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บทคัดย1อภาษาไทย 
 

 โครงการ  การผลิตสารชีวผลิตภัณฑQต8นแบบจากระบบการแสดงออกของยีนในเซลลQสัตวQ น้ี อันท่ี

จริงเปNนโครงการที่วางแผนการดำเนินการเปNนระยะเวลา ๓ ปJ แตMไดCรับการสนับสนุนในปJแรกเพียงปJเดียว 

แลCวตCองป[ดโครงการไปกMอน ดังนั้นผูCวิจัยจึงสามารถรายงานความสำเร็จเฉพาะในขั้นตอนแรก คือการผลิต

ตCนแบบยารักษามะเร็งแบบมุMงเป`าที่ออกฤทธิ์ตMอโมเลกุลที่ทำหนCาที่ยับยั้งกลไกควบคุมภูมิคุCมกัน ชื่อ อิพิลิมู

แมป (Ipilimumab) ชื่อการคCา เยอรVวอย (YERVOY®) ซึ่งมีราคาสูงมาก สามารถใชCในรักษาแบบภูมิคุCมกัน

บำบัด รMวมกับแนวทางการรักษาอื ่น ในโรคมะเร็งระยะรCายแรง โดยงานวิจัยเริ ่มตCนจากการออกแบบ 

เวคเตอรV และยีน สำหรับการผลิตยาแอนติบอดี ในรูปแบบ อิมมูโนกลอบูลิน ๑ (IgG1) จากนั้นทำการ

วิเคราะหVของลำดับ ยีนและกรดอะมิโน แลCวจึงนำเวคเตอรVไปนำสMงเขCาสูMเซลลVมนุษยV HEK293 เพ่ือใหCผลิตโดย

การหล่ังออกมาในน้ำเลี้ยงเซลลV จากนั้น นำไปทำใหCบริสุทธิ์ดCวยวิธีการโครมาโตรกราฟJ แลCวนำมาวิเคราะหV 

โครงสรCางดCวยวิธีแยกดCวยไฟฟ`าผMานเจล จากนั้นในขั้นตอนสุดทCาย นำไปทดสอบในการจับกับเป`าหมายของ

ยา คือโปรตีน CTLA-4 โดยผูCวิจัยไดCพัฒนาวิธีการทดสอบการจับเป`าหมายอยMางงMาย ดCวยวิธีการ อีไลซMา 

(ELISA) ซ่ึงประสบผลสำเร็จ อีกท้ังพบวMา ยาท่ีผลิตข้ึนมาไดCสามารถจับกับเป̀าหมายไดCดี ดังน้ันยาน้ีจึงสามารถ

ใชCเปNนตCนแบบเพื ่อ ผลิตในจำนวนมากขึ ้น ทั ้งจากเซลลV HEK293 หรือ เซลลV CHO เพื ่อนำไปทดสอบ

คุณสมบัติความคลCายคลึงกับยาตCนแบบ (biosimilar) หรืออาจนำไปพัฒนาตMอเพื่อพัฒนาเปNนยาในกลุMม 

biobetter โดยผMานการทดลองตามลำดับขั้น ตั้งแตMการทดลองในหนูทดลอง ไปจนถึงการทดลองทางคลีนิค

ในขั้นตMาง ๆ ตMอไป นอกจากผลผลิตคือตCนแบบยารักษามะเร็งที่ออกฤทธิ์ผMานระบบภูมิคุCมกัน  อิพิลิมูแมป 

แลCว ผลลัพธVที ่ไดCจากโครงการนี้ คือการสรCาง บุคลากร และเทคโนโลยีฐาน สำหรับการผลิตยาในกลุMม

ภูมิคุCมกันบำบัดเพ่ือรักษามะเร็งอ่ืน ๆ ตMอไปดCวย 
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บทคัดย1อภาษาอังกฤษ 
 
 This research project entitled "Production of prototype biologic from gene expression 

system in mammalian cell" was originally planed for a period of 3-year. Unfortunately, the 

project was only supported for the first year; therefore, this is the report of the outputs from 

the first budget year. In this research project, a prototype of anti-cancer target-based therapy 

in the group of immune checkpoint inhibitor, i.e., Ipilimumab (Yervoy), which is extremely 

expensive, was successfully generated. The research project started with the design and 

construction of appropriate expression vector for the production of the biologic drug in the 

form of immunoglobulin IgG1. After the integrity of the constructs was confirm by automated 

DNA sequencing and amino acid sequence analysis, the expression vectors were transfected 

into human embryonic kidney cell (HEK293) for the secretory production into culture media. 

After that, the secreted antibody was purified by affinity chromatography and analyzed by 

sodium dodecyl sulfate poly acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Finally, an ELISA-

based method for the detection of specific binding between the antibody and its target, i.e., 

CTLA-4 was optimized and established. The ELISA results indicated that the prototype 

Ipilimumab can bind well to its target; hence, the aim of this project to generate the drug 

prototype is accomplished. The outputs from this project can be use as the basis for further 

investigation which will involve the production in a larger scale either in HEK293 or CHO cells 

for biosimilarity testing or further development into biobetter drug. Then, various steps of 

drug development process, ranging from animal testing to different clinical trial stages, must 

be carried out. In addition to generating immune checkpoint inhibitor, Ipilimumab, drug 

prototype, the outcome of this research is the creation of human resources and platform 

technology for the manufacturing immunotherapeutic drugs for cancer treatment in the 

future as well. 
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บทที่ 1 

บทนำ 

1.1 ความสำคัญและท่ีมาของปeญหาการวิจัย 

โรคมะเร็ง ถือเปNนป�ญหาทางสาธารณสุขที่สำคัญของประเทศไทย จากขCอมูลการรายงานสถิติที่สำคัญ

ของกระทรวงสาธารณสุขพบวMา อัตราการตายของคนไทยจากโรคมะเร็งเพิ่มจำนวนมากขึ้นทุก ๆ ปJ และ

นอกจากนี้ยารักษาโรคมะเร็งยังมีราคาที่สูงมาก อาทิ ยา เยอรVวอย ที่เปNนเป`าหมายในโครงการวิจัยนี้ มีราคา 

ตMอโดส กวMา ๒ แสนบาท หลายครั้งอาจทำใหCครอบครัวผูCป¬วยตCองสูญเสียทรัพยVซึ่งเก็บออมมาไดCเปNนอันมาก 

และผูCป¬วยอีกสMวนหนึ่งไมMสามารถเขCาถึงการรักษาที่เหมาะสมที่สุดไดC ดังนั้นหากสามารถสรCางและผลิตยา

รักษามะเร็งในกลุMมของยาชีววัตถุ (Biologics) โดยเริ่มตั้งแตMการผลิตยาชีววัตถุคลCายคลึง (Biosimilar) กMอน

ไดCเองภายในประเทศแลCว จะสามารถนำไปจำหนMายในราคาที่ถูกกวMายาที่นำเขCาจากตMางประเทศ และอาจสMง

ขายตMอประเทศเพ่ือนบCานไดC ซ่ึงในป�จจุบัน ยารักษาโรคมะเร็งในกลุMม Immune Checkpoint Inhibitor เปNน

ยารักษามะเร็งที่มีประสิทธิภาพ และศักยภาพสูงมากในการใชCรักษาโรคมะเร็งท่ียังไมMมีทางรักษาหายไดC ท้ังใน

รูปแบบใชCเดี่ยว และใชCรMวมกับยาตัวอื่น (combinatorial therapy) หรือวิธีการรักษาแบบอื่น แตMดCวยยามี

ราคาสูง และเทคโนโลยีการผลิตซับซCอนมาก ดังนั้นหาก มีการริเริ่มทำ และสรCางบุคลากรในประเทศไทยใหC

สามารถทำไดC จะทำใหCในระยะยาวผูCป¬วยในประเทศ โดยเฉพาะผูCป¬วยที่ใชCสิทธิ์การรักษาขั้นพื้นฐาน (เชMน 

สิทธ์ิ 30 บาท รักษาทุกโรค และสิทธ์ิประกันสังคม ) สามารถเขCาถึงการรักษาดCวยยาชนิดน้ีไดCท่ัวถึงกัน 

 

จากการท่ีสิทธิบัตรของยาในกลุMม Biologics โดยเฉพาะ Therapeutic antibody กำลังทยอยหมดลง จึง

ทำใหCยาในกลุMม Biosimilars มีความสำคัญมากขึ้นในระบบสาธารณสุข และอุตสาหกรรมยาของโลก เพราะ

ยาชีววัตถุคลCายคลึงมีราคาต่ำกวMายาตCนแบบ (originator) จึงทำใหCผูCป¬วยสามารถเขCาถึงยาไดCมากขึ้น แตMดCวย

โครงสรCางที่ซับซCอนของยาในกลุMม Therapeutic antibody นี้ จึงทำใหCไมMสามารถผลิตเลียนแบบเหมือนยา 

originator ไดCโดยงMายเหมือนยาโมเลกุลเล็ก (เชMน พาราเซตามอล ไอบูโพรเฟน และอะม็อกซีซิลิน) เพราะ

ตCองใชCเทคโนโลยีช้ันสูงที่ซับซCอน รวมถึงการวิเคราะหVคุณภาพในหลากหลายมิติ เชMน การวิเคราะหVโครงสรCาง

โมเลกุลแบบปฐมภูมิ ทุติยภูมิ และตติยภูมิ ซึ่งในยาโมเลกุลขนาดเล็กมักจะวิเคราะหVโครงสรCางแบบปฐมภูมิ

เทMานั้น และเปNนที่คาดการณVกันวMาในปJค.ศ. 2025 ตลาด biologics ทั่วโลกจะมีมูลคMาสูงถึง 400 พันลCาน

ดอลลารVสหรัฐ โดยคาดวMา monoclonal antibodies จะเปNนสินคCาหลักในตลาด เนื่องจาก monoclonal 

antibodies ถือวMามีมูลคMาทางตลาดที่คMอนขCางสูงและถูกนำไปใชCในการรักษาโรคไดCหลายชนิด โดยเฉพาะใน

กลุ Mมของโรคที ่ไมMสามารถรักษาใหCหายขาดไดC เชMน มะเร็ง และ immune disorders เปNนตCน ป�จจุบัน 

biologics ไดCถูกระบุใหCเปNนหนึ่งใน กลไกขับเคลื่อนเศรษฐกิจเพื่ออนาคต หรือ “New Engines of Growth” 

เพื ่อขับเคลื ่อนระบบเศรษฐกิจของประเทศตามนโยบาย Thailand 4.0 เพราะนอกจากจะผลิตยา 

biosimilars ไดCแลCว ยังอาจใชCเปNนตCนแบบ หรือใชCสำหรับอCางอิง (reference) ในการผลิต Novel immune 



 
 

 

2 

check point inhibitors ตัวอื่น ๆ ไดCอีกตMอไปในอนาคต ดังนั้นหากประเทศไทยสามารถผลิตยาตCนแบบ ข้ึน

ไดCเอง จักเปNนประโยชนV ตMอการพึ่งตนเองไดCในระยะยาว โดยเฉพาะในชีวิตหลังการระบาดใหญMของโรค โค

วิด-๑๙ 

 

1.2 วัตถุประสงคQของการวิจัย  

เพื่อพัฒนาและประยุกตVใชCเทคนิคทางวิศวกรรมแอนติบอดี ในการสรCางเทคโนโลยีการผลิต therapeutic 

antibody ตCนแบบ สำหรับการประยุกตVในอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพ หรือพัฒนาตMอยอดเพื่อนำไปใชCใน

การรักษาโรคมะเร็งแบบมุMงเป̀า โดยแบMงเปNนหัวขCอยMอยดังน้ี 

• เพื่อพัฒนาและสรCางระบบ expression vector สำหรับการผลิตแอนติบอดีใหCสมบูรณVแบบเหมือน

ธรรมชาติ เพ่ือการรักษาและตรวจวินิจฉัยโรค จากเซลลVสัตวV 

• เพ่ือพัฒนาระบบการผลิตแอนติบอดีบริสุทธ์ิในปริมาณสูงจากเซลลVสัตวV 

• เพ่ือพัฒนาระบบการวิเคราะหV แอนติบอดีเบ้ืองตCน 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย  

 สรCางยีนตCนแบบเพื ่อผลิต Ipilimumab ในหCองปฏิบัติการจาก HEK cell และทำการวิเคราะหV

คุณสมบัติเบ้ืองตCน เพ่ือยืนยันความถูกตCอง ของ prototype ท่ีไดCสรCางข้ึน เพ่ือการพัฒนาตMอยอดตMอไป 

 

1.4 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

ความรูCความเชี่ยวชาญของผูCวิจัย ในเชิงอณูเทคโนโลยีชีวภาพ ที่มีมากMอนหนCานี้ และ ครุภัณฑVที่มีอยูM

แลCวในหCองปฏิบัติการ สามารถนำมาใชCในการสรCาง prototype สำหรับงานวิจัยนี้ไดC โดยผูCวิจัยไดCเลือกที่จะ

ผลิตยา Ipilimumab เนื่องจากเปNนยาในกลุMม check point inhibitor จึงสามารถรักษามะเร็งไดCกวCางขวาง 

ทั้งนี้ ยาในกลุMมนี้มีเป`าหมาย หลัก ๓ ชนิดคือ PD-1, PDL-1 และ CTLA-4 เหตุที่ผู Cวิจัยเลือกยาที่มุ Mงเป̀า 

CTLA-4 เน่ืองจากทราบมาวMา ผูCวิจัยทMานอ่ืน ในมหาวิทยาลัยอ่ืน กำลังอยูMในระหวMางพัฒนายาตMอ PD-1, PDL-

1 จึงไดCเลี่ยงมาพัฒนายาที่ไมMซ้ำซCอนกัน และอาจใชCรMวมกันในลักษณะ combinatorial therapy ไดC ทั้งน้ี 

เทคโนโลยีที่เกี่ยวขCองกับการผลิตยา Ipilimumab ทั้งหมด สามารถนำมาใชCพัฒนายารักษามะเร็งในกลุMมน้ี 

ตัวอื่นๆ ไดCตMอไป รวมทั้งการพัฒนาเปNน biobetter ดCวย ซึ่งสามารถเลี่ยงป�ญหาการทดสอบเพื่อยืนยัน 

biosimilarity ซ่ึงยุMงยากและมีคMาใชCจMายสูงมาก 
 



 

 
 

 

บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรมและสารสนเทศที่เกี่ยวข7อง 
 

2.1 ชีวผลิตภัณฑQ (Biologics) 

 ชีวผลิตภัณฑV (Biologics) คือ ยา หรือ ผลิตภัณฑVทางการแพทยVที่ผลิตจากสิ่งมีชีวิต หรือจากชิ้นสMวน

ของสิ ่งมีชีวิต (U.S. Food and Drug Administration) เชMน น้ำตาล โปรตีน นิวคลีอิคแอซิด ตัวอยMาง

ผลิตภัณฑV Biologic ไดCแกM วัคซีน เลือด อินซูลิน หรือยาใหมMๆ ท่ีพบเห็นในตลาดยามูลคMาสูงในป�จจุบัน (Birch 

and Racher, 2006; Dolinar and Reilly, 2013).  ชีวผลิตภัณฑVสMวนใหญMผลิตดCวย recombinant DNA 

technology จึงเปNนยานวัตกรรม ที่มีสิทธิบัตรคุCมครอง และหลังจากหมดสิทธิบัตร ก็สามารถมี Generic 

version ซึ่งเรียกวMา Biosimilar ออกมาไดC ทำใหCราคายาในตลาดถูกลงเพราะมีคูMเทียบ ทำใหCผูCป¬วยจำนวน

มากขึ้นสามารถเขCาถึงยาไดC เพราะ ตCนทุนในการผลิตลดต่ำลง ทำใหCหลายๆ บริษัทหันมาสนใจลงทุนในกลุMม

อุตสาหกรรมยาประเภทนี้มากขึ้น นอกจากนี้ยังมียาประเภท Biobetters ซึ่งเปNน recombinant drugs ท่ี

ปรับแตMงขึ้น เพื่อใหCมีประสิทธิภาพในการรักษาและใหCมีความปลอดภัยมากขึ้น ยาชนิดนี้สามารถจดสิทธิบัตร

คุCมครองและมีคMาราคาสูงข้ึน (Dolinar and Reilly, 2013; Ventola, 2013) มีการประมาณการวMาการเติบโต

ของตลาดยา biologics ในปJ 2025 จะมีมูลคMาสูงถึง 400 พันลCานเหรียญสหรัฐฯ และยังมีการประมาณการ

เต ิบโตของตลาดระบบ expression vectors ว Mาจะม ีม ูลค Mาประมาณ 317.1 ล Cานเหร ียญสหร ัฐฯ  

(http://www.grandviewresearch.com) รวมทั้งมีการประมาณการวMา ป�จจุบันกำลังมีการพัฒนายาจาก

เทคโนโลยีชีวภาพมากกวMา 650 ชนิด และมากกวMา 1,500 ชนิด อยูMในระหวMางการทดสอบทางคลินิก ซึ่งโดย

สMวนใหญMแลCวจะเปNนโมโนโคลนอแอนติบอดีที ่ใช Cในการรักษาโรค (therapeutic antibody) ตMาง ๆ  

โดยเฉพาะโรคมะเร็ง และภูมิคุ CมกันตCานตัวเอง จนถึงป�จจุบัน ประเทศไทยยังไมMสามารถผลิตยาในกลุMม 

therapeutic antibody ใชCเองไดC ป�จจุบันตCองนำเขCาจากตMางประเทศ และยามีราคาสูงมาก ทำใหCคนทั่วไป

เขCาถึงยาไดCยากมาก 

 

 จากเหตุการณVการระบาดโรคโควิด - ๑๙ ยิ ่งเปNนการเรMงความตCองการยาในกลุ Mม biologics 

โดยเฉพาะวัคซีน และยาควบคุมภาวะ cytokine storm รวมทั้งกระตุCนการผลิต therapeutic antibody 

อื่น ๆ อีกดCวย จากรายงานของ Mordor Intelligence ในเดือน พฤษภาคม ๒๕๖๔ ตลาด biologics ปJ 

2020 มีมูลคMา 303 พันลCานเหรียญสหรัฐ และคาดวMาจะเพิ่มถึง 509 พันลCานเหรียญสหรัฐ ในปJ 2026 จึงมี

อัตราการโตของตลาดโดยรวม (CAGR) ถึงรCอยละ ๙  ทั้งนี้พบวMาตลาดที่โตเร็วที่สุดคือตลาดในแถบ Asia 

Pacific  ซึ่งรวมถึงยาในกลุMม biosimilars ดCวย (GaBi online และ Biosimilars council)  ในประเทศไทย 

จนถึงป�จจุบัน ยังไมMมียาในกลุ Mม biologics ที ่ผลิตในประเทศ ดCวยเทคโนโลยีหลักที ่พัฒนาโดยคนไทย 

ออกจำหนMาย  
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2.2 ยา Ipilimumab 

 

 โรคมะเร็ง ถือเปNนป�ญหาที่สำคัญทางสาธารณสุขของประเทศไทย จากขCอมูลการรายงานสถิติท่ี

สำคัญของกระทรวงสาธารณสุขพบวMา อัตราการตายของคนไทยจากโรคมะเร็งเพิ่มจำนวนมากขึ้นทุกๆปJ และ

นอกจากนี้ยารักษาโรคมะเร็งมีราคาคMอนขCางสูงมาก ซึ่งอาจทำใหCประชาชนบางสMวนไมMสามารถเขCาถึงการ

รักษาที่เหมาะสมไดC ดังนั้นหากสามารถสรCางและผลิต ยารักษามะเร็งแบบมุMงเป`าไดCเอง จะทำใหCสามารถ

จำหนMายในราคาที่ถูกกวMายาที่นำเขCาจากตMางประเทศ ก็จะทำใหCผูCป¬วยกลุMมนี้สามารถเขCาถึงการรักษาไดCมาก

ย่ิงข้ึน โดยเฉพาะยาในกลุMม Immune Checkpoint Inhibitor ซ่ึงเปNนยาทางเลือกใหมM ท่ีมีประสิทธิภาพ และ

ศักยภาพสูงมากในรักษามะเร็ง จึงอาจชMวยใหCผูCป¬วยมีคุณภาพชีวิตที่ดีขึ้น มีการพยากรณVโรคที่ดีขึ้น และมี

ระยะเวลาปลอดโรคยาวนานขึ้น ทำใหCผูCป¬วยสามารถตMอสูCกับมะเร็งไดCอยMางมีประสิทธิภาพกวMาเดิม ถือเปNน

การรักษาแบบ targeted therapy ซึ่งตCองใชCรMวมกับแนวทางการรักษาโรคแบบ pharmacogenomics หรือ 

personalized medicine 

 

ทั้งนี้ จากการที่สิทธิบัตรของยาในกลุMม Biologics โดยเฉพาะ Therapeutic antibody กำลังทยอยหมด

ลง จึงทำใหCยาในกลุMม Biosimilars กำลังจะมีความสำคัญมากขึ้นในระบบสาธารณสุข และอุตสาหกรรมยา

ของโลก เพราะมีราคาต่ำกวMามาก ซึ่งเปNนขCอดีที่จะใหCผูCป¬วยสามารถเขCาถึงยาไดCมากขึ้น แตMดCวยโครงสรCางท่ี

ซับซCอนของยาในกลุMมนี้ จึงทำใหCไมMสามารถผลิตเลียนแบบเหมือนยา generic ไดCโดยงMาย เพราะตCองการ

เทคโนโลยีชั้นสูงที่ซับซCอน (Eisenstein et al., 2019) ขั้นตอนการผลิตจนถึงผMานการรับรองแสดงดังรูป

ดCานลMาง  

อนึ่งถึงแมCสิทธิบัตรยาในกลุMม check point inhibitor ยังไมMหมด แตMอาจเริ่มทำการวิจัยรอไวCกMอนไดCเพ่ือ

สามารถแขMงขันทางการตลาดไดCทันทMวงทีเมื่อสิทธิบัตรหมดลง รวมถึงอาจใชCเปNนแนวทางการพัฒนายาตัวใหมM

อ่ืนๆ ในกลุMมน้ีตMอไปไดC 
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รูปท่ี ๑ ข้ันตอนการผลิตยา Biosimilars  

Immune checkpoint เปNนกลุMมของโมเลกุลบนผิวเซลลVเม็ดเลือดขาวในระบบภูมิคุCมกัน ที่ทำหนCาท่ี

ขัดขวางการปลุกฤทธิ์และการทำหนCาที่ของ T cells ทำใหCระบบภูมิคุCมกันของรMางกายไมMทำงาน เพื่อป`องกัน

ไมMใหCระบบภูมิคุCมกันทำงานมากเกินไปในภาวะปกติ   ดCวยเซลลVมะเร็งจัดเปNนสิ่งแปลกปลอมอยMางหนึ่ง จึงถูก

ควบคุมโดยระบบภูมิคุCมกัน แตMอยMางไรก็ตาม เซลลVมะเร็งมีความสามารถในการหลบหลีกจากระบบภูมิคุCมกัน

โดยอาศัยกลไกการกระตุCนระบบ Immune checkpoint สMงผลใหCระบบ ภูมิคุCมกันไมMสามารถทำงานเพ่ือ

กำจัดเซลลVมะเร็งไดC (Chen et al., 2013 and Fife et al., 2008) ดCวยเหตุนี้จึงเกิดกลุMมยาใหมMในการพัฒนา

ยารักษามะเร็งในป�จจุบัน ท่ีมุMงเป̀าไปท่ีการยับย้ัง Immune checkpoint molecule ตMาง ๆ อาทิ PD-1, PD-

L1 และ CTLA-4 เปNนตCน ดังแสดงในภาพดCานลMาง (Ayoub, Al-Shami, & Yaghan, 2019) เพื่อใหCระบบ

ภูมิคุCมกันของรMางกายตรวจจับเซลลVมะเร็งไดCดีข้ึน โดยยาในกลุMม Immune checkpoint inhibitor มีขCอบMงใชC

ในการรักษามะเร็งหลายชนิด เชMน มะเร็งผิวหนัง มะเร็งปอด มะเร็งไต มะเร็งตMอมน้ำเหลือง และมะเร็ง

กระเพาะป�สสาวะ เปNนตCน 
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รูปท่ี ๒ กลไกการออกฤทธ์ิของยาในกลุLม check point inhibitors 

 

ยา Ipilimumab เปNนยาที่เปNน therapeutic antibody ในกลุMม Immune checkpoint ประเภท 

recombinant humanized monoclonal IgG1 antibody ของบริษัท บริสตอล-ไมเยอรVส สควิบบV ภายใตC

ชื่อการคCา เยอรVวอย (Yervoy) เปNนยาที่มีฤทธิ์กระตุCนระบบภูมิคุCมกันของรMางกายใหCตMอสูCกับมะเร็ง โดยมุMงเป̀า

ไปที่โปรตีนที่เรียกวMา Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4) Yervoy เปNนยาใหมMที่ไดCรับการ

รับรองอนุมัติใน USA ในปJ ค.ศ. 2011 นับเปNนยาตัวแรกที่สามารถยืดอายุคนไขCที่เปNนโรคมะเร็งผิวหนังระยะ

กCาวหนCา และเปNนชนิดที่รุนแรงจนถึงแกMชีวิตไดC (Evan et al., 2011) ยาตัวนี้เกิดจากการคิดคCนของ Prof. 

James Allison ซ่ึงเปNนผูCท่ีไดCรับรางวัลโนเบลสาขาสรีรวิทยาและการแพทยVในปJ 2561 

 

 ขCอมูลจาก (wonkarnpat.com) ไดCรายงานสรุป ผลงาน ตีพิมพV ใน New England Journal of 

Medicine ปJ  2018 บทความเร ื ่ อ ง  Nivolumab plus Ipilimumab versus Sunitinib in Advanced 

Renal-Cell Carcinoma วMา การรักษาดCวย nivolumab รMวมกับ ipilimumab มีการตอบสนองในผูCป¬วย

มะเร็งไตระยะทCาย คณะผูCศึกษาวิจัยไดCดำเนินการศึกษาระยะท่ี 3 ประเมินผลการรักษาดCวย nivolumab 

รMวมกับ ipilimumab เทียบกับ sunitinib ในผูCป¬วย clear-cell advanced renal-cell carcinoma ท่ีไมMเคย

ไดCรับการรักษา โดยคณะผูCศึกษาวิจัยสุMม (1:1) ใหCผูCป¬วยไดCรับ nivolumab (3 มิลลิกรัมตMอกิโลกรัม) รMวมกับ 

ipilimumab (1 มิลลิกรัมตMอกิโลกรัม) ทางหลอดเลือดดำทุก 3 สัปดาหV รวม 4 โดµส แลCวจึงไดCรับ nivolumab 

(3 มิลลิกรัมตMอกิโลกรัม) ทุก 2 สัปดาหV หรือ sunitinib (50 มิลลิกรัม) แบบยารับประทานวันละครั้งรวม 4 

สัปดาหV (ไซเคิล 6 สัปดาหV) จุดยุติปฐมภูมิ ไดCแกM การรอดชีพโดยรวม (คMา alpha เทMากับ 0.04) การ

ตอบสนองตMอการรักษา (คMา alpha เทMากับ 0.001) และการรอดชีพโดยโรคสงบ (คMา alpha เทMากับ 0.009) 

ในผูCป¬วยที่มีความเสี่ยงปานกลางหรือความเสี่ยงสูง คณะผูCศึกษาวิจัยสุMมผูCป¬วย 1,096 รายไดCรับการรักษาดCวย 

nivolumab รMวมกับ ipilimumab (550 ราย) หรือsunitinib (546 ราย) โดยพบผูCป¬วยที่มีความเสี่ยงปาน
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กลางหรือความเสี่ยงสูง 425 ราย และ 422 ราย ตามลำดับ จากมัธยฐานการตรวจติดตาม 25.2 เดือนใน

ผูCป¬วยที่มีความเสี่ยงปานกลางหรือความเสี่ยงสูงพบวMา อัตราการรอดชีพโดยโดยรวมท่ี 18 เดือน เทMากับรCอย

ละ 75 (95% CI 70-78) จาก nivolumab รMวมกับ ipilimumab และรCอยละ 60 (95% CI 55-65) จาก 

sunitinib จากการศึกษายังไมMมีผลลัพธVมัธยฐานการรอดชีพโดยรวมจากการรักษาดCวย nivolumab รMวมกับ 

ipilimumab ขณะที่มัธยฐานการรอดชีพโดยรวมเทMากับ 26.0 เดือนจาก sunitinib (hazard ratio สำหรับ

การเสียชีวิตเทMากับ 0.63; p < 0.001) อัตราการตอบสนองตMอการรักษาเทMากับรCอยละ 42 เทียบกับรCอยละ 

27 (p < 0.001) และอัตราการตอบสนองโดยสมบูรณVเทMากับรCอยละ 9 เทียบกับรCอยละ 1 มัธยฐานการรอด

ชีพโดยโรคสงบเทMากับ 11.6 เดือน และ 8.4 เดือน ตามลำดับ (hazard ratio สำหรับการลุกลามหรือการ

เสียชีวิตเทMากับ 0.82; p = 0.03 ซึ่งไมMถึงระดับที่มีนัยสำคัญตาม threshold ท่ี 0.009) เหตุการณVไมMพึง

ประสงคVจากการรักษาเกิดขึ้นในผูCป¬วย 509 รายจาก 547 ราย (รCอยละ 93) ในกลุMมที่ไดCรับ nivolumab 

รMวมกับ ipilimumab และใน 521 รายจาก 535 ราย (รCอยละ 97) ในกลุMมที่ไดCรับ sunitinib เหตุการณVไมMพึง

ประสงคVระดับ grade 3 หรือ 4 เกิดขึ ้นในผู Cป¬วย 250 ราย (รCอยละ 46) และ 335 ราย (รCอยละ 63 

ตามลำดับ) เหตุการณVไมMพึงประสงคVซึ ่งนำไปสูMการหยุดการรักษาเกิดขึ้นในรCอยละ 22 และรCอยละ 12 

ตามลำดับ 

 โดยสรุปอัตราการรอดชีพโดยรวมและการตอบสนองตMอการรักษาสูงกวMาอยMางมีนัยสำคัญจากการ

รักษาดCวย nivolumab รMวมกับ ipilimumab เทียบกับ sunitinib ในผูCป¬วยมะเร็ง advanced renal-cell 

carcinoma ซ่ึงมีความเส่ียงปานกลางหรือความเส่ียงสูง และไมMเคยไดCรับการรักษามากMอน 

 

  



 

 
 

บทที่ 3 

วิธีการดำเนินการวิจัย และ ผลการวิจัย 

3.1 การพัฒนา expression vector ท่ีเหมาะสม สำหรับการผลิตชีวผลิตภัณฑQต8นแบบ  
 

ทำการสรCาง vector สำหรับการผลิตแอนติบอดีโครงสรCางเต็มรูปแบบ (whole human IgG) โดยใชC IgG MY 

Lab platform ที่ไดCพัฒนาขึ้นในหCองปฏิบัติการ ซึ่งมี vector pcDNA3.4 เปNน backbone   ในงานวิจัยนี้ใชC

แอนติบอดี Ipilimumab เปNนตCนแบบในการศึกษา ซึ ่งเปNนยาที ่ไดCร ับการ อนุมัติจาก US FDA ในปJ 

2011 ออกฤทธ์ิจับจำเพาะกับ cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4)  

ขั้นตอนที่ 1 สังเคราะหVยีน Ipilimumab สMวน variable chain ผMานบริษัท GeneART, Thermo 

Fisher Scientific โดยใหCมีการทำ codon optimized ใหCเหมาะสมในการ expression ในเซลลVมนุษยV 

 

 
 

รูปท่ี ๓ ภาพแสดงลำดับนิวคลีโอไทดQและกรดอะมิโนของยีน Ipilimumab สีชมพูแสดงสLวน VH และสี

เขียวแสดงสLวน VL 

 

ขั้นตอนที่ 2 การโคลนยีนสMวน VH (variable heavy chain) และ สMวน VL (vatiable light chain) 

เขCาสูM vector ที่มี่สMวนของ constant part ของแอนติบอดีอยูM ชื่อวMา vector pKRgH101 และ pKRgLk101 

ซ่ึงเปNน vector ท่ีไดCพัฒนาข้ึนมาในหCองปฏิบัติการ 

 1. ทำการสังเคราะหVช้ินสMวนแอนติบอดี VH และ VL ใชC primer ดังแสดงในตารางท่ี 1 โดยใชCเอนไซมV 

pfu DNA polymerase 
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2. ทำการตรวจ DNA โดยการแยกดCวยกระแสไฟฟ`าผMาน 1%agarose gel (agarose gel 

electrophoresis) เพื่อแยกชิ้นสMวน DNA ตามขนาด ยีนของชิ้นสMวน VH และ VL ตCองมีขนาดประมาณ 400 

bp ทำการตัดเจลตรงท่ีมีช้ินสMวน DNA ใหCถูกตCองตามขนาดดังท่ีกลMาวไปขCางตCน 

3.  ทำการสกัด DNA ออกจากเจลใหCบริสุทธิ์โดยใชCชุด Gel extraction kit จากบริษัท Promega, 

USA โดยสกัด DNA จาก column ดCวยน้ำ ปริมาตร 50 µl 

4. นำ pKRgH101 และ pKRgLk101 มาตัดดCวยเอนไซมV (restriction enzyme) XhoI/NheI และ 

XhoI/BsiWI ตามลำดับ แลCวนำไปบMมที่อุณหภูมิ 37 oC เปNนเวลา 3 ชั่วโมง สำหรับ vector ใหCทำการตัด 

phosphate group ออกจากปลาย 5’ ของ vector โดยตัดดCวยเอนไซมV CIP (Calf intestinal 

phosphatase) บMมที่อุณหภูมิ 37 oC เปNนเวลา 1 ชั่วโมง  เพื่อทำใหCมี background (คือ vector ที่จะเกิด

การเช่ือมตMอกันเองโดยไมMมี insert เม่ือทำการเช่ือมตMอในข้ันตอนท่ี 7 ใหCนCอยท่ีสุด 

 5. จากน้ันทำการตรวจ DNA โดยการแยกดCวยกระแสไฟฟ`าผMาน 1% agarose gel (agarose gel 

electrophoresis) เพื่อแยกชิ้นสMวน DNA ตามขนาด ซึ่ง vector ตCองมีขนาดประมาณ 7000 base pairs 

(bp) ทำการตัดเจลตรงท่ีมีช้ินสMวน DNA ของ vector ใหCถูกตCองตามขนาดดังท่ีกลMาวไปขCางตCน 

 6.  ทำการสกัด DNA ออกจากเจลใหCบริสุทธิ์โดยใชCชุด Gel extraction kit (Promega, USA) โดย

สกัด DNA จาก column ดCวยน้ำ ปริมาตร 50 ul 

 7. ทำการเชื่อมตMอชิ้นสMวนยีน scFv เขCาสูM vector โดยใชCชุด GeneArt® Seamless Cloning and 

Assembly Kit 

 8. จากนั้นนำ DNA ที่เชื่อมตMอแลCว transfrom เขCาสูM competent cell ของ E. coli Top10 (เปNน

เซลลVของแบคทีเรียท่ีทำใหCเกิดการอMอนแอของผนังเซลลV ดCวยแคลเซียม) จากน้ันนำเซลลVแบคทีเรียไปเล้ียงบน

อาหารแข็ง LB ท่ีมี 100 µg/ml Ampicillin บMมท่ีอุณหภูมิ 37 oC เปNนเวลา 1 คืน 

 9. นำแบคทีเรียโคโลนี ่เดี ่ยวที ่ไดC ไปเลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเชื ้อแบบเหลว LB ที ่มี 100 ug/ml 

Ampicillin จำนวน 5 ml บMมท่ีอุณหภูมิ 37 oC เปNนเวลา 1 คืน เขยMาท่ี 250 rpm 

 10. นำไปป�½นเหว่ียง ท่ี 3,300g, 4 °C เปNนเวลา 10 นาที แยกสMวนใส (supernatant) ดCานบนท้ิง เก็บ

เซลลVแบคทีเรีย เพ่ือใชCในการสกัด DNA 

 11. ทำการสกัด DNA จากเซลลVแบคทีเรียโดยใชC DNA extraction kit (Qiagen miniprep, 

Germany) โดยสกัด DNA จาก column ดCวยน้ำ ปริมาตร 50 µl  

 12. ทำการตรวจสอบยีน VH ดCวยการตัด DNA ที ่สกัดไดCจากขCอ 11 มาตัดดCวย restriction 

enzyme XbaI/NheI ถCาประสบผลสำเร็จ ตCองมี DNA ขนาดประมาณ 400 bp ซึ่งเปNนขนาดของยีนที่แสดง

ชิ้นสMวน VH สMวนการตรวจสอบยีน VL ตัด DNA ที่สกัดไดCจากขCอ 11 มาตัดดCวย restriction enzyme 
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EcoRI/EcoRV ถCาประสบผลสำเร็จ ตCองมี DNA ขนาดประมาณ 800 bp ซึ่งเปNนขนาดของยีนที่แสดงชิ้นสMวน 

VL และบางสMวนของ vector 

 13. สMงโคลนที่มีชิ ้นสMวนดังที่กลMาวไปขCางตCน เพื่อไปตรวจสอบลำดับเบส (sequence) เพื่อตรวจ

ความถูกตCองกMอนนำไป expression ในเซลลV 

 

ตารางท่ี 1 ไพรVเมอรVสำหรับการสังเคราะหVยีน VH และ VL 

Primer Base 

สังเคราะหV VH 

spXhoIpiVH Fw    

CHNheIIpiVH Rv 

 สังเคราะหV VL 

spXhoIpiVL Fw       

CLKBsiWIIpiVL Rv 

 

5’ tccagcgcctactccCAAGTTCAATTGGTTGAATCTGG 3’ 

5’ GGGTCCCTTGGTgctagcAGAGGACACGGTGACCAG 3’ 

 

5’ ctgtccctgggcatcGAAATTGTGCTGACCCAGTCTCC 3’ 

5’ AGGAGCGGCCACcgtacgTTTGATTTCCACCTTGGTGCCCTG3’ 

 

 

ผลการทดลอง 

หลังจากที่สังเคราะหVเพิ่มปริมาณชิ้นสMวน VH และ VL แลCว เมื่อแยก DNA ที่สังเคราะหVขึ้นมาดCวย

วิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส พบวMามีขนาดยีนประมาณ 350-400 เบส (รูปที่ 4A) จากนั้นทำใหCบริสุทธ์ิ

ดCวยการสกัดจากอะกาโรสเจล โดยใชCชุดสกัดจากบริษัท promega เพื่อนำไปโคลนเขCาสูM vector pKRgH101

และ pKRgLk101 โดยใชC GeneArt® Seamless Cloning and Assembly Kit ซึ ่ง VH จะถูกโคลนเขCาสูM 

vector pKRgH101 ที ่ผ MานการตัดดCวยเอนไซมV XhoI และ NheI ส Mวน VL จะถูกโคลนเขCาส ู M  vector 

pKRgLk101 ที่ผMานการตัดดCวยเอนไซมV XhoI และ BsiWI และผMานการทำใหCบริสุทธิ์ดCวยการสกัดจากอะกา

โรสเจล (รูปที่ 4B) หลังจากไดCโคลนจากการโคลนแลCวทำการตรวจสอบ ดCวยการตัดดCวยเอนไซมV xbaI และ 

NheI สำหรับ VH ท่ีโคลนเขCา pKRgH101 มี 3 โคลนท่ีแสดง DNA ขนาดประมาณ 400 bp ซ่ึงเปNนขนาดของ

ยีนที่แสดงชิ้นสMวน VH ดังแสดงในภาพที่ 4C สMวน VL ที่โคลนเขCา pKRgLk101 ตรวจสอบ ดCวยการตัดดCวย

เอนไซมV EcoRI และ EcoRV มี 1 โคลนแสดง DNA ขนาดประมาณ 800 bp ซึ่งเปNนขนาดที่ถูกตCองถCาการ
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โคลนประสบผลสำเร็จ โคลนทั้งหมดมีการวิเคราะหVลำดับเบสโดยบริษัท Macrogen, Korea นำมาเขCา

โปรแกรม snapgene สรCางเปNน vector map ช่ือ pKRgH101.Ipi และ pKRgLk101.Ipi แสดงในรูปท่ี 5 

 

 
 

รูปที่ ๔ ภาพแสดงยีน VH และ VL ในการโคลนเข8าสูL vector pKRgH101 และ pKRgLk101 A) การ

สังเคราะหVชิ ้นสMวนแอนติบอดี Ipilimumumab สายหนัก(VH) และสายเบา (VL) B) ยีนของ vector 

pKRgH101และ pKRgLk101 C) ผลการตัด vector ที่ผMานการโคลนแลCว โคลนที่มีเครื่องหมาย Ö แสดงถึง

โคลนท่ีประสบผลสำเร็จ 

 
 

  
 

รูปที่ ๕ ภาพแสดงเวคเตอรQสำหรับผลิตยา Ipilimumab ใน pcDNA 3.4 Vector แบบ monocistronic 

แบMงเปNน vector H-chain และ L-chain  

 

VH   VL   100M

400bp

A) B) C)

~400bp

HC-clone LC-clone

800bp

1kb pMY_spH 1kb     pMY_spLK1kb   pKRgH101 1kb   pKRgLk101
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3.2 การผลิตและทำบริสุทธ์ิชีวผลิตภัณฑQต8นแบบในระดับห8องปฏิบัติการ 

ข้ันตอนท่ี 1 การผลิตแอนติบอดีในเซลลVมนุษยV HEK293 

ขั้นตอนการทำดังแสดงในรูปที่ 6 ใชC ExpiHEK293 (Thermo Fisher Scientific, USA ในการผลิต 

ทำการ transfect vector pKRgH101.Ipi และ pKRgLk101.Ipi เขCาสูM ExpiHEK293 โดย Ratio ท่ีใชCระหวMาง 

HC: LC เทMากับ 1 µg : 2 µg โดยใชC ExpiFectamine 293 transfection reagent เปNน cationic lipid-

based Ratio เปNนสื่อนำพา DNA เขCาสูM cell หลังจากการ transfection 1 วัน ทำการเติม Enhancer ใหCแกM 

cell จากนั้นเลี้ยงตMออีก 5 วัน แอนติบอดีจะออกจาก cell มาสูMอาหารเลี้ยง cell จากนั้นนำ cell มาป�½นท่ี

ความเร็ว 1300g เปNนเวลา 15 นาที เก็บสMวน supernatant ดCานบน ปริมาณ DNA ที่ transfect จะเทMากับ

ปริมาตร cell ที่ใชC ยกตัวอยMางเชMน ตCองการผลิต IgG ดCวย cell ปริมาตร 25 ml ทำไดCโดย ใชC ExpiHEK293 

cell 25 ml  

  

 
 

รูปท่ี ๖ ภาพแสดงวิธีการผลิตแอนติบอดีใน ExpiHEK293 cell  

 

ข้ันตอนท่ี 2 การทำแอนติบอดีใหCบริสุทธ์ิดCวยเคร่ือง FPLC 

scFv-Fc และ IgG สามารถทำใหCบริสุทธิ์ไดCโดยใชC HiTrapTM MabSelectTM PrismA 1 mL (GE 

healcare, UK) ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการจับกับ IgG ไดC มีข้ันตอนดังน้ี 

1. ทำการ Pump wash purified ทั้งระบบดCวย DI ที่ผMานการกรอง จากนั้น ทำการ Pump wash 

purified ใหCสาย A เปNน binding buffer (20 mM sodium phosphate (NaH2PO4), 0.15 M NaCl; pH7.2) 

และ B เปNน elution buffer (0.1M Citric acid; pH3) 

Transfection
Use 25 ug DNA/ 25 mL of Expi293 cell  use HC: LC = 1:2

Expifectamine 80 µL
OptiMem 1.4 mL

Incubate for 5 min

Expifactamine DNA

DNA 25 µg
OptiMem up to 1.5 mL

Mix

Incubate for 15 min

Add ~ 3mL of mixing 
reagent to 25 ml cell
Incubate for 20 hour 

Add 150 uL of Enhancer 1
Add 1.5 mL Enhancer 2
to each well
Incubate for 7 days

Expi293 cell: 3x106 cells/mL 

HC= 8.3 µg

LC = 16.7 µg
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2.  ตั ้งคMาโดยใชCโปรแกรมของเครื ่อง AKTA (GE healcare, UK) sample flow: 0.5 ml/min, 

Method base: sample pump, Flow path: injection vavle, Alam pressure: 0.5 mPa จากนั ้นทำ

การติดต้ัง HiTrapTM MabSelectTM PrismA column เขCากับเคร่ือง  

3.  ลCาง column ดCวย DI 5 ml ผMานสาย sample จากนั้น กดปุ¬ม pause เปลี่ยน DI เปNน binding 

buffer และลCางตMอไปอีกประมาณ 5 ml 

4.  นำสาย sample ใสMลงใน tube ที่มี supernatant ที่ไดCมาจากการผลิตแอนติบอดี (กรองดCวย 

0.45 µm ตั้งคMา auto zero เพื่อใหCคMา OD เปNน 0 โหลด sample ผMาน column จนเกือบหมด เมื่อโหลด 

sample เครื่องจะวัด OD ไปดCวย จากจอแสดงผลจึงเห็นเสCนกราฟคMา OD เริ่มสูงขึ้น โดยระหวMางที่โหลด 

sample นี้ใหCตั้งคMาเครื่องใหCทำการเก็บ fraction ซึ่ง fraction ที่เก็บไดCนี้คือ Flow through นำไปรัน SDS-

PAGE เพ่ือตรวบสอบการจับของแอนติบอดีกับ column 

5.  กดปุ¬ม pause เปลี่ยนหลอด sample เปNน binding buffer ลCาง 20 ml จนคMา OD จะเขCาใกลC 

0 หรือจนถึง 0 ในระหวMางน้ีทำการเก็บ fraction น้ีเพ่ือรัน SDS-PAGE จากน้ันกดปุ¬ม pause อีกคร้ัง 

6.  เริ ่มทำการ elute แอนติบอดี โดยการตั้งคMา Gradient: 100% B, Fracination: 20 ml เก็บ 

fraction ละ 1 ml เก็บ tube ท่ี แสดง peak ของ protein ซ่ึง fraction ท่ีเก็บมาน้ีคือ แอนติบอดีท่ีผMานการ

ทำใหCบริสุทธ์ิ เน่ืองจาก buffer ท่ี ใชCในการ elute สารมีความเปNนกรด สามารถทำใหC neutralized ดCวยการ

เติม 1M Tris-HCl pH9 รัน SDS-PAGE เพ่ือตรวจสอบ 

HiTrapTM MabSelectTM PrismA column นี ้สามารถนำกลับมาใชCใหมMได C โดยตCองทำการ 

Regenerate column ดCวย 0.5 M NaOH ประมาณ 5 ml หลังจากนั้น pump ดCวย DI หลังจากนั้นนำสาย

ทุกสาย A และ B ใสMลงใน 20%ethanol ป`อนคำสั่งใหCเครื่องโหลด 20% ethanol เขCาไปในสายทุกสายและ 

column จากน้ันทำการถอด columm ออกแลCวนำไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 oC 

7. ทำการวัดความเขCมขCนของแอนติบอดีที่ผลิตไดC โดยการวัด OD280 nm จากเครื่อง nanodrop 

เพ่ือนำไปใชCในการวิเคราะหVในข้ันตอนตMอไป 

 

ผลการทดลอง 

จากการทำแอนติบอดี Ipilimumab ใหCบริสุทธ์ิดCวยเคร่ือง FPLC ทำการเก็บ fraction ท่ีแสดง peak 

protein โดยเก็บ Elution fraction ที่ 14-17 ดังแสดงในรูปที่ 7A จากนั้นทำการตรวจสอบการทำใหCบริสุทธ์ิ

ดCวย SDS-PAGE ในสภาวะ reducing แอนติบอดีจะมี 2 band คือ band H-chain ขนาดประมาณ 50 kDa 

band L-chain ขนาดประมาณ 25 kDa ดังแสดงในรูปที่ 7B ผลของความเขCมขCนของ Ipilimumab ที่วัดไดC 

แสดงดังตารางท่ี 2 สามารถคำนวณ yield ในการผลิตไดC คือ 335.9 mg/L 
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รูปท่ี ๗ ภาพแสดงผลการทำแอนติบอดี Ipilimumab ให8บริสุทธ์ิ A) กราฟแสดง fraction การ elute 

แอนติบอดี B) SDS-PAGE ของ fraction ตMางๆในการทำ Ipilimuman ใหCบริสุทธ์ิ M; All blue Protein 

marker (NEB, USA), S; Supernatant, FT; Flow through, W; wash, E14-17; Elution แอนติบอดี 

 

ตารางท่ี 2 ความเขCมขCนของแอนติบอดี Ipilimumab  
 

Nanodrop (mg/mL) 

E1 (E45+E15+E16) 18.012 

E2 (E17) 2.718 

 

3.3 การทดสอบประสิทธิภาพทางชีววิทยาของชีวผลิตภัณฑQต8นแบบท่ีได8พัฒนาข้ึน 

 การทดสอบประสิทธิภาพการจับของแอนติบอดี Ipilimumab กับ Cytotoxic T-Lymphocyte 

Antigen 4 (CTLA-4) ด8วยวิธี ELISA 

1.  ทำการ immobilized target ดCวย Recombinant human CTLA4 protein (Active) (abcam, 

UK; ab167727) 1 และ 2 µg/ml ละลายใน PBS 100 µl ลงไปในหลุมของจาน ELISA ใหCเทMากับจำนวน

แอนติบอดีท่ีตCองการทำการวิเคราะหV โดยมีแอนติบอดีอ่ืน (Adalimumab) และ CHO medium เปNนตัวแปร

A)

M        S        FT      W      E14    E15    E16     E17

25 

50 

kDa 
150 

B)

H

L
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ควบคุม (background) โดยควรทำการทดสอบแบบ สองซ้ำ (duplicate) เพื่อความถูกตCอง ป[ดปากหลุม บMม

ท่ีอุณหภูมิ 4oC เปNนเวลา 1 คืน 

2. ท้ิง CTLA-4 จากน้ันลCางหลุมดCวย PBST (PBS + 0.05% Tween20) จำนวน 3 รอบเติมนมปลอด

ไขมัน 2% MPBS (2%skimmed milk in PBST) (ปริมาณ 200 µl ป[ดปากหลุม แลCวตั้งทิ้งไวCที่อุณหภูมิหCอง

เปNนเวลา 1 ช่ัวโมง เพ่ือป̀องกัน (block) การจับแบบไมMจำเพาะ (non-specific binding)  

3. คว่ำท้ิงสารท่ีอยูMในหลุม แลCวลCางดCวย PBST 3 รอบ 

4. เติมแอนติบอดี Ipilimumab (10 µg/ml) Adalimumab (28 µg/ml)  และ CHO medium 

ปริมาณ 100 µl  ท่ี ป[ดปากหลุม แลCวต้ังท้ิงไวCท่ีอุณหภูมิหCองเปNนเวลา 1ช่ัวโมง  

5 คว่ำท้ิงสารท่ีอยูMในหลุม แลCวลCางดCวย PBST 3 รอบ  

6 เติม Peroxidase AffiniPure F(ab')2 fragment Goat anti-human IgG (H+L) HRP ที่เจือจาง 

1:5,000 เทMาใน blocking buffer ปริมาณ 100 µl ลงในแตMละหลุม แลCวบMมไวCที่อุณหภูมิหCองเปNนเวลา 1 

ช่ัวโมง 

7. ลCางดCวย PBST 3 รอบ  

8. เต ิมสาร 1-StepTM Ultra TMB-ELISA solution ปร ิมาณ 100 µl แล Cวต ั ้ งท ิ ้ ง ไว C ท่ีม ืด ท่ี

อุณหภูมิหCองประมาณ 15นาทีเพ่ือรอใหCเกิดสี 

9. เติม 50 µL of 2M H2SO4 เพ่ือหยุดปฏิกิริยาการเกิดสี 

10. ทำการวัดคMาความเขCมของสีจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยการอMานคMา OD (optical density) ดCวย

เคร่ือง ELISA plate reader ท่ีความยาวแสง 450 nm 

 

ผลการทดลอง 

จากผลการทดสอบความสามารถจับของ Ipilimumab กับโปรตีนเป`าหมาย (CTLA-4) พบวMาเม่ือ

ทดสอบการจับของ Ipilimumab ท่ีความเขCมขCน 10 µg/ml กับ CTLA-4 ท่ีความเขCมขCนตMางกัน แสดงผลการ

จับที่เทMาๆกัน (รูปที่ 8) เนื่องจากเปNนความเขCมขCนที่มากไป จึงแสดงคMาเปNนความอิ่มตัว ดังนั้นจึงตCองมีการ

ทดสอบปริมาณท่ีเหมาะสมของโปรตีนเป̀าหมาย และแอนติบอดี โดยการทำ Checkerboard titration 
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รูปท่ี ๘ ภาพแสดงผลการจับกับ CTLA4 ของแอนติบอดี Ipilimumab  

 

การปรับสภาวะท่ีเหมาะสมในการทำ ELISA (checkerboard titration) 

การปรับสภาวะในการทำ ELISA ใหCเหมาะสมโดยการเทียบตัวแปร 2 ตัว ไดCแกM ความเขCมขCนตMางๆ 

ของ Ipilimumab อาทิเชMน จากความเขCมขCน 4.9-10,000 ng/ml ตMอหลุม และความเขCมขCนของ CTLA-4 ท่ี 

800 และ 1000 ng/ml ซ่ึงตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมดCวยวิธี ELISA ดังท่ีไดCกลMาวไปแลCวขCางตCน 

 

ผลการทดลอง 

 จากผล checkerboard ELISA พบวMาคMา Binding ratio ของ Ipilimumab 300 ng/ml เมื ่อใชC 

CTLA-4 1000 ng/ml สูงกวMา 800 ng/ml แสดงวMาความเขCมขCนของ CTLA4 ท่ีเหมาะสมคือ  

CTLA-4 ท่ี 1000 ng/ml (รูปท่ี 9) 

 

รูปท่ี ๙ ภาพแสดงผล Checkerboard ELISA A) แสดงคLา Log concentration VS absorbance of 

Ipilimumab against CTLA-4 B) แสดงคLา Binding ratio 
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บทที่ 4 

สรุปและวิจารณQผลการวิจัย 

 โครงการ การผลิตสารชีวผลิตภัณฑVตCนแบบจากระบบการแสดงออกของยีนในเซลลVสัตวV น้ี อันที่จริง

เปNนโครงการที่วางแผนการดำเนินการเปNนระยะเวลา ๓ ปJ แตMไดCรับการสนับสนุนในปJแรกเพียงปJเดียว แลCว

ตCองป[ดโครงการไปกMอน ดังนั้นผูCวิจัยจึงสามารถรายงานความสำเร็จเฉพาะในขั้นตอนแรก คือการผลิตตCนแบบ

ยารักษามะเร็งแบบมุMงเป`าที่ออกฤทธิ์ตMอโมเลกุลที่ทำหนCาที่ยับยั้งกลไกควบคุมภูมิคุCมกัน ชื่อ อิพิลิมูแมป ช่ือ

การคCา เยอรVวอย ซึ่งมีราคาสูงมาก สามารถใชCในรักษาแบบภูมิคุCมกันบัด รMวมกับแนวทางการรักษาอื่น ใน

โรคมะเร็งระยะรCายแรง โดยงานวิจัยเร่ิมตCนจากการออกแบบ เวคเตอรV และยีน สำหรับการผลิตยาแอนติบอดี 

ในรูปแบบ อิมมูโนกลอบูลิน ๑ จากนั้นทำการวิเคราะหVของลำดับ ยีนและกรดอะมิโน แลCวจึงนำเวคเตอรVไป

นำสMงเขCาสูMเซลลVมนุษยV HEK293 เพื่อใหCผลิตโดยการหลังออกมาในน้ำเลี้ยงเซลลV จากนั้น นำไปทำใหCบริสุทธ์ิ

ดCวยวิธีการโครมาโตรกราฟJ แลCวนำมาวิเคราะหV โครงสรCางดCวยวิธีแยกดCวยไฟฟ`าผMานเจล จากนั้นในขั้นตอน

สุดทCาย นำไปทดสอบในการจับกับเป`าหมายของยา คือโปรตีน CTLA-4 โดยผูCวิจัยไดCพัฒนาวิธีการทดสอบ

การจับเป`าหมายอยMางงMาย ดCวยวิธีการ อีไลซMา ซึ่งประสบผลสำเร็จ อีกทั้งพบวMา ยาที่ผลิตขึ้นมาไดCสามารถจับ

กับเป̀าหมายไดCดี ดังนั้นยานี้จึงสามารถใชCเปNนตCนแบบเพื่อ ผลิตในจำนวนมากขึ้น ทั้งจากเซลลV HEK293 หรือ 

เซลลV CHO เพื่อนำไปทดสอบคุณสมบัติความคลCายคลึงกับยาตCนแบบ (biosimilar) หรืออาจนำไปพัฒนาตMอ

เพื่อพัฒนาเปNนยาในกลุMม biobetter โดยผMานการทดลองตามลำดับขั้น ตั้งแตMการทดลองในหนูทดลอง ไป

จนถึงการทดลองทางคลีนิคในขั้นตMาง ๆ ตMอไป นอกจากผลผลิตคือตCนแบบยารักษามะเร็งที่ออกฤทธิ์ผMาน

ระบบภูมิคุCมกัน  อิพิลิมูแมป แลCว ผลลัพธVที่ไดCจากโครงการนี้ คือการสรCาง บุคลากร และเทคโนโลยีฐาน 

สำหรับการผลิตยาในกลุMมภูมิคุCมกันบำบัดเพ่ือรักษามะเร็งอ่ืน ๆ ตMอไปดCวย 
 

____________________ 
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ในปJ พ.ศ. 2541 จากน้ันในปJ พ.ศ. 2543-2545 ไดCทุน NIH ไปทำ postdoctoral research ท่ีหCองปฏิบัติการ

ของ Prof. Dr. Richard G.W. Anderson ณ. University of Texas, Southwestern Medical Center, 

Dallas และในปJ พ.ศ. 2546-2547 ไดCรับทุน Alexander von Humboldt Fellowship ไปทำการวิจัยท่ี

ห Cองปฏ ิบ ัต ิการของ Prof. Dr. Kai Simons ณ. Max Planck Insititute for Molecular Biology and 

Genetics กรุง Dresden ประเทศ สหพันธรัฐเยอรมัน สมรสกับ ศ.ดร. ดิฏฐมา หาลทิช เม่ือวันท่ี 16 สิงหาคม 

2547 และมีบุตร 1 คน ชื่อ ฐานิกา ยมาภัย หาลทิช ป�จจุบันเปNนศาสตราจารยV และหัวหนCาหCองปฏิบัติการ

อณูเทคโนโลยชีวภาพ สำนักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี งานวิจัยในป�จจุบันเปNน

งานดCานเทคโนโลยีชีวภาพเชิงอณู (molecular biotechnology) มุ MงเนCนการใชCเทคโนโลยีเฟจ (phage 

display technology) และ เทคนิคอณูว ิว ัฒนาการ (molecular evolution) ในงานทางว ิศวกรรม

แอนติบอดี (antibody engineering) และวิศวกรรมเอนไซมV (enzyme engineering) เพื่อสรCาง ชีวเภสัช

ภัณฑV มูลคMาสูง มีผลงานตีพิมพVใน ฐาน ISI 52 เร่ือง h-index 21, citation 1999  ฐาน Scopus 65 เร่ือง h-

index 23, citation 2238  ฐาน Google Scholar 70 เรื ่อง h-index 26, citation 3267  เปNนอาจารยVท่ี

ปรึกษาระดับ หลังปริญญาอก 9 คน ปริญญาเอก 13 คน ระดับปริญาโท 9 คน และมัธยมศึกษา 10 คน 

 

ท่ีอยูLท่ีสามารถติดตLอได8 

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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