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     ABSTRACT 

 

 The molecular engineering has contributed immensely to modify the antibody 

structure to decrease the size for using inside the cells, called intracellular antibody or 

intrabody. The single chain Fv fragments (scFv) represent the recombinant minimal 

antigen-binding fragments of antibody. ScFv, most commonly used format for 

intrabody, function by specific interfering or neutralizing the function of a target 

protein in the specific cellular compartment. Thus, the gene delivery systems to 

destine the expression of scFv in the cellular compartment have been identified as 

critical for the study.  
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Adenoviruses are attractive tool for many gene delivery applications. Certain 

advantages including, the ability to infect a wide variety of cell types, infection of 

dividing and non-dividing cells and high efficiency of gene transfer, could be critical 

to the successful use in molecular genetic experiments. Here, three different forms of 

scFv-M61B9 gene encoding the scFv reacted specifically to the CD147 were designed 

for production in cytoplamic compartment, ER compartment and secretory system, 

subsequently cloned into adenoviral plasmid and expressed in the HeLa cell 

compartments using the AdEasy system. The recombinant adenoviral plasmids pAdE-

scFv-M61B9cyt and pAdE-scFv-M61B9sec were successfully constructed and 

identified by polymerase chain reaction (PCR) and restriction analysis. After 

transfecting into 293A cells for 7 days, the recombinant adenoviruses were obtained 

and transduced into HeLa cells. The scFv-M61B9 produced in HeLa cells was 

significantly secreted by using the secretory system. In addition, it can be retained in 

the ER compartment through the use of the ER retention signal (KDEL). The correct 

folding of these scFv was indicated by using indirect ELISA and western 

immunobloting. The result show that the functional scFv-M61B9 can specifically 

bind to the CD147-BCCP fusion protein.  

 In conclusion, the adenovirus expression systems for production of a scFv in 

various mammalian cell compartment were established. This approach provides the 

promising method to further apply for the production of scFv in mammalian cells and 

the further studies of gene therapy in near future. 
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บทคัดยอ 

 

 วิศวกรรมชีวโมเลกุลไดมีบทบาทในการปรับแตงโครงสรางของแอนติบอดีเพื่อลดขนาด
ของโมเลกุลใหเหมาะสมตอการสรางภายในเซลล แอนติบอดีขนาดเล็กที่ถูกสรางภายในเซลล
ดังกลาวนั้นถูกเรียกวาอินทราเซลลูลาร แอนติบอดี หรือ อินทราบอดี โดยรูปแบบของแอนติบอดี
ที่นิยมนํามาใชเปนอินทราบอดีอยางแพรหลายนั้นไดแก ซิงเกิลเชนวาริเอเบิ้ล แฟรกเมนหรือ ซิง
เกิลเชนเอฟวีซ่ึงมีความสามารถในการรบกวนหรือยับยั้งการทํางานของโปรตีนที่เปนเปาหมายใน
สวนตางๆ ของเซลลไดอยางจําเพาะ ดังนั้นระบบที่ใชในการขนสงยีนที่จะสรางซิงเกิลเชนเอฟวีใน
สวนตางๆ ของเซลลไดอยางถูกตองเหมาะสมจึงเปนเรื่องที่นาสนใจศึกษา  
 อะดิโนไวรัสเปนหนึ่งในระบบการขนสงยีนเขาสูแมมาเลียนเซลลที่ไดรับความนิยมใน
การนํามาใชอยางกวางขวางเนื่องดวยขอดีอันเกี่ยวของกับความสามารถในการขนสงเขาสูเซลล
หลากหลายชนิดโดยไมมีขอจํากัดเกี่ยวกับระยะการแบงตัวของเซลลและประสิทธิภาพในการ
ขนสงยีน ในการศึกษานี้ไดออกแบบยีนที่ควบคุมการสรางซิงเกิลเชนเอฟวีที่จําเพาะตอโมเลกุล
ของ CD147 ใหสรางใน ภายในไซโตพลาสซึม ภายในเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม และสรางใน 
secretory system เพื่อใหหล่ังออกสูนอกเซลลโดยยีนดังกลาวจะถูกตัดตอเขาสูอะดิโนไวรอลพ
ลาสมิดและแสดงออกใน HeLa cell โดยอาศัย AdEasy system อะดิโนไวรอลพลาสมิด 
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pAdE-scFv-M61B9cyt และ pAdE-scFv-M61B9sec ไดถูกสรางขึ้นและพิสูจนดวยเทคนิค 

polymerase chain reaction (PCR) และวิเคราะหดวยเอนไซมตัดจําเพาะ จากนั้นพลาสมิดนี้จะ
ถูกนําไปสรางเปน recombinant adenoviruses ในเซลล 293A เปนเวลา 7 วัน ไวรัสดังกลาว
สามารถสราง scFv-M61B9 ในระบบ secretory system ใหหล่ังออกมาสูนอกเซลลได และยัง
สามารถเก็บกัก scFv-M61B9 ใหอยูใน ER compartment ดวยการใช ER retaintion signal 
นอกจากนี้เมื่อทดสอบดวยเทคนิค indirect ELISA และ western immunobloting ยังแสดงให

เห็นวา scFv-M61B9 ที่สรางไดนั้นมีการพับทบที่ถูกตอง และสามารถทํางานโดยจับกับโปรตีน
ซ่ึงเปนเปาหมายอันไดแก CD147-BCCP ไดอยางจําเพาะอีกดวย  
 การศึกษาครั้งนี้ไดสรางระบบการแสดงออกของยีนสําหรับผลิตซิงเกิลเชนเอฟวีในสวน
ตางๆ ของเซลลแมมมาเลียนซึ่งความรูดังกลาวสามารถนําไปประยุกตใชในการผลิตซิงเกิลเชนเอฟ
วีเพื่อตอไปและเปนประโยชนในการศึกษาดานยีนบําบัดในอนาคต 
  


