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ABSTRACT 

 

Presently, the standard regimen for antiretroviral treatment is highly active 

antiretroviral therapy (HAART). However, this strategy inherits the well-known side 

effects and is prone to promote the HIV drug-resistant strains. As a consequence, gene 

therapy has been introduced as an alternative approach. In this study, we aimed to 

discover the novel protein-based agents for intervening viral replication by gene-

targeting procedure. Regarding the efficient folding dynamic in cytoplasm, ankyrin 

repeat protein was considered to be a candidate scaffold. Several engineered ankyrin 

binders specific to HIV MA-CA domain were successfully retrieved from the 

ankyrin-displayed phage library. Three positive clones with high binding activity by 

ELISA were selected for further analyzing their binding property in soluble form. The 

best binder, 1D4, recognized its epitope located on CA domain as shown by Western 

immunobloting and ELISA. The affinity of 1D4 against H6MA-CA was 0.45 µM with 

one to two moles of target molecule determined by isothermal titration calorimetry 
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(ITC). Although 1D4 exhibited no effect on viral maturation as verified by an ELISA-

based HIV protease assay technique, it disturbed the viral assembly process in Sup-T1 

cells which stably expressed the myristoylated 1D4. This finding has provided a 

concrete prospect for HIV life cycle interruption by stem cell gene therapy in the 

future.  
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บทคัดยอ 

 
ปจจุบันยาตานไวรัสสูตร highly active antiretroviral therapy (HAART) ถือเปน

มาตรฐานในการรักษาผูปวยท่ีติดเช้ือไวรัสเอชไอวี อยางไรก็ตามแนวทางการรักษาน้ีมีผลทําใหเกิด
อาการขางเคียงตอผูปวย และมีแนวโนมทําใหเกิดการกลายพันธุอันนํามาสูปญหาของการด้ือยาได 
การรักษาระดับยีนสจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีสามารถนํามาประยุกตใช วัตถุประสงคของการศึกษา
นี้คือทําการคนหาโปรตีนชนิดใหมท่ีสามารถยับยั้งการแบงตัวของเช้ือไวรัสโดยอาศัยหลักการรักษา
ดวยยีนส โดยการนําโปรตีนแองไครินซ่ึงมีคุณสมบัติพิเศษคือสามารถพับทบไดดีในไซโทพลาส
ซึมของเซลลมาใชในการศึกษา โปรตีนแองไครินท่ีสามารถจับไดอยางจําเพาะกับโปรตีนแมทริกซ
และแคบสิดของเช้ือเอชไอวี (HIV MA-CA) ไดถูกคัดเลือกจากแองไครินไลบารีสท่ีสรางข้ึนโดย
อาศัยเทคนิคเฟจดีสเพลย จากนั้นโคลนท่ีใหผลในการจับท่ีดีท่ีสุดจํานวน 3 โคลนไดถูกคัดเลือกเพื่อ
นําไปผลิตเปนโปรตีนที่ละลายในน้ําสําหรับนํามาทดสอบคุณสมบัติเฉพาะดวยเทคนิคตางๆ ผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวาโคลนท่ีมีความสามารถดีสุดคือโคลน 1D4 ซ่ึงมีความจําเพาะตอสวนแคบ
สิดของเช้ือไวรัส (CA) ดังแสดงผลดวยวิธีเวสเทิรนอิมมูโนบลอทติง และ อีไลซา นอกจากนี้โคลน   
1D4 ยังถูกนําไปทดสอบคุณสมบัติการจับกับโปรตีนเปาหมายดวยวิธี isothermal titration 

calorimetry (ITC) พบวามีคาความสามารถในการจับในระดับ 0.45 µM และมีสัดสวนในการจับ
กับ HIV MA-CA เปนหนึ่งตอสอง จากการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมโปรทิเอสดวยวิธีอีไลซา ถึงแมวาแองไครินโคลน 1D4 จะไมสามารถขัดขวางการทํางาน
ของเอนไซมนี้ได แตผลการทดลองท่ีนาสนใจคือเม่ือทดสอบความสามารถในการรบกวนการ
ประกอบอนุภาคของไวรัสในเซลล พบวาเซลล Sup-T1 ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนแองไคริน
โคลน 1D4 ท่ีผิวดานในของเซลลสามารถลดการสรางอนุภาคไวรัสใหมหลังจากมีการทําใหติดเช้ือ
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ไวรัสไดอยางชัดเจน การคนพบในคร้ังนี้มีนัยสําคัญอยางยิ่งตอการประยุกตใชในการรบกวนการ
เพิ่มจํานวนของไวรัสดวยการรักษาระดับยีนสในเซลลตนกําเนิดตอไปในอนาคต    
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RÉSUMÉ 

 

Le but de ce travail est de découvrir des nouvelles protéines suceptibles 

d'interférer avec le cycle vital du virus VIH. De par leur repliement, les protéines à 

motifs ankyrines peuvent constituer une ossature protéique trés bien adaptée à cet 

objectif. Plusieurs interacteurs spécifiques de la protéine MA-CA du VIH ont été 

sélectionnées par exposition sur phage à partir d'une bibliothèque de variants 

d'ankyrines. Trois protéines isolées ont été produites à partir de clones ayant une forte 

activité de liaisons. Le meilleur interacteur protéique (1D4) interagit avec un épitope 

situié sur le domaine CA. La constante de dissociation entre 1D4 et la protéine 

MACA a été déterminée par Calorimétrie de titrage isotherme et est égale à 0,45M. 

La protéine 1D4 n'a pas d'effet détectable sur la maturation virale suivie par une 
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technique ELISA de dosage de la Protease du VIH.  En revanche, cette protéine 

interfere avec l'assemblage viral dans des cellules Sup-T1 qui exprime de façon stable 

la protéine 1D4 sous forme myristoylée. Ce resultat ouvre une perspective d'appoche 

pour interferer avec le cycle vital du VIH.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


