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ABSTRACT 

 

The highly active antiretroviral therapy (HAART), a standard regimen for 

HIV-1 treatment, provokes adverse side effects and favors the emergence of drug-

resistant virus strains. As a consequence, new therapeutics are continuously needed to 

control HIV replication, and alternative strategies to HAART are being investigated 

worldwide. Among these, the antibody-based therapy using intracellular antibodies 

(or intrabodies) and gene therapy represent promising therapeutic approaches. In this 

study, we aim to characterize the key amino acid residues of a single chain variable 

fragment (scFv) which interact with the matrix protein (MA) of HIV-1 (scFv-MA 

HB-8975), to genetically engineer scFv-MA HB-8975 and generate a baculovirus-
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displayed version, and to apply the epitope specificity of the monoclonal anti-MA 

antibody HB-8975 (anti-MA mAb HB-8975) for the development of a simplified 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the HIV-1 protease (HIV-PR) 

activity. 

The specific residues of scFv-MA HB-8975 which play a crucial role in its 

effective binding to the HIV-1 MA epitope locating on the complementarity 

determining regions (CDRs) were identified using computer-assisted modeling. The 

interaction between scFv-MA HB-8975 and wild-type or mutant peptide epitopes 

were correlated between the predicted information and the data from our peptide-

based ELISA. This information will lead to the development of HB-8975-derived 

scFv with a higher affinity towards the MA substrate, and these new anti-MA scFv 

molecules will also cover a broad range of HIV-1 variants. In the second study, a 

recombinant baculovirus producing scFv-MA HB-8975 (abbreviated BV-scFv-MA 

HB-8975) was constructed. We identified a novel N-terminal leader peptide, an 

octadecapeptide with the sequence: 
1
MEASLAAQAAQIQLVQSG

18
, which 

efficiently addressed and displayed the scFv molecules to baculovirus. Importantly, 

the BV-displayed scFv-MA HB-8975 had the same reactivity towards the identified 

MA epitope as free scFv-MA HB-8975. Our octadecapeptide leader peptide will be 

used to generate a vehicle of baculovirus vectors displaying anti-HIV scFv with 

capability to deliver scFvs intrabody into human cells, and to negatively interfere with 

certain steps of the HIV-1 life-cycle, e.g. assembly and maturation. It was observed 

that the anti-MA mAb HB-8975 specifically binds to the free C-terminal peptide of 

the MA domain, rendered accessible after the proteolytic cleavage of the Gag 
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precursor by the HIV-PR. Taking advantage of this property, we have successfully 

developed a simplified ELISA-based assay for determining the HIV-PR activity 

namely ELIS-based HIV-PR activity assay or ELIB-PA using an oligoHistidine-

tagged HIV-1 Gag polyprotein MAp17-CAp24 (abbreviated H6MA-CA) as the 

specific substrate for HIV-PR. ELIB-PA is capable to determine the susceptibility of 

HIV-PR to different protease inhibitors (PIs), by measuring the median 50% 

inhibitory concentration (IC50). The ELIB-PA will be applied to investigate the degree 

of drug-susceptibility of HIV-PR from drug-resistance patients, testing different types 

of PIs prior to a drug regimen administration. In addition, ELIB-PA will be provided 

as a high-throughput (HTP) screen to identify novel PIs, and thus will improve and 

accelerate the drug discovery process in the pharmaceutical industry. 

 We speculate that the provision of these discoveries will remarkably 

contribute to the HIV therapeutic research activities as a consequence. 
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บทคัดย่อ 
การรักษาระยะยาวดว้ยยาตา้นไวรัสสูตร highly active retroviral therapy (HAART) ซ่ึงถือ

เป็นมาตราฐานในการรักษาผูป่้วยท่ีติดเช้ือไวรัสเอชไอวี-1 มีผลท าให้เกิดอาการขา้งเคียงต่อผูป่้วย
และเกิดการกลายพนัธ์ุอนัน าไปสู่ปัญหาการด้ือยาได ้ดงันั้นแนวทางการรักษารวมถึงวิธีการควบคุม
การเพิ่มจ านวนของเช้ือเอชไอวีจึงยงัเป็นท่ีตอ้งการ ซ่ึงในปัจจุบนัวิธีการรักษารูปแบบใหม่ไดรั้บ
ความสนใจอย่างกวา้งขวางทัว่โลกโดยส่วนใหญ่อยูใ่นระหวา่งการคน้ควา้และพฒันา ซ่ึงการรักษา
ในระดบัเซลล์โดยอาศยัโมเลกุลของแอนติบอดีและการรักษาในระดบัยีนถือไดว้า่เป็นวิธีท่ีมีความ
เป็นไปไดใ้นการรักษาผูป่้วยติดเช้ือเอชไอว ีจึงน าไปสู่วตัถุประสงคใ์นการศึกษาคร้ังน้ีคือ เพื่อศึกษา
คุณลกัษณะของกรดอะมิโนท่ีส าคญัของซิงเกิลเชนแวริเอเบิลแฟรกเมนต ์(scFv-MA HB-8975) ซ่ึง
จบักบัโปรตีนแมทริกซ์ของเช้ือเอชไอวี-1 (HIV MA), เพื่อออกแบบโมเลกุล scFv-MA HB-8975 
และสร้างแบคิวโลไวรัสดิสเพลย์, และเพื่อประยุกต์ใช้แอนติบอดีท่ีจบัอย่างจ าเพาะกับโปรตีน
แมทริกซ์ (anti-MA HB-8975) เพื่อการพฒันาวิธีทดสอบการท างานของเอนไซมโ์ปรตีเอสของเช้ือ
เอชไอว-ี1 (HIV-PR) อยา่งง่ายโดยอาศยัหลกัการทดสอบแบบอีไลซา  

ดว้ยวธีิการค านวณและการท านายดว้ยคอมพิวเตอร์ ท าให้ทราบถึงกรดอะมิโนจ าเพาะของ 
scFv-MA HB-8975 ท่ีมีความส าคญัต่อประสิทธิภาพในการจบักบั HIV MA และอยูใ่นส่วน CDRs 
ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีความหลากหลายของกรดอะมิโน นอกจากน้ีผลการทดสอบปฏิกิริยาการจบักนั
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ระหวา่ง scFv-MA HB-8975 และเปปไทด์แมทริกซ์ตน้แบบหรือเปปไทด์แมทริกซ์กลายพนัธ์ุจาก
ทั้งข้อมูลสมมติด้วยการค านวณทางคอมพิวเตอร์และการทดลองโดยอาศัยวิธีอีไลซาให้ผลท่ี
สอดคลอ้งกนั ซ่ึงขอ้มูลดงักล่าวสามารถน าไปใช้พฒันา scFv-MA โมเลกุลใหม่ท่ีสามารถจบักบั 
HIV MA ไดดี้ข้ึนและครอบคลุมกบัเช้ือไวรัสเอชไอวีสายพนัธ์ุอ่ืนดว้ย ในการศึกษาส่วนท่ีสอง ได้
ท าการสร้างรีคอมบิแนนเบคิวโลไวรัสท่ีสามารถผลิต scFv-MA HB-8975 (BV-scFvMA HB-8975) 
โดยไดค้น้พบเปปไทดน์ าส่งชนิดใหม่ท่ีเช่ือมต่อกบัส่วนปลายของหมู่อะมิโนบนโมเลกุล scFv-MA 
HB-8975 ซ่ึงประกอบไปด้วยกรดอะมิโนจ านวณ 18 กรดอะมิโนดงัน้ี 1MEASLAAQAAQI-
QLVQSG18  โดยเปปไทดด์งักล่าวสามารถน าส่งและแสดงออกของโมเลกุล scFv-MA HB-8975 บน
ผิวเปลือกหุ้มของแบคิวโลไวรัสได ้นอกจากน้ียงัพบว่า scFv-MA HB-8975 ท่ีแสดงออกบนผิว
เปลือกหุ้มของแบคิวโลไวรัสมีคุณสมบติัในการจบักบั HIV MA เหมือนกบั scFv-MA HB-8975 
ชนิดท่ีเป็นโมเลกุลอิสระ ดงันั้นเปปไทด์น าส่งท่ีถูกคน้พบใหม่น้ีสามารถน าไปพฒันาการสร้างแบ
คิวโลไสรัสท่ีมีการแสดงออกของ scFv ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือเอชไอวีบนผิวเปลือกหุ้มได ้และน าไป
ประยุกต์ใช้ในการขนส่งยีน scFv เข้าสู่เซลล์มนุษย ์เพื่อขดัขวางวงจรชีวิตของเช้ือเอชไอวีใน
กระบวนการประกอบอนุภาคและการสร้างไวรัสท่ีสมบูรณ์ ในระหวา่งการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ anti-
MA HB-8975 มีคุณสมบติัพิเศษในการจบัอยา่งจ าเพาะกบั HIV MA ท่ีมีปลายกรดคาร์บอกซิลอิสระ 
ซ่ึงเกิดข้ึนหลงัจากโปรตีนตน้แบบ Gag ถูกตดัดว้ย HIV-PR เท่านั้น ดว้ยคุณลกัษณะพิเศษน้ีท าให้
ประสบผลส าเร็จในการออกแบบและสร้างวิธีการทดสอบการท างานของ HIV-PR อย่างง่ายข้ึน 
เรียกวา่ ELIS-based HIV-PR activity assay หรือ ELIB-PA  โดยใชส้ารตั้งตน้ท่ีจ  าเพาะคือ โปรตีน
แมทริกและแคบสิดของเช้ือเอชไอวีท่ีถูกเช่ือมดว้ยกรดอะมิโนฮีสติดีน (H6MA-CA) นอกจากน้ี 
ELIB-PA ยงัสามารถตรวจหาความไวต่อยายบัย ั้งเอนไซม์โปรตีเอส (PI) ชนิดต่างๆ โดยวดัจาก
ความเขม้ขน้ของ PI ท่ีสามารถยบัย ั้งการท างานของ HIV-PR ได ้50% (IC50) และสามารถน าไป
ประยุกตใ์ชไ้ดห้ลากหลาย เช่น การตรวจสอบระดบัความไวต่อ PI หลากหลายชนิด ของ HIV-PR 
จากผูป่้วยท่ีเกิดการด้ือยาก่อนการให้ยาสูตรใหม่ และพฒันาให้เป็นวิธีการคดักรองและคน้หา PI 
ชนิดใหม่ในปริมาณมาก ซ่ึงน าไปสู่การพฒันาและเพิ่มความเร็วในกระบวนการตรวจหายา PI ชนิด
ใหม่ในระบบอุตสาหกรรมยา 

โดยผลการศึกษาค้นควา้ทั้งหมดน้ีได้น ามาซ่ึงองค์ความรู้ท่ีเป็นประโยชน์และสามารถ
น าไปต่อยอดการวจิยัเพื่อพฒันาการรักษาการติดเช้ือเอชไอวใีนอนาคต 

 

 


