟมาตรฐานแบบ four parameter logistic (4PL) ดXวย
โปรแกรม GraphPad Prism version 8 สำหรับคKา specific productivity หรือ qP จะถูกคำนวณ
ตามสมการโดยอาศัยคKา titer และ integral viable cell density (IVCD) เพื่อหาปริมาณแอนติบอดีท่ี
ผลิตไดXในหนKวยพิโคกรัมตKอ 1 เซลล, ใน 1 วัน  

 
ทั้งนี้วิธี ELISA ที่ใชXมีความจำเป9นตXองทำ checkerboard titration กKอนนำไปใชX เพื่อหาความ

เขXมขXนที่เหมาะสมของ Protein A และ labelled detection antibody นอกเหนือจากการหาชKวง
ความเขXมขXนท่ีเหมาะสมของสารมาตรฐาน (Humira®)  

 

การคัดเลือกหา high producing single clone 

ขั้นตอนการคัดเลือก high producing single clone หรือโคลนเดี่ยวที่มีกำลังผลิตสูง
และสม่ำเสมอ อXางอิงและดัดแปลงจากโปรโตคอลของ FreedomTM CHO-STM kit user guide 
(Thermo Scientific, cat no. A13696-01, Publication no. MAN0003505) ซ่ึงสามารถสรุปไดXตาม
รูปที่ 3 โดยมีข้ันตอนเริ่มจากนำ expression vector ที่พัฒนาขึ้นมา 2 ชนิด ไดXแกK LCHC และ HCLC 
(รูปที่ 11) ที่มียีนของ LC และ HC ของ adalimumab รวมถึง control vector ที่มียีน EmGFP ทำ
การตัดดXวยเอนไซม, EcoRI เพื ่อเปลี ่ยนจากพลาสมิดแบบวงกลม (circular plasmid DNA) เป9นพ
ลาสมิดสายตรง (linearized plasmid DNA) กKอนที ่จะนำแตKละพลาสมิดดีเอ็นเอนี ้เข Xาสู K เซลล, 
(transfection) CHO-S  ในแตKละฟลาสก, (รูปท่ี 4) โดยอาศัย FreeStyle TM MAX reagent (Thermo 
Fisher Scientific, cat no. 16447100) ซึ่งเป9น transfection แบบ lipid-based reagent หลังครบ
เวลา 48 ช่ัวโมง ทำการวิเคราะห,หา transfection efficiency จากฟลาสก,ท่ีนำยีน EmGFP เขXา CHO-
S cells โดยใชXเทคนิค Flow cytometry และวิเคราะห,หาปริมาณของ adalimumab ที่ผลิตไดX โดย
ใชXวิธี ELISA ตามขXอ 4 

จากนั ้นนำฟลาสก,ท ี ่ ใช X  expression vector แบบ LCHC และแบบ HCLC ทำการ
คัดเลือก cell pools ท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีไดXดXวย puromycin รKวมกับ methotrexate (MTX) ท่ี
ความเขXมขXนตKางๆ (รูปท่ี 5) ในการคัดเลือกรอบท่ี 1 (selection phase 1) จะแบKงออกเป9น 2 กลุKม คือ 
กลุKมท่ีไดX puromycin 10 µg/ml รKวมกับ MTX 10 nM (คือ cell pool ช่ือ LCHC-1 10P/100M และ 
HCLC-1 10P/100M) และกลุKมท่ีไดX puromycin 20 µg/ml รKวมกับ MTX 20 nM (คือ cell pool ช่ือ 
LCHC-2 20P/200M และ HCLC-2 20P/200M) ภายหลังจากที ่เซลล,มี % cell viability มากกวKา 
90% จะทำการวิเคราะห,หาปริมาณ adalimumab ที ่ผลิตไดX จากการเลี ้ยงเซลล,เป9นเวลา 5 วัน 
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หลังจากนั้นจะเขXาสูKการคัดเลือกรอบที่ 2 (selection phase 2) ซึ่งจะแบKงออกเป9น 2 กลุKมยKอย คือ 
กลุKมที่ไดX puromycin 30 µg/ml รKวมกับ MTX 500 nM (คือ cell pool ชื่อ LCHC-1 30P/500M, 
LCHC-2 30P/500M, HCLC-1 30P/500M และ HCLC-2 30P/500M) และกลุKมท่ีไดX puromycin 50 
µg/ml รKวมกับ MTX 1000 nM (คือ cell pool ชื ่อ LCHC-1 50P/1000M, LCHC-2 50P/1000M, 
HCLC-1 50P/1000M และ HCLC-2 50P/1000M) เมื่อเซลล,มี % cell viability มากกวKา 90% จะ
ทำการวิเคราะห,หา ปริมาณ adalimumab ท่ีผลิตไดX จากการเล้ียงเซลล,แบบ fed-batch เป9นเวลา 14 
วัน (หรือนXอยกวKา 14 วัน ถXาเซลล,ตายมากกวKา 50 %) เพื่อประเมินวKา cell pool ใด มี productivity 
หรือระดับการผลิตตKอ 1 เซลล,สูงท่ีสุด เพ่ือนำไปคัดเลือกหา high producing single clone ตKอไป 

การคัดเลือกหา high producing single clone จะใชXวิธี limiting dilution ใน 96-well 
plate โดยทำการเจือจางเซลล,ใหXมีความหนาแนKนของเซลล,เทKากับ 4.5 cells/ml จากนั้นป∫เปต 200 
µl ลงในแตKละหลุมที่กำหนดไวX (หลุมที่กำกับดXวยตัว C ในรูปที่ 4) ทั้งหมด 16 plates โดยมีการเลี้ยง
ในสภาวะแวดลXอมแบบ static culture เป9นเวลา 18 วันกKอนทำการประเมินรอบที ่ 1 (Primary 
screening) ดXวยวิธี ELISA เพื ่อหาโคลนเดี ่ยวที ่สามารถผลิต adalimumab ไดXสูงสุดจำนวน 100 
clones แรก จากนั้นนำโคลนเดี ่ยวเหลKานี ้เพิ ่มปริมาณและทำการประเมินรอบที่ 2 (secondary 
screening) จากการเลี้ยงเซลล,เป9นเวลา 5 วันใน 6-well plate เพื่อคัดเลือกหาโคลนเดี่ยวที่มีคKา 
productivity สูงสุด 5 อันดับแรก ไปทำการประเมินรอบท่ี 3 (tertiary screening) จากการเล้ียงเซลล,
ใน 125ml-shake flask แบบ fed-batch เป9นเวลา 14 วัน จากนั้นโคลนเดี่ยว จำนวน 2 clones ที่มี
คKา productivity สูงสุด 2 อันดับแรกจะถูกประเมินความสม่ำเสมอในการผลิตแอนติบอดี (clone 
stability assessment) โดนมีวิธีการสรุปตามรูปท่ี 7 
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รูปท่ี 3.  แผนภาพสรุปข้ันตอนการคัดเลือกโคลนเด่ียวท่ีมีกำลังผลิตสูงและเสถียร 

 

 
รูปท่ี 4.  สรุปการเตรียม CHO-S cells และ transfection 
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รูปท่ี 5.  สรุปข้ันตอนการคัดเลือก high producing single clone 

 
 

 
 

รูปท่ี 6.  แผนผัง 96-well plate สำหรับการคัดเลือกโคลนเด่ียวด0วยวิธี limiting dilution 
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รูปท่ี 7.  สรุปข้ันตอนการทำ clone stability assessment 

การผลิตแอนติบอดีใน Bioreactor 

ขั้นตอนสรุปตามรูปที่ 8 กลKาวคือ ไดXมีการทดลองนำเซลล,ที่ผลิต adalimumab ไดXใน
เบื ้องตXน เลี ้ยงในถังหมักขนาด 5  ลิตร ดXวย ActiPro medium (GE Life Science, cat no. 
SH31037.01) ปริมาตร 3 ลิตร  โดยมีการเติม supplement 7a (GE Life Science; SH31026.01) 
และ supplement 7b (GE Life Science, cat no. SH31027.01) ทุกวันเริ ่มตั ้งแตKในวันที ่ 3 เป9น
เวลา 13 วัน โดยมีการควบคุมอุณหภูมิ พีเอช และคKา pO2 และไดXมีการวิเคราะห,หาปริมาณของ
แอนติบอดีท่ีผลิตไดX ความเขXมขXนของกลูโคส แอมโมเนีย และแลกเตท 

หลังครบ 13 วัน นำ supernatant ที่ไดXไปทำใหXมีความเขXมขXนมากขึ้น (concentrate) 
และเปลี ่ยนสารละลายบัฟเฟอร, (buffer exchange) เป9น PBS ดXวย Vivaflow 200 crossflow 
device (Sartorius, cat no. VF20P0) รวมถึงทำใหXแอนติบอดีบร ิส ุทธ์ิเบ ื ้องต Xนด Xวย HiScreen 
MabSelect PrismA 1x4.7mL (GE Lifesciences, cat no. 17549815) ซึ่งจัดเป9นเทคนิค Protein 
A affinity chromatography  
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รูปท่ี 8.  สรุปข้ันตอนการเล้ียงเซลล_ในถังหมักขนาด 5 ลิตร และการทำให0บริสุทธ์ิ 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 

ศึกษาหาเซลล>เจFาบFานที่เหมาะสม 

จากการสืบคXนขXอมูลเพื่อจัดหา cell line ท่ีเหมาะสม ซึ่งไดXเลือกเซลล,เจXาบXาน 2 ชนิด 
ไดXแกK Expi293 (Thermo Scientific, USA) สำหรับtransient expression system  และ CHO-S 
(Thermo Scientific, USA)  สำหรับ stable expression system เพื่อใชXสำหรับผลิตยา แอนติบอดี 
ในโครงการวิจัยน้ี โดยท้ัง 2 cell line ไดXรับการออกแบบ พัฒนาใหXสามารถผลิตยาในระดับ GMP ไดX 

 

การพัฒนา expression vector สำหรับผลิตยาชีววัตถ ุ

 แผนที่ expression vectors ที่ไดXสรXางขึ้นจากโครงการวิจัย หลังจากไดXทำการวิเคราะห,ลำดับ
เสXน DNA เพื่อยืนยัน และวิเคราะห,ผลความถูกตXองแลXว ดังแสดงในรูปท่ี 9-11  ยีนทั้งหมดถูกควบคุม
แบบ monocistronic  โดย vector สำหรับใชXในระบบ transient expression ถูกสรXางใน vector 
pcDNA 3.4 โดยสรXางเป9นแบบ bi-vector คือเป9น vector สำหรับ H-chain และ L-chain สำหรับ
ผลิต adalimumab (รูปที่ 9) และ trastuzumab (รูปที่ 10) ในสKวนของ expression vector ที่ใชXใน
ระบบ stable expression ถูกสรXางใน vector pCHO1 แบบ mono-vector คือมีทั้งยีน H-chain 
และ L-chain ที ่ควบคุมโดย promoter 2 ชนิด โดยมีการสลับยีน H-chain และ L-chain ใหXใชX 
promotor ที ่แตกตKางกัน เพื ่อเปรียบเทียบความสามารถในการผลิต adalimumab ดXวย CHO-S 
cells แบบ stable expression (รูปที่ 11) สKวนโปรตีนเรืองแสง EmGFP ที่ใชXเป9นโปรตีนควบคุมใน
การ transfection ถูกสรXางใน vector pCHO1 และ pcDNA 3.4 ดังแสดงในรูปท่ี 12 
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รูปท่ี 9.  ระบบ Bi-vector สำหรับผลิต Adalimumab  

แสดง pcDNA 3.4 vector แบบ monocistronic สำหรับการผลิต adalimumab ในระบบ bi-vector 
ท่ีแบKงเป9น vector H-chain และ L-chain เพ่ือ express ใน Expi293 cells แบบ transient 
expression 
 

 
รูปท่ี 10.  ระบบ Bi-vector สำหรับผลิต Trastuzumab 

แสดง pcDNA 3.4 vector แบบ monocistronic สำหรับการผลิต trastuzumab ในระบบ bi-vector 
ท่ีแบKงเป9น vector H-chain และ L-chain เพ่ือ express ใน Expi293 cells แบบ transient 
expression 
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รูปท่ี 11.  Mono-vector ท่ีใช0ในการผลิต adalimumab  

แสดง expression vector แบบ mono-vector ท่ีมีท้ัง H- และ L- chains ของ adalimumab ท่ีถูก
ควบคุมโดย 2 promoter ท่ีแตกกตKางกัน สำหรับใชXในการผลิตแอนติบอดีจากเซลล, CHO-S ในระบบ 
stable expression system 

 

 
รูปท่ี 12.  Vector ควบคุม ท่ีใช0ผลิตโปรตีนเรืองแสง EmGFP 

แสดง Expression vector ใน pcDNA 3.4 และ pCHO1 Vector ท่ีใชXผลิตโปรตีนเรืองแสง EmGFP ท่ี
ใชXเป9นตัวแปรควบคุม (control vector) ในงานวิจัยน้ี 
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การผลิตแอนติบอดีแบบ transient expression 

การหาสัดส[วนท่ีเหมาะสมระหว[าง H-chain และ L-chain 
 ในการผลิต adalimumab แบบ transient expression จาก Expi293 cells นั้น ในขั้นแรก
ตXองทำการหาสัดสKวนของ vector ที่ใชXสรXาง heavy chain ตKอ light chain ที ่เหมาะสม  ผลการ
วิเคราะห,ปริมาณแอนติบอดี ดังรูปท่ี 13 และความสามารถในการจับกับเปëาหมาย ดังรูปท่ี 14 แสดงใหX
เห็นวKาสัดสKวนของ heavy chain ตKอ light chain มีผลตKอปริมาณแอนติบอดีที่ผลิตไดXเพียงเล็กนXอย 
แตKมีผลตKอความสามารถในการจับกับเปëาหมายแตกตKางกัน ผลที่ไดXจากการทดลองนี้สรุปวKา อัตราสKวน 
vector ของ H-chain และ L-chain ท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิต antibody คือท่ี 1:3 
 

 
รูปท่ี 13.  SDS-PAGE แสดงผลอัตราส6วนยีน Heavy และ Light Chain ต6อการผลิตแอนติบอดี  

SDS-PAGE แสดง heavy chain และ light chain ของ adalimumab ท่ีผลิตไดX จาก HEK293 cells 
ท่ีถูก transfect ดXวย vector ของ heavy chain และ light chain ท่ีมีอัตราสKวน ตKาง ๆ กัน 
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รูปท่ี 14.  ELISA แสดงผลอัตราส6วนยีน Heavy และ Light Chain ต6อการผลิตแอนติบอดี  

แสดงผล ELISA เพ่ือเทียบความสามารถในการจับกับเปëาหมาย (TNF-a) ของ adalimumab ท่ีผลิตไดX 
จาก HEK293 cells ท่ีถูก transfect ดXวย vector ของ heavy chain และ light chain ท่ีมีอัตราสKวน 
ตKาง ๆ กัน 

 

การผลิตแอนติบอดีและการทำใหFบริสุทธิ ์

 หลังจาก transfect HEK293 cell ไป 6-7 วันแลXว ไดXทำการ วิเคราะห,ปริมาณ adalimumab 
และ trastuzumab ที่หลั่งออกมาจากเซลล, ดXวยวิธี ELISA โดยใชX Protein A ตรึงอยูKที่กXนหลุม ดัง
แสดงในรูปที่ 15 จากนั้นไดXทำแอนติบอดีใหXบริสุทธิ์มากขึ้นดXวย Protein A column โดยใชXเครื่อง 
FPLC และทำการตรวจสอบการทำใหXบริสุทธิ์ดXวย SDS-PAGE ในสภาวะ reducing ซึ่งแอนติบอดีจะมี 
2 band เกิดขึ ้น กลKาวคือ มี band H-chain ขนาดประมาณ 50 kDa และ band L-chain ขนาด
ประมาณ 25 kDa ดังแสดงในรูปที่ 16 ผลการวัดความเขXมขXนของ adalimumab และ trastuzumab  
สามารถนำไปใชXคำนวณ yield ในการผล ิตได X  ค ือ 280 และ 420 mg/l ตามลำด ับ  จากน้ัน 
adalimumab และ trastuzumab ที่ผลิตไดXถูกนำไปทดสอบการจับกับโปรตีนเปëาหมายดXวยวิธี ELISA 
ดังแสดงในรูปที่ 17  ผลการทดสอบพบวKาแอนติบอดีที่ผลิตไดXจากระบบที่พัฒนาขึ้นมานี้ สามารถจับ
กับโปรตีนเปëาหมายไดXเทียบเทKากับยาตXนแบบ คือ Humira® และ ยา Herceptin® ตามลำดับ 
 

 
รูปท่ี 15.  ผล ELISA แสดงปริมาณของ adalimumab และ trastuzumab ท่ีผลิตได0จาก 

Expi293 cells แบบ transient expression system 
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รูปท่ี 16.  ผลการทำ adalimumab และ trastuzumab ให0บริสุทธ์ิ โดย SDS-PAGE  

แสดง fraction ตKางๆในการทำแอนติบอดีใหXบริสุทธ์ิ M; AccuProtein Chroma-I marker (Enzmart 
Biotech, Thailand), S; Supernatant, FT; Flow through, P; purified antibody ซ่ึงเห็นแถบ
แอนติบอดี heavy และ light chain ท่ีประมาณ 50 และ 25 kDa ตามลำดับ  

 

 
รูปท่ี 17.  ผล ELISA แสดงการจับของ adalimumab และ trastuzumab ต6อ โปรตีนเปãาหมาย 

 

การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการทำ ELISA เพื่อหาปริมาณ antibody 

 ในการประยุกต,ใชXวิธีการ ELISA เพื่อวัดปริมาณ antibody ใหXแมKนยำนั้น มีความจำเป9นตXอง
ทำ checkerboard titration (รูปที่ 18) เพื่อหาความเขXมขXนที่เหมาะสมของ Protein A (62.5 – 500 
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ng/ml) และ labelled detection antibody (เจือจาง 1:5000 หรือ 1:10000) นอกเหนือจากชKวง
ความเขXมขXนที่เหมาะสมของสารมาตรฐาน ซึ่งในงานวิจัยนี้ใชX Humira® (0 – 500 ng/ml) จากรูปท่ี 
19 จะเห็นไดXวKาเมื่อใชX Protein A ที่ความเขXมขXน 62.5 ng/ml เมื่อเทียบกับความเขXมขXนอื่น จะใหXคKา 
binding ratio มากที่สุด ซึ่งคKา binding ratio สามารถคำนวณโดยการนำคKาการดูดกลืนแสงที่ไดXจาก
หลุมที่ไมKมี Humira® หารดXวยคKาการดูดกลืนแสงในหลุมอื่นๆที่มี Humira® ที่ความเขXมขXนตKางๆ 
ดังน้ันความเขXมขXนของ Protein A ท่ีเหมาะสมคือ 62.5 ng/ml สำหรับความเขXมขXนท่ีเหมาะสมสำหรับ 
labelled detection antibody คือการเจือจางแอนติบอดีดXวยอัตราสKวน 1:5000 (รูปท่ี 20) เน่ืองจาก
ที่ความเขXมขXนของ Humira® เดียวกัน เมื่อมีการใชXแอนติบอดีที่เจือจาง 1:5000 จะมีคKา binding 
ratio มากกวKาเม่ือมีการใชXแอนติบอดีท่ีเจือจาง 1:10000 

 
รูปท่ี 18.  ผล Checkerboard Titration 

แผนภาพแสดงความเขXมขXนของโปรตีนตKางๆท่ีใชXใน checkerboard titration เพ่ือพัฒนาวิธี ELISA ใหX
มีความเหมาะสมสำหรับการวิเคราะห,หาปริมาณ adalimumab ท่ีผลิตไดX 

 

 
รูปท่ี 19.  การหาความเข0มข0นท่ีเหมาะสมของ Protein A ท่ีใช0สำหรับวิธี ELISA 
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รูปท่ี 20.  การหาความเข0มข0นท่ีเหมาะสมของ detection antibody ท่ีใช0สำหรับวิธี ELISA 

 

การคัดเลือกโคลนเดี่ยวที่ผลิตแอนติบอดใีนปริมาณที่สูงและมีความเสถียร 

 หลังการนำพลาสมิดยีนเขXาสูKเซลล, เป9นเวลา 48 ชั่วโมง จะมีการวิเคราะห,หา transfection 
efficiency จากการนำยีน EmGFP เขXาสู K CHO-S cells ดXวยวิธ ี Flow cytometry เพื ่อประเมิน
ประสิทธิภาพการนำพลาสมิดยีนเขXาสูKเซลล,ในสภาวะท่ีกำหนด ซ่ึงในงานวิจัยน้ีพบวKามีคKา transfection 
efficiency เทKากับ 40.5% ตามผลการวิเคราะห,ในรูปที่ 21 เมื่อครบ 48 ชั่วโมงหลัง transfection จะ
เขXาสูKกระบวนการคัดเลือกรอบที่ 1 และ 2 ตามลำดับ ดXวยการใชXความเขXมขXนของ puromycin และ 
MTX ที่ความเขXมขXนตKางๆ และมีการวิเคราะห,หาปริมาณ adalimumab ที่ผลิตไดXในแตKละ cell pool 
กKอนท่ีจะมีการคัดเลือก cell pool ท่ีมีคKา titer และคKา productivity ไดXสูงท่ีสุด โดยมีผลการวิเคราะห,
ตามรูปที่ 22 และ 23 ซึ ่งผลการทดสอบพบวKา cell pool ที่ดีที ่สุด คือ HCLC2 50P/1000M โดย
สามารถผลิต adalimumab ไดX 32.58 mg/l และมีคKา productivity 0.24 pg/cell/day จากการ
เลี ้ยง fed-batch เป9นเวลา 12 วัน ดังนั ้น cell pool นี ้จะถูกนำไปคัดเลือกหาโคลนเดี ่ยวดXวยวิธี 
limiting dilution ตKอไป 
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รูปท่ี 21.  ผลการวิเคราะห_ transfection efficiency จากค6า GFP signal ด0วยวิธี Flow 

cytometry 

 

 
รูปท่ี 22.  ผลการวิเคราะห_หา titer และ productivity หลัง transfection 48 ช่ัวโมง 
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รูปท่ี 23.  ผลการวิเคราะห_หา titer และ productivity สำหรับ selection phase 1 และ 2 

 
 ในการคัดเล ือกโคลนเดี ่ยวจาก cell pool HCLC-2 50P/1000M จะอาศัยว ิธ ี limiting 
dilution ใน 96-well plate ซ่ึงจะมีการประเมินโคลนเด่ียวรอบท่ี 1 (primary screening) จากหลุมท่ี
มีเซลล,ปรากฏอยูK ผลการประเมินพบวKา เมื่อทำการทดสอบหาปริมาณ adalimumab เบื้องตXนดXวยวิธี 
ELISA กับ Protein A มี ทั้งหมด 90 clones ท่ีสามารถผลิต antibody ไดX ดังแสดงในรูปที่ 24 และ
เมื่อนำโคลนเหลKาน้ีไปทำการขยายจำนวนเซลล,จาก 96-well plate เป9น 24-well plate และ 6-well 
plate ตามลำดับ เพื่อทำการคัดเลือกโคลนเดี่ยวรอบที่ 2 (Secondary screening) ผลการคัดเลือก 
พบวKาไดXเซลล,เป9น จำนวน 69 clones ดังแสดงตามรูปที่ 25 จากนั้นเลือกเพียง 6 clones ที่ผลิต
แอนติบอดีไดXสูงมาทำการคัดเลือกในรอบท่ี 3 (Tertiary screening) ในสภาวะที่เลี้ยงเซลล,ใน 125ml-
shake flask  ผลการวิเคราะห,ในรูปที่ 26 แสดงใหXเห็นวKา โคลน 4-G8 เป9นโคลนเดี่ยวที่ดีที่สุดจากการ
คัดเลือกโคลนเดี่ยวดXวยวิธี limiting dilution ในโครงการวิจัยนี้ คือมีคKา titer และ productivity สูง
ท่ีสุด ตามมาดXวยโคลน 2-G9 
 
 หลังจากท่ีคัดเลือกไดX clone ท่ีมีคุณสมบัติดีในการผลิต adalimumab แลXว จึงนำท้ัง 2 โคลน
น้ีมาทำการทดสอบความเสถียรในการผลิต (clone stability assessment) เป9นจำนวน 15 passages 
หรือเทียบเทKากับ 60 generations ผลการวิเคราะห,ดังแสดงในรูปที่ 27 แสดงใหXเห็นวKาโคลน 4-G8 
และ โคลน 2-G9 จัดเป9น stable single clone เนื ่องจากปริมาณแอนติบอดีที ่ผลิตไดXมีปริมาณ
คKอนขXางคงท่ีและไมKนXอยกวKา 70% นับจากวันเร่ิมตXนการทดสอบ 
 
 ทั ้งน้ีเม ื ่อนำโคลนเดี ่ยวที ่ค ัดเล ือกไดXน ี ้  ไปเปรียบเทียบกับโคลนเดี ่ยวที ่ได Xจาก
หXองปฏิบัติการของ collaborator ที่ SUNY ประเทศสหรัฐอเมริกา (รูปที่ 28) พบวKา โคลนเดี่ยวใน
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โครงการวิจัยนี้มีคKา maximum viable cell density (VCD), IVCD, titer และคKา productivity สูง
กวKา แตKมีคKา doubling time นXอยกวKาโคลนเด่ียวจากหXองปฏิบัติการท่ี SUNY 
 

 
รูปท่ี 24.  ผลการคัดเลือกโคลนเด่ียวรอบท่ี 1 (Primary screening) ใน 96-well plate 

 

 
รูปท่ี 25.  ผลการคัดเลือกโคลนเด่ียวรอบท่ี 2 (Secondary screening) ใน 6-well plate 
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รูปท่ี 26.  ผลการคัดเลือกโคลนเด่ียวรอบท่ี 3 (Tertiary screening) ใน 125ml-shake flask 

 

 
รูปท่ี 27.  ผลการทดสอบความสม่ำเสมอในการผลิต adalimumab ของโคลน 4-G8 และ 2-G9 
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รูปท่ี 28.  เปรียบเทียบคุณสมบัติต6างๆ ของโคลนเด่ียวท่ีคัดเลือกได0 กับโคลนจากห0องปฏิบัติการอ่ืน 

 
 
 
 
 

การผลิตแอนติบอดีใน Bioreactor 

 ในการผลิตแอนติบอดีปริมาณมากขึ้นในถังหมักขนาด 5 ลิตรนั้น ไดXมีการวิเคราะห,หาปริมาณ
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ของแอมโมเนียและแลกเตทที่เป9นเมตาบอไลท, (metabolites) ที ่เกิดขึ ้นระหวKางเลี ้ยงเซลล, และ
ปริมาณกลูโคส (รูปที่ 29) นอกเหนือจากการปริมาณ adalimumab ที่ผลิตไดX (รูปที่ 30) จากนั้นนำ
แอนติบอดีที่ผลิตไดXมาทำใหXบริสุทธิ์ดXวย Protein A chromatography และตรวจสอบแอนติบอดีที่ไดX
ดXวย SDS-PAGE (รูปท่ี 31) 

 
รูปท่ี 29.  ปริมาณกลูโคส แอมโมเนีย และแลกเตทในแต6ละวัน 

 

 
รูปท่ี 30.  ปริมาณ adalimumab ท่ีผลิตได0 และ % cell viability ในแต6ละวัน 
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รูปท่ี 31.  การ purify antibody ท่ีผลิตได0จาก bioreactor 

แสดงผลการใชX Protein A affinity chromatography ในการทำใหX adalimumab ท่ีผลิตไดXมีความ
บริสุทธ์ิ 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขFอเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย 

 จากผลการวิจัย สรุปไดXวKา โครงการวิจัยน้ีประสบความสำเร็จในการพัฒนา expression 
vector ท่ีสามารถใชXผลิต adalimumab ไดXท้ังแบบ transient expression system และแบบ stable 
expression system โดยในการผลิตแบบ stable expression system ใน CHO-S cells ไดXมีการ
พัฒนาวิธีการคัดเลือกโคลนเดี่ยวที่สามารถผลิต adalimumab ไดXในปริมาณที่สูงและมีความเสียรใน
การผลิตยาแอนติบอดี รวมทั้งสามารถทำใหXแอนติบอดีที่ผลิตไดXบริสุทธิ์มากขึ้นโดยการใชX Protein A 
affinity chromatography นอกจากนี้ โครงการวิจัยน้ี ยังไดXทดลองผลิต adalimumab ในถังหมัก
ขนาด 5 ลิตร เพื่อทดสอบระบบการผลิตในปริมาณสูง รวมถึงขั้นกระบวนการทำใหXแอนติบอดีที่ผลิตไดX 
จำนวน 3 ลิตร บริสุทธ์ิมากข้ึน 
 จึงนับวKาผู Xว ิจัยไดXพัฒนา เทคโนโลยีฐาน (platform technology) ซึ ่งหมายรวมถึง
ครุภัณฑ, วิธีการ (protocol) และบุคลากร สำหรับการผลิตยาแอนติบอดี (therapeutic antibody) ไดX
สำเร็จในเบื้องตXนแลXว สามารถขยายขอบเขตไปผลิตยาอื่น หรือพัฒนาตKอยอด ไปจนถึงการสรXาง 
master cell bank เพื่อการผลิตยาในระบบ GLP และ GMP เพื่อทำการทดลองในสัตว, และในระดับ
คลีนิคไดXตKอไป ทั้งนี ้ ผู XวิจัยไดXถKายทอด เทคโนโลยี และองค,ความรู XตKาง ๆ ที่เกิดขึ ้น ผKานการจัด 
Biologics Workshop ไปแลXว ๓ คร้ัง 
 

อภิปรายผล  

 การผลิต adalimumab ที่เป9นยาชีววัตถุนั้นมีขั้นตอนที่ยุKงยาก ซับซXอน เริ่มตั้งแตKการหา
เซลล,เจXาบXานที่เหมาะสม ซึ่งในโครงการวิจัยนี้ใชX Expi293 ในการผลิตแบบ transient expression 
เนื่องจากสามารถผลิตแอนติบอดีในปริมาณที่สูงมากพอที่จะใชXประเมินการแสดงออกของ expression 
vector ที่ไดXออกแบบขึ้นมาไดXอยKางรวดเร็ว และสามารถใชXวิเคราะห,คุณสมบัติเบื้องตXนของแอนติบอดี
ท่ีผลิตข้ึนมาไดXดXวย เพ่ือตัดสินใจคัดเลือก expression vector ท่ีดีท่ีสุด จากการออกแบบมาในรูปแบบ
ตKาง ๆ โดยเฉพาะชนิดของ signal peptide หรือ algorithm ที่ใชXออกแบบลำดับ DNA  อนึ่งแมXการ
ผลิตแอนติบอดีแบบ transient expression จะสามารถผลิตแอนติบอดีไดXมากในระดับหนึ่ง และ
เพียงพอตKอการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องตXน แตKระบบน้ีไมKเหมาะสมสำหรับการผลิตแอนติบอดีเพ่ือ
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การผลิตในระยะยาวเป9นจำนวนมาก ซึ่ง รวมถึงการผลิตในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากในการผลิตแตK
ละครั้งจะไดXปริมาณของแอนติบอดีไมKเทKากัน รวมถึงคุณสมบัติของแอนติบดีที่ผลิตไดX อาจแตกตKางกัน
ในแตKละครั้งของการผลิต ดังนั้นในการผลิตระดับอุตสาหกรรม จึงจำเป9นตXองใชXการผลิตแบบ stable 
expression โดยในโครงการว ิจ ัยน้ีได Xเล ือกใชX CHO cell ซ ึ ่งเป 9นเซลล,เจ Xาบ Xานที ่น ิยมใชXผลิต 
therapeutic antibody รวมท้ัง Humira® ซ่ึงเป9น ตXนแบบของ adalimumab ท่ีใชXในโครงการน้ี 
 ในการผลิตแบบ stable expression นั้นจำเป9นตXองมีการคัดเลือกโคลนเดี่ยวที่สามารถ
ผลิตแอนติบอดีในปริมาณสูงและมีความสม่ำเสมอ ในโครงการวิจัยน้ีใชX CHO-S cells ที่อาศัยการ
คัดเลือก cell pools เบื ้องตXนดXวย puromycin และ MTX จากผลการทดลองพบวKา cell pool 
HCLC2 50P/1000M ที่สามารถผลิตแอนติบอดีไดXมากที่สุด มาจากการใชX expression vector แบบ 
HCLC และผKานการคัดเลือก cell pool ในรอบแรกดXวย puromycin 20 µg/ml และ MTX 200 nM 
ตามดXวยการคัดเลือก cell pool รอบสองดXวย puromycin 50 µg/ml และ MTX 1000 nM หลังจาก
นั้นทำการคัดเลือกโคลนเดี่ยวจาก cell pool นี้ แบบ limiting dilution ซึ่งเป9นวิธีที่งKายที่สุด และไมK
ตXองใชXเครื่องมือราคาแพง อยKางไรก็ตามวิธีนี้มีขXอเสียคือไดXจำนวนโคลนเดี่ยวนXอย ทำใหXอาจไมKสามารถ
ไดXโคลนเดี ่ยวที ่ผลิตแอนติบอดีไดXในปริมาณมาก แมXกระนั ้นในโครงการวิจัยน้ี ผู Xว ิจัยก็ประสบ
ความสำเร็จในการคัดเลือก จนไดXโคลนเดี่ยวจากวิธี limiting dilution จำนวน 90 clones และเมื่อทำ
การคัดเล ือกโคลนเดี ่ยวอีก 2 รอบ ในการเลี ้ยงแบบ 6-well plate และ 125ml-shake flask 
ตามลำดับ ทำใหXไดXโคลนเดี่ยว 2 โคลนคือ 4-G8 และ 2-G9 ที่สามารถผลิตแอนติบอดีไดXประมาณ 30 
mg/l และ 10 mg/l ตามลำดับ (จากการเลี้ยงเซลล,เป9นเวลา 7 วัน) และมีความสม่ำเสมอในการผลิต
เป9นระยะเวลา 15 passages ซึ่งการผลิตโคลนเดี่ยวที่สามารถผลิตยาไดXนี้ หากไปจXางบริษัท จะมีคKา
ดำเนินการประมาณ 10 ลXานบาทขึ้นไปตKอ โคลน ทั้งน้ี 2 โคลนเดี่ยวน้ีสรXางขึ้นมาไดXจากโครงการวิจัยน้ี
สามารถนำไปใชXเป9นฐานในการพัฒนาตKอไปไดX หลายแนวทาง อาทิ การปรับปรุงพัฒนาสูตรอาหาร
เลี ้ยงเซลล, การเติม supplements วิธีการเลี ้ยงเซลล, ในสภาวะแวดลXอมที่เหมาะสมใน เพื่อเพ่ิม
ปริมาณแอนติบอดีที ่ผลิตไดX กKอนนำไปใชXในการผลิตในถังหมักท่ีมีขนาดใหญKขึ ้น หรือในระดับ
อุตสาหกรรม ซึ่งอาจเพิ่มการผลิตใหXไดXแอนติบอดีในปริมาณมากขึ้นจนถึงชKวง g/L  นอกจากนั้นแลXว
หากเปลี่ยนวิธีการคัดเลือก cell เดี ่ยวจากแบบวิธี limited dilution เป9นวิธีอื ่น เชKน semi-solid 
selection หรือ FACS อาจทำใหXไดX clone ท่ีมีคุณสมบัติท่ีดีกวKาท่ีมีอยูKแลXวก็เป9นไดX 
 ทั้งน้ีเมื่อนำโคลนเดี่ยวที่ไดXจากโครงการวิจัยนี้ ไปเปรียบเทียบคุณสมบัติดXานตKางๆกับโคลน
เดี่ยวจากหXองปฏิบัติการของ collaborator ท่ี SUNY ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวKามีความแตกตKางกัน
ในดXานของ VCD, IVCD, doubling time, productivity and titer โดยที่สำคัญคือมี productivity 
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และ titer มากกวKา สาเหตุหนึ่งเนื่องจากมีความแตกตKางของปริมาณกลูโคสที่เติมในอาหารเลี้ยงเซลล, 
ซ่ึงทางหXองปฏิบัติการ SUNY ใชXวิธีเติมกลูโคส เม่ือมีระดับนXอยกวKา 4 g/l แตKในโครงการวิจัยน้ีใชXวิธีเติม
กลูโคสในวันที่ 3, 5 และ 7 อยKางไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบจำนวนวันสูงสุดที่สามารถเลี้ยงเซลล,ไดX 
พบวKาไมKมีความแตกตKางมากนัก ดังนั ้นในอาหารเลี ้ยงเซลล,นKาจะมีระดับกลูโคสเพียงพอตKอการ
เจริญเติบโตของเซลล,ของทั้งสองวิธีการเติมกลูโคส ปkจจัยอื่นที่นKาจะสKงผลตKอความแตกตKางนี้ นKาจะมา
จากในโครงการวิจัยนี้ใชX CHO-S cells ในการผลิต ในขณะที่ทางหXองปฏิบัติการ SUNY ใชX CHO-K1 
รวมถึงมีความแตกตKางของ expression vector ที่ใชX ดังนั้น การคัดเลือกเซลล,เจXาบXานและการพัฒนา 
expression vector จึงมีความสำคัญอยKางมากตKอการผลิต โดยเฉพาะอยKางย่ิงในระดับอุตสาหกรรม 
 ในโครงการวิจัยนี้ ยังไดXลองทำการผลิต adalimumab ในถึงหมัก (bioreactor) โดยใชX 
CHO cells ที่คัดหามาไดXจากการฝøกฝนของผูXวิจัยในครั้งแรก ซึ่งยังไมKใชK cell ที่ดีที่สุด โดยไดXทำการ
เลี้ยงในปริมาตร 3 ลิตร ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซึ่งจากงานวิจัยพบวKา สามารถนำเซลล,ท่ีสามารถผลิต 
adalimumab จากการคัดหาเบื้องตXน ไปผลิตในถังหมักขนาดใหญKขึ้นไดXสำเร็จ โดยตXองมีการควบคุม
อุณหภูมิ pH และคKา pO2 นอกจากนี้ยังตXองมีการเติม supplement ตKาง ๆ เพื่อใหXมีสารอาหารและ/
หรือกลูโคสอยKางเพียงพอสำหรับเซลล,ในการผลิตแอนติบอดี โดยในโครงการวิจัยนี้ยังไดXมีการวิเคราะห,
หาปริมาณแอมโมเนียและแลกเตท ที่เป9นเมตาบอไลท,ที่เกิดขึ้นระหวKางการผลิต เพื่อเป9นขXอมูลในการ
พัฒนาการผลิตในอนาคต โดยเฉพาะ cells ใหมKที่ไดXพัฒนาขึ้นและมีประสิทธิภาพดีกวKา ทั้งนี้การผลิต
เซลล,ใน bioreactor นั้น มีความยุ Kงยาก และคKาใชXจKายที ่สูงมาก จึงตXองพิจารณาทำ เมื ่อจะเกิด
ประโยชน,อยKางคุXมคKาจริง ๆ  
 ในสKวนการทำแอนติบอดีที่ผลิตไดXใหXบริสุทธิ์มากขึ้นนั้น ในโครงการวิจัยนี้ไดXทำการใชX 
Protein A chromatography ในการทำใหX adalimumab และ trastuzumab ที ่ผลิตไดX มีความ
บริสุทธิ์มากขึ้น แตKเครื่องที่มีใชXในหXองปฏิบัติการยังเป9น scale ขนาดเล็ก จึงยังไมKสามารถใชXทำบริสุทธ์ิ
ตัวอยKางทั้งหมด ๓ ลิตรไดX  ทั้งน้ีการทำแอนติในปริมาณมากใหXบริสุทธิ์นี้ อยูKในแผนการดำเนินการในป°
ถัดไป ของการวิจัย ซึ่งอาจทำไดXที่หXองปฏิบัติการที่ มทส หรือของพันธมิตร อยKางไรก็ตาม ผลการ
ทดลองจาก column ท่ีมีอยูK สามารถใชXเป9นขXอมูลตั้งตXนในการ up-scale ไดXตKอไป เพราะ column มี
ความยาวเทKากับในเครื ่องใหญK โดยขั ้นตอนการทำใหXบริสุทธิ ์นี ้เป9นขั ้นเบื ้องตXน เพื ่อหาสภาวะท่ี
เหมาะสม อาทิ การเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร,ที่เหมาะสมกKอนนำไปผKาน column  โปรแกรมการ 
load และการ elute สารเป9นตXน ขXอมูลเหลKานี้จะเป9นพื้นฐานสำคัญในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม
ตKอไป  อีกทั้ง แอนติบอดีที่ผลิตไดX อาจใชXเป9น control ในงานวิจัย cancer research ตKาง ๆ ไดX สKวน 
cell line ที่สรXางขั้นมาไดXนั้น อาจนำไปใชXเพื่อผลิตยา biosimilars ไดXตKอไป หากมี venture capital 
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และแผนการตลาดท่ีเหมาะสม รองรับ 
 

ขFอเสนอแนะ 

 งานวิจัยดXานยาชีววัตถุ  โดยเฉพาะยาที่เป9นโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้น มีความยุKงยาก 
ซับซXอน และตXองใชXเงินวิจัยสูงมาก ดังนั้น ควรมีการสรXางเครือขKายผูXเชี่ยวชาญจากทุกภาคสKวน เชKน 
หXองปฏิบัติการตKางๆในแตKละมหาวิทยาลัย องค,การเภสัชกรรม โรงงานผลิตทั ้งในภาครัฐ และ
ภาคเอกชน องค,การอาหารและยา รวมท้ังความรKวมมือกับหนKวยงานช้ันนำในตKางประเทศ เพ่ือลดภาระ
ในดXานงบประมาณของประเทศ และความซ้ำซXอนในการพัฒนาเทคโนโลยี เพื่อใหX นำไปสูKการผลิตยา
ในระดับอุตสาหกรรม ในประเทศ จนนำไปใชXในการรักษาโรค ไดXอยKางแทXจริง  
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ภาคผนวก 
ภาคผนวก ก ขFอมูลที่เกี่ยวขFองกับการถwายทอดเทคโนโลยี และการสรFางเครือขwายนักวิจัย 

การจัด Biologics Workshop เม่ือวันท่ี ๙ พฤษภาคม ๒๕๖๑ และโปรแกรม 
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 52 

 

 
บรรยากาศการเยี่ยมชมโรงงานที่มีศักยภาพในการผลิต biologics ณ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลÜาธนบุรี  
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โปรแกรม Biologics Workshop คร้ังท่ี ๒ 

 

  

1 
 

Thai-Australia Workshop  
From Bench to Bedside - Biologic Medicines  

 

Day I : Monday 17th December 2018  - An Overview of Biologic Medicines 

8:30am Opening Ceremony, Group Picture Nares Damrongchai 

8:50 y 9:00am  Welcome and Introductions Montarop Yamabhai 

9:00 y 9:30am  Introduction to Biotechnology and 
Biopharmaceuticals y Part I [1] 

Martina Jones 

9:30 - 10:00am Introduction to Biotechnology and 
Biopharmaceuticals y Part II [2] 

Stephen Mahler 

10:00 - 10:30am Therapeutic Modalities for Biologic 
Medicines [3] 

Stephen Mahler 

Morning Coffee/Tea Break: 10:30 y 11:00am 

11:00 y 11:30pm Safety Issues and Immunogenicity of 
Biologics [4] 

Stephen Mahler 

11:30 y 12:00pm 

 

12:00 y 12:45pm 

 

Discovery of Biologics [5] 

 

Analytical Techniques - Characterizing 
Biologics and Process Analytical 
Technology [6] 

 

Martina Jones 

 

Stephen Mahler 

Lunch Break 12:45 y 1:45pm  

(Lunch talk by Bang Trading 1992 Co.,Ltd : End to end solutions to transform 
biomanufacturing" by Tanya Lewanowitsch, Senior Business Development Manager-

Enterprise Solutions, GE Healthcare Life Sciences) 

 

1:45 y 2:30pm  

 

Biologics Production Processes [7] 

 

Esteban Marcellin 

2:30 y 3:00pm Biologics Manufacturing - Best Practice [8] Stephen Mahler 
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2 
 

Afternoon Coffee/Tea Break 3�00 y 3�30 pm 

3�30y 4�15pm  Biosimilars [9] Martina Jones 

 

4�15 y 5�00pm Regulatory Issues 

 

Panel Discussion with 
Thai FDA Wittawat 
Viriyabancha 

5�00 y 5�30 pm 

 

 

 

General Discussion followed by 
Certificate Giving Ceremony  

 

__________________________ 

All Participants 
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3 
 

 

Day II : Tuesday 18th December 2018  - Biologic Manufacturing 

8:30 – 9:00 am Registration  

9:00 y 9:30am  Upstream processing - Bioreactor 
operation [10] 

Esteban Marcellin 

9:35 y 10:30am  Downstream Processing [11] Stephen Mahler  

Morning Coffee/Tea Break 10:30 y 11:00am 

11:00amy 12:00 pm Advanced Manufacturing of Biologic 
Medicines -  Introduction [12] 

Esteban Marcellin 

12:00pm y 12:30  Process Economics [13] 

 

Stephen Mahler 

Lunch Break 12:45 y 1:45pm 

 

2:00pm y 2:30pm  

 

National Biologics Facility and ARC 
Training Centre for Biopharmaceutical 
Innovation, University of Queensland, 
Brisbane [14] 

 

Martina Jones 

2:30pm y 3:00pm Industry-sponsored Demonstration slot I  

Afternoon Coffee/Tea Break 3:00 y 3:30 pm 

3:00–3:45pm   CHO and other Biologic Expression 
Systems [15] 

Montarop 
Yamabhai 

 

3:45–4:00pm   Thailand Biologics Network  Montarop 
Yamabhai 

 

4:00–4:30pm   General Discussion All participants 

4:30–5:00pm   Certificate Giving Ceremony All participants 
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4 
 

 

Day III � Wednesday 19th December 2018  - Site Visit 

7�45am Bus departure for site visit (TBA) Participants 
who register 
for site visit 

9�00-11�00am 1st site � Visit Biologics Facility @ Salaya 
Campus, Mahidol University 

Participants 
who register 
for site visit 

Lunch Break 11�00 y 12�00am 

12�00-2�00pm Go to KMUTT Bangkhuntien Participants 
who register 
for site visit 

2�00-4�00pm 2nd  site � Visit NBF, Bangkhuntien, 
KMUTT 

Participants 
who register 
for site visit 

4�00pm   Certificate Giving Ceremony 

End of The workshop 

 

 
Short course participants continue to SUT (transportation has been arranged� 
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การจัด Biologics Workshop ระหว[างวันท่ี ๑๗ - ๑๙ ธันวาคม ๒๕๖๑ 

 
โปรแกรม Biologics Workshop คร้ังท่ี ๓ 

Biologics Workshop 
Manufacturing of Therapeutic Proteins

THAI-AUSTRALIA-USA COLLABORATION 25-26 NOVEMBER 2019  - SURANAREE UNIVERSITY OF TECHNOLOGY , THAILAND

LECTURES 
From antibody 

discovery to clinical trial  

Biosimilars 
Manufacturing

1
DEMONSTRATION & 

DISCUSSION 
Running a 5-10 L 

Bioreactors

2
PLATFORM  

Antibody discovery and 
Expression system 

using MY Lab Platform

3

The second workshop on biologics research after the first Thailand-Australia 
Biologics Workshop (from bench to bedside), is a 2-day workshop, which will 
be held during Monday, 25- Tuesday, 26 of November, 2019.  The aim of this 
year workshop is to focus on issues essential for GMP manufacturing of 
therapeutic proteins, especially therapeutic antibody. The workshop is divided 
into 2 parts, the first day is a series of lectures and the second day is the 
demonstration of the production platform developed in the molecular 
biotechnology laboratory (MY Lab) at SUT, NBF, Australia, and other 
companies, as well as in-dept discussion with experts in the fields from USA, 
and Australia regarding manufacturing of therapeutic antibody. Registration 
for a certificate is possible.

Dr. Olivier Laurent   
Vice President, Development 
@ Dauntless Pharmaceuticals, 

Prof. Montarop Yamabhai 
School of Biotechnology, Suranaree 
University of Technology, Thailand 

Prof.  Trent Munro 
National Biologics Facility, 
Queensland, Brisbane, 
Australia 

Registration
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Program 

The 2nd Thailand Biologics Workshop:  

Manufacturing of Therapeutic proteins 
25 – 26 November 2019* 

@ Suranaree University of Technology, Nakhon Ratchasima, Thailand 
 

Session I: Monday 25th November 2019* 
Introduction: From genes to clinical trials 

Time Program Speaker 

9.00 – 9.15 Opening ceremony presided by TCELS director and 

group pictures 

 

9.15 – 9.30 Introduction Montarop Yamabhai 

9.30 – 10.30 - Overview of therapeutic proteins/antibodies 

- What to consider to make biosimilars or new biologics 

Trent Munro 

Morning coffee/tea break 10.30 – 10.45 

10.45 – 12.00 - Cell line development with GMP compliant 

- Process development: Upstream processing 

Trent Munro 

Lunch time 12.00 – 13.00 

13.15 – 14.15 Process development: Downstream processing Olivier Laurent 

Afternoon coffee/tea break 14.15 – 14.30 

14.30 – 15.30 Product development 

- Release and stability testing 

- Formulation 

- Primary container and device 

Olivier Laurent 

15.30 – 16.15 Quality control and regulatory considerations Olivier Laurent 

16.15 – 16.45 Q&A  
 

* This is a tentative program, the precise subject title, course content and speaker may be changed, 
but the core contents will be as indicated. 
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Session II: Tuesday 26th November 2019* 
Laboratory Workshop  

Time Program 

9.00 – 9.15 Introduction to the hands-on workshop  

9.15 – 9.45 Demonstration of lab-scale production in MY Lab SUT 

9.45 – 10.45 - Demonstration of various types of bioreactors 

- Sample collection and testing (experiments) 

Morning coffee/tea break 10.45 – 11.00 

11.00 – 12.00 Demonstration of lab-scale purification 

Lunch time 12.00 – 13.00 

13.00 – 14.00 - Sample collection and analysis (results and discussion) 

- Discussion about possible factors affecting the quality of biologics 

Afternoon coffee/tea break 14.00 – 14.15 

14.15 – 15.00 Presentation of MY Lab Antibody Production Platform 

15.00 – 15.30 

 

- General discussion 

- Certificate giving ceremony 

 
* The laboratory session will be conducted by Prof. Montarop Yamabhai and her Staffs. In addition, 
the two experts, Prof. Trent Munro and Dr. Olivier Laurent will be available to discuss and answer 
all relevance questions all day during the second day workshop. 
 
 
 
 
 
 
 
 

__________________ 
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ประมวลภาพกิจกรรมการฝ~กอบรม ครั้งที่ ๒ 
หลักสูตร: เทคโนโลยีการผลิตแอนติบอดีปรับแตKงพันธุกรรม ระหวKางวันท่ี 20-21 ธันวาคม 2561 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผูXเขXารKวมอบรมฟkงการบรรยายจากวิทยากร 
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ประมวลภาพกิจกรรมครั้งที่ ๓ 
การจัดประชุมเชิงปฏิบัติการ “Biologics Workshop II: Manufacturing of Therapeutic Proteins” 

ระหวúางวันที่ 25-26 พฤศจิกายน 2563 ณ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี อ.เมืองนครราชสีมา จ.นครราชสีมา 
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ประวัติผู:วิจัย 
มณฑารพ ยมาภัย เกิดเมื่อวันที่ 8 มกราคม 2510 เป9นบุตรของ รศ.ดร. สวนิต และ ผศ. อำไพ 

ยมาภัย จบการศึกษาทั้งในระดับประถม และ มัธยมศึกษาจากโรงเรียนสาธิตจุฬาลงกรณ,
มหาวิทยาลัย จากนั้นเขXาศึกษาตKอที่ คณะเภสัชศาสตร, มหาวิทยาลัยมหิดล ไดXรับปริญญาตรี
เภสัชศาสตร,บัณฑิตเกียรตินิยม เมื่อป° พ.ศ. 2532 แลXวไดXเขXารับราชการเป9นเภสัชกรประจำ
โรงพยาบาลหัวตะพานเป9นเวลา 1 ป° กKอนจะมาเป9นอาจารย,ประจำคณะเภสัชศาสตร, 
มหาวิทยาลัยรังสิต  ในป° 2536 ไดXรับทุน Fulbright Pre-doctoral Fellowship ไปทำงานวิจัย
ที่ University of Minnesota เป9นเวลา 9 เดือน แลXวจึงไดXรับทุนรัฐบาลไทยไปเรียนตKอในระดับ
ปริญญาเอกที่ University of North Carolina at Chapel Hill ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมี 
Prof. Dr. Brian K. Kay เป9นอาจารย,ที่ปรีกษา จบการศึกษา ระดับปริญญาเอกดXาน molecular 
biology ในป° พ.ศ. 2541 จากนั้นในป° พ.ศ. 2543-2545 ไดXทุน NIH ไปทำ postdoctoral 
research ท่ีหXองปฏิบัติการของ Prof. Dr. Richard G.W. Anderson ณ. University of Texas, 
Southwestern Medical Center, Dallas และในป° พ.ศ. 2546-2547 ไดXรับทุน Alexander 
von Humboldt Fellowship ไปทำการวิจัยที่หXองปฏิบัติการของ Prof. Dr. Kai Simons ณ. 
Max Planck Insititute for Molecular Biology and Genetics ก ร ุ ง  Dresden ป ร ะ เ ทศ 
สหพันธรัฐเยอรมัน สมรสกับ ศ.ดร. ดิฏฐมา หาลทิช เมื่อวันที่ 16 สิงหาคม 2547 และมีบุตร 1 
คน ชื่อ ฐานิกา ยมาภัย หาลทิช ปkจจุบันเป9นศาสตราจารย, และหัวหนXาหXองปฏิบัติการอณูเทค
โนโลยชีวภาพ สำนักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี งานวิจัยใน
ปkจจุบันเป9นงานดXานเทคโนโลยีชีวภาพเชิงอณู (molecular biotechnology) มุKงเนXนการใชX
เทคโนโลยีเฟจ (phage display technology) และ เทคนิคอณูว ิว ัฒนาการ (molecular 
evolution) ในงานทางวิศวกรรมแอนติบอดี (antibody engineering) และวิศวกรรมเอนไซม, 
(enzyme engineering) เพื่อสรXาง ชีวเภสัชภัณฑ, มูลคKาสูง มีผลงานตีพิมพ,ใน ฐาน ISI 52 เรื่อง 
h-index 21, citation 1999  ฐ าน  Scopus 65 เ ร ื ่ อ ง  h-index 23, citation 2238  ฐ าน 
Google Scholar 70 เรื ่อง h-index 26, citation 3267  เป9นอาจารย,ที ่ปรึกษาระดับ หลัง
ปริญญาเอก 9 คน ปริญญาเอก 13 คน ระดับปริญาโท 9 คน และมัธยมศึกษา 10 คน 

 
ท่ีอยู6ท่ีสามารถติดต6อได0 

สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ สำนักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร}, มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
ถ. มหาวิทยาลัย อ. เมือง จ. นครราชสีมา 30000 
โทร 044 224152-4 224234 หรือ 244388 โทรสาร 044 224150 
Email: montarop@g.sut.ac.th;  
Website : http://mylab.sut.ac.th/home.html 
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