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งานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงคเพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงรางของสวน RTX ของ Bordetella 

pertussis Adenylate Cyclase Toxin เม่ือจับกับแคลเซียม โดยไดเตรียมคลังของ Naive scFv 
phage antibody เพ่ือนําไปใชคัดเลือกหา antibodies ที่สามารถจับกับ RTX subdomain ในอนาคต
ตอไป โปรตีนขนาด 100 KDa ของ CyaA-RTX ซ่ึงมีบริเวณที่จับกบัแคลเซยีมอยูไดถูกแสดงออกใน 
E. coli ไดรูปแบบทีล่ะลายน้ําได และพบวาไวตอการถูกยอยสลายโดยเอนไซมโปรติเอสได การใช
แคลเซียมในปริมาณระดับมิลลิโมลาร สามารถชวยยับยั้งการถูกทําลายไดดีกวาการใชตัวยบัยั้ง
เอนไซมโปรติเอส นอกจากนี้ผลของแคลเซียมยังแปรผันตามความเขมขน แสดงใหเห็นถึงบทบาท
ของแคลเซียมตอความคงตวัของโครงสรางของโปรตีน จากแบบแผนของแถบโปรตีนที่ถูกยอยสลาย
ได เปนไปไดวาโปรตีน RTX subdomain น้ีอาจมีความสามารถในการยอยสลายตวัเอง ซ่ึงยังคง
ตองไดรับการศึกษาเพิ่มเตมิวาจะเปนลักษณะของ Zn metalloprotease หรือไม การศึกษาตอไปใน
อนาคตในดานโครงสรางสามามิติ หรือการใชฟาจ-แอนติบอดีในการศึกษาการเปลี่ยนแปลง
โครงสราง นาจะใหขอมูลเชิงลึกมากขึ้นเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางโครงสรางและการทํางานของ
โปรตีน CyaA หรือ ACT ได 
 
คําหลัก : Adenylate cyclase toxin, Bordetella pertussis, RTX, Proteolytic degradation, Phage 
antibody
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Abstract 
 

Project Code: MRG4880109 
Project Title: Studies on Calcium-dependent Conformational Change of the Nonapeptide 
Repeats Domain of the Bordetella pertussis Adenylate Cyclase Toxin 
Investigator: Sarawut N. Nukoolkarn, Faculty of Pharmacy, Silpakorn University 
E-mail Address: nsarawut@yahoo.com 
Project Period: 2 years 
 

This project aims to study the structural change of the RTX domain of the B. pertussis 
Adenylate Cyclase Toxin upon calcium binding. Naïve Single chain variable fragment (scFv) 
phage antibodies were generated. These antibodies will be a valuable tool to study the 
detailed calcium-dependent conformational change of the ACT. A 100-kDa RTX (Repeat-in-
ToXin) fragment (CyaA-RTX) containing a number of putative calcium-binding repeats was 
expressed as a soluble form in a protease-deficient E. coli strain BL21(DE3)pLysS, was found 
to be highly sensitive to proteolytic degradation. The addition of calcium ions in a millimolar 
range into the CyaA-RTX preparation could significantly prevent the degradation when 
compared to certain protease inhibitors. Moreover, levels of proteolytic degradation were 
dependent on calcium concentrations, implying an important role for calcium-binding sites in 
the RTX subdomain for structural stability. Patterns of protease-resistant fragments of the 
purified RTX protein suggest the possibility that the 100-kDa RTX subdomain contains an 
autocleavage activity. At this stage, it remains a challenge for experimental approaches to 
prove whether the CyaA-RTX protein is a Zn metalloprotease. X-ray crystallography of the 
protein or epitope mapping by phage display technology would pave the way to an 
understanding of the detailed mechanisms of CyaA in terms of structure-function relationship. 

  
Keywords : Adenylate cyclase toxin, Bordetella pertussis, RTX, Proteolytic degradation, 
Phage antibody 
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บทนํา 

Bordetella pertussis เปนเชื้อแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคไอกรน (whooping cough) ซ่ึงเปนโรค

ทางระบบทางเดินหายใจแบบเฉียบพลันทีร่ายแรงหากเกิดในเด็ก แมวาจะมีการใหวัคซีนปองกันแลวใน

ปจจุบัน แตก็ยังพบการระบาดในหลายๆประเทศ ทําใหมีผูเสียชวีิตแลวประมาณ 285,000 รายในป ค.ศ. 

2001.  Adenylate cyclase toxin (ACT หรือ CyaA) ซ่ึงสรางและหลั่งออกมาจากเชื้อ B. pertussis มี

บทบาทสําคญัในชวงแรกของการเกิด respiratory tract colonization (Paccani et al., 2008)  โดย

โปรตีนนี้ประกอบไปดวยกรดอะมิโนทั้งสิ้น 1706 ตัวและแสดงฤทธิ์ไดสองชนิดอยางเปนอิสระตอกันจาก

การศึกษาในหลอดทดลอง คือ adenylate cyclase (AC) และ Pore forming (PF) หรือ haemolysin 

(Hly) (Guo et al., 2005; Powthongchin and Angsuthanasombat, 2008) สวนของ catalytic AC 

domain จะอยูในชวงกรดอะมิโน 400 แรกจากปลาย N-terminal ในขณะที่กรดมิโนที่เหลืออีก 1306 ตัว

จะเปนสวนของ PF ซ่ึงประกอบดวยสวนของ hydrophobic region (residues 500–700) ซ่ึงมีโครงสราง

ของ five putative alpha helices (Powthongchin and Angsuthanasombat, 2009), สวนของ fatty-

acylation site (Lys983), สวนของ calcium-binding Gly-Asp-rich repeat (RTX) region (residues 

1,000–1,600) ซ่ึงประกอบไปดวย five blocks of the tandem repeats และสวนปลาย  C-terminal อีก 

106 กรดอะมิโนซึ่งมี secretion signal (Vojtova et al., 2005) ดังแสดงในรูปที่ 1 

 

 

รูปที่ 1 องคประกอบของ Adenylate cyclase toxin 

สวนของ PF จําเปนตอการนําสงสวนของ acylated catalytic domain เขาไปสูภายในของเซลล 

หลังจากนั้นจะไปจับกับ calmodulin และสราง cAMP จาก ATP ภายในเซลล เรียกขบวนการนีว้า 

intoxication โปรตีนสวน haemolytic จะมีโครงสรางที่เปนเอกลักษณที่เรียกวา RTX (Repeat in ToXin) 

ซ่ึงประกอบไปดวยกรดอะมิโน 9 ตัวทีมี่แบบแผนเฉพาะ (tandem repeated nonapeptides) คือ Gly-

Gly-X-Gly-X-Asp-X-U-X (X=กรดอะมิโนใดๆ, U=กรดอะมิโนชนิด hydrophobic ขนาดใหญ เชน Leu, 
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Ile เปนตน) ซ่ึงเปนสวนสําคัญในการจับกับแคลเซยีม (Bauche et al., 2006) ซ่ึงเปนกลุมของสารพิษที่

พบในแบคที่เรีย ซ่ึงมีตัวตนแบบคือ Escherichia coli α-haemolysin 

CyaA จะถูกสังเคราะหขึ้นเปน protoxin กอน แลวเกิดขบวนการ palmitoylation ที่กรดอะมิ

โนไลซีนตําแหนงที่ 983 โดยอาศัยการทํางานของ CyaC acyltransferase (Hackett et al., 1994) ซ่ึง

ชวยทําใหโปรตีนเพ่ิมการจับกับเซลลเปาหมายไดมากขึ้น (El-Azami-El-Idrissi et al., 2003), ชวยใน

การนําสงสวน AC เขาสูเซลล (Hewlett et al., 2006) และจําเปนตอการเกิด haemolytic activity ของ

สวน CyaA-PF (Powthongchin and Angsuthanasombat, 2008) มีรายงานวาสวน AC ของ CyaA 

สามารถเขาสูภายในเซลลทดลอง CHO ที่มี CD11b+ และอาศัยการกระตุนจาก calmodulin ทําใหมีการ

สราง cAMP มากขึ้นจนกอใหเกิดพยาธิสภาพ (Guermonprez et al., 2001; Guo et al., 2005) ซ่ึง

นําไปสูการตายของเซลลแบบ apoptosis โปรตีนสวนของ PF (CyaA-PF) ซ่ึงประกอบไปดวย alpha 

helices ที่มีแบบแผนเฉพาะจํานวน  5 สวน สามารถทําใหเม็ดเลือดแดงแกะแตกได (Powthongchin 

and Angsuthanasombat, 2009) และสามารถทําใหเกิดรูร่ัวชนิด cation-selective ในการทดสอบกับ 

unilamellar vesicles (Fiser et al., 2009) 

การที่ CyaA ซ่ึงสามารถละลายน้ําได แตกลับสามารถทําหนาที่เสมือนรทูี่แทรกผานชั้นของเซลล

เมมเบรนในการนําสงสวนของ AC เขาไปในเซลลไดน้ัน แสดงวา CyaA จะตองสามารถเปลีย่นแปลง

โครงสรางในการที่จะนําสวนที่ไมชอบนํ้าแทรกผานชั้นของเซลลเมมเบรน ซ่ึงปรกติแลวจะถูกซอนไว

ภายในของโครงสรางเม่ือโปรตีนถูกสรางขึน้มาใหมๆ เคยมีรายงานวา CyaA มีบริเวณที่สามารถจับกับ

แคลเซียมไดประมาณ 30 ตําแหนงซ่ึงอยูในบริเวณของ RTX (Bauche et al., 2006) การจับกับ

แคลเซียมยังจําเปนสําหรับการจับกับตวัรับบนผวิเซลลดวย (Guermonprez et al., 2001) ตลอดจนการ

นําสงสวน AC เขาสูภายในเซลล (Gentile et al., 1988; Rose et al., 1995) ซ่ึงผลของแคลเซียมจะ

หายไป เม่ือมีการนําสวนของ RTX repeats ออกไปจาก CyaA อยางไรก็ตาม แมวาจะมีการศึกษาถึง

กลไกการทํางานของ CyaA มากมาย แตก็ยังไมสามารถอธิบายกลไกไดวา RTX toxins สามารถแทรก

เขาผานชั้นของเซลลเมมเบรนไดอยางไร ซ่ึงในกรณีของ CyaA ยังไมสามารถอธิบายไดวา สวนของ AC 

สามารถแทรกผานเซลลเมมเบรนเขาสูภายในเซลลไดอยางไร  

จากความกาวหนาของเทคโนโลยดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA technology) และ

เทคโนโลยีชวีภาพ (biotechnology) นักวิทยาศาสตรไดพัฒนาเทคโนโลยีการนําโปรตีนหรือพอลเีปป

ไทดที่สนใจมาแสดงออกบนผิวของอนุภาคฟาจ (phage) ที่เรียกวาฟาจดิสเพลย (phage display) ขึ้น 

(Smith, 1985) เม่ือโปรตีนที่นํามาแสดงออกบนผิวของฟาจนั้นเปนแอนติบอดี หรือชิ้นสวนของ
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แอนติบอดีที่จับแอนติเจน อาจจะเรียกเทคนิคนั้นวา แอนติบอดีฟาจดิสเพลย (antibody-phage display) 

การนําชิ้นสวนของแอนติบอดีที่ทําหนาที่จับกับแอนติเจน อาจจะเปน ScFv หรือ Fab มาแสดงออกที่ผิว

ของอนุภาคฟาจ ทําไดโดยการนํายีนของชิ้นสวนของแอนติบอดีดังกลาวไปเชื่อมตอกับยีนที่เปนรหัสของ

โปรตีนผิวฟาจ (phage surface protein) เม่ือเกิดการแสดงออกของจีโนมของฟาจดังกลาว ก็จะได

อนุภาคฟาจที่มีชิ้นสวนของแอนติบอดีแสดงออกอยูบนผิว ดังน้ันอนุภาคฟาจหนึ่งๆจึงทําหนาที่เปน

พาหะที่แสดงออกแอนตบิอดีชนิดหนึ่งที่ผิวอนุภาค พรอมทั้งเก็บยีนของชิ้นสวนแอนติบอดีดังกลาวไว

ภายในอนุภาค เปรียบเสมือนเซลลลมิโฟซัยตที่มีแอนติบอดีแสดงออกอยูที่ผิว อนุภาคฟาจหนึ่งๆ

สามารถเพิ่มจํานวนไดมากมายภายในชวงเวลาไมกี่ชัว่โมง 

จากหลักการดังกลาวเมื่อเรานํายีนของแอนติบอดีหลากชนิดจากมนุษย (human antibody gene 

pool) มาสรางเปนอนุภาคฟาจ เราจะไดคลังอนุภาคฟาจจํานวนมากที่มีแอนติบอดีมนุษยแสดงออกอยูที่

ผิว (antibody phage library) ซ่ึงสามารถใชเปนแหลงสําหรับการคัดเลือกหาแอนติบอดีที่ตองการ ซ่ึง

คลังแอนติบอดีที่ดีตองมีขนาดใหญ มีความหลากหลายคือมีสมาชิก(แอนติบอดี)ในคลังมาก เทคนิค

แอนติบอดีฟาจดิสเพลยน้ีทาํใหกระบวนการวิจัยและพฒันาโมโนโคลนัลแอนตบิอดีเปนไปอยางรวดเร็ว 

และมีประสิทธิภาพสูง โดยสามารถคัดเลือกแอนติบอดีจากคลังไดในระดับ 109 clones หรือมากกวา

ภายในเวลา 1-2 สัปดาห ซ่ึงรวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูงกวาการใชเทคโนโลยไีฮบริโดมา 

Naïve library ถูกสรางขึ้นจากแหลงแอนติบอดียีนทีย่ังไมถูกกระตุน หรือ primary repertoire 

ดังน้ัน หากกระบวนการสรางคลังแอนติบอดีทําไดสมบูรณ เทากับวาเราสามารถจําลองเอาแอนติบอดีที่มี

ทั้งหมดใน dornor มาไวในคลัง และเราสามารถใชคลังแอนติบอดีดังกลาวเพื่อคดัเลือกหาแอนติบอดีตอ

แอนติเจนใดๆก็ได (single-pot library หรือ universal library) เหมือนในธรรมชาติที่รางกายพรอมที่จะ

สรางแอนติบอดีตอแอนติเจนทุกชนิด เม่ือใชการคัดเลือก naïve library รวมกับเทคนคิการทํา affinity 

maturation ในหลอดทดลอง ซ่ึงเปนการจําลองกระบวนการในธรรมชาติ ก็จะไดแอนติบอดีที่มีสัมภัค

ภาพสูงตอแอนติเจนเปาหมาย ดังน้ัน naïve library จึงมีขอดีคือคลังแอนติบอดีที่สรางขึ้นสามารถใช

สําหรับการคดัเลือกแอนติบอดีตอแอนติเจนไมจํากัดชนิด และสามารถเก็บรักษาไวเพ่ือใชงานไดอยางไม

มีกําหนดเวลา นอกจากนั้น naïve library ยังสามารถใชไดกับแอนติเจนที่ไมสามารถทําการกระตุน

ภูมิคุมกันไดเชน human self-antigen และสารพิษตางๆ (Sheets et al., 1998) 

 ในการศึกษานี้ โปรตีนเฉพาะสวน RTX ไดถูกแสดงออกเพื่อใชในการศึกษาผลของแคลเซียมตอ

โครงสรางและการทํางานของ CyaA ซ่ึงพบวาสามารถละลายไดดีซ่ึงนาจะแสดงถึงการมีโครงสรางแบบ

ธรรมชาติด้ังเดิม (native form) แอนติบอดีชนิด monoclonal scFv ที่สามารถจบัแบบเฉพาะเจาะจงกับ
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โปรตีนสวน CyaA-RTX ของ B. pertussis ไดถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือใชในการศึกษาการเปลี่ยนแปลง

โครงสรางของโปรตีนเม่ือมีการจับกับแคลเซียมตอไป ซ่ึงสามารถนําไปสูการอธิบายโครงสรางและการ

ทํางานของ CyaA ได นอกจากนี้ แอนติบอดีที่ไดยงัสามารถนําไปใชในการศึกษาเพื่อการรักษา หรือ

พัฒนาเปนวัคซีนตอไปได 

พบวาโปรตีนสวน CyaA-RTX เกิด proteolytic ได ซ่ึงโดยการทดสอบความไวตอการถูกยอย

ดวยเอนไซมโปรติเอส และการหาลําดับกรดอะมิโนดานปลาย เอ็น แสดงใหเห็นวา โปรตีนสวน CyaA-

RTX ไวตอการเกิด proteolytic degradation และพบวาแคลเซียมชวยเพ่ิมความคงตัวไดโดยมี

ความสัมพันธกับความเขมขน 
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วิธีการทดลอง 

1. Generation of nonimmune phage scFv antibody display libraries  
1.1. การเตรียม RNA จาก peripheral blood lymphocyte 

นําเลือดสวน Buffy coat จากผูบริจาคทีมี่สุขภาพดีจํานวน 10 คนมาปนเพ่ือแยกแม็ดเลือดขาว 
จากนั้นทําการสกัด RNA ดวยชุดสกัดชนดิคอลัมน (QIAamp RNA Blood Mini Kit) โดยทําการสกัด 
RNA จากผูบริจาคแตละรายแยกกัน วัดปริมาณ RNA ที่เตรียมไดจากผูบริจาคแตละรายดวยเทคนดิ
การวัดการดูดกลืนแสง เพ่ือตรวจสอบคุณภาพ RNA และยืนยันดวย 1% agarose gel อีกครั้งกอน
นํามารวมกันเปน Pooled RNA  

 
1.2. การเพิ่มจํานวนยีน VH และ VL โดย PCR 

ทําการสังเคราะห cDNA จาก RNA ของผูบริจาคแตละรายดวยวิธี reverse transcription 
(SuperScriptTM First-strand Synthesis System) โดยใช primers ที่จําเพาะเจาะจงกับยีนสวนคงที ่
(constant region) ของ antibodies สวน Heavy chain และ Light chain แยกกนั ดังแสดงในรูปที่ 2 

 

 
รูปที่ 2 การเพิ่มจํานวนยีน VH และ VL โดย PCR โดยใช primers ที่จําเพาะเจาะจงกับยีนสวนคงที่ 

 
จากนั้นนํา cDNA ที่ไดมาใชเปน template สําหรับการเพิ่มจํานวนยีน VH และ VL ดวยเทคนคิ 

PCR (Biometra, Lab Focus) โดยใช primers ที่จําเพาะตอยีนของ VH และ VL ชนิดตางๆที่พบใน
มนุษย ซ่ึงลําดับเบสของ primers ที่จะใชน้ันสาสามรถสืบคนไดจากฐานขอมูลแอนติบอดีใน internet 
และรายงานการวิจัยเกี่ยวกบัการแบงกลุม (class and subclass) ของแอนติบอดีมนุษย (Loset et 
al., 2005; Barbas et. al, 2001) ทําการเพิ่มจํานวนยีน VH และ VL คลาสตางๆแยกกัน ดังแสดงใน
รูปที่ 3 

 

 
รูปที่ 3 การเพิ่มจํานวนยีน VH และ VL ดวยเทคนคิ PCR โดยใช primers ที่จําเพาะตอยีนของ VH 
และ VL 
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จากนั้นทําการแยกยีน VH และ VL คลาสตางๆใหบริสทุธิ์ดวยวธิี 1.2% agarose 
electrophoresis แลวแยกชิ้น DNA ออกจากเจล (HiYield Gel/PCR DNA Fragments Extraction 
Kit) แลวทําการวัดปริมาณดวยวธิีการวัดการดูดกลืนแสง เตรียม VH gene pool และ VL gene pool 
โดยนํายีน VH คลาสตางๆ และ VL คลาสตางในปริมาณที่เทากันมาผสมกัน 

 
1.3. การเชื่อม VH กับ VL ดวย DNA linker โดยเทคนิค PCR เพ่ือสราง ScFv genes 

เชื่อมยีนของ VH และ VL เขาดวยกันดวย DNA linker โดยเทคนิค overlapping extension 
PCR เพ่ือสรางยีนของ ScFv (VH-linker-VL) โดยใชชิ้นสวน DNA ตางๆ (VH, VL และ linker) ใน

อัตราสวนจํานวนโมเลกุลที่เทากัน (1:1:1) ใหได scFv gene repertoires จํานวน 4 คือ VHμ -Vκ  , 

VHμ -Vλ , VHγ -Vκ  และ VHγ -Vλ จากนั้นทําการเพิ่มจํานวนยีนของ ScFv ดวย primer ที่มีการ
ออกแบบเพื่อเติม enzyme restriction site เขาที่ปลายทั้งสองขางของยีนสําหรับการโคลนนิ่งเขาสู
ฟาจมิดเว็คเตอร (pComb3X) ตอไป 

 

1.4.  การโคลน ScFv repertoires เขาสู phagemid vector 
เชื่อมยีนของ VH และ VL เขาดวยกันดวย DNA linker โดยเทคนิค overlapping extension 

PCR จากนั้นทําการโคลนชิน้สวนดีเอ็นเอที่ไดเขาสูฟาจมิดเว็คเตอรโดย restriction / ligation แลว
ทําการสง recombinant phagemid เขาสู E. coli XL1Blue ดวยเทคนคิ electroporation  

 

1.5. การสรางคลังแอนติบอดีที่แสดงออกอยูบนผิวฟาจ 
ทําการเพิ่มจํานวน E.coli XL1Blue ที่รับเอา recombinant phagemid เขาไปโดยการเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ และบมภายใตอุณหภูมิที่เหมาะสม เม่ือเชื้อเจริญไดขนาดจึงเติมฟาจผูชวยลงไป ใน
ขั้นตอนนี้ตองอาศัยยาปฏชิวีนะในการควบคุมใหเฉพาะเชื้อที่มี recombinant phagemid พรอมกับ
การถูก infect ดวยฟาจผูชวยเทานั้นที่จะเจริญไดในระบบ เม่ือบมเชื้อตอไปเชื้อจะสรางโปรตีนชนิด
ตางๆของฟาจ รวมทั้ง recombinant antibody และเกิดการสรางอนุภาคฟาจที่มีแอนติบอดี
แสดงออกอยูที่ผิวจํานวนมากออกมาสูอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นจึงทําการปนเกบ็ฟาจที่มีแอนติบอดี
แสดงออกอยูที่ผิวดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง ฟาจ-แอนติบอดีที่รวบรวมไดถือเปนคลังแอนติบอดีที่พรอม
สําหรับการคดัเลือกหาแอนตบิอดีที่ตองการ หรือเพ่ือเก็บรักษาไวสาํหรับการใชงานในอนาคต 

 
2. การเตรียมโปรตีนสวน glycine/aspartate-rich nonapeptide repeats (CyaA-RTX subdomain) 

2.1.  การเตรียมดีเอ็นเอสวน RTX subdomain  
ทําการสรางจุดตัดของ Nde I restriction enzyme ดวยวธิ ี PCR-based mutagenesis 

(QuikChange Mutagenesis Kit) ในตาํแหนงกอนหนาสวน RTX subdomain (amino acids 751-
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1706) จาก pT-CyaA plasmid ที่มีสวนของ Haemolysin domain ของ ACT ตดัดวย Nde I แลว 
relegation เพ่ือสราง pRTX ที่มีสวนของ RTX subdomain ทําการยืนยันดวยการหาลําดบัเบส 
กอนที่จะยาย pRTX จาก E. coli JM109 เขาไปใน E. coli BL21(DE3) pLysS เพ่ือใชในการ
แสดงออกโปรตีน  

 
2.2. การแสดงออกโปรตีน 

ทําการแสดงออกโปรตีนโดยการบม E. coli BL21(DE3)pLysS ที่มีพลาสมิด pCyaA-RTX ที่ 
37°C จนกระทั่งมีความหนาแนนของเซลลที่ OD600 ประมาณ 0.4-0.5 จึงเหนี่ยวนําการแสดงออก
ดวย IPTG แลวบมเชื้อและเขยาตออีก 3 ชั่วโมง ปนแยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อกอนกระจาย
เซลลใน 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) ทีมี่ CaCl2 1 mM แลวทําใหเซลลแตกดวย French Pressure 
Cell แลวปนแยกเอาสวนตะกอน และ supernatant มาตรวจสอบการแสดงออกโดย SDS-PAGE 

 
2.3. การทําใหบริสทุธิ์เพ่ือใชเปน antigen 

สวน Supernatant ที่มีโปรตีน CyaA-RTX subdomain ถูกตรวจสอบอีกครั้งดวย SDS-PAGE 
และการวเิคราะหดวย Western blot การทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค anion-exchange FPLC 
system (5-ml HitrapQ HP และ 1-ml Mono Q, Amersham Biosciences) column โดยใช 50 mM 
Tris-HCl (pH 8.0) ที่มี CaCl2 1 mM เปน Buffer A และใช Buffer A ที่มี 1 M NaCl ในการชะลาง
โปรตีนออกจาก column แบบ segmented gradient ทําการเก็บ Eluted fractions ในขนาด 1 
มิลลิลติร ทําการตรวจสอบหาโปรตีนเปาหมายดวยวิธี SDS-PAGE 

Fraction ที่มีโปรตีน CyaA-RTX protein จากการผาน column ในแตละครั้งจะถูกนํามารวมกัน 
แลวทําใหเขมขนขึ้นโดยการใช membrane spin column (Microcon YM-10, Millipore) กอนทําให
บริสุทธิใ์นขั้นตอนสุดทายดวยวธิี gel filtration (Superose 12 10/300 GL) โดยใช 50 mM Tris-HCl 
(pH 8.0) ที่มี CaCl2 1 mM เปน Buffer ทําการเก็บ Eluted fractions ในขนาด 0.5 มิลลิลติร ทาํการ
ตรวจสอบหาโปรตีนเปาหมายดวยวธิี SDS-PAGE และ Western blotting 

  
3. การคัดเลือก phage antibodies ที่จําเพาะเจาะจงกับ RTX subdomain โดย biopanning และ 

phage ELISA 
ทําการ immobilize โปรตีน RTX subdomain ที่ทําใหบริสุทธิบ์น immunotube จากนั้นทําการ

บมคลังแอนตบิอดี Human Single Fold scFv Libraries I + J ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก MRC 
HGMP Resource Centre กับ immobilized โปรตีน RTX subdomain เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลาง
เอาฟาจ-แอนติบดีที่ไมจับกบัแอนติเจนออกไป ทําการ elute เอาฟาจ-แอนติบอดีที่จับกับแอนติเจน
ออกมาดวยสารละลายที่ทําลายแรงยึดเกาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี นําฟาจ-แอนติบอดีที่ได
ไปทําการ infect เชื้อ E. coli พรอมกับฟาจผูชวย เพ่ือเพ่ิมจํานวนฟาจ-แอนติบอดี นําฟาจ-
แอนติบอดีที่เตรียมไดไปผานการคัดเลือกรอบตอไป เม่ือทําการคัดเลือกไปประมาณ 4-5 รอบ จะได
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ฟาจ-แอนติบอดีที่มีสัมภัคภาพสูงตอโปรตีน RTX subdomain ทําการคัดกรองฟาจ-แอนติบอดีดวย
วิธี polyclonal phage ELISA 

 
4. การทดสอบการยอยโปรตีน RTX subdomain ดวยเอนไซมโปรติเอสและผลของแคลเซียม 

เพ่ือทดสอบผลของตวัยับยัง้เอนไซมโปรติเอส cell lysates ที่ใชในการแสดงออกโปรตีน CyaA-
RTX protein ถูกแบงและบมขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส คูกับสารตางๆ ดังน้ี 0.5 mM/ 100 
mM EDTA, 1, 10-phenanthroline, 1 mM PMSF, 10 μg/ml pepstatin, 10 μg/ml leupeptin, 10 
μg/ml aprotinin, 2 mM CaCl2 หรือ 2 mM MgCl2 ผลของแคลเซียมที่ความเขมขนตางๆจะถูก
ตรวจสอบโดยการบมโปรตีนที่ทําใหบรสิุทธิ์แลวที่อุณหภูมิตางๆ และตรวจสอบโดย SDS-PAGE 

 
5. N-terminal amino acid sequencing 

โปรตีนที่ถูกแยกโดย 10% SDS-PAGE จะถูกยายไปบน polyvinylidene difluoride membrane 
(Immobilon-P, Millipore) และยอมโดย Coomassie-blue แถบของโปรตีนจะถูกตัดออกไปเพื่อทํา
การวิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนดานปลายเอ็น (ABI 491 automated protein sequencer,  
Proteome Factory, Germany) 
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ผลการทดลองและบทวิจารณ 

การสราง nonimmune phage scFv antibody display libraries และคัดเลอืก phage antibodies 
ที่จําเพาะเจาะจงกับ RTX subdomain 

ยีนของ VH  และ VL สามารถเพิ่มจํานวนไดจาก 1st  stand cDNA ที่ไดมาจากการทํา reverse 
transcription ของ mRNA จากเลือดผูบริจาค 10 ราย โดยเกิดแถบ DNA ระหวาง 300-400 คูเบส ซ่ึง
ใกลเคยีงกับ ขนาดของยีนที่เคยมีรายงานไว (Marks et al., 1991) (รูปที่ 4, lane 2 และ 3) จากการ
เชื่อมตอ VH gene กับ VL gene เขาดวยกันโดยใช linker น้ัน ได scFv ที่ขนาดประมาณ 700-800 bp 
ซ่ึง scFv เชือ่มตอกันแลว จะเปนแถบที่มีขนาด 700-800 bp (รูปที่ 4, lane 4) ทําการโคลนชิ้นสวน 
scFv ที่ไดเขาสูฟาจมิดเว็คเตอรโดย restriction / ligation แลวทําการสง recombinant phagemid เขาสู 
E. coli XL1Blue ดวยเทคนคิ electroporation และบมภายใตอุณหภูมิที่เหมาะสม เม่ือเชื้อเจริญไดขนาด
จึงเติมฟาจผูชวยลงไป ทําการปนเก็บฟาจที่มีแอนติบอดีแสดงออกอยูที่ผิวดวยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง ฟาจ-
แอนติบอดีที่รวบรวมไดถือเปนคลังแอนตบิอดีที่พรอมสําหรับการคัดเลือกหาแอนติบอดีที่ตองการ หรือ
เพ่ือเก็บรักษาไวสําหรับการใชงานในอนาคต 

  

 

รูปที่ 4 Agarose gel electrophoresis เพ่ือวิเคราหผลผลิตจากขบวนการ PCR ของ VH, VL และ scFv. 

Lane 1 100-bp ladder marker; Lane 2 VH; Lane 3 VL และ Lane 4 scFv 

อยางไรก็ตามคลังฟาจ-แอนติบอดีที่เตรียมไดยังมีความหลากหลายไมมากพอ โดยมีฟาจนอยกวา 
109 ตอมิลลิลติร ดังน้ันในการคัดเลือก phage antibodies ที่จําเพาะเจาะจงกับ RTX subdomain น้ัน จึง
ใชคลังแอนตบิอดี Human Single Fold scFv Libraries I + J  โดยไดรับความอนุเคราะหจาก MRC 
HGMP Resource Centre ซ่ึงมีความหลากหลายมากกวา โดยวิธี biopanning บน immunotube 
จํานวน 4-5 รอบ และคัดเลอืกฟาจโดยวิธี phage ELISA ดังแสดงในรูปที่ 5 
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รูปที่ 5 polyclonal phage ELISA ที่มีความสามารถจับกับโปรตีน RTX-subdomain 

 

 
 

รูปที่ 6 แสดง cell lysate expression profile ของ RTX subdomain ใน E. coli สายพันธุ 

BL21(DE3)pLysS ที่ 0 ถึง 3 ชั่วโมง เม่ือไมมีการเหน่ียวนํา และมีการเหนี่ยวนําดวย IPTG (10% SDS-

PAGE, 100 Volts, Coomassie staining) 

การแสดงออกของโปรตีน RTX-subdomain และการทําใหบริสุทธ์ิ 

ดีเอ็นเอสายผสม pCyaA-RTX ที่มียีนขนาด 2.8 กิโลเบสซึ่งมีรหัสสําหรับ RTX subdomain ของ 
CyaA (ลําดับกรดอะมิโนที่ 751-1706) ไดถูกสรางขึ้น เม่ือนําไปแสดงออกใน E. coli สายพันธุ 
BL21(DE3)pLysS ผาน T7 promoter โดยการเหนี่ยวนําของ IPTG จะไดโปรตีน subdomain fragment 
ทีมีขนาดจากการคํานวณประมาณ 100 KDa (calculated molecular mass = 99,895.67 Da) ใน
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ปริมาณมาก และสามารถละลายไดดี ดังแสดงในรูปที ่ 6 หากถอดรหัสจากยีนโดยเริ่มจาก ATG start 
codon โปรตนี RTX subdomain ที่ไดมีกรดอะมิโนตัวแรกคือ Ala751 ซ่ึงตรงกับการหาลําดับกรดอะมิ
โนจากปลายเอ็น ในตารางที่ 1 คือ  Ala-Asn-Ser-Asp-Gly- นอกจากนี้ โปรตีนที่แสดงออกไดยังสามารถ
ยืนยันโดยผลของ Western Blot ที่ทําปฏกิริยากับ anti-RTX mAb 9D4 ดวย 

พบวาโปรตีน CyaA-RTX ที่มีขนาด 100 KDa มีระดับของการแสดงออกที่สูงกวาโปรตีน CyaA-PF 
(haemolysin domain) ซ่ึงที่มีขนาด 126 KDa ซ่ึงพบไดเชนเดียวกันกับโปรตนี murine endogenous 
retroviral transmembrane envelope ซ่ึงมีการเอาสวน hydrophobic transmembrane domain ออกไป
ทําใหมีการแสดงออกที่เพ่ิมมากขึ้นอยางมาก (Kim et al., 1999) นอกจากนี้ โปรตีน CyaA-RTX ยังคง
สามารถแสดงออกไดในรูปแบบทีล่ะลายได ซ่ึงอาจจะอนุมานไดวามีโครงสรางใกลเคียงกับรูปแบบดั้งเดิม
ในธรรมชาติ (a native-folded conformation) และเปนไปไดวาโครงสรางสวน hydrophobic helices 
ไมไดมีสวนเกีย่วของกับโครงสราง RTX subdomain ของ CyaA 

 

A)  B)   

 C)  

รูปที่ 7 FPLC Chromatogram ของการทําใหโปรตีน CyaA-RTX บริสุทธิ์ A) Hitrap HP, 5 mL B) Mono 

Q, 1 mL C) Superose GL 
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โปรตีน RTX subdomain ของ CyaA ที่อยูใน cell lysate ถูกทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี FPLC ใน
สารละลายที่มี 1 mM CaCl2 โดยใชเทคนิค Anion exchange chromatography โดยใช Hitrap Q และ 
Mono Q เพ่ือเพ่ิม resolution ในการแยก และ gel filtration โดยใช Superose 12 10/300 GL ซ่ึง 
profile ในการแยกแสดงในรูปที่ 7 และ pooled fraction ที่มีโปรตีน CyaA-RTX จาก column ตางๆ ได
ถูกวิเคราะหโดย SDS-PAGE ยอมดวย Coomassie blue และ Silver staining แสดงในรูปที่ 8 

 

 
 

รูปที่ 8 10% SDS-PAGE แสดง pooled fraction ของ CyaA-RTX ที่ไดจาก FPLC โดย Hitrap Q HP 
(lane 3), Mono Q (lane 2), และ Superose 12 (lane 1) เทียบกบั cell lysate (lane 4) และ Precision 
unstained Bio-Rad Protein Marker (Lane M) ยอมโดย Coomassie blue staining (A) และ Silver 
staining (B) 

 
การทดสอบการยอยโปรตีน RTX subdomain ดวยเอนไซมโปรติเอสและผลของแคลเซียมตอ
โครงสรางของโปรตีน RTX subdomain 

พบวาโปรตีนที่ทําใหบริสทุธิ์มีปริมาณลดลงมาก และจากการยอมดวย Silver staining พบแถบของ
โปรตีนอ่ืนๆ เพ่ิมเติมซ่ึงเกดิขึ้นเชนกันแมวาจะถูกทําใหบริสุทธิ์มากขึ้นและแมวาจะเก็บรักษาโปรตีนไวที ่
4 ºC หรือ -20 ºC ก็ตาม นอกจากนี้ cell lysate ที่แสดงออก CyaA-RTX ก็มีแถบโปรตีนทีถู่กยอยสลาย
มากดวย และมากกวา cell lysate ที่แสดงออก 126-kDa CyaA-PF โดยการตรวจสอบดวย Western 
blot analysis (รูปที่ 9) ยังพบวา CyaA-RTX ถูกยอยสลายจนเกอืบหมดภายใน 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ  
4 ºC  

เพ่ือแกปญหาการเสื่อมสลายของโปรตีน ตัวยับยั้งโปรติเอสชนิดตางๆจึงถูกนาํมาทดสอบ เชน 
EDTA, 1, 10-phenanthroline, PMSF, pepstatin, leupeptin และ aprotinin โดยการเติมลงใน
สารละลายโปรตีน พบวาการยอยสลายลดลงเมื่อใชสารตอไปน้ีอยางใดอยางหนึ่ง EDTA (a general 
metalloprotease inhibitor) 1, 10-phenanthroline (a specific zinc metalloprotease inhibitor) หรือ 
PMSF (a serine protease inhibitor) ในขณะที่โปรตีนยังแสดงการถูกยอยสลายในตัวยบัยั้งโปรติเอส
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อ่ืนๆ ซ่ึงอาจกลาวไดวา serine proteases และ Zn metalloproteases แสดงบทบาทสําคญัในการยอย
สลาย CyaA-RTX อยางไรก็ตามการยอยสลายโดยโปรติเอสเหลานี ้ ก็ไมสามารถยับยั้งไดโดยสมบูรณ 
เม่ือใชตวัยับยัง้โปรติเอส  

 

 
รูปที่ 9 10% SDS-PAGE (Coomassie brilliant blue-staining) แสดงโปรตีนใน Crude extracts ของ E. 
coli cells ที่แสดงออก 100-kDa CyaA-RTX (lane 2) และ 126-kDa CyaA-PF (lane 3) เทียบกับ 
Crude extracts ของ E. coli cells ที่มี pET-17b vector (lane 1, negative control) และ Western blot 
ของ cell lysates ใน lane ที่ 4-6 ซ่ึงเปนตัวอยางเดียวกันกับ lane ที่ 1-3 ตามลําดับ 

 
เน่ืองจาก CyaA-RTX มีบริเวณทีมี่รูปแบบเฉพาะในการจับกบัแคลเซยีมไดคือ Gly-Asp-rich 

repeats (Rose et al., 1995) ดังน้ันเปนไปไดวาการจับกับแคลเซียมจะชวยทาํใหเกิดโครงสรางหรือ
รูปแบบการพบัมวนของโปรตีน CyaA-RTX subdomain ที่คงตัวได เพ่ือทดสอบสมมติฐานดงักลาว จึง
ไดทําการทดสอบโดยการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ CaCl2 ตางๆในสารละลายโปรตีน ดังแสดงในรูป
ที่ 10 พบวา CaCl2 ที่ความเขมขน 2 mM สามารถลดการเกิด proteolytic degradation ของ CyaA-
RTX ได แตไมปรากฏเหตกุารณน้ีเม่ือเปลี่ยนเปน MgCl2 แสดงวาโครงสรางสามมิติของโปรตีนมีความ
คงตัวมากขึ้น ซ่ึงอาจเปนผลมาจากแคลเซียมอิออน นอกจากนี้ EDTA ในปริมาณที่มากเกินพอ คือ
ประมาณ 100 mM ยังมีประสิทธิภาพนอยกวาในการยับยั้งการถกูยอยสลายโดยเอนไซมโปรติเอส จึง
เปนไปไดวาการจับกับแคลเซียมของ CyaA-RTX มีบทบาทสําคญัในการปองกันการถูกยอยโดยเอนไซม
โปรติเอสมากกวาการจับโลหิอออนอันปนการยับยั้งที่การทํางานของเอนไซมโปรติเอสเอง ซ่ึงเม่ือไมนาน
มานี้โดยการศึกษาดวย circular dichroism พบวา บริเวณ RTX region (ลําดับกรดอะมิโนที่ 1006-
1706) ของ CyaA แสดงโครงสรางระดับทุตยิภูมิมากขึ้นเม่ืออยูในสารละลายที่มี 2 mM CaCl2 (Chenal 
et al., 2009) ทําใหเปนไปไดวาการจับกบัแคลเซยีม สามารถเหนี่ยวนําใหการเกิดการเปลี่ยนแปลงโครง
รางซึ่งจําเปนตอเสถียรภาพของโมเลกุลของ CyaA-RTX 
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รูปที่ 10 10% SDS-PAGE (Coomassie brilliant blue-staining) แสดง cell lysates ที่แสดงออก CyaA-
RTX เม่ือบมขามคืนที่อุณหภูมิ 4 ºC โดยไมมีตัวยบัยั้งเอนไซมโปรติเอส (lane 2), เม่ือมี CaCl2 ใน
ความเขมขน 0.2 μM, 20 μM and 2 mM (lane 3, 4 and 5 ตามลาํดับ), เม่ือมี MgCl2 2 mM (lane 6) 
และ 100 mM EDTA (lane 7) เม่ือเทียบกับ E.coli cells ที่มี pET-17b vector (Lane 1) และ molecular 
mass standards (Lane M) 
 

การทําให CyaA-RTX มีความบริสุทธิใ์นขั้นตอมา จึงใชสารละลาย 50 mM Tris-HCl, 5 mM CaCl2, 
pH 8.0 buffer และสามารถใชเทคนิค anion-exchange chromatography ในขั้นตอนเดียวได โดยให
ความบริสทุธิป์ระมาณรอยละ 95 ดังแสดงในรูปที่ 11 (lane 10) ทัง้น้ีในการเตรยีม cell lysate ตองอาศัย  
5 mM CaCl2 รวมกับตวัยบัยั้งเอนไซมโปรติเอสดวย เชน PMSF และ 1, 10-phenanthroline เปนตน ใน
สภาวะดังกลาวนี้ ทําใหสามารถไดปริมาณโปรตีน CyaA-RTX ในปริมาณที่พอเพียงตอการศกึษาอื่นๆ
ตอไปได 

เพ่ือศึกษาเพิม่เติมเกี่ยวกบัผลของแคลเซยีมตอโครงสรางของ CyaA-RTX โปรตีนที่ถูกทําใหบรสิุทธิ์ได

ถูกบมไวที่อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลานาน 1, 3 และ 7 วัน (รูปที่ 11) เห็นไดชัดเจนวาโปรตีน CyaA-RTX ซ่ึง

เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 °C มีความคงตัวมากขึ้นเม่ืออยูในสารละลายที่มี 5 mM CaCl2 (รูปที่ 11, lane 10) 

ความคงตวัจะลดลงอยางมากเมื่ออยูที่อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลานาน 7 วัน ในสารละลายที่มี CaCl2 เขมขน 

5 mM เม่ือเทียบกับ 2 mM (รูปที่ 11, lanes 8-9) ซ่ึงอาจเปนผลมาจากความเขมขนของแคลเซยีมที่ตางกัน

กอใหเกิดการเหนี่ยวนําใหเกิดโครงสรางที่แตกตางกัน อยางไรก็ตามรูปแบบการยอยสลายที่ 5 mM และ 10 

mM CaCl2 ที่อุณหภูมิ 37 ºC พบวาไมแตกตางกัน แสดงวาไมเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโปรตีน 

CyaA-RTX โดยการเหนี่ยวนําโดยการจับกับแคลเซยีมที่มีความเขมขนมากกวา 5 mM อีกแลว นอกจากนี้

การที่มีตัวจับอิออนแคลเซียม (Ca2+-chelating agent) เชน EGTA เปนตน มีผลขางเคียงตอความคงตวั

ของโปรตีน CyaA-RTX แสดงวาผลของการจับกับแคลเซียมตอโครงสรางโปรตีนนี้สามารถผันกลับได  
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รูปที่ 11 10% SDS-PAGE (Coomassie brilliant blue-staining) แสดง CyaA-RTX protein ที่ทาํให
บริสุทธิ์โดยเทคนิค anion exchange ในสารละลายที่มี CaCl2 5 mM โดยตัวอยางโปรตีนทุกชองยกเวน
ใน lane ที่ 10 ไดถูกบมที่ 37 °C เปนเวลานาน 1, 3 และ 7 วัน ในสภาวะที่ไมมี EGTA (lanes 3, 6 และ 
9), ที่มี 10 mM EGTA (lanes 1, 4 และ 7) หรือ 3 mM EGTA (lanes 2, 5 และ 8) 
 

จะเห็นวา เม่ือมีปริมาณแคลเซียมอิออนในสารละลาย โปรตนีจะถูกยอยสลายเปนแถบของโปรตีน 

มากกวาที่จะเกิดเปนรอยยาวๆ แบบในตัวอยางที่ไมมีแคลเซียม แถบของโปรตีนแตละอันดังแสดงในรูปที่ 

11 เปนลูกศร 1–4 ไดถูกตดัออกมาเพื่อทําการหาลําดับกรดอะมิโนทางดานปลานเอ็น ดังแสดงในตารางที่ 1  

ตารางที่ 1 N-terminal amino acid sequence ของ protease-resistant fragments 

Fragment N-terminal amino acid sequence Cleavage site 

1 Ala-Asn-Ser-Asp-Gly  

2 Arg-Val-Gly-Gln-Leu-Val A995-R996 

3 Ala-Asn-Ser-Asp-Gly-Leu  

4 Arg-Gly-Gly-Leu-Gly-Leu L1172-R1173 

 

เม่ือเทียบกับการยอยดวยเอนไซม Trypsin ของโปรตีนเฉพาะสวน CyaA ทีมี่กรดอะมิโนตําแหนงที่ 

1006 - 1706 (Bauche et al., 2006) พบวา trypsin-resistant fragments จะเกิดขึ้นเม่ือมีแคลเซียม

เชนเดียวกัน อยางไรก็ตาม จุดตัดที่พบน้ันตางกัน จึงเปนไปไดวาจุดตัดในการศึกษานี้ไมเกี่ยวของกบั 

trypsin-like serine proteases  และจากทดลองนี้ แสดงวาโปรตีน CyaA-RTX มี autolysis activity 
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เหมือนกับที่มีรายงานใน Photorhabdus PrtA (Bowen et al., 2003) ซ่ึงเปน RTX alkaline Zn 

metalloprotease ถูกสรางและหลั่งออกมาจากเชื้อแบคทีเรีย Photorhabdus spp. ซ่ึงอาศัยใน nematodes 

แบบพ่ึงพาอาศัย protease-resistant patterns ของ PrtA เห็นไดอยางชัดเจนเม่ืออยูในสารละลายที่มี

แคลเซียม และจะเกิดเปน smear bands เม่ือบมกับ EDTA (Bowen et al., 2003) โปรตีนกลุม RTX family 

เปนโปรตีนกลุมขนาดใหญ ซ่ึงรวมถึง alkaline Zn metalloproteases, cytolysins, lipases, antifreeze 

proteins เปนตน แมวาจะมีความหลากหลายในหนาที่การทํางาน กรดอะมิโนใน CyaA-RTX กลับมีความ

เหมือนกันกับกลุม alkaline Zn metalloprotease group นอกจากนรี้การยอยสลายยังสามารถถูกยบัยั้งโดย 

EDTA และ 1, 10-phenanthroline ได ดังน้ันจึงมีความเปนไปไดวาโปรตีน CyaA-RTX สามารถแสดง

บทบาทเปน Zn metalloprotease ไดซ่ึงแนวคิดนี้ยังคงตองไดรับการศึกษาเพิ่มเติมตอไป ซ่ึงอาจอาศัย

โครงสรางสามมิติของโปรตีน หรือการศึกษาดวยฟาจ-แอนติบอดี เพ่ือทําใหเขาใจโครงสรางและการทํางาน

ของโปรตีน CyaA จากเชื้อ B. Pertussis มากขึ้น 
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