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มะเร็งเมด็เลือดขาวไมอีลอยดช์นิดเฉียบพลนั (AML) เป็นโรคมะเร็งเมด็เลือดแบบเฉียบพลนั     
ท่ีพบไดม้ากท่ีสุด และยงัเป็นหน่ึงในปัญหาหลกัของประเทศไทยและทัว่โลก การรักษาแบบมุ่งเป้า    
เพื่อก าจดัเซลล์มะเร็งดว้ยวิธีจ าแบบจ าเพาะโดยใชแ้อนติบอดีเป็นวิธีท่ีไดรั้บความสนใจในปัจจุบนั   
องคค์วามรู้ดา้นชีวโมเลกุลสามารถน ามาใชใ้นการพฒันาเทคโนโลยีการแสดงแอนติบอดีบนผิวเฟจ   
เพื่อใชใ้นการผลิตแอนติบอดีส าหรับการรักษา และตรวจวิเคราะห์เพราะเทคโนโลยีน้ีสามารถน าไปใช้
ในการสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีมนุษยท่ี์จับแบบจ าเพาะต่อโมเลกุลบนผิวของเซลล์มะเร็ง          
อีกทั้ งยงัสามารถปรับแต่งพนัธุกรรมของแอนติบอดีให้มีคุณสมบัติเหมาะสมตามวตัถุประสงค์         
การใช้งานในวิทยานิพนธ์น้ีแอนติบอดีไดถู้กคดัเลือกจากคลงัท่ีสร้างจากเม็ดเลือดขาวของคนปกติ     
คือคลังย่าโม 1 โดยใช้ cell line AML ชนิด HL-60 เป็นเซลล์เป้าหมาย ผลการท าการคัดเลือกหา
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะ แสดงว่าสามารถคดัเลือกแอนติบอดีทีสามารถจบักบัเซลล์เป้าหมาย HL-60 ได ้ 
โดยได้วิ เคราะห์ความสามารถในการจับแบบจ าเพาะของแอนติบอดีต่อเซลล์เป้าหมายด้วย                    
วิธีโฟลไซโตเมตรี (Flow cytometry) และพบว่า แอนติบอดีโคลน y1HL63152 แสดงความสามารถ        
ในการจบัไดดี้ท่ีสุด และเป็นแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงสูงมาก คือจบัจ าเพาะกบัเซลล ์AML 
ชนิด HL-60 ในระยะท่ียงัไม่ไดพ้ฒันา (non-differentiate) เท่านั้น จึงไดเ้ลือกใช้แอนติบอดีโคลนน้ี     
ในการทดสอบคุณสมบติัทางชีววิทยาต่อเซลล์เป้าหมายต่อไป ผลของการยอ้มเซลล์ดว้ยแอนติบอดี 
และส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์คอนโฟคอลพบว่า แอนติบอดี y1HL63152 จบัอยูบ่นผิวของเซลล ์HL-60 
และเม่ือทดสอบความสามารถในการเขา้ไปในเซลล ์HL-60 พบวา่ แอนติบอดี y1HL63152 สามารถเขา้
ไปในเซลล์ได ้นอกจากนั้นแลว้แอนติบอดีโคลน y1HL63152 และ anti-CD33 ยงัไดถู้กดดัแปลงทาง
พนัธุวิศวกรรมเป็นสองแบบ คือหน่ึงเช่ือมเขา้กับโปรตีนเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์สีเขียวได้เป็น  
โมเลกุลแอนติบอดี scFv-GFP เพื่อความสะดวกในการตรวจวิเคราะห์การจับกันของแอนติบอดี        
และผวิเซลลด์ว้ยวิธี flow cytometry นอกจากนั้น 152-GFP ไดถู้กน าไปตรวจสอบความสามารถในการ
จบักบัเซลล์มะเร็งท่ีสกดัไดจ้ากผูป่้วย ซ่ึงไดพ้บว่า แอนติบอดี 152-GFP สามารถจบักบัเซลล์มะเร็ง        
ท่ีสกัดมาจากไขกระดูกของผูป่้วยบางรายได้ แอนติบอดีโคลน y1HL63152 ได้ถูกดัดแปลงทาง        
พนัธุวิศวกรรมอีกแบบคือเช่ือมต่อกบัสารพิษ และพบวา่ แอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกบัสารพิษสามารถก าจดั
เซลล์มะเร็ง HL-60 ได้ท่ีความเข้มข้นในช่วงไมโครโมลาร และเม่ือได้ทดสอบความสามารถ                
ในการก าจดัเซลล ์HL-60 โดยผสมกนัระหว่าง 152-Sarcin กบั anti-CD33-Sarcin พบว่า สามารถเพิ่ม 
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RECOMBINANT ANTIBODY/ACUTE MYELOID LEUKEMIA/PHAGE DISPLAY 

ANTIBODY/ANTIBODY ENGINEERING  

  

Acute myeloid leukemia (AML) is a cancer of blood and bone marrow that is rapidly 

fatal within months if untreated. It is one of the major health problems in Thailand and around 

the world.  Targeted therapy using recombinant antibody is currently an attractive approach 

to treat cancer. Recent advances in molecular biology have led to the development of phage 

display antibody technology for the development of therapeutic and diagnostic antibodies. 

This method allows the generation of human monoclonal antibodies against specific 

molecules on the surface of cancer cells.  It also allows the engineering of antibodies to suit 

specific purposes.  In this thesis, the human scFv antibody fragments were isolated from a 

non-immunized phage display antibody library, using whole AML cell line (HL-60) as a 

target. The binding specificity and cross-reactivity of the isolated soluble scFv antibody 

fragments were evaluated by flow cytometry assay. The scFv antibody clone y1HL63152, 

which showed specific binding to HL-60 cells, was selected for further analysis. 

Immunofluorescent staining indicated that it could bind to the surface of the cell, and 

internalized. Moreover, the y1HL63152 and anti-CD33 scFv were further engineered into 

two different formats. Firstly, fusions to a fluorescent reporter, scFv-GFP, were created and 

used as convenient probes for the analysis of cell surface binding by flow cytometer.             

The results indicated that the target of y1HL63152 only expressed in the non-differentiated 

HL60 cell line and CD33 did not serve as a target for y1HL63152 scFv antibody.                  

Most importantly, the y1HL63152 scFv could bind to certain samples of bone          
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