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บทคดัยอ่ 
 โปรตีนสารพิษรีคอมบิแนนท ์ CyaA ส่วนท่ีทาํหนา้ท่ีสร้างรู จากเช้ือ Bordetella pertussis 

(CyaA-PF) เป็นโปรตีนท่ีทอนจากโปรตีน CyaA ท่ีพบในธรรมชาติ  ถูกผลิตข้ึนเพื่อเป็นอุปกรณ์ใน
การศึกษาฤทธ์ิสลายเมด็เลือดแดงของโปรตีนในธรรมชาติ ในการศึกษาน้ีไดพ้ฒันาวิธีวเิคราะห์เชิงปริมาณ
เพื่อหาปริมาณ CyaA-PF ผา่นการประเมินฤทธ์ิสลายเมด็เลือดแดง การวิเคราะห์ทาํโดยนาํเมด็เลือดแดง
จากแกะหมายเลข 107 ของสาํนกัสตัวท์ดลองแห่งชาติ, มหาวิทยาลยัมหิดล ซ่ึงแขวนลอยในบฟัเฟอร์ใหมี้
ความเขม้ขน้เท่ากบั 2.0 หน่วย ของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร โดยใชป้ริมาตร 900 
ไมโครลิตร บ่มกบั 100 ไมโครลิตรของตวัอยา่งสารละลายโปรตีนสกดัหยาบ เวลา 2 ชัว่โมง ท่ี 37°C ใน
บฟัเฟอร์ RBC [10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl และ 2 mM CaCl2]  กาํหนดให ้1 

หน่วยฤทธ์ิสลายเมด็เลือดแดงสมัพนัธ์กบัปริมาณโปรตีนสารพิษท่ีใชส้ลายเมด็เลือดแดงปริมาณ 40% 

ภายใตส้ภาวะควบคุมขา้งตน้ 
 ในระหวา่งการศึกษาพบวา่ ฤทธ์ิสลายเมด็เลือดแกะของ CyaA-PF นั้นไม่คงท่ี ภายใตส้ภาวะท่ี
ควบคุม โดยเมด็เลือดแดงจากแกะแต่ละตวัตอบสนองในระดบัแตกต่างกนั  จากการศึกษาเมด็เลือดแดงจาก
แกะ 4 ตวัท่ีตอบสนองต่างกนัน้ี ไม่สามารถสงัเกตความแตกต่างขององคป์ระกอบของโปรตีนเยือ่หุม้เมด็
เลือดแดงโดยใช ้ SDS-PAGE และไม่พบความสมัพนัธ์ระหวา่งความเปราะของเยือ่หุม้เมด็เลือดแดงและ
การตอบสนองต่อฤทธ์ิสลายเมด็เลือด ท่ีสมัประสิทธ์ิความสัมพนัธ์ (rs) เท่ากบั 0.300, ระดบันยัสาํคญั 

(p-value) เท่ากบั 0.683 ดงันั้นองคป์ระกอบของโปรตีนเยือ่หุม้เมด็เลือดแดงหรือความแกร่งของเมด็
เลือดแดงไม่น่าจะเป็นปัจจยัท่ีทาํใหเ้กิดความแตกต่างในการตอบสนองท่ีสงัเกตเห็น  
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ABSTRACT 
 The recombinant pore-forming fragment of Bordetella pertussis CyaA (CyaA-
PF) is a truncated form of native Bordetella pertussis CyaA. The protein was produced 
as tool to study the hemolytic activity of the native toxin. In this study, a quantitative 
assay to determine the amount of active CyaA-PF through its hemolytic activity was 
developed. The assay was performed by incubating 900 µl of 2.0 A600 of sheep 
erythrocyte suspension of sheep #107 obtained from the National Laboratory Animal 
Center, Mahidol University, with 100 µl of various concentrations of crude protein 
sample for 2 hours at 37°C, under RBC buffer [10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM 
NaCl and 2 mM CaCl2]. One unit hemolytic activity corresponds to the amount of 
CyaA-PF that causes 40% hemolysis under the defined conditions. 
 During this study, discrepancy of hemolytic activity of CyaA-PF in sheep 
erythrocyte was also observed. Under well-controlled conditions, sheep erythrocytes 
from individual sheep responded variably to the recombinant toxin. Among the 
erythrocytes from four individual sheep with different responses, no difference in 
membrane protein composition could be observed by SDS-PAGE. There was also no 
correlation between erythrocyte membrane fragility and the hemolytic response, 
correlation coefficient (rs) 0.300 (p-value 0.683). Thus the membrane protein and 
membrane integrity were possibly not the factors which contributed to the observed 
discrepancy.  
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