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โปรตนีพษิ Adenylate cyclase-hemolysin (CyaA) ทีห่ลัง่จากเชือ้แบคทเีรยี 
Bordetella pertussis เป็นหน่ึงในสมาชกิของตระกูลโปรตนีพษิ RTX (Repeat-in-ToXin) ทีส่ามารถทาํใหเ้กดิรู
ร ัว่บนผวิเซลล์เป้าหมายได ้จากการศกึษาก่อนหน้าน้ี ได้ทําการสรา้งโปรตีนพษิ CyaA เฉพาะส่วน pore-
forming domain (CyaA-PF) ทีม่ขีนาด 126 kDa ใหม้กีารแสดงออกในแบคทเีรยี Escherichia coli แลว้ทาํให้
เมด็เลอืดแดงแตกได ้ผลการวเิคราะหก์รดอะมโินในตําแหน่งของ hydrophobic region ในช่วงกรดอะมโิน
ตําแหน่งที ่500-700 โดย hydropathy plot พบความเป็น transmembrane -helical bundle ทีป่ระกอบดว้ย
เกลยีวอลัฟา่จาํนวนหา้เกลยีว ซึง่น่าจะเป็นสว่นทีแ่ทงเขา้ไปในเมมเบรนและทาํใหเ้กดิรรู ัว่ สง่ผลใหเ้ซลลแ์ตกได ้
ในการศกึษาน้ีจะทาํการโคลนเฉพาะชิน้สว่น hydrophobic region (M482 - A751) จากพลาสมดิตน้แบบ pCyaA-
PF (M482 - R1706) เพื่อศกึษากลไกการสรา้งรรู ัว่บนผวิเซลล ์เมื่อนําไปแสดงออกใน E. coli พบว่า โปรตนี 
CyaA-HPR ทีไ่ดม้ขีนาดเลก็ประมาณ 30 kDa ซึง่มกีารแสดงออกทีไ่มเ่ด่นชดั มปีรมิาณน้อยและไมส่ามารถทาํ
ใหเ้ซลลเ์มด็เลอืดแดงแตกได ้แต่เมื่อทาํการโคลนในรปูแบบใหม ่โดยตดัเฉพาะสว่น repeat region repetitive 
block II-V ในช่วงกรดอะมโินตําแหน่ง 1091-1652 ออก พบว่า โปรตนี CyaA-PF1091-1652 ทีท่าํการเตมิ 
His tag เพื่อประโยชน์ในการทาํใหบ้รสิุทธิน้ี์ มขีนาดประมาณ 70 kDa มกีารแสดงออกสงู อยูใ่นรปูทีล่ะลายน้ํา
และสามารถทําให้เม็ดเลือดแดงแตกได้ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า โปรตีนชิ้นส่วนน้ีมีโครงสร้างที่จําเป็นต่อ
ความสามารถในการทําใหเ้กดิรูร ัว่บนผวิเซลล์ข ัน้พืน้ฐานได ้เมื่อวเิคราะหร์่วมกบัโครงสรา้งสามมติทิีแ่สดงให้
เหน็ถงึความเป็นเกลยีวอลัฟา่ 5 เกลยีวในช่วง hydrophobic region และการเรยีงตวัแบบ Beta-roll ในช่วงของ 
RTX region จากทาง C-terminal folding รว่มกบัผลการทดลองทีไ่ด ้แสดงใหเ้หน็ว่า สว่นของ hydrophobic 
region, ตําแหน่งของการเตมิหมูไ่ขมนัทีก่รดอะมโินไลซนี 983, RTX repetitive block I (M482 – N1090) กบัชิน้
ทางดา้น C-terminal (V1653-R1706) มคีวามเกีย่วขอ้งในการจดัเรยีงตวัโครงสรา้งของโปรตนีและเหน่ียวนําในการ
สรา้งรรู ัว่บนผวิเซลล ์

 
คาํหลกั: โปรตนีพษิ Adenylate cyclase-hemolysin, Bordetella pertussis, Hydrophobic region, การสรา้งรรู ัว่

บนเยือ่หุม้เซลล ์



 

Abstract  
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Abstract: 

Bordetella pertussis adenylate cyclase-hemolysin toxin (CyaA) represents a 
unique RTX (Repeat-in-ToXin) pore-forming toxin that can permeabilize the target membrane by 
forming lytic pores. Previously, the 126-kDa CyaA pore-forming (CyaA-PF) domain expressed in 
Escherichia coli was shown to retain its hemolytic activity. The preliminary results from hydropathy 
plot based on hydrophobicity analysis of an amino acid, together with mutagenesis studies, 
suggested that the transmembrane domain of CyaA is the hydrophobic region between residues 500 
to 700 and contains a five putative -helical bundle. It is planned to investigate whether the 
hydrophobic region of the CyaA toxin (CyaA-HPR) can equip for membrane insertion and pore 
formation. In this study, the gene segment encoding the region (M482 - A751) was subcloned from 
pCyaA-PF (M482 - R1706) plasmid and expressed as a 30-kDa CyaA-HPR protein in E. coli under T7 
promoter. The CyaA-HPR proteins were unable to express themselves well and to exert the 
hemolytic activity. However, CyaA-PF fragment with flanking the four CyaA-RTX repetitive block II -V 
named CyaA-PF1091-1652 was subcloned for solving the problem. The His-tag fused truncated 
CyaA-PF was highly expressed as the 70-kDa soluble protein and shown to be a minimal active 
fragment for pore formation. Taking together with the 3D homology model-based five putative helical 
segments of CyaA-HPR and repetitive parallel beta-roll of CyaA-RTX structures, suggested that 
hydrophobic region, segments of a post-translational acylation site-K983 to CyaA-RTX repetitive block 
I (M482 – N1090) with the C-terminal region (V1653-R1706) are important for the structural integrity of 
CyaA toxin for conformational changes and domain fitting in the pore state. 
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บทสรุปผู้บริหาร (Executive Summary) 
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ของโปรตนีสารพษิ Adenylate cyclase-hemolysin toxin จากเชือ้แบคทเีรยี Bordetella pertussis  

(ภาษาองักฤษ) Structural and functional characterization of the five putative pore-forming -helices of 
the Bordetella pertussis adenylate cyclase-hemolysin toxin 

ชื่อหวัหน้าโครงการวจิยั   อาจารย ์ดร.นิรมล ธรรมวริยิสต ิมหาวทิยาลยับรูพา 
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สถาบนัชวีวทิยาศาสตรโ์มเลกุล มหาวทิยาลยัมหดิล 

วตัถปุระสงคข์องโครงการโดยสรปุย่อ  

เพือ่นําเสนอรปูแบบและอธบิายลกัษณะกลไกในแทรกตวัและก่อใหเ้กดิรรู ัว่บนเยือ่หุม้เซลลร์ะดบั
โมเลกุลของเกลยีวอลัฟา่ทัง้หา้ของโปรตนีพษิ CyaA   
 

ผลการดาํเนินโครงการตามวตัถปุระสงค ์โดยสรปุย่อ  
ผลการดาํเนินโครงการในครัง้น้ี ประสบความสาํเรจ็ในการสรา้งโคลนโปรตนีพษิ Adenylate cyclase - 

hemolysin เฉพาะส่วนต่างๆทีพ่บในส่วนของ Pore-forming ดว้ยวธิทีางพนัธุวศิวกรรมในการตดัต่อยนี
จากพลาสมดิตน้แบบ pCyaAC-PF และทดสอบคุณลกัษณะต่อความสามารถในการทาํใหเ้มด็เลอืดแดงแกะแตก
โดยวธิ ีHemolysis assay ซึง่พบว่าโคลน pCyaAC-PF1901-1652 ทีไ่ด ้มกีารแสดงออกของ Hydrophobic 
region, acylation site และ C-terminal RTX block I ขนาด 70-kDa ทีแ่สดงออกรว่มกบัเอนไซม ์21-kDa 
CyaC-acyltransferase ในรปูแบบของโปรตนีทีล่ะลายน้ําไดใ้น Escherichia coli และสามารถทาํใหเ้มด็เลอืด
แดงแกะแตกได ้แต่พบระดบัเปอรเ์ซนตใ์นการทาํใหเ้มด็เลอืดแดงแกะแตกทีต่ํ่ากว่าโปรตนีพษิ CyaA-PF ปกต ิ
แสดงใหเ้หน็วา่ เฉพาะสว่น Hydrophobic region เพยีงอยา่งเดยีว ไมส่ามารถทาํใหเ้มด็เลอืดแดงแตกได ้ตอ้งมี
การทํางานร่วมกบัตําแหน่งต่างๆในส่วนของ Pore-forming domain อนัไดแ้ก่ การเตมิหมู่ไขมนั palmitoyl 
group ดว้ย CyaC ทีต่ําแหน่ง Lys-983 ซึง่ช่วยเพิม่ความสามารถในการจบับนผวิเซลลเ์ป้าหมาย การจดัเรยีง
ตวัของ RTX repeat region ทางดา้น C-terminal เพือ่จบักบัตวัรบับนผวิเซลล ์จงึสามารถก่อใหเ้กดิการเรยีงตวั
ของโครงสรา้งทีท่าํใหเ้กดิการสรา้ง pore หรอืรรู ัว่บนผวิเซลล ์ทีท่าํใหเ้มด็เลอืดแดงแตกได ้

 

แนวทางการนําผลการดาํเนินโครงการไปใช้ประโยชน์ 
ทราบกลไกคุณลกัษณะจําเพาะทางโครงสรา้งและช่วงตําแหน่งเปปไทดท์ีเ่กี่ยวขอ้งกบัอนัตรกริยิากบั

เซลลเ์ป้าหมายเพือ่การเรยีงตวัและก่อใหเ้กดิรรู ัว่บนผวิเซลล ์ 
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เน้ือหางานวิจยั 
 

1. ท่ีมาและความสาํคญัของงานวิจยั 

โรคไอกรน (Whooping cough หรอื Pertussis) เป็นโรคตดิเชือ้ของระบบทางเดนิหายใจซึง่เกดิจาก
เชือ้แบคทเีรยี Bordetella pertussis ตดิต่อไดง้า่ยจากการไอจามรดกนัโดยตรง ผูส้มัผสัโรคทีไ่มม่ภีูมคิุม้กนั
จะตดิเชือ้และเกดิโรคเกอืบทุกราย โรคน้ีเป็นหน่ึงในสาเหตุหลกัของการตายในเดก็ "Baby killer"  โดยเฉพาะ
ในระยะก่อนทีจ่ะเริม่มกีารรณรงคใ์หว้คัซนีทัว่โลก มผีูป้ว่ยประมาณ 45 ลา้นคนต่อปี มผีูป้ว่ยเสยีชวีติจากโรค
น้ีประมาณ 400,000 คนต่อปี (Crowcroft and Pebody, 2006) ปจัจุบนัการใหว้คัซนีป้องกนัโรคไอกรนใน
เดก็แนะนําใหใ้ชว้คัซนีชนิด acellular pertussis vaccine จาก สว่นของโปรตนี filamentous hemagglutinin, 
pertactin และ fimbriae แทนที ่whole-cell vaccine ซึง่ทาํใหม้อีาการขา้งเคยีงน้อยลงมาก แต่มกีารรายงาน
ความผนัแปรของลําดบันิวคลโีอไทด ์ (polymorpholism) ทีก่ําหนดการสรา้งโปรตนีเหล่าน้ีจากสายพนัธุ ์
Tohama I ในการทาํวคัซนี ทาํใหไ้มส่ามารถป้องกนัการเกดิโรคไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ (Packard et al., 
2004) 

โปรตนีพษิ adenylate cyclase-hemolysin (CyaA) ทีห่ลัง่จากเชือ้แบคทเีรยี Bordetella pertussis 
เป็นหน่ึงในปจัจยัสาํคญัทีท่าํใหเ้ชือ้น้ีมคีวามรนุแรง (virulence factors) อนัก่อใหเ้กดิพยาธสิภาพของโรคและ
กระตุ้นการตอบสนองของระบบภูมคิุ้มกนัในคน รวมทัง้ยงัไม่พบความผนัแปรของลําดบันิวคลีโอไทด์ที่
กําหนดในการสรา้งโปรตนีพษิ CyaA เมื่อเปรยีบเทยีบกบัสายพนัธุอ์ื่นๆ (Packard et al., 2004) ทําให้
โปรตีนชนิดน้ีมีความน่าสนใจและเหมาะสมที่จะนํามาศึกษาเพื่อใช้เป็นส่วนประกอบในการผลิตวคัซีน 
คุณสมบตัขิองโปรตนีสารพษิ CyaA เป็น Bi-functional toxin ขนาดใหญ่ประมาณ 177 kDa ทีป่ระกอบดว้ย 
2 สว่นหลกัสาํคญั ไดแ้ก่ Adenylatecyclase (AC) domain และ Haemolysin หรอื Pore forming (PF) 
domain โดยทัง้ 2 สว่นจะทาํงานเป็นอสิระต่อกนั (Glaser et al., 1988) และในสว่นของPF domain น้ียงั
ประกอบดว้ย 4 สว่นยอ่ยคอื (i) Hydrophobic region (residues 500-700) ประกอบดว้ยสว่นเกลยีวอลัฟา่
จาํนวน 5 เกลยีวซึง่จดัว่ามคีวามสาํคญัทีท่าํใหเ้กดิรรู ัว่บนเยื่อหุม้เซลล ์ (Powthongchin et al., 2008) (ii) 
acylation site (Lys983) เป็นตําแหน่งทีม่หีมู ่Palmitoyl group เกาะอยูท่ีก่รดอะมโิน Lysine ตําแหน่ง 983 
จากการทาํงานของCyaC-acyltransgerase  (Thamwiriyasati et al., 2010)  (iii) Gly-Asp-rich repeat 
region (residues 1,000-1,600) ประกอบดว้ยกรดอะมโิน Glycine และ Aspartate ซึง่เป็นกรดอะมโินชนิดไม่
มขี ัว้เรยีงตวัซํ้ากนัเป็นจาํนวนมาก (Gly-Gly-x-Gly-x-Asp-Asp-x-Leu) จงึถูกจดัเป็นลกัษณะเด่นของโปรตนี
สารพษิชนิดน้ีและเรยีกว่า RTX toxin (Repeat-in-ToXin) (Pojanapotha et al., 2010) และ(iv) C-terminal 
secretion signal region (residue 1,601-1,706) เป็นสว่นทีช่่วยในการหลัง่โปรตนีออกนอกเซลล ์ (Welch 
1991; Sebo and Ladant., 1993) แสดงดงัภาพท่ี 1 
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ภาพท่ี 1 แสดงโครงสรา้งของโปรตนีพษิ Adenylate cyclase – hemolysin 

(Sebo and Ladant, 1993) 

แรกเริม่นัน้โปรตนีพษิ CyaA ถูกสงัเคราะหอ์ยูใ่นรปูของ protoxin ทีย่งัไมส่ามารถทาํงานได ้และเมื่อ
เอนไซม ์Acyltransferase (CyaC) กระตุน้ใหม้กีารเตมิหมูไ่ขมนั (palmitoyl group) ทีต่ําแหน่ง Lys983 ทีอ่ยู่
ในสว่นของ Fatty-acylation region จะกระตุน้ความเป็นพษิของโปรตนีใหอ้อกฤทธิไ์ด ้ (Barry et al., 1991; 
Hackett et al., 1994) ซึง่กลไกการทาํงานของโปรตนี CyaA เริม่ตน้จากการทีส่ว่นของ calcium-binding 
repeat region จบัอย่างจําเพาะกบัเซลลเ์ป้าหมายผ่านทาง αMβ2 integrin receptor หรอื CD11b/CD18 
(Guermonprez et al., 2001) ทีอ่ยูบ่นผวิของเซลลเ์มด็เลอืดขาว ทัง้ชนิด macrophage, neutrophil และ 
dendritic cell จากนัน้จะทาํการแทรกตวัเขา้สูเ่ยื่อหุม้เซลลโ์ดยอาศยัสว่นของ Hydrophobic region สง่ผลทาํ
ใหเ้กดิรรู ัว่บนเยื่อหุม้เซลล ์และทาํการ translocatation สว่นของ AC domain เขา้ไปยงัไซโทรพลาสซมึทีอ่ยู่
ภายในเซลล ์ซึง่ในสว่นของ AC domain น้ี จะจบักบั calmodulin สง่ผลทาํใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของ ATP 
เป็น cAMP ที่มากขึน้อย่างควบคุมไม่ได ้จงึทําใหม้ปีรมิาณของ cAMP ทีม่ากเกนิกว่าปกต ิมผีลยบัยัง้
กระบวนการทาํงานของเซลลเ์มด็เลอืดขาว และก่อใหเ้กดิการตายแบบ apoptosis ในทีสุ่ด (Gueirard et al., 
1998) นอกจากน้ียงัพบว่า โปรตนีพษิ CyaA สามารถจบักบัเซลลบ์างชนิดทีไ่มม่ ีreceptor บนผวิเซลลไ์ด ้
เช่น เซลลเ์มด็เลอืดแดงแกะ หรอื liposome และก่อใหเ้กดิรูร ัว่บนผวิเซลล ์ หรอืเซลลแ์ตก โดยอาศยัการ
ทาํงานเฉพาะสว่นของ PF domain (Osickova et al., 1999) แสดงดงัภาพท่ี 2 

 
ภาพท่ี 2 แสดงกลไกการทาํงานของโปรตนีพษิ CyaA 

(ทีม่า http://www.pasteur.fr/recherche สบืคน้เมือ่ 5 มนีาคม 2557) 
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จากผลงานวจิยัก่อนหน้าน้ีของ Powthongchin & Angsuthanasombat, 2008 ไดผ้ลติโปรตนีพษิ
เฉพาะสว่น PF domain ของ CyaA (CyaA-PF) ทีม่ขีนาดใหญ่ 126-kDa และมฤีทธิท์าํใหเ้มด็เลอืดแดง
แตก โดยทาํนายลกัษณะโครงสรา้งในระดบัทุตยิภูมขิองสว่น hydrophobic region ประกอบดว้ยโครงสรา้งที่
เป็นเกลยีวอลัฟา่จาํนวน 5 เกลยีว ซึง่มสีว่นของ transmembrane helix ของโปรตนี ทีค่าดว่าจะแทรกตวัเขา้
สู่ผนังเยื่อหุ้มเซลล์และทําให้เกิดรูร ัว่บนผวิเซลล์ได้ การทดลองน้ีจึงตัง้อยู่สมมติฐานที่ว่า เฉพาะชิ้นส่วน 
hydrophobic region ของ CyaA สามารถทาํงานไดด้ว้ยตวัของมนัเองเฉกเช่น pore-forming toxin อื่นๆ ซึง่
ในการศกึษาครัง้น้ีจะทําการแยกส่วนของ hydrophobic region ออกจาก CyaA และศกึษาชิน้ส่วนอื่นๆที่
เกีย่วขอ้งกบักลไกในการทําใหเ้กดิรรู ัว่บนผวิเซลล ์เพื่อใหไ้ดโ้ปรตนีพษิทีส่ามารถทํางานได ้และมขีนาดเลก็
ลงจากเดมิ ทีส่ามารถผลติไดป้รมิาณมาก งา่ยต่อการทาํใหบ้รสิุทธิ ์และสามารถก่อใหเ้กดิรรู ัว่บนผวิเซลลไ์ด ้
เพือ่เพิม่โอกาสในการตกผลกึโปรตนีไดม้ากขึน้เมือ่เทยีบกบัโปรตนีตน้แบบทีม่ขีนาดใหญ่ งานวจิยัชิน้น้ีจดัทาํ
เพื่อใหไ้ดม้าซึง่โครงสรา้งสามมติแิละวเิคราะหห์ารปูแบบการจดัเรยีงตวัทางโครงสรา้งระดบัโมเลกุลในแต่ละ
ชิน้เกลยีวอลัฟา่ทีอ่ยูใ่นสว่น hydrophobic region และชิน้สว่นต่างๆทีเ่กีย่วขอ้งในการสรา้งรรู ัว่บนผวิเซลลม์ี่
อยูใ่นสว่นของ pore-forming domain ของโปรตนีพษิ CyaA   

 
2. วตัถปุระสงคข์องงานวิจยั 

1) เพือ่กาํหนดโครงสรา้งสามมติขิองเกลยีวอลัฟา่ทัง้หา้จากสว่น hydrophobic region ของ CyaA   
2) เพือ่หาตําแหน่งการวางตวัของเกลยีวอลัฟา่ทัง้หา้ในการแทรกตวัเขา้สูผ่นงัเยือ่หุม้เซลลแ์ละทาํให้

เกดิรรู ัว่บนผนงัหุม้เซลลข์องโปรตนีพษิ CyaA 
3) เพือ่นําเสนอรปูแบบและอธบิายลกัษณะกลไกในแทรกตวัและก่อใหเ้กดิรรู ัว่บนเยื่อหุม้เซลลร์ะดบั

โมเลกุลของเกลยีวอลัฟา่ทัง้หา้ของโปรตนีพษิ CyaA  

 
3. ระเบียบวิธีวิจยั 

1) การสร้างโปรตีน CyaA เฉพาะส่วนของ hydrophobic region (CyaA-HPR)  
ทาํการตดัต่อยนีทีส่รา้งโปรตนี CyaA เฉพาะสว่นของ hydrophobic region (aâ 482-751) โดยนํา

พลาสมดิตน้แบบ pCyaA-PF ทีส่รา้งโดย Powthongchin and Angsuthanasombat, 2008  มาสรา้งโปรตนี
พษิ CyaA เฉพาะสว่นของ hydrophobic region (CyaA-HPR) โดยเทคนิคทาง Polymerase chain reaction 
จากการออกแบบ primer และ amplify gene เฉพาะทีม่รีหสัของกรดอะมโินตําแหน่งที ่482 ถงึ 751 (M482 - 
A751) ทีอ่ยูใ่นสว่นของ hydrophobic region นํา PCR product ทีต่ดัดว้ย Restriction Enzyme ใหเ้ป็น sticky 
end ดว้ย NdeI และ BamHI มาตดัต่อยนีเขา้กบั pET-17b vector (แสดงดงัภาพที ่3) จากนัน้ตรวจสอบ
ความถูกต้องของพลาสมดิทีค่วบคุมการสรา้งโปรตนี CyaA-HPR โดยกระบวนการ Restriction enzyme 
analysis และ DNA sequencing  
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 Primers ทีอ่อกแบบ ถูกสงัเคราะหโ์ดย Thermo Fisher Scientific Inc. (Fermentas) โดยออกแบบ
ใหเ้ริม่ที ่M482 (start codon)และกลายพนัธุ์กรดอะมโิน L706 ใหเ้ป็น stop codon (เปลีย่นลําดบัเบส 3 
ตําแหน่ง) รวมทัง้กลายพนัธุเ์บส 1 ตําแหน่ง เพื่อใหเ้กดิตําแหน่งของ restriction enzyme BamHI ในการตดั
ต่อยนี ซึง่การกลายพนัธุเ์บสในตําแหน่ง L706 ไม่มผีลต่อการสรา้งโปรตนี ลําดบัเบสของ Primers (ตารางท่ี 
1) โดยกําหนดให ้ตําแหน่งทีข่ดีเสน้ใตเ้ป็น Restriction enzyme ตําแหน่ง start และ stop codon แสดงให้
เหน็ในตวัอกัษรสแีดง และตําแหน่งลาํดบัเบสทีก่ลายพนัธุแ์สดงใหเ้หน็เป็นตวัหนา  

ตารางท่ี 1 แสดงลาํดบัเบสของ Primer ทีใ่ชใ้นการทาํ PCR 
Primer Sequence Restriction site 

 
CyaA_HPR- f 

        M482 T    Q   F… 
5’-GATATACATATGACGCAATTCGGC-3’ 

 
NdeI 

 

 
CyaA_L706-r 

                          stop 
5’-CCGCGCAGGATCCCGTTTCAAGCCCCGGTCAGCA-3’ 

 
BamHI 

เมือ่ได ้Recombinant clones ทีต่อ้งการแลว้ นําไปศกึษาการแสดงออกโดย วธิ ีTransformation เขา้
สู ่E. coli สายพนัธุ ์BL21(DE3)pLysS  และกระตุน้การแสดงออกของยนีดว้ย 0.1 mM IPTG ที ่30C เป็น
เวลา 6 ชัว่โมง โดยทาํการกระตุน้การแสดงออกรว่มกบั pET17b vector และ CyaAC เพือ่เป็นตวัควบคุม 

 
ภาพท่ี 3 แสดงพลาสมคิ pCyaA-HPR ทีไ่ดม้าจาก pCyaA-PF ตน้แบบ ซึง่ประกอบดว้ยยนีทีส่รา้งโปรตนี 
CyaA (CyaA-PF, residues 482-751) เฉพาะสว่นของ hydrophobic region ภายใต ้T7 promoter 
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2) การสร้างโปรตีน CyaA-PF6His∆1091-1652 ทีข่าดส่วน repetitive nanopeptide block II-V 

พลาสมดิ 7.5-kb pCyaAC-PF6His ทีม่รีหสัยนี cyaA เฉพาะสว่น pore-forming domain (3,678 bp) 
ร่วมกบัยนี cyaC (669 bp) ถูกนํามาใช้เป็นโคลนต้นแบบในตดัต่อยนีcyaA ใหเ้หลือเฉพาะส่วน 
hydrophobic ทีม่ ีacylation regions และ His-tagged C-terminal end (pCyaAC-PF6His∆1091-1652) 
โดยการตดัดว้ยเอนไซม ์TatI แบบ Partial digestion ภายใตส้ภาวะทีใ่ชเ้อนไซม ์TatI 0.5 U ต่อปรมิาณ DNA 
120 ng เพื่อใหเ้อนไซมส์ามารถตดัไดต้ําแหน่งเดยีวทีล่ําดบัเบส 1,824 ของยนี cyaA และไดผ้ลติภณัฑแ์ถบ
แบนดเีอน็เอขนาด 7.5 kb จากนัน้นําชิน้สว่น 7.5-kb DNA linear band ทีต่อ้งการมาสกดัออกจากเจลแลว้
นํามาตดัอกีครัง้ดว้ยเอนไซม ์AdeI ทีต่ําแหน่งยนี cyaA ลําดบัเบส 3,513ทําใหไ้ดแ้ถบดเีอน็เอทีม่ขีนาดเลก็
ลงขนาด 5.8kb ซึง่สามารถตรวจสอบความถูกตอ้งของชิน้สว่น 5.8-kb DNA band (TatI/AdeI) ได ้

ในกระบวนการตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์ TatIและ AdeI จะทําให้ได้พลาสมิดที่มีลักษณะแบบ
ปลายเปิดทัง้สองดา้น (stricky end) ทีไ่มส่ามารถ self-ligation ได ้จงึตอ้งทาํการเปลีย่น dsDNA ดา้นปลาย 
5’ stricky end ของพลาสมดิทีถู่กตดัดว้ยเอนไซม ์TatI (5’ overhang restriction enzyme) ใหเ้ป็น blunt end 
โดยการใช ้Klenow fragment ของ DNA polymerase I ทีม่คีุณสมบตัขิอง DNA polymerase ในการเตมิ     
นิวคลโีอไทดจ์าก 5’ ไป 3’(Filling in recessed 3’end) และตดัปลายดเีอน็เอ3’overhangทีย่ื่นออกมาของ 
พลาสมดิจากการถูกตดัดว้ยเอนไซม ์AdeI (3’ overhang restriction enzyme) โดยการใช ้Klenow fragment 
ของ DNA polymerase I ทีม่คีุณสมบตัขิองเอนไซม ์3’ ->5’ exonucleaseเช่นเดยีวกนั (digesting away 
protruding 3’ overhang)เชื่อมต่อปลาย blunt end ทัง้สองดา้นดว้ยวธิ ีself-ligationจะได ้Recombinant 
plasmid ของ pCyaAC-PF6His∆1091-1652 ทีต่ดัตําแหน่งกรดอะมโิน 1091-1652 ในส่วนของ RTX 
region ออก และผลติโปรตนี CyaA เฉพาะสว่น hydrophobic region จนถงึ acylation site   

หลงัจากนัน้ทาํการเลอืกโคลนทีม่ ีrecombinant DNA ดว้ย restriction analysis และตรวจสอบความ
ถูกตอ้งดว้ยวธิ ีDNA sequencing และทาํการ transform เขา้ E. coli BL21(DE3)pLysS competent cell 
เพื่อเหน่ียวนําใหเ้กดิการแสดงออกของยนี 0.1 mM IPTG ที ่30C เป็นเวลา 6 ชัว่โมง โดยทาํการกระตุน้
การแสดงออกรว่มกบั pET17b vector และ CyaAC เพือ่เป็นตวัควบคุม 

วเิคราะหผ์ลการสกดัโปรตนีดว้ย SDS-PAGE โดยใช ้ 12% separating gel และ 4% stacking gel 
(รายละเอยีดการเตรยีมอยูใ่นภาคผนวก) ใชก้ระแสไฟฟ้า 25 mA/gel เป็นเวลา 2-3 ชัว่โมงจากนัน้นําแผน่
เจลทีไ่ดย้อ้มสดีว้ย 0.1% Coomassie brilliant blue R250 เป็นเวลา 1 ชัว่โมงแช่ในDestain solutions 
ขา้มคนืหรอืจนกวา่พืน้เจลจะใส 
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ภาพท่ี 4 แสดง Recombinant plasmid ของ pCyaAC-PF6His∆1091-1652และโครงสรา้งของโปรตนี 
CyaA fragment ทีแ่สดงออกภายใตก้ารควบคุมของ T7 promoter  โดยลูกศรแสดงทศิทางการถอดรหสัตาม 
promoter และ genes, แสดงลําดบัของ nucleotide และกรดอะมโินทีป่ลาย 5’ และปลาย 3’ ของCyaA-
fragment ลําดบัของ nucleotideทีข่ดีเสน้ใตแ้สดงถงึ start codon และ Amprแสดงถงึ Ampicillin resistance 
ยนีในกล่องสแีดงแสดงรหสัโปรตนี CyaA fragment ตัง้แต่บรเิวณ hydrophobic region (สเีทา) ถงึ K983

ตําแหน่งทีม่กีารเตมิหมู่ palmitoyl group ในส่วนของ Acylationsite (สเีหลอืง) โดยตดับรเิวณcalcium-
binning repeat หลงัตําแหน่ง N1090- V1653ออก (เสน้ประ) 
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3) การพิสจูน์ชนิดของโปรตีนด้วย Western blot analysis 

แผน่เจลทีไ่ดจ้าก SDS-PAGE และยงัไม่ไดย้อ้มส ีCoomassie blue นํามายา้ยโปรตนีลงบนแผ่น 
nitrocellulose membrane ดว้ยวธิ ีwet blotting โดยนําแผน่ nitrocellulose membrane กระดาษกรองและ
แผน่เจลแช่ใน transfer buffer (192 mM glycine, 25 mMTris-HCl, 20% v/v methanol, pH 8.3) เป็นเวลา
ประมาณ 10-15 นาทจีากนัน้นํามาเรยีงบน blotting cassette ทาํการยา้ยโปรตนีออกจากเจลไปยงัแผ่น 
nitrocellulose membrane ทีก่ระแสไฟฟ้าคงที ่350 mA เป็นเวลา 1 ชัว่โมงยอ้มแผน่ nitrocellulose ดว้ยส ี
0.1% Ponceaus S ใน 5% acetic acid 5-10 วนิาทลีา้งสPีonceus S ออกดว้ยน้ํากลัน่แลว้ทาํการ block 
nonspecific binding โดยการแช่ใน Blotto solution (5% skim milk ใน 1X PBS buffer) 2 ชัว่โมงจากนัน้แช่
แผน่ nitrocellulose membrane ใน Anti-his polyclonal antibody ใน Blotto solution ดว้ยอตัราสว่น 1: 
2,000 นาน 2 ชัว่โมงลา้งดว้ย PBS-T จาํนวน 3 ครัง้ๆละ 10 นาทหีลงัจากนัน้แช่ใน carbonate buffer (100 
mM NaHCO3, 1 mM MgCl2, pH 9.8) ทีป่ระกอบดว้ย developer solution [5-bromo-4-chloro-3-indolyl 
phosphate/nitrobluetetrazolium (BCIP/NBT)] จนเหน็แบนแลว้ลา้งดว้ยน้ํากลัน่และเกบ็ไวใ้นทีม่ดื 

 

4) การทดสอบการออกฤทธ์ิต่อเมด็เลือดแดงแกะ 

นําสารละลายเมด็เลอืดแดงแกะ800 μl ใน 1X TBS (20 mMTris-HCl, pH 7.4, 5 mM CaCl2และ 
150 mMNaCl) มาผสมกบัสารละลายโปรตนีตวัอยา่งของ pET17b vector, CyaA-HPR, CyaA-PF6His, 
CyaA-PF6His∆1091-1652 อยา่งละ 200 μl (~1 mg total protein) แลว้นําไป incubate ที ่37°C เป็นเวลา 
5 ชัว่โมงหลงัจากนัน้นําไปป ัน่ทีค่วามเรว็รอบ 12,000Xg เป็นเวลา 2 นาทแีละเกบ็สว่น supernatant ไปวดั
ค่าดูดกลืนแสงที่ OD540 ตามความเข้มสีแดงของฮีโมโกลบินที่หลุดจากเม็ดเลือด ในการทดลองครัง้น้ี 
กําหนดใหส้ารละลายเมด็เลอืดแดงแกะทีไ่มม่โีปรตนีเป็น Negative control และสารละลายเมด็เลอืดแดงแกะ
ทีผ่สมกบั 0.1% Triton-X เป็น Positive control (เมด็เลอืดแดงแตกทัง้หมดคดิเป็น 100%) โดยเปอรเ์ซน็ต์
การแตกของเมด็เลอืดแดงของสารตวัอยา่งคาํนวณจาก {[OD540ของสารตวัอยา่ง – OD540 negative control] 
/ [OD540ของ 100% hemolysis – OD540 negative control]} × 100  โดยทุกตวัอยา่งทาํ 2 ซํ้า จาํนวน 3 ครัง้
การทดลองทีเ่ป็นอสิระต่อกนัและเปรยีบเทยีบวเิคราะหผ์ลดว้ยวธิทีางสถติSิtudent’s t test  

  

5) การกาํหนดหาโครงสรา้งสามมิติของโปรตีน CyaA-HPR โดยใช้โปรแกรมทาํนาย 

โปรแกรมทาํนายโครงสรา้งสามมติ ิ(3D-homology modeling) เป็นการหาโครงสรา้งจากโปรตนีทีม่ลีําดบั
ของกรดอะมโินทีค่ลา้ยคลงึกนั ซึง่คาดว่าจะมคีวามสมัพนัธท์างววิฒันาการ และมโีครงสรา้งสามมติจิากการ
ทดลองมาเป็นตน้แบบ โดยกําหนดหาโครงสรา้งในช่วงของ hydrophobic region ของโปรตนีพษิ CyaA 
เปรยีบเทยีบกบัโครงสรา้งสามมติขิอง Rhodopsin template (PDB file GZM) 
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4. ผลการวิจยั 
 

1) ผลการสร้างโคลนยีน cyaA เฉพาะส่วน hydrophobic region และการแสดงออกของยีน 

นําพลาสมดิ pCyaA-PF ทีส่กดัได ้ มาสงัเคราะหย์นีเฉพาะสว่น hydrophobic region (cyaA-HPR) 
โดยการออกแบบ forward primer: 5’-GATATACATATGACCCAATTCGGC-3’ และ reverse primer: 5’-
CCGCGCAGGATCCCGTTTCAAGCCCCGA-3’ ตามลําดบั ผ่านปฏิกิรยิาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้
อุณหภมูใินขัน้ตอน annealing (Ta) ที ่57oC  จาํนวน 30 รอบ แลว้ทาํการวเิคราะหข์นาดของ PCR products 
ทีไ่ด ้ดว้ย 1.0% (w/v) Agarose gel electrophoresis พบแถบ PCR products ขนาด700 bp. (ภาพท่ี 5)  

ชิน้ส่วนของ PCR products ทีไ่ด ้คาดว่าเป็นยนี cyaA-HPR ทีม่ลีําดบัเบส 684 bp. ทีส่ามารถ
ถอดรหสัจากกรดอะมโินทีต่ําแหน่ง M482 ถงึ A705 ของโปรตนีพษิ CyaA เฉพาะสว่น hydrophobic region ซึง่
มตีําแหน่งทีส่ามารถตดัดว้ย NdeI และ BamHI ทีต่ําแหน่งปลาย 5’ และ 3’ จากการออกแบบดว้ย forward 
และ reverse primers ตามลําดบั ซึง่ทาํใหส้ามารถตดัต่อลงใน pET17b vector ทีต่ดั restriction enzymes 
ณ. ตําแหน่งเดยีวกนั เป็นผลทาํใหไ้ด ้recombinant plasmid ทีเ่รยีกวา่ pCyaA-HPR ขนาด 3,926 bp 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 5 แสดง PCR products ทีไ่ดจ้ากปฏกิริยิาลูกโซ่โพลเิมอเรส เมื่อใช ้Ta ที ่57oC วเิคราะหด์ว้ย 1.0% 
(w/v) Agarose gel electrophoresis 

PCR products ของยนี cyaA-HPR ขนาด 700 bp. (lane 2) ตําแหน่งทีลู่กศรชี ้ และ Negative 
control ทีก่าํหนดใหไ้มม่ ีplasmid (lane 1) เมือ่เทยีบกบั 100bp Ladder DNA Marker (M) 

700 bp 
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2) ผลการสร้างโคลน pCyaAC-PF6His∆1091-1652 และการแสดงออกของยนี 

นําพลาสมดิ 7.5-kb pCyaAC-PF6His ทีม่รีหสัยนี cyaA เฉพาะสว่น pore-forming domain (3,678 
bp) รว่มกบัยนี cyaC (669 bp) มาตดัต่อยนี cyaA ใหเ้หลอืเฉพาะสว่น hydrophobic ทีม่ ีacylation regions
และ His-tagged C-terminal end (pCyaAC-PF6His∆1091-1652) โดยการตดัดว้ยเอนไซม ์Tat I แบบ 
Partial digestion เพื่อใหเ้อนไซมส์ามารถตดัไดต้ําแหน่งเดยีวทีล่ําดบัเบส 1,824 ของยนี cyaA และได้
ผลติภณัฑแ์ถบแบนดเีอน็เอขนาด 7.5 kb จากนัน้นําชิน้สว่น 7.5-kb DNA linear band ทีต่อ้งการมาสกดั
ออกจากเจลแลว้นํามาตดัอกีครัง้ดว้ยเอนไซม ์AdeI ทีต่ําแหน่งยนี cyaA ลําดบัเบส 3,513 ทาํใหไ้ดแ้ถบดเีอน็
เอทีม่ขีนาดเลก็ลงขนาด 5.8 kb ดงัภาพท่ี 9 จากนัน้ใช ้Klenow fragment ของ DNA polymerase I เชื่อมต่อ
ปลาย blunt end ทัง้สองดา้นดว้ยวธิ ีself-ligation จะได ้Recombinant plasmid ของ pCyaAC-
PF6His∆1091-1652 ทีต่ดัตําแหน่งกรดอะมโิน 1091-1652 ในสว่นของ RTX region ออก และผลติโปรตนี 
CyaAเฉพาะสว่น hydrophobicregion จนถงึ acylation site   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 9 แสดงผลการตดั pCyaAC-PF6His plasmid ดว้ยเอนไซม ์TatI และAdeI เมื่อวเิคราะหด์ว้ย 0.8% 
(w/v) Agarose gel electrophoresis 

Land M: 1-kb DNA Ladder marker 

Land 1: Purified 7.5-kb DNA linear band ทีต่ดัดว้ยเอนไซม ์TatI 

Land 2: 5.8-kb DNA band ทีต่ดัดว้ยเอนไซม ์TatI และ AdeI 

-- 7.5 

 

-- 5.8 

Kb       1        2        3 

8.1 

     7.1 

6.1 
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เมือ่ทาํการเหน่ียวนําใหเ้กดิการแสดงออกของโปรตนีดว้ย 0.1 mM IPTG ทีอุ่ณหภมู ิ30C เป็นเวลา 
6 ชัว่โมง ภายใตก้ารควบคุม T7 promoter ของ pET17b vector ในE.coliสายพนัธุ ์BL21(DE3)pLysSพบว่า
pCyaAC-PF6HisมกีารแสดงออกของโปรตนีCyaA-PF ทีม่ ีHis tag ตดิอยูท่างดา้นปลาย C-terminal ขนาด 
~126 kDaรว่มกบัโปรตนี CyaC ขนาด ~21 kDa (ภาพท่ี 9, Lane 3) สว่น pCyaAC-PF6His∆1091-1652 
มกีารแสดงออกของโปรตนีCyaA-PF6His∆1091-1652 fragment ทีม่ ีHis tag ตดิอยูเ่ช่นกนั และมขีนาด 
~70kDa(ค่าทีไ่ดจ้ากการคาํนวณน้ําหนกัโมเลกุล=68,392.20 Da และมคี่า Isoelectric point (pI) = 5.07) 
รว่มกบัโปรตนี CyaC ขนาด ~21 kDaเมือ่เทยีบขนาดกบัแถบแบนโปรตนีมาตรฐาน และสามารถผลติโปรตนี
ทีต่อ้งการออกมาในปรมิาณมาก (ภาพท่ี 10, Lane 2) เมื่อตรวจสอบตําแหน่งของแบนโปรตนีCyaA-PF6His
และCyaA-PF6His∆1091-1652 ทีไ่ดด้ว้ยวธิ ีWestern blot analysisโดยการใช ้Anti-his monoclonal 
antibodies ทีจ่าํเพาะต่อกรดอะมโิน 6XHis (His-tag) พบว่า สามารถเหน็แถบแบนโปรตนีตําแหน่งเดยีวกนั
กบั SDS-PAGE แสดงดงัภาพท่ี 10B 

 
ภาพท่ี 10 แสดงผลการเหน่ียวนําใหเ้กดิการแสดงออกของโปรตนี เมื่อวเิคราะหด์ว้ย 12% SDS-

PAGE และ Western blot analysisโดยใช ้Anti-his monoclonal antibodies 
ภาพ A)  แสดงการแสดงออกของโปรตนี เมือ่วเิคราะหด์ว้ย 12% SDS-PAGE  
ภาพ B)  แสดงการพสิจูน์ตําแหน่งของโปรตนี ดว้ย Western blot (Corresponding gel) 

โดย Lane M: Prestained protein markers 
     Lane 1:  pET17b vector ทีเ่หน่ียวนําใหเ้กดิการแสดงออก   
     Lane 2:  pCyaAC-PF6His∆1091-1652 ทีเ่หน่ียวนําใหเ้กดิการแสดงออก 
     Lane 3:  pCyaAC-PF6His ทีเ่หน่ียวนําใหเ้กดิการแสดงออก  
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จากนัน้ตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนที่ได้ ด้วยการทําให้เซลล์แตกและป ัน่เหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 
12,000Xg เพือ่แยกเกบ็ระหวา่งสว่นของ supernatant fractions ทีม่โีปรตนีทีล่ะลายน้ําได ้(soluble proteins) 
และ Pellet fraction ทีม่โีปรตนีทีไ่มล่ะลายน้ํา (insoluble proteins) อยู ่ผลทีไ่ดพ้บวา่ โปรตนี 70-kDa CyaA-
PF6His fragment อยูใ่นรปูของโปรตนีทีล่ะลายน้ํา หรอื soluble form ทีพ่บในชัน้ของ supernatant (ภาพท่ี 
10A) ตรวจสอบตําแหน่งและชนิดของแบนโปรตนีดว้ย Anti-his monoclonal antibodies ไดผ้ลสอดคลอ้งกบั 
SDS-PAGE (ภาพท่ี 11B) น้ําหนกัโมเลกุลของโปรตนี CyaA-PF6His∆1091-1652 ทีไ่ดใ้กลเ้คยีงกบัค่า
น้ําหนกัโมเลกุลทีไ่ดจ้ากการทาํนายโดยใชโ้ปรแกรม Compute pI/Mw มจีาํนวนกรดอะมโินทัง้หมด 660 ตวั 
คา่ Theoretical pI/ Mw เทา่กบั 5.07/ 68,392.20 Da 

 
ภาพท่ี 11 แสดงลกัษณะรปูแบบโปรตนีCyaA-PF fragment ทีไ่ดจ้าก SDS-PAGE และ Western blot 
analysisโดยใช ้Anti-his monoclonal antibodies 

ภาพ A)  แสดงรปูแบบของโปรตนีทีไ่ด ้เมือ่วเิคราะหด์ว้ย 12% SDS-PAGE  
ภาพ B)  แสดงการพสิจูน์ตําแหน่งของโปรตนี ดว้ย Western blot (Corresponding gel) 

โดย Lane M: Prestained protein markers 
Lane 1: Total lysates ของCyaA-PF6His∆1091-1652 
Lane 2: Supernatant fractions ของCyaA-PF6His∆1091-1652 
Lane 3: Pellet fractions ของCyaA-PF6His∆1091-1652 
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3) ผลการออกฤทธ์ิในการทาํให้เม็ดเลอืดแดงแกะแตก (Hemolytic activity)   

จากการทดสอบความสามารถการแตกของเมด็เลอืดแดงแกะพบว่า Cell lysate ของ CyaA-
PF6His∆1091-1652 fragment ทีค่วามเขม้ขน้ของสารละลายโปรตนีทัง้หมด~1mg สามารถทาํใหเ้มด็เลอืด
แดงแกะแตกได ้24±0.4% ซึง่มรีะดบัเปอรเ์ซน็ตก์ารแตกน้อยกว่า Cell lysate ของ CyaA-PF6His ทีส่ามารถ

ทาํใหเ้มด็เลอืดแดงแกะแตกไดถ้งึ 45±0.5% แตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p-value ≤ 0.01) (ภาพท่ี 
12A) ในขณะที ่ Cell lysate ของ pET-17b ไมส่ามารถทาํใหเ้มด็เลอืดแดงแกะแตกไดแ้ต่อยา่งใด (2±0.9%) 
สว่น CyaA-HPR ไมส่ามารถทาํใหเ้มด็เลอืดแดงแกะแตกไดเ้ช่นกนั (ไมไ่ดแ้สดงผล) ซึง่เมื่อเพิม่ความเขม้ขน้

ของสารละลายโปรตนีทัง้หมดเป็น ~2 mg พบว่าโปรตนีสารพษิ CyaA-PF6His∆1091-1652 มเีปอรเ์ซน็ต์
การแตกของเมด็เลอืดแดงแกะเพิม่ขึน้สองเท่าที่ระดบั 44±0.8% ในขณะที่CyaA-PF6Hisเพิม่ขึน้เพยีง 
65±1.1% แตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (p-value ≤ 0.01) แต่ค่าทีไ่ดม้รีะดบัใกลเ้คยีงกนัมากขึน้ 
(ภาพท่ี 12B) 

 

  (A)         (B) 

 

ภาพท่ี 12   แสดงเปอรเ์ซน็ตก์ารแตกของเมด็เลอืดแดงแกะของCell lysate ทีม่โีปรตนีสารพษิCyaA-PF6His
และ CyaA-PF6His∆1091-1652 fragment ทีค่วามเขม้ขน้ของสารละลายโปรตนี ~1 mg (A)  
และทีค่วามเขม้ขน้ ~2 mg (B) 
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5. สรปุผลและอภิปรายผล 

โปรตนี CyaA-HPR ขนาด ~22-kDa ทีผ่ลติออกมานัน้มปีรมิาณทีค่่อนขา้งน้อย ซึง่อาจเกดิจากการ
แสดงออกของยนีเฉพาะส่วน hydrophobic region นัน้เป็นส่วนทีค่วามไฮโดรโฟบกิสงูและมโีครงสรา้งจาก
การทํานายเป็น -helical bundle ทีม่คีวามสามารถในการละลายน้ําตํ่าและอาจมคีวามเป็นพษิต่อเซลล์
โฮสต ์E. coli ในการเจรญิเตบิโตแบ่งตวัเพิม่จํานวนเซลล ์จงึทําใหไ้ดผ้ลติภณัฑข์องโปรตนีทีค่่อนขา้งน้อย 
อาจมกีารปรบัเปลีย่นชนิดของเซลลโ์ฮสต ์หรอื expression vector ตวัอื่นทีเ่หมาะสมต่อการแสงดออกของ
ยนีชนิดน้ีใหไ้ดม้ากยิง่ขึน้ (Francis & Page, 2010) อยา่งไรกต็ามโปรตนีเฉพาะชิน้สว่นน้ียงัไมส่ามารถทาํให้
เมด็เลอืดแดงแกะแตกได ้แสดงใหเ้หน็ว่าเฉพาะสว่นของ hydrophobic region เพยีงอยา่งเดยีว ไมส่ามารถ
สรา้ง pore หรอืรรู ัว่บนผวิเซลล ์จาํเป็นตอ้งอาศยัชิน้สว่นอื่นในสว่นของ pore-forming domain เขา้มาช่วยใน
การเรยีงตวัโครงสรา้งหรอืยดึจบักบัเซลลเ์ป้าหมายได ้

โปรตนี CyaA-PF6His∆1091-1652 ขนาด ~70-kDa ทีถู่กผลติออกมานัน้อยู่ในรปูของ Soluble 
form ทีล่ะลายน้ําได ้เช่นเดยีวกบั CyaA-PF6His wild type ทีเ่ป็นตวัแทนของ native folding ทีอ่ยูใ่นรปูของ 
soluble form เช่นเดยีวกนั แสดงใหเ้หน็ถงึ การเรยีงตวั Folding ของโปรตนีทีค่ลา้ยคลงึกนั และยงัพบว่า
โปรตนี CyaA-PF6His∆1091-1652 ทีม่ขีนาดเลก็ลงน้ีมรีะดบัการแสดงออกของโปรตนีทีม่ากกว่า CyaA-
PF6His wild type ในขณะทีก่ารแสดงออกของ CyaC ขนาด ~21-kDa นัน้เท่ากนั ซึง่โปรตนี CyaC น้ีเป็น
ตวักลางในการเตมิหมู ่palmitoyl ทีต่ําแหน่ง Lys983 ทีค่าดว่ามคีวามสาํคญัต่อการทาํงานของโปรตนีสารพษิ
CyaA ทัง้การเกดิ cytotoxicity และ hemolytic activity และอาจจะเป็นตวักลางทีช่ว่ยเพิม่ประสทิธภิาพในการ
ยดึเกาะกบัเยือ่หุม้เซลลข์องเซลลเ์ป้าหมายอกีดว้ย  

เมื่อเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของโปรตนีสารพษิ CyaA-PF6His∆1091-1652 กบั CyaA-PF6His 
ต่อการแตกของเมด็เลอืดแดงแกะจาก Crude lysates พบว่าทีค่วามเขม้ขน้ ~1mg total protein จะม ีCyaA
อยูป่ระมาณ 10 g โดยที ่CyaA-PF6His∆1091-1652 กลายพนัธุม์คีวามสามารถในการทาํใหเ้มด็เลอืดแดง
แกะแตก 24±1% น้อยกว่าค่าของโปรตนีสารพษิ CyaA-PF6His ปกต ิ(45±0.5%) ซึ่งแตกต่างกนัอย่างมี
นยัสาํคญัทางสถติแิสดงใหเ้หน็วา่ RTX region สว่นทีต่ดัออกไปมผีลทาํใหก้ารแตกของเมด็เลอืดแดงลดลงใน
ระดบัหน่ึง อาจเป็นเพราะสว่นของ repeat (RTX) region ทีม่ลีกัษณะการเรยีงลําดบักรดอะมโินซํ้ากนั9 ตวั
ของ Gly-Asp rich repeat region เป็นส่วนทีใ่ชจ้บักบัแคลเซยีมทําใหเ้ปลีย่นโครงสรา้งแบบ Beta-roll 
structure จากทาง C-terminus ของ CyaA toxin ใหอ้ยูใ่นรปูของโปรตนีทีท่าํงานได ้(Pojanapotha et al., 
2011; Bleuner et al., 2010) 

แต่อย่างไรกต็าม เมื่อมกีารเพิม่ความเขม้ขน้ของโปรตนีเป็น ~2mg พบว่าโปรตนีสารพษิCyaA-
PF6His∆1091-1652 มเีปอร์เซ็นต์การแตกของเมด็เลอืดแดงแกะเพิม่ขึน้สองเท่าเป็นสดัส่วนโดยตรง 
(44±0.8%) ในขณะทีC่yaA-PF6Hisเพิม่ขึน้เพยีง 65±1.1% ไมเ่ป็นสดัส่วนโดยตรงกบัปรมิาณโปรตนี ซึง่มี
แนวโน้มว่า ปรมิาณของโปรตีนสารพษิ CyaA truncate fragment ที่เพิม่ขึน้อย่างต่อเน่ืองจะทําให้
ความสามารถในการทาํใหเ้มด็เลอืดแดงแกะแตกจนเทยีบเท่ากบั CyaA-PF wild type ซึง่ผลการทดลองทีไ่ด้
น้ีแสดงใหเ้หน็ว่า โปรตนีสารพษิ CyaA อาศยัส่วนของ RTX region ในการจบักบัเซลล์เป้าหมายเพยีง
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เบือ้งตน้เท่านัน้ (Target cell specificity) เมื่อปรมิาณของ Toxin เพิม่มากขึน้ จะสามารถใชห้มูไ่ขมนั Acyl 
group anchor เป็นตวัยดึจบักบัผวิเซลลแ์ละเหน่ียวนําใหม้กีารแทรกตวัของ hydrophobic region เขา้สูเ่ซลล ์
เกดิกระบวนการ Oligomerization ทีก่่อใหเ้กดิรรู ัว่บนผวิเซลลแ์ละทาํใหเ้ซลลแ์ตกได ้ (Bauche et al., 2006) 
ซึง่อาจกล่าวอกีนัยหน่ึงไดว้่า กลไกในการออกฤทธิต่์อเมด็เลอืดแดง (Hemolytic activity) ของโปรตนีพษิ 
CyaA ใชก้ลไกการแทรกตวัของ hydrophobic region และการจบักบัเซลลเ์ป้าหมายดว้ย acyl group ในการ
ทาํใหเ้มด็เลอืดแดงแกะแตก 

จากผลการทดลองสรปุไดว้า่ ประสบความสาํเรจ็ในการสรา้งโคลน pCyaAC-PF6His∆1091-1652 ที่
สามารถผลติโปรตนี CyaA เฉพาะสว่นของ hydrophobic region ทีม่ ี acylation site และ C-terminal His 
tag ดว้ยเทคนิคทางพนัธุวศิวกรรมแบบ restriction enzyme digestion ซึง่โปรตนีทีไ่ดม้ขีนาด ~70kDa
ปรมิาณมาก อยู่ในรูปแบบที่ละลายน้ําและมฤีทธิท์ําใหเ้มด็เลอืดแดงแกะแตกได ้ซึ่งโปรตีนสารพษิ CyaA-
PF6His fragment ทีไ่ดน้ี้ สามารถใชต่้อยอดในการตกผลกึครสิตลัเพื่อหาโครงสรา้งสามมติแิละวเิคราะหห์า
รปูแบบการจดัเรยีงตวัทางโครงสรา้งระดบัโมเลกุลต่อไปในอนาคต 

 

ข้อเสนอแนะ 
1. ควรพสิจูน์ยนืยนัการเกดิ Palmitoylation ทีต่ําแหน่งกรดอะมโิน Lys983 ในสว่นของ acylation 

region ของโปรตนีกลายพนัธุ ์CyaA-PF6His∆1091-1652 จากการทาํงานของเอนไซม ์CyaC-
acyltransferase โดยวธิ ีMass spectrometry ซึ่งยนืยนัว่าการกลายพนัธุ์ตดัต่อยนีไม่มี
ผลกระทบต่อการเตมิหมู ่palmitoyl group แต่อยา่งใด  

2. ควรทําโปรตนีใหบ้รสิุทธิผ์่านการใชเ้ครื่อง High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) เพื่อเพิม่ความบรสิุทธิข์องโปรตนีทีไ่ด ้และนําโปรตนีทีผ่่านการทําใหบ้รสิุทธิแ์ลว้ไป
ตกตะกอนโปรตนีครสิตลัและหาโครงสรา้งสามมติทิาง Crystallography ต่อไป 
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CyaA is a virulence factor secreted from B. pertussis, a 
causative agent of whooping cough [1]. It is classified into the 
RTX (Repeat-in-ToXin) family due to its tandem repeated 
nonapeptides, Gly-Gly-X-Gly-X-Asp-XU-X, which are the 
putative calcium-binding sites [2].

Hydrophobic region with an acylation site of CyaA toxin
are essential for toxin activities. These results suggest that the
structural integrity of CyaA toxin is necessary for pore
formation and entry into target cells.

Niramon Thamwiriyasati1 and Chanan Angsuthanasombat2

Abstract

To pave the way for studying mechanisms of membrane 
insertion and lytic pore-formation, we decided to construct the 
recombinant clone of hydrophobic region together with an 
acylation site within the PF domain (cyaA-PF∆1091-1652) co-
expressing with accessory cyaC gene.

The recombinant CyaA subdomain have been successfully 
generated by genetic approach and over-expressed as a soluble 
native fold. 

Fig4. Western blot analysis by Anti-
His monoclonal antibodies 

Fig3. Protein Expression of pCyaAC6His and 
pCyaAC6His ∆1091-1652 (12% SDS gel)

The hemolytic activity of the CyaA deleted fragment toxin 
was 2-fold reduced (24±0.4%) when compared to the wild-type 
toxin (45±0.5%). 

Subcloning & Expression

Introduction

Hemolytic activities

Objective & Methods

Conclusion and applications
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Fig 1. The interaction of RTX toxin between the target cells.

In this study, the recombinant plasmids encoding the CyaA
hydrophobic region with an acylation site (CyaA-PF∆1091-
1652) have been subcloned by restriction enzyme digestion and
over-expressed in Escherichia coli as a ~70-kDa soluble protein.
The particular gene of interest will be further investigated its
functionality. When hemolytic activity of E. coli lysates
containing soluble truncated toxin was tested against sheep
erythrocytes, the importance of pore-forming α-helices with
acylation sites, was revealed conceivably for hemolytic activity
against sheep erythrocytes.

Fig 2. Schematic diagrams of the recombinant plasmids
(pCyaAC-PF6His∆1091-1652) encoding the CyaA protein fragment.
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Fig 5. Hemolytic activities of wild-type and mutant CyaA-PF 
toxin against sheep erythrocytes.
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ABSTRACT 

Adenylate cyclase-hemolysin toxin (CyaA) is a virulence factor secreted from the 

etiologic agent of whooping cough, Bordetella pertussis. Previously, the recombinant CyaApore-

forming (CyaA-PF) fragment was showed to be expressed in Escherichia coli as soluble protein, 

which found to cause cell lysis of sheep erythrocytes and the primarily results from 

hydropathyplot based on hydrophobicity analysis of an amino acid, together with mutagenesis 

studies, suggested that the transmembrane domain of CyaA-PF was the hydrophobic region 

between residues 500 to 700 and contained a five putative -helical bundle. Howeverthe 

molecular mechanism of action of the CyaA-PF toxin is still not completely described, 

particularly the steps of toxin insertion and pore-formation in target cell membrane.Here, the 

recombination plasmid encoding the hydrophobic region with an acylation site (CyaAC-

PF6His∆1091-1652) was constructed by the restriction enzyme. The mutant protein was over-

express in E.coliverified for toxin acylation as a 70-kDa soluble protein which cross reacted with 

Anti-his polyclonal antibody. When haemolytic activity of crude lysateof soluble mutant protein 

is tested against sheep erythrocytes and the DNA sequencing as the result are corresponding to 

the wild-type toxin. This present report that the recombinant CyaAC-PF6His∆1091-1652 protein 

comprising the hydrophobic region with an acylation site can be high-level soluble expressed as 

native-folded precursor that conserves at part of its functionality 

 

Keywords: Acylation, Adenylate cyclase-hemolysin, Hemolytic activity. Hydrophobic region, 

Pore-forming toxin  

 

Abbreviations: AC (adenylate cyclase), CyaA (adenylate cyclase-hemolysin toxin), CyaA-PF (CyaA pore-

forming),IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside), PMSF 

(phenylmethylsulfonylfluoride),RTX (Repeats-in-ToXin), SDS-PAGE (sodium dodecyl 

sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis) 
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1. Introduction 

 Bordetella pertussis, a Gram-negativebacterium causing whooping cough in human, 

secretes a variety of toxins including the adenylate cyclase-haemolysin toxin (CyaA) which is 

important for respiratory tract infection(Wood and McIntyre, 2008). CyaA is large protein toxin 

(~177 kDa) that is a typical member of the pore-forming RTX cytotoxins (a subgroup of the 

Repeats in ToXin (RTX) protein family) which is composed of two functional domains, a 400- 

residue N-terminal adenylate cyclase (AC) domain and a 1,306-residue C-terminal haemolysin 

or pore-forming (PF) domain. The CyaA-PF domain (~126 kDa)  is separated to four regions, N-

terminal hydrophobic region, Acylation site, a Gly-Asp-rich nonapeptide-repeat region or 

Calcium-binding region and an C-terminal signal peptide sequence. However, these CyaA toxins 

require post-translational acylation at acylation site, e.g. palmitoylation at Lys983 by CyaC 

acyltransferase to turn into an active form (Hackett et al., 1994). Following secretion, the CyaA 

toxin is stabilized by extracellular calcium ions that act as a structural stabilizing bridge ina β-

roll motif of the Gly-Asp- rich repeats(Pojanapotha et al., 2011). 

 CyaA toxin affects to human immune cell by binding to αMβ2-intergrin receptor 

(CD11b/CD18) that has been represent on neutrophils and macrophages surface. Then it’s 

translocating catalytic AC domain into the cytoplasm. Upon binding to the intracellular 

calmodulin, CyaA catalyses the production of supraphysiological level of cAMP and 

subsequently inhibits normal functions of phagocytes, leading to cell death by apoptosis(Cheung 

et al., 2008; Gueirard et al., 1998; Vojtova et al., 2006). However, CyaA toxic can against sheep 

erythrocytes, which lack the αMβ2-intergrin receptor, suggesting a different mechanism of cell 

invasion(Osickova et al., 1999). Nevertheless, the 126-kDa CyaA-PF fragment (haemolysin 

domain) was found sufficient to cause haemolysis of sheep erythrocytes (Powthongchin and 

Angsuthanasombat, 2008), co-express with CyaC which acylation at acylation site e.g. 

palmitoylation at Lys983of toxin protein to turn into activate for cytotoxicity and haemolytic 

activity (Hackett et al., 1994; Thamwiriyasati et al., 2010). However, the hydrophobic region of 
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cyaA was deleted resulting in toxin protein could not be pore-forming on lipid bilayer, that show 

the hydrophobic region was importantly pore-forming (Bellalou et al., 1990; Benz et al., 1994), 

but its structural basis of pore formation still remains to be investigated.  

In our previous work, the hydrophobic region within the CyaA-PF domain has been 

suggested to be the membrane-inserting for pore-formation on the target cell 

membranes(Powthongchin and Angsuthanasombat, 2009). By using various algorithms of 

membrane topology predictions, the PF hydrophobic stretch covering residues 500-700 of CyaA 

was predicted to fold up into five potential helical transmembrane segments(Osickova et al., 

1999; Powthongchin and Angsuthanasombat, 2009)andsubstitutions of single-proline which lead 

to disturb of secondary structure revealed the importance of putative transmembrane 1, 2, 3 

and 5 in pore formation. However, detailed understanding of the molecular mechanism of 

action of the CyaA toxin is still not completely described, particularly the steps of toxin insertion 

and pore-formation in target cell membrane. 

In the present report, we decided to construct independently the CyaA pore-forming 

(CyaAC-PF6His∆1091-1652) fragment. The following CyaAC-PF6His∆1091-1652 encoding 

with cyaC that gene encoding the accessory protein required for toxin turn into 

activationwhereas the Gly-Asp-rich nonapeptide-repeat region (block II-V) were deleted. This 

work is first report that demonstrate the successful of the high-level soluble expression as native-

folded precursor in E.coli of the recombinant CyaAC-PF6His∆1091-1652 protein that can be 

lytic the sheep erythrocytes as well as CyaA-PF6His. 
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2. Materials and methods 

2.1. Plasmid DNA extraction by alkaline lysis method 

 A single colony of recombinant E. coli was incubated into Luria–Bertani 

mediumcontaining 100 µg/ml ampicillin for overnight at 37°C.Cell was collected by 

centrifugation at 12,000 g, suspend in ice-cold Solution I, lysis cell by adding Solution II and 

Solution III was used to neutralize. After 10-minincubation on ice, the precipitated chromosomal 

DNA was separated by centrifugation. Plasmid DNA was conserved from supernatant by adding 

two volumes of isopropanol and centrifugation. Then the pellet was washed with 70% ethanol, 

air dried and suspended in 20 µl of sterile water.  

2.2. Construction of recombinant plasmids by restriction enzyme 

The pCyaAC-PF6His plasmid encoding both the ~126-kDa CyaA-PF fragment with 6His 

tag and the ~21-kDa CyaC acyltransferase under control of the T7-promoter was used as a 

template. The recombinant plasmid encoding cyaAwas deleted gene (aâ 1091-1652) which 

encoding Gly-Asp-rich nonapeptide-repeat region (block II-V)by partial digested with 1 µl of 

0.5U/µlTatI(Fermentas Life Sciences) and complete digestion with 1 µl of 1-2 U/μl AdeI 

(Fermentas Life Sciences), and follow bysynthesized the blunt end by Klewnow fragment of 

DNA polymerase I(Amersham Pharmacia Biotech)to facilitate self-ligation later on. Selected the 

recombinant DNA clones were first verified by restriction endonuclease digestion and then 

identified by DNA sequencing, using 1st BASE DNA Sequencing service(First BASE 

Laboratories Sdn Bhd, Malaysia). 
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2.3. Toxin expression and Western blotting 

 The CyaA-PF6His wild-type and CyaAC-PF6His∆1091-1652 mutatedwere re-

transformed into E.colistrain BL21(DE3)pLysS for protein expression which culturingovernight 

of both selected clones were grow in Luria–Bertani medium containing 100 mg/ml ampicillin at 

30°C, following by addingIPTG (isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside) at final concentration of 

0.1 mM for inducing toxin expression when the cell culture at OD600 reached ~0.6 and then 

incubation was continued for 6 h. E.coli cell, which expressed the toxin was harvested via 

centrifugation and re-suspended in50 mM Tris–HCl (pH 8.0) containing 5 mM CaCl2 and 1 mM 

PMSF, after that disrupted cell in  a French Pressure Cell at 10,000 psi. After centrifugation at 

12,000g for 20 min at 4°C, total toxin proteins in soluble crude lysates were analysed by sodium 

dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and their concentrations were 

determined byusing the Bradford-based protein microassay (Bio-Rad,USA), with bovine serum 

albumin (Sigma–Aldrich, USA) as a standard. 

 Toxin protein separated by SDS-PAGE were transferred onto a nitrocellulose membrane. 

Western blot analysis was performed to identity of the CyaA-PF6His wild-type and its mutant 

proteins by probing with anti-his polyclonal antibody (1:2,000 dilution) which is specific to the 

amino acid of histidine epitope of CyaA, that toxin proteins were reveal by soaking in carbonate 

buffer (100 mM NaHCO3, 1mM MgCl2, pH 9.8) that include developer solution [5-bromo-4-

chloro-3-indolylphosphate/nitroblue tetrazolium (BCIP/NBT)], until the band of toxin protein is 

appeared. 

 

 

 

 

 

 



7 
 
2.4. Haemolytic activity assay 

 The haemolytic activity assay was performed by incubating 800 µl of sheep 

erythrocyte(5x108 cells/ml) which were suspended in buffer (5 mM CaCl2, 150 mM NaCl 20 

mM and Tris-HCl, pH 7.4,), with 200 µl (~1 mg total proteins) of soluble E. coli lysate 

containing~10 µg CyaAC-PF6His∆1091-1652mutated then the mixtures were incubated at37°C 

for 5 h. Following by centrifugation at 12,000g for 2 minfor unlysed erythrocyte 

separationtesand then the supernatant have been containing the released haemoglobin was 

measured by spectrophotometer at OD540 and identical amount of sheep erythrocyte incubated 

with 0.1% Triton-X 100 was used as the positive control which determined as 100% haemolysis. 

Other while the same amount of total protein of soluble E. coli lysate containing pET-17b acted 

as the negative control.All of the samplewere tested in triplicate of three independent 

experiments. The percentage of haemolysis for each toxin sample was calculated by {[OD540 

sample − OD540 negative control]/[OD540 of 100% haemolysis − OD540 negative control 

100]}and Student’s t test was used to determine significance levels between the wild type and 

mutants. 
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3. RESULTS AND DISCUSSION 
 

 3.1. Construction of recombinant plasmids containing the cyaA-PF fragment gene  

 The cyaA gene segment of pCyaAC-PF6His which encoding the hydrophobic region with an 

acylation site (deleting aâ 1091 to 1652) and 6His-tagged C-terminal end of CyaA was 

constructed by restriction enzyme analysis. The pCyaAC-PF6His was used as a template to 

digested with single cut (partial digestion) at the position 1,824-bp cyaA by TatI restriction 

enzyme (7.5-kb band) and 3,514-bp cyaA by AdeI restriction enzyme (5.9-kb band) (see Figure 

1). Follow bycreate blunt ends of double-stranded DNA to facilitated the self-ligation, filling in 

recessed 3' ends of DNA fragments and digesting even projecting 3' overhangs what were made 

by Klewnow fragment of DNA polymerase I. The resulting 5,880-bp recombinant plasmid was 

named as pCyaA-PF6His∆1091-1652 (see Figure 2). The correct construct was verified by 

restriction analysis and DNA sequencing. 

3.2. Expression of the recombinant CyaA toxin and Western blot 

 The recombinant plasmid was retransformed into E. coli BL21(DE3)pLysS for 

expression the gene product, high-level production of the target protein from recombinant 

plasmid, pCyaA-PF6His∆1091-1652 was success after 6 h-induction with0.1 mM IPTG at 

30°C(Powthongchin and Angsuthanasombat, 2008). SDS-PAGE was used to perform the toxin 

protein revealed that heavily stained bands of ~70-kDa CyaA fragment with C-terminal 6His tag 

as a soluble protein compared with the wild type and 21-kDa CyaC-acylatransferase was 

expressed as well as pCyaA-PF6His wild-type (Fig 3left. lane 2, lane 3)which CyaC was used to 

acrylate at acylation site e.g. palmitoylation at Lys983 of toxin protein to turn into activate for 

cytotoxicity and haemolytic activity (Hackett et al., 1994; Thamwiriyasati et al., 2010) and the 

palmitoylation at Lys983 would be act as membrane anchor facilitated to attachment the target 

cells (Masin et al., 2005). However both proteins were absent for E.coli cell harbouring the pET-

17b vector (Fig 3left. lane 1). The expression protein was found to correspond size with the 
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calculated molecular mass from Met482- Arg1706 including Asn1090 - Val1653of CyaA-

PF6His∆1091-1652 by using Compute pI/MW from Gene Data Base of Bioinformatics, 

Theoretical pI/ Mw of CyaA-PF6His∆1091-1652 was 68392.20 Da. 

 The both CyaA-PF6His∆1091-1652 mutated and CyaA-PF wild type toxin proteins were 

determined by Anti-his monoclonal antibodies, which recognized the 6His tag at C-terminal end 

(Fig 3 right. lane 2, lane 3), whereas absented for E.coli cell harbouring the pET-17b vector (Fig 

3 right. lane 1). 

 3.3. Haemolytic activity of the recombinant CyaA toxin 

The crude solution was extracted form E.coli cell co-expression CyaA-PF6His wild type 

or CyaA-yaA-PF6HisΔ1091-1652 mutatedwith CyaC used to examined for their relation 

heamolytic activity against to sheep erythrocyte. From comparing the heamolysis data between 

CyaA-yaA-PF6HisΔ1091-1652 and CyaA-PF6His wild typeindicated that at the concentration of 

~1 mg, the CyaA in total protein was about 10 µg (Table. 1). The haemolystic activity of CyaA-

PF6HisΔ1091-1652 mutation that could be lyse sheep red blood cells was 24±1% which was less 

than CyaA-PF6H wild type is 45±0.5% in significant(p-value ≤ 0.01). This result showed that 

the deleted RTX region affected to the decreasing of sheep red blood cell because the repeated 

(RTX) region containing the nine repeated amino acid arrangement of Gly-Asp rich repeat 

region bound to calcium, leading to the conformational change from Beta-roll structure turn into 

the functional proteins(Pojanapotha et al., 2011) and also bound to CD11b/CD18 integrin 

receptor on the white blood cell surface which caused intoxication process or toxin in cells (El-

Azami-El-Idrissi et al., 2003). However, the increasing concentrationof toxin protein was about 

~2 mg showed that the percentage of CyaA-PF6HisΔ1091-1652 mutatedtoxic protein also 

increased directly double proportion (44±0.8%) whereas the increasing percentage of CyaA-

PF6His wild type was only 65±1.1% (Table. 2),which did not directly proportion to protein 

volume.  
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According to the CyaA-PF6HisΔ1091-1652 mutatedtoxin protein volume continuously 

increased, the heamolytic activity of sheep red blood cell was as well as CyaA-PF wild type, this 

result suggest that the RTX region of CyaA toxic protein could be bind to target cell specificity, 

preliminary and when the concentration of toxin was increased, its could be bind to cell surface 

by using Acyl group act as the anchor and induced hydrophobic region inserted into the target 

cells, leading to oligomerisation process, which could increase the leaks on the cell surface 

caused cell apoptosis (Benz et al., 1994; Masin et al., 2005). In other words the hemolytic 

activity mechanism of CyaA toxic protein could be occur by using the insertion of hydrophobic 

region mechanism and binding to the target cells with acyl group. 

In conclusion, this present report provides evidence thatthe gene segment encoding the 

hydrophobic region with an acylation site of CyaA toxin was successfully subcloned. The ~70-kDa 

truncated CyaA toxin with 6His-tagged C-terminal end was well highly-expressed as a soluble 

protein in E. coli in order to further study its functionality.  
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Figure Legends  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Restriction enzyme digestion for construction of pCyaAC-PF6His template: Agarose gel 

electrophoresis (Ethidium bromide 0.8%) analysis of partial digestion by TatI. The partial digest 

of pCyaAC-PF6His with one cut were used by TatI 1U (lane 1) and 0.5U/120 ng DNA (lanes 2). 

M represents λ/HindIII digested DNA markers (left), while the analysis of complete digestion by 

AdeI. The purified 7.5-kb products of TatI partial digests were used as a template (lane 1), and 

subsequently digested by AdeI(lanes 2). M represents λ/BstEII digested DNA markers,(right). 
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Fig. 2. Schematic diagrams of the recombinant plasmids (pCyaAC-PF6His∆1091-1652) encoding the 

CyaA protein fragment.Transcription of the corresponding genes is under control of the T7 promoter 

(T7pro) of the pET-17b expression vector (thin line). The arrows indicate the transcriptional direction 

of the corresponding promoter and genes. The nucleotide and deduced amino acid sequences at the 

5′- and 3′-ends of the structural gene segment of cyaA-PF6His(2,067 bp) and cyaC (558 bp) are 

shown, respectively, with the underlined nucleotides representing the start codon. Ampr indicates the 

ampicillin resistance gene. For clarity, only the restriction endonuclease sites mentioned in the text 

are shown. The expressing CyaA-PF6His deletion fragment is shown at the top.   
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Fig 3. SDS-PAGE analysis (Coomassie blue-stained 10% gel) of E. coli lysates expressing the 

126-kDa CyaA-PF protein from pCyaAC-PF6His and the 70-kDa CyaA-PF6His truncate 

fragment from pCyaAC-PF6His∆1091-1652, (left).Mr represents standard protein markers. E. 

coli cells harbouring the pET-17b vector were used as a negative control (lane 1). Lanes 2, 3 and 

4 are lysates extracted from E. coli cells harbouring uninduced, induced pCyaAC-PF6His∆1091-

1652, and pCyaAC-PF6His, respectively. Western blot analysis of a probed with anti-His 

monoclonal antibodies specific to the His-tag of the C-terminal end of toxin protein, Mr 

represents standard protein markers (right). 
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Table 1. Haemolytic activities of CyaAC-PF6His and CyaAC-PF6His∆1091-1652 toxin protein 

on sheep erythrocyte. 

Toxin protein a Haemolytic Activity b 

(% haemolysis ±SEM) 

CyaA-PF wild type 45±0.5% 

pCyaAC-PF6His∆1091-1652 24±1%* 

 

SEM  Standard errors of the mean 

a Soluble fraction of E. coli BL21(DE3)pLysS lysate containing tested toxins (~10 µg) was used 

in haemolytic activity assays 

b Percent haemolysis was calculated as described in Materials and Methods. The same amount of 

total proteins in the soluble fraction of E. coli lysate containing the pET-17b vector, which was 

used as a negative control, gave <1% haemolysis. The values were averaged from three 

independent experiments performed in duplicates 

*Represent the haemolytic activity of the mutants that are significantly different (p-value ≤ 0.01) 

from that of the wild-type 
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ABSTRACT 

Adenylate cyclase-haemolysin toxin (CyaA) is one of the major virulence factors of 

Bordetella pertussis causing whooping cough in human.  We earlier showed that the two putative 

transmembrane helices (α2 and α3) in the hemolysin or pore-forming domain (CyaA-PF) are 

important for the lysis of sheep erythrocytes.  In this study, PCR-based alanine substitutions were 

employed to investigate a role in hemolytic activity of the series of four glycine residues (Gly530, 

Gly533, Gly537 and Gly544) lying on one face of the relatively hydrophobic α2 (529-550).  Upon IPTG 

induction, all the mutant CyaA-PF toxins were expressed in Escherichia coli as a 126-kDa soluble 

protein at levels comparable to the wild-type toxin.  A marked reduction in sheep erythrocyte 

hemolysis was observed for three CyaA-PF mutants, i.e. G530A, G533A and G537A, but not 

G544A, suggesting an important role of the glycine cluster (Gly530_Gly533_Gly537) that is located 

at the N-terminal part of helix 2. Molecular modeling and docking studies of the α2-loop-α3 

hairpin put forward that this cluster is conceivably involved in driving and stabilizing the helix 

association. 

 

Keywords: Adenylate cyclase-haemolysin, Bordetella pertussis, hemolytic activity, pore-

forming toxin, helix association 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. Introduction 

Adenylate cyclase toxin-haemolysin (CyaA) is a virulence factor of Bordetella pertussis, 

causing whooping cough in humans (Carbonetti et al., 2005). CyaA is classified into the Repeat in 

ToXin (RTX) family which contains 1,706 amino acids consisting of two functional domains: a 

400-residue N-terminal adenylatecyclase (AC) and a 1,306-residue C-terminal hemolysin or pore-

forming (PF) domain (Fig. 1A). The PF domain comprises 4 distinct regions: a hydrophobic 

region, an acylation region, a calcium-binding region contains a Gly-Asp-rich-repeat and C-

terminal secretion signal (Bellalou et al., 1990; Ehrmann et al., 1992; Welch, 1991). Inactive 

CyaA becomes an active form after pamitoylation at conserved Lys983 by CyaC acyltransferase 

(Hackett et al., 1994). In addition, calcium ion is importance for structural stability of CyaA by 

attach to the space in the β-roll structure of the Gly-Asp-rich-repeats region (Chenal et al., 2009; 

Knapp et al., 2003; Pojanapotha et al., 2011; Rose et al., 1995). 

CyaA binds specifically to target cells through the αMβ2-integrin receptor (CD11b/CD18) 

(El-Azami-El-Idrissi et al., 2003).  Upon binding, CyaA toxin translocated AC domain into the target 

cell cytoplasm that causes the uncontrollable production of cAMP, leading to apoptotic cell death 

(Cheung et al., 2008). However, CyaA also functions as a hemolysin against cells lacking of the 

CD11b/CD18 receptor such as sheep erythrocytes (Ehrmann et al., 1992; Powthongchin and 

Angsuthanasombat, 2008; Sakamoto et al., 1992). This hemolytic activity has been demonstrated 

that a 126-kDa truncated CyaA toxin (CyaA-PF toxin) is independent from the N-terminal AC 

domain (Powthongchin and Angsuthanasombat, 2008). Nevertheless, in the details of structure-

function studies of this toxin, it still remains under investigation. 

 From our earlier studies, we successfully expressed as a soluble CyaA-PF toxin in E. coli 

(Powthongchin and Angsuthanasombat, 2008). In addition, we used different transmembrane-

finding algorithms to predict a helical transmembrane topology within the hydrophobic region of 

CyaA. These predictions resulted in five putative α-helices (α1500–522, α2529-550, α3570–593, α4602–627 

and α5678–698. Furthermore, single proline substitution for alanine in each putative helix revealed 

that helix α1, α2, α3 and α5, is important for hemolytic activity, particularly for the 



transmembrane hairpin (α2-loop-α3), has been proposed to be pore-lining segments that could 

span the lipid bilayers in which putative helix α3 is aligned to face of the channel lumen and 

responds in ion conduction whereas hydrophobic helix α2 interacts to the lipid membrane and 

may be involved in toxin oligomerization (Fig. 1C) (Powthongchin and Angsuthanasombat, 

2009). Furthermore, the contribution of charged residues in the putative helix α3, particularly the 

highly conserved Glu570 which is critical for hemolytic activity and possibly serves as a general 

pore-lining residue involved in ion conduction (Kurehong et al., 2011). For the putative helix α2 

(A529GGFGVAGGAMALGGGIAAAVG550), it contains relatively hydrophobic side chains. 

Interestingly, the series of four glycine residues (Gly530, Gly533, Gly537 and Gly544) lying on one 

face of helix as shown in the helical wheel projections (Fig. 1B), this could imply the structure 

role in toxicity of the toxin. Here, we employed the PCR-based alanine substitutions to investigate 

a possible role in hemolytic activity of these four glycine residues. The results revealed that 

glycine cluster (Gly530_Gly533_Gly537) which located at the N-terminal part of helix α2 is 

important for hemolytic activity of the toxin. Furthermore, we also present a structural model by 

using homology-based modeling and automated protein docking web server, supporting that 

glycine cluser is possibly involved in driving and stabilizing the helix association within the lipid 

bilayers. 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. Materials and methods 

2.1. Construction of mutant plasmids by PCR-based directed mutagenesis 

The pCyaAC-PF recombinant plasmid encoding both the 126-kDa CyaA-PF toxin fragment 

and 21-kDa CyaC acyltransferase which for the activation of toxin (Powthongchin and 

Angsuthanasombat, 2008) was used as a template for single alanine substitutions. The mutagenic 

primers (see Table 1) designed according to the cyaA-PF gene sequence (GenBank accession no. 

EF_595960). All mutant plasmids were generated by PCR-based directed mutagenesis using a 

Phusion® High-Fidelity DNA polymerase (Finnzymes, Finland), following the procedure of the 

QuickChange Mutagenesis Kit (Stratagene, USA). The PCR products were treated by DpnI and 

then transformed into E. coli strain JM109. Selected clones with the required mutation were first 

identified by restriction endonuclease digestion of the plasmids and verified by DNA sequencing 

(Macrogen, Inc., Korea).  

 
2.2. Expression and preparation of toxins 

 The CyaAC-PF wild-type and its mutant were re-transformed into E. coli strain BL21 

(DE3)pLysS for protein expression at 30°C in Luria-Bertani medium containing 100 µg/ml 

ampicillin and 34 µl/ml chloramphenical. When OD600 of the culture reached 0.5-0.6, protein 

expression was induced with IPTG (isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside) at final concentration 

of 0.1 mM, and incubation was continued for 6 h. E. coli cells, which expressed the toxins as 

soluble proteins, were harvested by centrifugation and resuspended in 50 mM Tris–HCl (pH 8.0) 

containing 5 mM CaCl2 and 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonylfluoride), and  disrupted in a 

French Pressure Cell at 10,000 psi. After centrifugation at 12,000g for 20 min at 4°C, total soluble 

proteins in the supernatant were analysed by sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) and concentrations were determined by Bradford-based protein 

microassay (Bio-Rad, USA), with bovine serum albumin (Sigma–Aldrich, USA) as a standard.  

 Western blot analysis was performed by probing with the 9D4 anti-RTX monoclonal 

antibody to the blotted proteins on the membrane (Listlabs, USA, 1:2000 dilution). The 

immunocomplexes were detected with alkaline phosphatase-conjugated goat anti-mouse IgG 



antibody (Pierce, USA,1:20,000 dilution) as described previously (Powthongchin and 

Angsuthanasombat, 2008). 

 
2.3. Haemolytic activity assay 

 Haemolysis assay was performed against sheep erythrocytes. The 1.5-ml microcentrifuge 

tube contains 200 μl (~1 mg total proteins) of soluble E. coli lysate containing ~ 10 μg CyaA-PF 

toxin (estimated from densitometry of the band intensity compared to the standard protein 

markers in the staining protein gel with coomassie blue, see Fig. 2) and 800 μl of sheep 

erythrocyte suspension (5x108 cells/ml) in Tris-buffer saline (150 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 20 

mM Tris–HCl, pH 7.4). The mixture solution was incubated at 37 °C for 5 h and removed the 

unlysed erythrocytes by centrifugation at 12,000g for 2 min. The released hemoglobin in 

supernatant was measured by spectrophotometer at OD540. The same amount of total proteins in 

the soluble lysate containing the pET-17b vector was used as a negative control while 100% 

hemolysis (regarding as a positive control) was obtained by lysing the erythrocytes with 0.1% 

Triton-X 100. Percent hemolysis for each toxin sample was calculated by {[OD540 sample - OD540 

negative control]/[OD540 of 100% hemolysis - OD540 negative control]}x 100. All samples were 

tested in triplicate for three independent experiments. Student’s t test was performed to determine 

significance levels between mutants and the wild-type. 

 
2.4. Amino acid sequence alignment 

 The thirteen amino acid sequences from different related pore-forming RTX cytotoxins 

[CyaA from B. pertussis (Bpt-CyaA, gb:CAE41066); HlyA and EhxA from E. coli (Ecl-HlyA, 

gb:ABE10329 and Ecl-EhxA, gb:BAA31774); RtxA from Moraxella bovis (Mbv-RtxA, 

gb:AKK84651) and Kingella kingae (Kkg-RtxA, gb:ABK58601); AqxA from Actinobacillus 

equuli (Aeq-AqxA; gb:AMM45569); ApxIA, ApxIIA and ApxIIIA from Actinobacillus 

pleuropneumoniae (Apr-ApxIA, gb:AAL55666; Apr-ApxIIA, gb:AAU84700 and Apr-ApxIIIA, 

gb:CAA48711); LktA from Manheimia haemolytica (Mhm-LktA, gb:AAL13281); Manheimia 

glucosidal (Mgc-LktA, gb:AAG40306) and Manheimia ruminalis (Mrm-LktA, gb:AAR09165); 



LtxA from Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aat-LktA, gb:CAA34731)] were aligned by 

using ClustalW program. Alignment was then manually adjusted to improve the overall 

alignment. The degree of homology among the multiple sequence alignment was defined by the 

different colored shadings.  

 
2.5. Homology-based modeling and the docking prediction of the α2-loop-α3 hairpin 

Because of no three-dimensional structure determined for CyaA toxin, we built a plausible 

3D model of transmembrane hairpin structure (α2-loop-α3) in the hydrophobic region of CyaA-

PF by using homology-based modeling. The best template protein was the crystal structure of 

bovine rhodopsin (Protein Data Bank code: 1gzm) which was selected based on high amino acid 

sequence homology to the hydrophobic region of CyaA-PF. The model was constructed by using 

SWISS-MODEL program. The refinement via energy minimization was performed by using 

GROMOS96 simulation software. To predict formation of α2-loop-α3 hairpin oligomeric 

complex, ClusPro2.0, an automated protein docking web server for the prediction of protein–

protein interactions (http://nrc.bu.edu/cluster) (Comeau et al., 2004a, b; Kozakov et al., 2006). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3. Results and discussion 

3.1. Expression of single-alanine substituted CyaA-PF mutants 

To investigate a possible role of glycine residues in relatively hydrophobic helix α2, we 

have made single alanine-substitutions at the series of four glycine residues (Gly530, Gly533, Gly537 

and Gly544) which are presented on the same face of α-helix, as schematized in the wheel diagram 

of Figure 1B. The wild-type recombinant plasmid (pCyaAC-PF) contains gene segments encoding 

both 126-kDa truncated CyaA toxin and 21-kDa CyaC-acyltransferase which for the toxin 

activation, was used as a template. Upon IPTG induction, all four mutants (G530A, G533A, 

G537A and G550A) were successfully expressed in E. coli as a 126-kDa soluble protein 

comparable to the wild-type when co-expressed with CyaC-acyltransferase�(Fig. 2). This result 

indicates that these alanine substitutions did not effect to the folding of the mutant toxins, as 

protein misfolding leading to the formation of the insoluble protein aggregate. To confirm the 

identity of the CyaA-PF wild-type and its mutants, we performed western blot analysis by probing 

with the 9D4 anti-RTX monoclonal antibody specific to the RTX epitope of CyaA toxin. The 

result shows that the wild-type and all mutants were recognized by anti-RTX monoclonal 

antibodies (data not shown). Moreover, several smaller immune-reactive bands were also detected 

in both wild-type and all mutants (data not shown), suggesting the soluble CyaA-PF toxin was 

sensitive to proteolytic degradation (Powthongchin and Angsuthanasombat, 2008). น่าจะเอาออกเพราะเรา

ไม่ไดโ้ชวผ์ล เหมือนเราพดูซํ้ าเปเปอร์เดิม 

 
3.2. Haemolytic activity of the single-alanine-substituted CyaA-PF mutants 

 To determine mutational effects on their hemolytic activity of the toxin, the soluble crude 

lysate E. coli expressing CyaA-PF mutants were incubated with sheep erythrocytes as shown in 

Fig. 3. The result revealed that the G530A, G5533A and G537A mutant toxins exhibited a drastic 

and significant (p  0.05) reduction in haemolytic activity to 4.7 ± 0.2, 6.5 ± 0.3 and 4.1 ± 0.2%, 

respectively, when compared to 73.8 ± 1.1% of the wild-type (90% decreased from the control 

wild-type value). It suggested that single-alanine substitution of these three glycine residues with 



larger hydrophobic amino acids was shown to disrupt in haemolytic activity of the toxin. On the 

other hand, the G544A mutant still retained relatively high haemolytic activity at 75.3 ± 1.5% of 

the wild-type activity, suggesting that glycine at position 544 is not essential for hemolytic 

activity.  

 
3.3. Homology-based transmembrane hairpin structure (α2-loop-α3) with implication for helix-

helix association 

Since the crystal structure of CyaA has not been yet resolved, so the structure of this toxin 

was constructed by using the homology-based model with high amino acid sequence homology of 

known toxin structure. Their best-fit protein template is bovine rhodopsin for the hydrophobic 

region of CyaA-PF toxin. From a plausible 3D model of the transmembrane hairpin structure (α2-

loop-α3) of CyaA-PF (Fig. 4) revealed that the series of four glycine residues, i.e. Gly530, Gly533, 

Gly537 and Gly544, lying on one face of the hydrophobic helix α2. Interestingly, three glycine 

residues (Gly530_Gly533_Gly537) formed as a cluster on the top part of the helix and facing outward 

from the pore-lining helix α3. Many of previous statistical analysis of the amino acid composition 

and distribution of transmembrane α-helices studies have shown that glycine residues occur 

frequently in the helix-helix interface of transmembrane helix and preferentially found on the 

same side of α-helices (Arkin and Brunger, 1998; Javadpour et al., 1999; Senes et al., 2000). In 

addition, it has been reported that the same side of glycine residues, i.e. Gly14, Gly18 and Gly22, in 

hexameric membrane channel structure of Helicobacter pylori vacuolating toxin (VacA) contact 

to small amino acid side chain of neighboring helix indicating the helix-helix packing interaction 

region (Kim et al., 2004). This consistent to our mutagenesis data shows that glycine cluster 

region (Gly530_Gly533_Gly537) in transmembrane helix 2 is essential for its toxicity (Fig. 3). It may 

imply an important role of glycine cluster in driving and stabilizing the helix-helix association 

between the transmembrane hairpins to form the lytic pore within the lipid bilayers.  

 
 
 
 
 



3.4. The prediction of transmembrane hairpin (α2-loop-α3) complex to form pore structure 

Here, we predicted transmembrane oligomeric complex by using an automated protein 

docking web server, ClusPro2.0.  The homology model of transmembrane hairpin (α2-loop-α3) 

structure (PDB file) was uploaded to the web server and then the server results back the top10 

best prediction (data not shown) but the best one prediction model was shown in Fig. 5. From the 

candidate prediction model reveals that transmembrane hairpin forms complex with another 

molecule through relatively hydrophobic helix α2, in which N-terminal glycine cluster 

(Gly530_Gly533_Gly537) tends to interact with adjacent helix α3. Since its lack of side chain that 

creates a flat surface, so it possibly permits a close approach to the neighboring helix for 

enhancing helix-helix association. In this close positioning, glycine cluster can drive and stabilize 

helix interaction via donate theirs Cα hydrogen to form a weak hydrogen bond with a carbonyl 

oxygen atom from an adjacent helix (Eilers et al., 2000; Senes et al., 2001).  

In conclusion, this is the first study to investigate the important role in relatively 

hydrophobic helix α2 of B. pertussis CyaA-hemolysin toxin. Particularly, it provides insights into 

the series of four glycine residues which are located on the same face of α-helix. Based on our 

mutagenesis data and homology-based modeling, three glycine residues, i.e. Gly530, Gly533 and 

Gly537, are crucial for hemolytic activity and form as a cluster at the N-terminal part of 

transmembrane helix α2. The close position is facilitated by small size of glycine residues, in 

which promotes to form hydrogen bond (CαHO) with an adjacent putative lumen-lining helix 

α3 leading to enhance helix associaction for oligomerization of the transmembrane hairpins to 

form a lytic pore. However, it remains a challenge for determining the crystal structure of the 

soluble and protomer form of CyaA-PF toxin leading to more understanding in structure-function 

relationship details of their molecular events. 
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Fig.1. A: Schematic diagram of CyaA showing adenylate cyclase (AC) domain and haemolysin or pore-

forming (PF) domain. In the hydrophobic region (residues 500–700) contains five putative helices which 

are shown by purple blocks. Lys983 indicates the palmitoylation site. The calcium-binding region (residues 

1006–1612) shows lines representing each nonapeptide repeat (Gly-Gly-X-Gly-X-Asp-X-Leu-X). B: 

Helical wheel projections of the relatively hydrophobic helix α2 of the CyaA-PF fragment. Amino acids 

are plotted every 100° consecutively around the helix axis (360° for 3.6 residues). C: Schematic 

representation of two amphiphatic helices (α2529-550 and α3570–593) which have been proposed to be 

transmembrane hairpin (α2-loop-α3). The following colour codes are used: red is an amino acid with a 

charged side-chain, blue is a polar uncharged side-chain and gray is a hydrophobic side-chain. The orange 

shadings in the putative helix 2 represent the series of four glycine residues (Gly530, Gly533, Gly537 and 

Gly544) lying on one face of the helix. D:  Multiple sequence alignment of putative transmembrane α2530–550 

of CyaA PF with the twelve different related pore-forming RTX cytotoxins. Conserved residues in all 

thirteen sequences are shown on red background, residues identical in 80–90%, 65–75% and 50–60% 

represent in green, blue and yellow background, respectively. Stars indicate the series of four glycine 

residues.   

 



 
Fig.2. SDS-PAGE (Coomassie blue-stained 12% gel) of lysates extracted from E. coli BL21(DE3)pLysS 

expressing the 126-kDa CyaA-PF protein from pCyaA-PF, the 21-kDa CyaC protein. M represents 

standard protein markers. Lane 1, E. coil lysate harbouring the pET-17b vector was used as a negative 

control. Lane 2, lysate extracted harbouring pCyaA-PF. Lanes 3–6 represent CyaA-PF mutants G530A, 

G533A, G537A, and G544A with 0.1 mM IPTG induction, respectively. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Fig.3. Haemolytic activity assays of CyaA-PF wild-type (wt) and its mutants against sheep erythrocytes. 

Lysate extracted of E.coli cells harbouring pET–17b vector was used as a negative control. The CyaA-PF 

wild-type toxin exhibited 73.8 ± 1.1% hemolysis. The G530A, G533A, G537A and G544A mutants 

showed 4.7 ± 0.2, 6.5 ± 0.3, 4.1 ± 0.2 and 75.3 ± 1.5% haemolysis, respectively. Error bars indicated 

standard errors of the mean from three independent experiments with each performed in triplicate. Black 

shading boxes represent the hemolytic activity of the mutants that are significantly different (p values  

0.05) from that of the wild-type.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
Fig.4. Homology modeling of the transmembrane hairpin (α2-loop-α3) of CyaA-PF toxin.  Negatively and 

positively charged side-chains are shaded with red and blue, respectively. Orange and light-blue shadings 

represent oxygen- and nitrogen-containing uncharged side-chains, respectively. Hydrophobic side-chains 

and glycine residues are shaded with gray and light-purple, respectively. A: Top view of the 

transmembrane hairpin. The glycine cluster (Gly530_Gly533_Gly537) is located at the N-terminal part of the 

relatively hydrophobic helix α2 and facing outward from lumen-lining helix α3. B: Side view of the 

transmembrane hairpin. The series of four glycine residues (Gly530, Gly533, Gly537 and Gly544) lying on the 

same face of helix α2. Figure generated by PyMol program. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Fig.5. The prediction model of transmembrane hairpin (α2-loop-α3) complex obtained from ClusPro2.0, an 

automated protein docking web server. A: Top view of transmembrane hairpin (α2-loop-α3) complex. The 

N-terminal glycine cluster (Gly530_Gly533_Gly537) of relatively hydrophobic helix α2, as shown in light-

purple colour tends to interact with adjacent helix α3, suggesting enhances helix-helix association. B: 

Side view of transmembrane hairpin (α2-loop-α3) complex.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Table 1 Oligonucleotide primers used in single-alanine substitutions. 
 
Primera     Sequenceb           Restriction site 

G530A-f   5’-TGGGCAGCCGGTTTCGGCGT-3’        Sau96I c 
G530A-r   3’-AAGCGCGACCCGTCGGCCAAA-5’ 
 
G533A-f   5’-GTTTCGCTGTAGCTGGCGGCGC-3’       AluI 
G533A-r   3’-GGCCGCCAAAGCGACATCGACC-5’ 
 
G537A-f   5’-TGGCGCCGCCATGGCGCTGGGAG- 3’     NcoI 
G537A-r   3’ -CGCACCGACCGCGGCGGTACCGC- 5’ 
 
G544A-f   5’-GAGGCGCCATCGCGGCGGCCGTTGGCG- 3’     BglI 
G544A-r   3’-CCGCGACCCT CCGCGGTAGCGCCGCCGG - 5’ 

a f and r represent forward and reversed primers, respectively. 
b Underlined bases represent the recognition sites introduced for restriction enzyme 
analysis. Enlarge letters indicate the substituted nucleotide residues. The mutated 
residues in introduced restriction sites generate silent mutations. 
c Deleted recognition sites. 
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a b s t r a c t

Adenylate cyclase-haemolysin toxin (CyaA) is a virulence factor secreted from the etiologic
agent of whooping cough, Bordetella pertussis. Previously, the haemolysin or pore-forming
domain (CyaA-PF) has been shown to cause cell lysis of sheep erythrocytes independently,
and the predicted helix 3(570�593) within the PF-hydrophobic stretch could be a pore-lining
constituent. Here, a plausible involvement in haemolytic activity of polar or charged
residues (Glu570, Gln574, Glu581, Ser584 and Ser585) lining the hydrophilic side of CyaA-PF
helix 3 was investigated via single-alanine substitutions. All the 126-kDa mutant proteins
over-expressed in Escherichia coli were verified for toxin acylation as the results are cor-
responding to the wild-type toxin. When haemolytic activity of E. coli lysates containing
soluble mutant proteins was tested against sheep erythrocytes, the importance of Glu570,
which is highly conserved among the pore-forming RTX cytotoxin family, was revealed for
pore formation, conceivably for a general pore-lining residue involved in ion conduction.

� 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Bordetella pertussis, a Gram-negative bacterium causing
whooping cough in human, secretes a variety of toxins
including the adenylate cyclase-haemolysin toxin (CyaA)
which is important for initiating respiratory tract infection
(Carbonetti et al., 2005). CyaA (w177 kDa) is a typical
member of the pore-forming RTX cytotoxins (a subgroup of
the Repeats-in-ToXin (RTX) protein family) that contains an

adenylate cyclase (AC) domain attached to the N-terminus
of the relatively conserved haemolysin or pore-forming
(PF) domain (Fig. 1A). The CyaA-PF domain (w126 kDa)
shares some common features with other RTX cytotoxins in
that it contains an N-terminal hydrophobic region, a Gly–
Asp-rich nonapeptide-repeat region and an unprocessed C-
terminal signal peptide sequence (Welch, 1991; Linhartova
et al., 2010). Moreover, these RTX toxins require post-
translational acylation at an internal lysine, e.g. palmitoy-
lation at Lys983 for CyaA by CyaC acyltransferase, to turn
into an active form (Hackett et al., 1994) and be secreted
subsequently by the type I secretion system (Welch, 2001;
Linhartova et al., 2010). Following secretion, the CyaA toxin
is stabilised by extracellular calcium ions which might act
as a structural stabilising bridge in a b-roll motif of the Gly–
Asp-rich repeats (Rose et al., 1995; Knapp et al., 2003;
Chenal et al., 2009; Pojanapotha et al., 2011).

Abbreviations: 3D, three-dimensional; AC, adenylate cyclase; CyaA,
adenylate cyclase-haemolysin toxin; CyaA-PF, CyaA pore-forming; IPTG,
isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside; PCR, polymerase chain reaction;
PMSF, phenylmethylsulfonylfluoride; RTX, Repeats-in-ToXin; SDS-PAGE,
sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis.
* Corresponding author. Tel.: þ662 800 3624; fax: þ662 441 9906.
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CyaA toxin affects mainly human macrophages by
binding to the aMb2-integrin receptor through its non-
apeptide-repeat region (El-Azami-El-Idrissi et al., 2003).
Recently, the involvements of lipid rafts as well as the sugar
moiety on the b2 integrin in CyaA toxin binding were also
reported (Morova et al., 2008; Bumba et al., 2010). Upon

binding, the AC domainwas internalised into the target-cell
cytoplasm to catalyse the uncontrolled production of cAMP,
disturbing the transcription of many inflammatory- and
cell signalling-associated genes in apoptotic pathways that
lead to cell death (Hewlett et al., 1989; Carbonetti et al.,
2005; Cheung, 2008). However, the CyaA toxin can also

Fig. 1. A: Schematic diagram of CyaA showing adenylate cyclase (AC) and haemolysin or pore-forming (PF) domains. Five putative helices in the hydrophobic
region (residues 500–700) are shown by yellow blocks, with red colour for a3. The calcium-binding region (residues 1006–1612) shows lines corresponding to
each nonapeptide repeat (Gly–Gly–X–Gly–X–Asp–X–U–X). Lys983 indicates the palmitoylation site. B: Multiple sequence alignment of amino acid sequences
covering the putative transmembrane a3(570–593) of CyaA aligned with corresponding sequences of twelve pore-forming RTX cytotoxins. CyaA-a3(570–593) and the
putative membrane-spanning HlyA-a4(272–298) are underlined. Degree of conservation among the sequences is highlighted by shading residues with red (black
characters denote identical), blue, green and yellow for 100%, 80–90%, 65–75% and 50–60% homology, respectively. Asterisks indicate CyaA-PF residues selected
for alanine substitutions. C: Helical wheel projections comparing CyaA-a3(570–593) and HlyA-a4(272–298). Amino acids were plotted every 100� consecutively
around the helix axis (360� for 3.6 residues). Negatively and positively charged side-chains are shaded with red and blue, respectively. Orange and light-blue
shadings represent oxygen- and nitrogen-containing uncharged side-chains, respectively. Relatively hydrophilic surface is indicated by arc. (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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exert haemolytic activity against cells lacking the integrin
receptor such as sheep erythrocytes (Osickova et al., 1999).
In addition, the 126-kDa CyaA-PF fragment (haemolysin
domain) was found sufficient to cause haemolysis of sheep
erythrocytes (Ehrmann et al., 1992; Sakamoto et al., 1992;
Powthongchin and Angsuthanasombat, 2008) but its
structural basis of pore formation still remains to be
investigated.

The hydrophobic region within the CyaA-PF domain or
other related pore-forming RTX toxins has been suggested to
be themembrane-inserting part for forming lytic pore in the
target-cell membrane (Ludwig et al., 1991; Benz et al., 1994;
Valeva et al., 2008; Powthongchin and Angsuthanasombat,
2009). By using various algorithms of membrane topology
predictions, the PF-hydrophobic stretch covering resid-
ues 500–700 of CyaA was predicted to fold up into five
potential helical transmembrane segments (Osickova et al.,
1999; Powthongchin and Angsuthanasombat, 2009). In our
previous work, single-proline substitutions as a means of
disturbing each confined secondary structure revealed the
importance of putative transmembrane a1, a2, a3 and a5 in
pore formation, and we have proposed that the putative
helical hairpin (a2-loop-a3) is part of the transmembrane
pore in which a3 lines the lumen (Powthongchin and
Angsuthanasombat, 2009). In this study, to characterise
further the structural importance of the putative CyaA-PF
pore-lining segment (a3), we have made single-alanine
substitutions selectively at the polar and charged residues
lining the hydrophilic side of this helix. The results revealed
the involvement of charged residues for haemolytic activity
against sheep erythrocytes of this haemolysin toxin, in
particular the highly conserved Glu570 which conceivably
serves as a general pore-lining residue involved in ion
conduction.

2. Materials and methods

2.1. Amino acid sequence alignment and 3D modelling

Multiple sequence alignment of deduced amino acid
sequences from related pore-forming RTX cytotoxins [CyaA
from B. pertussis (Bpt-CyaA, gb:CAE41066); HlyA and EhxA
from Escherichia coli (Ecl-HlyA, gb:ABE10329 and Ecl-EhxA,
gb:BAA31774); RtxA from Moraxella bovis (Mbv-RtxA, gb:
AKK84651) and Kingella kingae (Kkg-RtxA, gb:ABK58601);
AqxA from Actinobacillus equuli (Aeq-AqxA; gb:AMM45569);
ApxIA, ApxIIA and ApxIIIA from Actinobacillus pleuropne-
umoniae (Apr-ApxIA, gb:AAL55666; Apr-ApxIIA, gb:AAU
84700 andApr-ApxIIIA, gb:CAA48711); LktA fromManheimia
haemolytica (Mhm-LktA, gb:AAL13281);Manheimia glucosida
(Mgc-LktA, gb:AAG40306) and Manheimia ruminalis (Mrm-
LktA, gb:AAR09165); LtxA from Aggregatibacter actinomy-
cetemcomitans (Aat-LktA, gb:CAA34731)] was performed
using ClustalW. Regions that are highly conserved in identity
or similarity were again manually edited and the degree
of sequence homology among the aligned sequences was
defined by different coloured shadings.

For homology-based modelling, a template structure
searchedfromtheProteinDataBankwasselectedbasedonthe
highest sequence homology to the CyaA-hydrophobic region
which comprises five putative helical segments, a1(500–522),

a2(529–550), a3(570�593), a4(602–627) and a5(678–698) as assigned
previously (Powthongchin and Angsuthanasombat, 2009). A
plausible 3D model was consequently constructed based on
the best-fit template structure of bovine rhodopsin
(1gzm.pdb) using the SWISS-MODEL program. Structural
refinement of the modelled five-helix bundle via energy
minimisationwas subsequently performed using GROMOS96
simulation software.

2.2. Construction of mutant plasmids by PCR-based directed
mutagenesis

ThepCyaAC-PFplasmidencodingboththe126-kDaCyaA-
PF haemolysin fragment and the 21-kDa CyaC acyltransfe-
rase under control of the T7-promoter (Powthongchin and
Angsuthanasombat, 2008) was used as a template. Comple-
mentary pairs of mutagenic oligonucleotide primers (see
Table 1) were designed according to the sequence of the
cyaA-PF gene to generate single-alanine-substituted mutant
plasmids using a high fidelity Phusion� DNA polymerase
(Finnzymes, Finland), following the procedure of the Quick-
ChangeMutagenesis Kit (Stratagene, USA). The DpnI-treated
PCR products were transformed into E. coli strain JM109. The
selected clones were subjected to restriction endonuclease
analysis and subsequently verified by DNA sequencing
(Macrogen, Inc., Korea).

2.3. Toxin expression

The mutant plasmids were re-transformed into E. coli
strain BL21(DE3)pLysS for protein expression. An over-
night culture of each selected clone was grown at 30 �C in
Luria–Bertani medium containing 100 mg/ml ampicillin
and 34 mg/ml chloramphenicol. When the cell culture
at OD600 reached w0.6, toxin expression was induced
with IPTG (isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside) at a final
concentration of 0.1 mM, and incubation was continued
for another 6 h. E. coli cells were harvested and re-sus-
pended in 50 mM Tris–HCl (pH 8.0) containing 5 mM
CaCl2 and 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonylfluoride), and

Table 1
Oligonucleotide primers used in single-alanine substitutions.

Primersa Sequencesb Restriction site

E570A-f 50–CGCCGCGATCGCGCTG C–30 PvuI
E570A-r 30–GGCCGCGGCGCTAGCG–50

Q574A-f 50–GCGCTGGCGTTAACAGGTGGAACGGT–30 HpaI
Q574A-r 30–GCTCTAGCGCGACCGCAATTGTCCAC–50

E581A-f 50–CGGTCGCGCTGGCTTC–30 AluIc

E581A-r 30–CTTGCCAGCGCGACCG–50

S584A-f 50–CTGGCTGCATCGATCGCGTTGGCGG–30 ClaI
S584A-r 30–CCAGCTCGACCGACGTAGCTAGCGC–50

S585A-f 50–GGCTTCTGCGATCGCGTTGG–30 BstXIc

S585A-r 30–CGACCGAAGACGCTAGCGC�50

a f and r represent forward and reversed primers, respectively.
b Underlined bases represent the recognition sites introduced for

restriction enzyme analysis. Enlarge letters indicate the substituted
nucleotide residues. The mutated residues in introduced restriction sites
generate silent mutations.

c Deleted recognition sites.
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subsequently disrupted in a French Pressure Cell at
10,000 psi. After centrifugation at 12,000g for 20 min at
4 �C, total proteins in soluble crude lysates were analysed
by SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide
gel electrophoresis) and concentrations were determined
with the Bradford-based protein microassay (Bio-Rad,
USA), with bovine serum albumin (Sigma–Aldrich, USA) as
a standard.

Western blot analysis was performed to validate the
identity of the CyaA-PF wild-type and its mutant proteins
by probing with the 9D4 anti-RTX monoclonal antibody
(Listlabs, USA, 1:2000 dilution). The immunocomplexes
were subsequently detected with alkaline phosphatase-
conjugated goat anti-mouse IgG antibody (Pierce, USA,
1:20,000 dilution) as described previously (Powthongchin
and Angsuthanasombat, 2008).

2.4. Toxin acylation analysis

Palmitoylation of toxins at Lys983 was verified by mass
spectrometry. The proteins were separated by SDS-PAGE
(10% w/v gel), eluted from the excised gel and subsequently
digested with trypsin according to the standard protocol.
The peptide separation was performed in a nanobored C18
column prior to mass and LC-MS/MS analyses by using the
ABI 4800 MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (Applied
Biosystems) and LTQ-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Germany), respectively.

2.5. Haemolytic activity assay

The haemolytic activity test was performed in a 1-ml
microcentrifuge tube by incubating 800 ml of sheep eryth-
rocyte suspension (5�108 cells/ml) in buffer (150mMNaCl,
2 mM CaCl2, 20 mM Tris–HCl, pH 7.4) with 200 ml (w1 mg
total proteins) of soluble E. coli lysate containing w10 mg
CyaA-PF (estimated from densitometer tracings of the band

intensity compared to the standard protein markers in the
stained gel, see Fig. 2). Themixtureswere incubated at 37 �C
for 5 h and thereafter the unlysed erythrocytes were pel-
leteddownat12,000g for 2min. The supernatant containing
the released haemoglobin was measured by spectropho-
tometer at OD540. The same amount of total proteins in
soluble E. coli lysate containing pET-17b was used as
a negative control while the same amount of erythrocytes
lysed with 0.1% Triton-X 100 was defined as 100% haemol-
ysis. Percent haemolysis for each toxin sample was calcu-
latedby {[OD540 sample�OD540 negative control]/[OD540 of
100% haemolysis � OD540 negative control]} � 100. All
samples were tested in triplicate for three independent
experiments. Student’s t test was performed to determine
significance levels between the wild type and mutants.

3. Results and discussion

In our previous work, the predicted a2529–550 and
a3570�593 within the PF-hydrophobic stretch were found
to be crucial for haemolytic activity of CyaA-PF in line with
the suggestion that the amphipathic a3 lines the lumen
(Powthongchin and Angsuthanasombat, 2009). Therefore,
molecular characterisation of this putative CyaA-PF pore-
lining segment was further made in the present study for
its functional importance.

3.1. Sequence conservation among the related pore-forming
RTX cytotoxins

When the amino acid sequence corresponding to the
putative a3(570�593) (E570IALQLTGGTVELASSIALALAAA593) of
B. pertussis CyaA was aligned with that of twelve closely
related pore-forming RTX cytotoxins, including both hae-
molysin (HlyA, EhxA and ApxIA) and leukotoxin subgroups
(RtxA, AqxA, ApxIIA, ApxIIIA, LktA and LtxA), a high degree
of sequence similarity (>90%) was found among these

Fig. 2. SDS-PAGE (Coomassie blue-stained 10% w/v) of E. coli lysates (0.1 OD600) expressing CyaA-PF or mutant toxins. M represents standard protein markers. pET
represents the pET-17b empty vector. The CyaAC-PF wild-type was expressed in the absence (unWT) or presence of 0.1 mM IPTG (inWT). Lanes 1–5 represent the
CyaA-PF mutants E570A, Q574A, E581A, S584A and A585A with 0.1 mM IPTG induction, respectively. The arrows indicate 126-kDa CyaA-PF and 21-kDa CyaC
bands.
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sequences (Fig. 1B). This could imply a commonmembrane-
spanning segment of these related pore-forming RTX cyto-
toxins regardless of their target-cell specificity. Moreover,
the region flanking CyaA-a3 (K564AAAGA569 and G595VTS598

being assigned as loop regions) is also conserved. It is note-
worthy that Glu570 located at the N-terminal end of the
CyaA-helix is entirely identical throughout the aligned
toxinswhilst Glu581 in thehelix’s centre is opposite in charge
to the corresponding position (i.e. Lys) of all other toxins. It
was also interesting to note that the three toxins, E. coliHlyA,
A. pleuropneumoniae ApxIA and A. actinomycetemcomitans
LtxA, which all have relatively high activities, have a posi-
tively charged lysine in place of the polar uncharged gluta-
mine at position 574 of CyaA, suggesting the requirement of
an additional positively charged moiety lining the pore
lumen.

As illustrated in Fig. 1C, the helical wheel projection of
the CyaA-a3 was also compared with that of E. coli HlyA
(G272VELTTKVLGNVGKGISQYIIAQRAAQ298), which has been
proposed to serve as a transmembrane helix (Ludwig et al.,
1991; Valeva et al., 2008). It reveals that these two amphi-
pathic transmembrane helices possess a very similar hyd-
rophilic surface. Additionally, the projections of the other
aligned toxins also show the amphipathic nature of these
segments alongwith their hydrophilic sides resembling that
of CyaA and HlyA (data not shown), supporting the func-
tional importance of these conserved sequences in serving
as a lumen-pore-lining segment.

3.2. Common biochemical characteristics of the expressed
CyaA-PF mutant proteins

Further attempts were made to characterise the struc-
tural importance of this putative CyaA-PF pore-lining
segment (E570IALQLTGGTVELASSIALALAAA593). Single-
alanine substitutions were conducted selectively at the
polar (Gln574, Ser584 and Ser585) and charged residues
(Glu570 and Glu581) lining the hydrophilic side of this helix
(see Fig. 1C). All five alanine-substituted mutants (E570A,
Q574A, E581A, S584A and S585A) of the 126-kDa CyaA-PF
toxin, when overproduced in E. coli together with its
accessory protein (the 21-kDa CyaC acyltransferase), still
remained as a soluble form with yields comparable to the
wild-type toxin (Fig. 2). This could indicate that these
single-alanine substitutions did not affect the folding of the
mutant molecules, as protein misfolding can lead to the
formation of an insoluble aggregate (no 126-kDa CyaA-PF
protein was detected in the pellet fraction of each mutant
lysate, data not shown). It should be noted that the wild-
type and mutant CyaA-PF toxins were all recognised by
anti-RTX specific monoclonal antibody in Western blot
analysis (data not shown), but not for the 21-kDa protein
band which was previously verified to be CyaC acyl-
transferase by LC/MS/MS (Thamwiriyasati et al., 2010). In
addition, some other smaller immuno-reactive bands were
also observed for both the wild-type and mutant toxins
(data not shown), indicating that all the expressed CyaA-PF
fragments are somewhat sensitive to proteolytic degrada-
tion (Powthongchin and Angsuthanasombat, 2008).

As mentioned earlier, palmitoylation at Lys983 is needed
for activating the haemolytic fragment precursor (CyaA-PF)

(Powthongchin and Angsuthanasombat, 2008). Therefore,
verification via MALDI-TOF/MS and LC-MS/MS analyses was
conducted to prove such in vivo acylation of each mutant
toxin. As was determined by MALDI-TOF/MS analysis, the
molecularweight (MW)of trypsin-treated fragmentsderived
from eachmutant proteinmatched their primary sequences.
Furthermore, LC-MS/MS analysis identified the peptide
fragment of m/z 1619.63 to be E972GVATQTTAYGKC16:0R984,
containing the palmitoylated Lys983 (MW of the added pal-
mitoyl groupw238). It was found that all the mutant toxins
reveal the palmitoylated peptide mass as described. These
results indicate that toxin palmitoylation at Lys983 was not
affected by each alanine substitution, confirming that no
severe conformational change had occurred as a conse-
quence of these mutations.

3.3. Haemolytic activity of the single-alanine-substituted
CyaA-PF mutants

To determine an effect of these single-alanine substitu-
tions (E570A, Q574A, E581A, S584A and S585A) on toxicity,
we examined the soluble crude lysates from E. coli
expressing each CyaA-PF mutant toxin for their relative
haemolytic activities against sheep red blood cells as shown
in Fig. 3. It was revealed that single-alanine substitutions at
Glu570 or Glu581 caused a drastic decrease in haemolytic
activity to 19 � 1 and 39 � 7%, respectively, compared to
66 � 6% of the wild-type (w70% andw40% decreased from
the control wild-type value (66� 6%) for E570A and E581A,
respectively). In contrast, these substitutions at Gln574,
Ser584 or Ser585 did not severely affect the toxin activity, as
the Q574A, S584A and S585A mutant toxins still retained
relatively high haemolytic activity (53 � 4, 60 � 8 and
70 � 5%, respectively) at a level more than 80% of the wild-
type activityagainst sheeperythrocytes, perhaps suggesting
that these residues (Gln574, Ser584 and Ser585) are not
importantly involved in toxin haemolysis. It should benoted
that the detrimental effects on haemolytic activity seen for
the E570A and E581A mutants are least likely to be caused
by improper folding and non-acylation of the mutant
proteins since both are still palmitoylated at Lys983 as
mentioned earlier. These results thus suggest that Glu570

andGlu581 in theputativepore-lininghelix (a3)playa role in
haemolytic activity of the CyaA-PF toxin.

3.4. Structural model with implications for ion conduction

Thus far, no 3D crystal structure of the pore-forming
RTX cytotoxins has yet been resolved. Most structure–
function relationship studies were based on homology
modelling and prediction algorithms, categorising this
group of toxins to be alpha-pore-forming toxins (a-PFT)
(Ludwig et al., 1991; Menestrina et al., 1994; Osickova et al.,
1999). The a-PFTs utilise their amphipathic a-helices as
a fundamental constituent to form pores or channels in the
target-cell membrane (Gonzalez et al., 2008). Insecticidal
crystal proteins (Cry d-endotoxins) from Bacillus thur-
ingiensis (Bt), one of the well-characterised a-PFTs, are
notable for the crucial role of the a4-loop-a5 hairpinwhich
provides a proper structure for inserting and spanning the
target-cell membrane to form pores (Angsuthanasombat,
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2010). The relatively hydrophobic a5 of Cry toxins is likely
to interact with the membrane and is involved in toxin-
pore oligomerisation (Likitvivatanavong et al., 2006) whilst
the amphipathic a4 suitably lines the lumen and explicit
charged residues (e.g. Glu129 and Asp136 for Cry1Aa, see
Fig. 4B) are shown to participate in ion permeation through
the pore (Masson et al., 1999).

Here, we have built a plausible 3D model for the puta-
tive helical bundle of CyaA-PF (Fig. 4A). As can be inferred
from the model, the lumen-lining a3 reveals the two crit-
ical negatively charged residues, i.e. Glu570 and Glu581, with
good spatial and geometrical relations similar to Glu129 and
Asp136 of Cry1Aa-a4 (Fig. 4A and B). Interestingly, it has
been reported that substitutions of Glu570 with Pro, Gln or
Lys decreased CyaA haemolysis whereas this activity
markedly increased for the replacement of Glu581 with
polar uncharged- (Gln) or oppositely charged- (Lys) resi-
dues (Basler et al., 2007). As was noted earlier, Glu570 pre-
sented at the cap of this lumen-lining helix is completely

conserved throughout the aligned cytotoxins but Glu581 in
the core helix is reverse in charge to the equivalent position
(i.e. Lys) of all other toxins (see Fig. 1B). Together with our
mutagenesis data as presented above (Fig. 3), it is thus
conceivable that the terminal negatively charged residue
(i.e. Glu570) which has a tendency to be at the pore entrance
could contribute to the primary interaction with an
incoming cation. For the interior Glu581, it seems that
oppositely charged requirement might also contribute in
part to haemolysis since reversal of this charge (E581K)
showed enhanced activity of CyaA as mentioned earlier
(Basler et al., 2007) and all the cytotoxins, including the
highly active haemolysin-HlyA from E. coli, possess the
acquired positive charge at this position.

In conclusion, this study provides further insights into
a functional significance of two negatively charged residues
in the putative lumen-lining a3 of B. pertussis CyaA-haemo-
lysin. The highly conserved Glu570 which is relatively more
critical for haemolytic activity against sheep erythrocytes
could act as a gateway of the pore lumen,whilst Glu581 in the
middleof thehelical segmentmight recruit thehydrated ions
through the toxin-induced pore. The inward ions along with
watermoleculeswouldfinally lead to colloid-osmotic lysis of
target cells. However, it remains to be tested whether the
substitutionsatGlu570 andGlu581 are conducive toalterations
in the passage of ions through the pore.
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