
vii 
 

Thesis Title The Inhibition of Human Immunodeficiency Virus-1 

Integration by Designed Zinc Finger Protein  

Author   Mr. Supachai Sakkhachornphop 
 
Degree    Doctor of Philosophy (Biomedical Science) 

Thesis Advisory Committee  

Assoc. Prof. Dr. Chatchai Tayapiwatana    Advisor 

Prof. Dr. Carlos F. Barbas, III             Co-advisor 

Prof. Dr. Watchara Kasinrerk            Co-advisor 

Prof. Thira Sirisanthana, M.D.          Co-advisor 

 

 

ABSTRACT 

 

Integration of the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) genome into 

the host chromosome is a crucial step in the HIV life cycle. The highly conserved 

cytosine-adenine (CA) dinucleotide sequence immediately upstream of the cleavage 

site is imperative for integrase (IN) activity. As this viral enzyme has an important 

role early stage of infection, interference with the IN substrate has become an 

attractive strategy for therapeutic intervention. In this study, the integrase recognition 

sequence at the 2-LTR-circle junctions of HIV-1 DNA was used to design a six-

contiguous zinc finger protein (ZFP), namely 2LTRZFP by using zinc finger tools. 

The designed motif fused to green fluorescent protein (GFP) was expressed and 

purified from E. coli to determine its binding properties. The binding affinity of 

2LTRZFP-GFP to its target DNA via surface plasmon resonance (SPR) was on a 
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nanomolar scale. The competitive SPR indicated the 2LTRZFP-GFP specifically 

interacted with its target DNA. The qualitative binding activity was subsequently 

determined by electrophoretic mobility shift assay (EMSA) and demonstrated the 

aforementioned correlation. To investigate an intracellular function of 2LTRZFP-

GFP, the 293T stable line of transduced with 2LTRZFP-GFP was produced and 

challenged with VSV-G pseudotyped lentiviral red fluorescent protein (RFP). The 

result demonstrated the dramatic suppression of RFP expression by 2LTRZFP-GFP.  

In addition, a third-generation lentiviral vector and pCEP4 expression vector were 

used to deliver the 2LTRZFP-GFP transgene into human T-lymphocytic cells for 

production of stable cell lines in long-term expression studies. These cell lines were 

challenged with HIV-1 NL4-3. 2LTRZFP-GFP successfully inhibited viral integration 

and replication as measured by an Alu-gag qPCR and p24 antigen assay, respectively. 

These findings indicated that viral integration can be inhibited by intracellular 

immunization with 2LTRZFP-GFP indicating its potential for use in HIV gene 

therapy. 
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บทคัดยอ 

กระบวนการอินทิเกรชั่นของเอชไอว-ี1 ดีเอ็นเอ เขาสูโครโมโซมเจาบานโดยเอนไซมอินทิ
เกรส เปนข้ันตอนท่ีสําคัญในระยะแรกสําหรับการแบงตัวของไวรัส เอนไซมอินทิเกรสทําการตัดดี
เอ็นเอเปาหมายบริเวณปลายสามไพรมของแอลทีอาร เพือ่เตรียมช้ินดเีอ็นเอเขาไปเช่ือมตอกับดีเอ็น
เอเจาบาน ดังนั้นการรบกวนหรือยับยัง้ไมใหอินทิเกรสทํางานไดจงึเปนกลยุทธท่ีนาสนใจในการ
รักษาในระดับยีน ในการศกึษานี้ผูวิจัยไดใชโมเลกุลเปาหมายคือ ดีเอ็นเอบริเวณรอยตอของสอง
แอลทีอารของเช้ือไวรัสเอชไอว-ี1 เปนตนแบบในการออกแบบซิงกฟงเกอรโปรตีนท่ีจําเพาะ ซิงก
ฟงเกอรโปรตีนท่ีออกแบบจากซิงกฟงเกอรทูล มีจํานวน 6 ฟงเกอรมีช่ือวา 2LTRZFP โปรตีนนี้ถูก
เช่ือมตอกับโปรตีนท่ีเรืองแสงสีเขียว (GFP) ซ่ึงสามารถเตรียมไดจากแบคทีเรียอีโคไล และทําให
บริสุทธ์ิเพื่อใชทําการทดสอบการเขาจับกนัระหวางซิงกฟงเกอรโปรตีนและดเีอ็นเอเปาหมาย โดย
วิธีเซอรเฟสพลาสมอนเรโซแนนซ (SPR) โดยไดคาคงท่ีในการเขาจับในระดับนาโนโมลาร 
ในขณะท่ีวิธี คอมเพ็ททิทีฟเซอรเฟสพลาสมอนเรโซแนนซช้ีใหเห็นวา 2LTRZFP-GFP จับกับดีเอ็น
เอเปาหมายอยางจําเพาะ การเขาจับกันเชิงคุณภาพระหวางซิงกฟงเกอรโปรตีนและดีเอ็นเอเปาหมาย
ถูกทําการทดสอบโดยวิธีอิเล็กโตรโมบิลิตี้ชิพแอสเซ (EMSA) ผลการทดลองท่ีไดมีความสอดคลอง
กับวิธีเซอรเฟสพลาสมอนเรโซแนนซ ดังกลาว เพื่อศึกษาหนาท่ีของ 2LTRZFP-GFP ภายในเซลล 
เซลล 293T ถูกนําสงยีน 2LTRZFP-GFP โดยไวรัสเพื่อสรางเซลลท่ีมีการแสดงออกของ 2LTRZFP-
GFP อยางถาวร และทําการทาทายดวยเช้ือวีเอสว-ีจี ซูโดไทปเลนติไวรัสท่ีมีโปรตีนเรืองแสงสีแดง 
(RFP) ผลการทดลองพบวา 2LTRZFP-GFP ลดการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสงสีแดง (RFP) ได
ชัดเจน ยิง่ไปกวานั้น เลนติไวรัลเวคเตอรและพีเซ็พโฟเวคเตอรถูกนํามาใชในการนําสงยีน 
2LTRZFP-GFP เขาในเซลลเพาะเล้ียงชนิดที-ลิมโฟไซทของมนุษยเพื่อทําการสรางเซลลท่ีมีการ
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แสดงออกของ 2LTRZFP-GFP อยางถาวร เซลลเหลานี้ถูกทาทายดวยเชื้อเอชไอว-ีวนั เอ็นแอลโฟว-
ทรี พบวา  2LTRZFP-GFP ยับยั้งกระบวนการอินทิเกรชัน่และการแบงตัวของไวรัสไดสําเร็จโดยวัด
จาก Alu-gag qPCR และ p24 antigen assay ตามลําดับ การคนพบนีแ้สดงใหเห็นวากระบวนการ
อินทิเกรชั่นของไวรัสสามารถถูกยับยั้งไดโดย 2LTRZFP-GFP ในเซลล ซ่ึงแนวความคิดใหมนี้เปน
การสรางนวัตกรรมการรักษาผูติดเช้ือเอชไอวีในระดับยนีตอไปในอนาคต  

 

 


