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CyaC is an acyltransferase needed for activation of the adenylate cyclase toxin CyaA in 
Bordetella pertussis. Despite the rapidly increasing knowledge about the B. pertussis, the exact 
molecular mechanisms of the acylation and structural-function relationship of the CyaC are largely 
unknown to date. Our research group is interested in elucidating the structure and function of the 
CyaC. In this research, we investigated the possibility of expression the CyaC in vitro using a cell-
free protein synthesis system called in vitro coupled transcription/ translation. The CyaC protein 
encoding gene was obtained by PCR amplification of the B. pertussis genome, and cloned into a 
plasmid vector suitable for in vitro coupled transcription/ translation. The constructed plasmid was 
tested as the DNA template for cell-free protein synthesis and the results showed that CyaC was 
expressed as soluble protein when there was no DTT present in the in vitro coupled transcription/ 
translation system. One limitation of applying the cell-free protein synthesis in research is how to 
detect expressed protein. One of the most sensitive methods is using radioisotope-labeled amino 
acid. However, it requires special facilities and well trained personel. To overcome this limitation, 
we appended a histidine tag to CyaC protein by recombinant DNA technology. However, the 
histidine tag system did not provide good result. Therefore, we attempted to produce antibody 
fragments that bind the CyaC using phage display technology. Pre-made antibody-phage display 
libraries, Tomlinson I and J, were panned and anti-CyaC scFvs with high affinity were obtained. 
Those anti-CyaC-scFvs are not only useful for CyaC detection, but also for therapeutic use if 
needed. 
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CyaC เปนเอนไซมสําคัญทีท่ําหนาที่เติมหมูเอซิลใหสารพิษ CyaA ในเชื้อกอโรคไอกรน แมความรู
และวทิยาการเกี่ยวกับเชื้อไอกรนจะกาวหนาไปมาก แตโครงสรางและกลไกการทํางานของเอนไซม CyaC 
น้ันยังไมเปนที่ทราบแนชัด กลุมวิจัยของเราจึงมีความสนใจศึกษาเกี่ยวกับโครงสรางและหนาที่ของเอนไซม 
CyaC ในงานวิจัยชิ้นน้ีทางกลุมวิจัยไดศึกษาและทดสอบความเปนไปไดที่จะประยุกตใชระบบการสังเคราะห
โปรตีนในหลอดทดลองโดยไมใชเซลลชนิดควบการถอดรหัสและแปลรหัสเพื่อการสังเคราะหเอนไซม CyaC 
โดยเริ่มดวยการโคลนยีนของ CyaC จากเชื้อไอกรนที่แยกไดในประเทศไทยเขาสูพลาสมิดทีเ่ปนเวกเตอรที่
เหมาะสมสําหรับการสังเคราะหโปรตีนในหลอดทดลอง โดยไมใชเซลลชนิดควบการถอดรหัสและแปลรหัส 
เม่ือนําพลาสมิดที่ไดมาทําการทดสอบพบวาเราสามารถสังเคราะหเอนไซม CyaC ไดดวยระบบการ
สังเคราะหโปรตีนในหลอดทดลองโดยไมใชเซลลชนิดควบการถอดรหัสและแปลรหัส อยางไรก็ตาม เรา
พบวาปริมาณของ DTT ในปฏิกิริยาจะมีผลตอการละลายของเอนไซม CyaC ที่ถูกสังเคราะหขึ้น ขอจํากัด
หน่ึงของการศึกษาการสังเคราะหโปรตีนในหลอดทดลองโดยไมใชเซลลคือ ทําอยางไรจึงจะตรวจสอบโปรตนี
ที่ถูกสังเคราะหขึ้นได วิธีทีมี่ความไวสูงสดุคือการติดฉลากกรดอะมิโนดวยสารกัมมันตรังสี อยางไรก็ตามการ
ใชสารกัมมันตภาพรงัสีตองอาศัยหองและเครื่องมือจําเพาะและบคุคลากรที่ไดรับการอบรมพิเศษเพื่อปองกัน
อันตราย เพ่ือแกปญหานี้เราไดทดสอบการติด histidine-tag เขากับเอนไซม CyaC เพ่ือใชสําหรับการ
ติดตามการสังเคราะหเอนไซม CyaC อยางไรก็ตาม เม่ือทดสอบแลวพบวาวิธีน้ีไมไดผลที่ดี เราจึงไดทําการ
พัฒนาแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนไซม CyaC ดวยเทคนิคฟาจดิสเพลย  โดยทําการคัดเลือกแอนติบอดีจาก
ไลบรารี Tomlinson I และ J ไดแอนติบอดีที่มีสัมภัคภาพสูงตอเอนไซม CyaC แอนติบอดีที่ไดจะเปน
ประโยชนสําหรับการศึกษาวิจัยเอนไซม CyaC และสามารถนําไปพัฒนาเพื่อการรักษาโรคไอกรนอีกดวย 
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