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protein trc che serin proteaza PI-QT2 bao gdbm cac budc: a) tao vecto tai to hop; b) thu vi
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Linh vire ky thuit dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cdng nghé sinh hoc va cong nghé gen tng dung
trong y sinh, cu thé 13 giai phap hitu ich d& cap dén trinh tr nucleotit dugc phén 18p ma
héa protein e ché serin proteaza tir metagenom vi sinh vat lién két hai mién va quy
trinh san xuit protein trc ché proteaza nay nhiam tao ra nguyén liéu dé phat trién san

pham hd tro phong chéng cac bénh lién quan dén proteaza.
Tinh trang ky thuat cia giai phap hiru ich

Metagenomic la phuong phap méi cho phép nghién ctru vat liéu di truyén phuc
héi truc tiép tir cac mau moi trudng. Cho dén nay, metagenomic da duoc st dung cho
viéc tim kiém cac hop chit hoat tinh sinh hoc méi cling nhu diéu tra sy da dang cua
cac vi sinh vat tir cac moi trudng khac nhau. Dic biét, cac nghién ciru tip trung vao
phat hién cac gen ma héa cac hop chét c6 kha niang hoat tinh sinh hoc cho linh vue
sinh hoc duogc phém tr cac vi sinh vat bién. Nhidu chit trc ché protéaza va céc chat
chuyén héa sinh hoc thir hai khac da tim thdy tir co s¢ dir liéu metagenom (Baharum
va c¢Ong su, 2010; Cpulligan va cong su, 2014; He va cong su, 2013).

Khi so sanh (€ bao binh thuong va té bao 4c tinh, ngudi ta nhén thiy cac té bao ac
tinh chira nhiéu proteaza hon té bao binh thuong. Su tdng cua cac enzym proteaza da
dugc phat hién thiy & cac té bao 4c tinh cling nhu & mau, dich t6 chitrc khac nhau cia
nhiéu loai dong vat mang khdi u 4c tinh. Té bao cac khéi u nudi cdy bai tiét mot
proteaza dac hiéu (chét hoat hoa plasminogen) cé hoat tinh tiang tir 10-100 14n so v&i té
bao binh thudong. Proteaza nay nim & bé mit mang té bao, dugc bai tiét va xuit hién
rit som trong cac té bao chuyén dang 4c tinh. Cac chét e ché proteaza c6 mdt trong co
thé song hodc duoc dua tir bén ngoai vao c6 kha nang chdng ung thu theo céc co ché
c6 thé sau:

- Uc ché proteaza c6 vai tro trong qua trinh di cin va xam l4n cia té bao ung thu.
- U ché sy giai phong yéu tb phat trién can thiét cho su phat trién té bao ung thu tir
tién chat.

- Chéng lai su hinh thanh cac géc tw do ma cac gdc nay c6 kha ning kich thich su

chuyén dang té bao din t6i ung thu.
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- Khoéa thu thé AhR & té bao gan, vi vy trc ché viéc chuyén cac chit c6 kha ndng gay
ung thu thanh dang co tac dung gy ung thu théat su.
Ngoai ra, van c6 thé con ton tai nhitng co ché khac ngoai nhiing co ché da néu & trén.

Mot chat tic ché proteaza c6 kha ning (rc ché hon 80% hoat tinh toan phén
elastaza, collagenaza va mdt proteaza giong chymotrysin dd dugc tach chiét tir té bao
bach cau (Leucocyte Neutral Proteaza Inhibitor- LNPI) va sir dung trong nghién ciru
chdng ung thu. So sanh hai nhém chudt cai duoc cdy ghép té bao ung thu phdi Lewis,
trong d6 mét nhém co str dung LPNI trong 14 ngay sau khi cdy ghép thi khéi luong
ctia khéi u di can nhém nay chi bang khoang 50% so véi nhém ching.

Proteaza la enzym quan trong trong té bao vat chi va chiu trach nhiém cho
nhiéu chirc nang sinh ly nhu kich hoat zymogen, déng mau, xo héa nguyén bao soi,
hormon va phéng thich peptit hoat tinh sinh hoc. ... Tuy nhién, mat kiém soat phan giai
protein ¢6 thé gy ung thu va bénh tim mach, viém, thoai héa than kinh ciing nhu cac
bénh do vi khuan, virut va ky sinh tring. Ngay nay, cac chét trc ché proteaza thuong
dugc sir dung dé diéu trj cac bénh lién quan dén proteaza. Do do, viéc kham pha ra cac
chét tic ché proteaza méi van la mot mdi quan tdm dac biét dbi voi cac nha khoa hoc
trén thé gidi noéi chung, ciing nhu cac nha khoa hoc Viét Nam néi riéng (Barrett va
cong su, 1998; Agbowuro va cong su, 2017).

Hai mién bién duogc biét dén nhu mot "mé vang" cla cac san phim tir nhién tir
moi truong bién. Nhom nghién ctru dd chon mot gen ma hoa chét tre ché serin proteaza
PI-QT2 tir metagenom cua vi sinh vat lién két hai mién Rhabdastrella sp. dugc thu
nhan tai vung bién Quang Tri Viét Nam tai toa do 107°07'06.0"E; 17°04'50.2"N, dé
tao ra cac hop chéit ¢ hoat tinh sinh hoc trc ché proteaza, tién hanh biéu hién gen ma
hoa chit rc ché serin proteaza PI-QT2 trong E. coli BL21 (DE3), tinh ché thu hoi

protein va thir hoat tinh wrc ché cia gen nay.
Ban chat ky thuit clia giai phap hiru ich

Nhim giai quyét cac van dé néu trén, giai phap hitu ich dé cap dén nucleotit duoc
phan [dp mi hoa protein tic ché serin proteaza PI-QT2 va quy trinh san xuét protein irc
ché serin proteaza PI-QT2 dé tao san pham hd tro phong chdng céac bénh lién quan dén

proteaza.
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Theo khia canh thtr nhat, giai phap hitu ich dé cap dén nucleotit dugc phan lap
ma hoa protein (rc ché proteaza PI-QT2, trong d6 nucleotit nay ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO.1.

Theo mot phuong 4n cta khia canh nay, trong d6 nucleotit nay dugc nhén dong
trong t& bao E. coli tai t hop va chung E. coli nay dugc luu gift tai Vién Hoa sinh bién
v6i s6 luu gitt E. coli(PI-QT2).

Theo khia canh th{ hai, giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh san xuét protein
trc ché serin proteaza PI-QT2, trong d6 quy trinh nay bao gbm cac budc:

a) tao vecto tai td hop bang cach cit gen ma hoa protein tc ché serin proteaza PI-
QT2 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 tir E. coli ¢6 s6 E. coli(PI-QT2) tai Vién Hoa
sinh bién bang enzym Eco RI va Not 1, sau d6 gin vao vecto biéu hién pET32a (+) dé
thu dugc vecto tai to hop pET32a (+) /PI-QT2;

b) thu vi khuan t4i 6 hop bing cach bién nap vecto tai t6 hop pET32a (+) /PI-
QT2 vao vi khuén E. coli BL21 (DE3), sau d6 ching vi khudn tai t hop
BL21(DE3)/pET32a(+)/PI-QT2 dugc nudi cly qua dém trong méi trudng LB bo sung
Il ampicilin/ml va tién hanh nuéi cdy & 37°C trong diéu kién lic dén khi OD dat tir
0,6 dén 1,8;

¢) cam Gng biéu hién protein Grc ché serin proteaza bang cich bd sung isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranosit (IPTG) nbéng d6 100mM/ml, sau khi nudi & nhiét do tir 20
dén 37°C trong khoang tir 4 dén 6 gio, ly tim thu té bao va bo sung dém SDS 1,5X va
4 & 100°C trong 10 phut, sau khi ly tm & 10.000 vong/phut, thu can té bao nudi cdy;

d) pha v té bao nuoi cdy bang cach hoa tan cin té bao trong dung dich dém dung
giai bao gébm 50mM Tris/HCI, 0,5% Triton X-100, 10pg/ml lysozym, pH=7,0 va u
trong 30 phut rdi siéu 4m v6i xung ngan 200-300pA trong nude da dén khi thu dich
tan ddu rdi ly tim & 1400 vong/phut & 4°C thu phan dich ndi; va

e) thu hdi protein trc ché serin proteaza PI-QT2 bang cach cho phan dich ndi qua
ot sic ky ai luc Ni-NTA agaroza, ria giai bang imidazol theo nong d6 bac thang 100
mM, 300mM va 500mM, sau khi loai bé dung mdi, két tinh thu dugc protein trc ché
proteaza PI-QT2 tinh sach.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Hinh 1 12 hinh 4anh két qua dién di két qua cam tng tao protein trc ché serin
proteaza bang IPTG theo giai phap hitu ich trén gel polyacrylamit SDS & ndéng do
12,5%. Trong d6 (M) 1a giéng protein chi thi clia Bio-basic. (1) 1a protein tdng sb tir E.
coli BL21 (DE3) [pET32a+]. (2) la protein tong sb tir E. coli BL21 (DE3)
[pET32a+/PI-QT2] cam tng IPTG 1,5mM. Cac giéng 3), (5), (7) va (9) 1a protein
tdng sb tir E. coli BL21 (DE3) [pET32a+/PI-QT2] khong cam tmg IPTG. Céc giéng
(4), (6) va (8) 1a protein téng sb tir E. coli BL21 (DE3) [pET32a+/PI-QT2] cam ting
IPTG ImM, 0,5mM, 0,1mM, tuong tng.

Hinh 2 13 hinh anh két qua dién di protein tan va khong tan cta E. coli BL21
mang gen ma héa protein tc ché serin proteaza PI-QT2 trén gel polyarcyamit 12,5% &
cac nhiét d6 khac nhau. (1) l1a protein tdng sb tir E. coli BL21 (DE3)/pET32a(+) cam
ing 37°C. Cac giéng (2), (4), (6) va (8) la protein tong sb tir E. coli BL21 (DE3)
[pET32a(+)/PI-QT2] trudc cam tmg. Céc giéng (3), (5), (7) va (9) 1a protein tong sb
tir E. coli BL21 (DE3) [pET32a(+)/PI-QT2] cam tmg & 37 °C, 30 °C, 20 °C va 25 °C,
tuong ung.

Hinh 3 12 hinh anh két qua dién di protein tan va khong tan cta E. coli BL21
mang gen ma hda protein uc ché serin proteaza PI-QT2 biéu hién & 37 °C trén gel
polyarcyamit 12,5%. (M) 1a protein chi thi ca hdng Intron. (1) la protein téng sb tir E.
coli BL21 (DE3) [pET32a(+)/PI-QT2 cam tng IPTG. (2) la protein tong sb tir E. coli
BL21 (DE3) [pET32a(+)/PI-QT2 pha khong tan. (3) 13 protein tong sb tir E. coli BL21
(DE3) [pET32a(+)/PI-QT2 pha tan.

Hinh 4 13 hinh anh két qua dién di protein tan va khong tan ctia E. coli BL21
mang gen ma hoa protein Uc ché serin proteaza PI-QT2 biéu hién & 25°C trén gel
polyarcyamit 12,5%. (A) 1a thang protein chi thi cia hang Intron. (1) 1a protein tong s
tr E. coli BL21 (DE3) [pET32a(+)/PI-QT2 khong cam tng IPTG. (2) la protein tong
sb tir E. coli BL21 (DE3) [pET32a(+)/PI-QT2 cam tmg IPTG, (M) thang chuén, (3) la
protein tong sb tir E. coli BL21 (DE3) [pET32a(+)/PI-QT2 pha khong tan. (4) la
protein tdng sb tir E. coli BL21 (DE3) [pET32a(+)/PI-QT2 pha tan.

Hinh 5 13 hinh 4nh dién di cta protein tan va khong tan cia E. coli BL21 mang
gen ma hda protein rc ché proteaza PI-QT2 biéu hién & 25 °C, mat do t€ bao ODggp=
0,6 va ODgpo= 0,7 trén gel polyarcyamit 12,5%. (A) la két qua dién di cua protein tan

va khong tan cia E. coli BL21 mang gen ma hoa protein trc ché serin proteaza PI-QT2
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biéu hién & 25 °C, mat do té bao ODgyo= 0.7, trong do (M) 1a protein chi thi cuia hang
Intron, (1) 14 protein tong sb tir E. coli BL21 (DE3) pET32a(+)/PI-QT2, (2) 1a protein
can tu E. coli BL21 (DE3) pET32a(+)/PI-QT2, (3) l1a protein dich tir E. coli BL21
(DE3) pET32a(+)/PI-QT2. (B) la két qua dién di protein tan va khong tan cta E. coli
BL21 mang gen ma héa protein trc ché serin proteaza PI-QT2 biéu hién ¢ 25 °C, méat
d6 té bao ODgy= 0,6, trong d6 trong d6 (M) 1a protein chi thi ctia hang Intron, (4) 1a
protein tdng s tir E. coli BL21 (DE3) pET32a(+)/PI-QT2, (5) 1a protein cin tir E. coli
BL21 (DE3) pET32a(+)/PI-QT2, (6) la protein dich tr E. coli BL21 (DE3)
pET32a(+)/PI-QT2.

Hinh 6 13 hinh anh két qua dién di SDS-PAGE protein tong s sau khi siéu 4m
pha té bao. (M) la thang protein chudn; (1) 1a protein tong sd, (2) la protein dang
khong hoa tan, (3) 1a protein dang hoa tan.

Hinh 7 14 hinh anh két qua dién di SDS-PAGE cac phén doan sic ky ai Iyc. (M)
1a thang protein chudn. (1), (2) va (3) 1in luot 1a protein dugc giai hip ra khoi cot khi
sir dung dém day cot imidazol 100 mM, 300mM, 500mM, tuong ung.

Hinh 8 12 hinh anh két qua thir hoat tinh tc ché serin proteaza trén dia. (A)
protein ¢6 TRx-His tag, (B) protein khong c6 TRx-His tag.

M ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap hitu ich mo ta chi tiét cac phwong 4n va cac vi du thuc hién cu
thé, tuy nhién, cac phuong an va cac vi du thuc hién cu thé nay chi nham lam r& ban
chét cua giai phap chir khong nhim han ché pham vi bao h cia giai phap.

Giai phap hitu ich dé cap dén nucleotit dugc phan 14p ma hoéa protein trc ché serin
proteaza PI-QT2 va quy trinh san xudt protein trc ché serin proteaza PI-QT2 dé tao san
pham ho trg phong chdng cac bénh lién quan dén proteaza.

Theo giai phap hitu ich, cac chung vi khuan E. coli kha bién BL21 (DE3), vecto
nhan dong pUCS7, vecto biéu hién pET32a(+) va cac ky thudt tai to hop, bién nap,
chon loc 1a da biét va duoc sir dung rong rdi trong linh vuc ky thuat nay. Nguoi c6
hiéu biét trung binh c6 thé str dung cac vecto, cac chung vi khuan kha bién ciung véi

cac k¥ thuat tai t6 hop theo huréng din cta nha cung cap dé thuc hién giai phép.
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Theo khia canh tht nhat, giai phép hitu ich dé cap dén nucleotit dugc phan lap
ma hoa protein rc ché serin proteaza PI-QT2, trong d6 nucleotit nay co trinh ty néu
trong SEQ ID NO.1.

Trinh tu nucleotit phan 14p ma hoa protein PI-QT2 dugc phan lap tir metagenom
tr sinh vat lién két v6i hai mién Rhabdastrella sp.. Trong d6, mau hai mién
Rhabdastrella sp. duge thu nhan tai ving bién Quang Tri, Viét Nam tai toa do
107°07'06.0"E; 17°04'50.2"N bang phuong phép lan sir dung binh khi (scuba). Mau
hai mién sau khi duoc thu nhén, bao quan trong hop v tring chira con tuyét ddi, giir
lanh. Tiép d6 mau nay dugc rira qua nuée mudi sinh 1y 0,9%, cét va nghién trong nudc
mudi sinh ly 0,9%. Sau khi d4o nhe trong 10 phut, loc 14y dich thu vi sinh vt lién két
hai mién. Vat liéu ADN tong s6 cla vi sinh vat lién két v6i hai mién duge tach bing
kit Metagenomic DNA Isolation Kit ctia hang Enpibio, My.

ADN téng s duoc tinh sach, giai trinh tu, dugc sang loc trén cac co s& dit liéu
bao g@)m CAZy, GO, COG, SWISSPROT, KEGG va cac cdong cu nhu dbCAN,
Prodigal va MetageneMark boi hang BaseClear (Ha Lan). Sau khi chon loc cac doan
nucleotit c6 d6 twong ddng v4i gen ma hoa protein tic ché proteaza trén GeneBank,
cac gen nay duoc chon loc dé bibu hién protein. Két qua sang loc, biéu hién thu dugc
doan nucleotit ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 mi hoéa protein tc ché serin
proteaza, dugc ky hi¢u la PI-QT2.

Trinh trr nucleotit phan 14p theo gidi phap hiru ich néu trong SEQ ID NO.1 bao
g@)m 1287 nucleotit mi héa protein c¢6 hoat tinh rc ché proteaza. Poan trinh tu phan
1ap nay dugc thiét ké dé chira hai enzym gidi han Eco RI va Not I duge téng hop nhan
tao va chén vao trong vector tach dong pUC57 va bién nap vao E. coli. Chung E. coli
nay dugc luu giit tai Vién Hoéa sinh bién, Vién Han 1am Khoa hoc va Coéng nghé Viét
Nam, 18 Hoang Quéc Viét véi s6 Iuu giit 13 E. coli(P1-QT2).

Theo khia canh thtr hai, giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh san xudt protein
trc ché serin proteaza PI-QT2, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac bude: a) tao vecto
tai t6 hop, b) thu vi khudn tai t6 hop, ¢) cam tmg biéu hién protein trc ché serin
proteaza, d) pha v t& bao nuéi cdy; va e) thu hdi protein vrc ché serin proteaza PI-
QT2.

Trong budc tao vecto tai t6 hop, ADN tir plasmit pUC57 thu duoc tir ching F.

coli ¢6 s6 luu gitt E. coli(PI-QT?2) tai Vién Hoa sinh bién, Vién Han 1am Khoa hoc va
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Cong nghé Viét Nam, 18 Hoang Qudc Viét, Cau Gidy, Ha Noi dugc cit bang enzym
Eco RI va Not I dé thu doan nucleotit ¢6 trinh tr néu trong SEQ ID NO.1. Vecto biéu
hién biéu hién pET32a (+) ciing dugc cit bang enzym Eco RI va Not I va gén véi trinh
tu nucleotit dugc cit néu trén dé thu duoc vecto tai td hop pET32a (+) /PI-QT2.

Trong budc thu vi khuan tai to hop, tién hanh bién nap vecto tai tb hop pET32a
(+) /PI-QT2 thu dwoc & trén vao vi khuan E. coli BL21 (DE3). Chung vi khuan E. coli
tai t6 hop BL21(DE3)/pET32a(+)/PI-QT2 nay dugc nudi cdy qua dém trong moi
trrdng LB chon loc ¢6 bd sung 1pl ampicilin/ml. Qua trinh nuédi cy dugc thuc hién
trong diéu kién lic, nhiét do nudi cdy & 37°C cho dén khi mat do quang (OD) dat tir
0,6 dén 1,8 thi tién hanh cam tng biéu hién protein tGc ché proteaza.

Trong buéc cam tng bidu hién protein rc ché serin proteaza, tién hanh b sung
isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosit (IPTG) vao moi trudng nudi cdy véi ndng do
ImM/ml. Sau khi nudi & nhiét do tir 20 dén 37°C trong khoang tir 4 dén 6 gio' dé cam
tng té bao san sinh ra protein wc ché proteaza, tién hanh ly tim thu té bao. Sau do, bd
sung dém SDS 1,5X va i & 100°C trong 10 phut rdi ly tim & 10 000 vong/phut thu can
té bao nudi cay.

Trong budc pha v t€ bao nudi cdy, tién hanh hoa tan cin té bao trong dung dich
dém dung giai bao gom 50mM Tris/HCI, 0,5% Triton X-100, 10pg/ml lysozym,
pH=7,0 va 1 trong 30 phut. Qua trinh pha v& té bao bang dung dich dung giai duoc hd
trg bang song rdi siéu 4m voi xung ngan 200-300pA trong nude da dén khi thu dich
tan déu, hét nhdy. Tiép do6, tién hanh ly tim & 1400 vong/phut & 4°C thu phin dich nbi.

Budc thu héi protein {rc ché serin proteaza PI-QT2 dugc tién hanh bing cach cho
phan dich ndi qua cot sic ky ai luc Ni-NTA agaroza, rira giai bang imidazol theo ndng
do bac thang 100 mM, 300mM va 500mM, sau khi loai bo dung moi, két tinh thu dugc
protein (rc ché proteaza PI-QT2 tinh sach.

Vi du thwe hién gidi phap hitu ich
Vi du 1. Téi wu héa noéng dé chat cam vmg biéu hién protein c¢é hoat tinh ikc ché
proteza PI-QT2

Chung E. coli ¢6 sb luu giit E. coli(PI-QT2) dugc cung cép bai Vién Hoa sinh
bién, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam, 18 Hoang Quéc Viét, Cau

Giéy, Ha Nbi duoc cit béng enzym Eco RI va Not 1 dé thu doan nucleotit c6 trinh tu
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néu trong SEQ 1D NO.1. Vecto biéu hién biéu hién pET32a (+) ciing duoc cit bang
enzym Eco RI va Not I va gin véi trinh tu nucleotit dugc cit néu trén dé thu duoc
vecto tai t6 hop pET32a (+) /PI-QT2 theo quy trinh tai td hop chuén.

Nu6i hoat hoa ching BL21(DE3)/pET32a(+)/PI-QT2 qua dém trong 4ml LB ¢6
b6 sung 4pl Amp (ndng do 50 pg/ml), 37°C, tbe d khudy 200 vong/phit. Tiép do, ciy
chuyén 1-4% dich nudi cdy sang méi truong LB méi va nudi lic 37 °C, 200 vong/phut
dén khi OD dat 1,2 (4 gio).

Dé cam tmg, tién hanh khao st cac ndng do chét cam tng IPTG véi ndng do tir
O,lan; 0,5 mM; ImM va 1,5 mM, & 37 °C, mat do té bao ODggo=1, thoi gian cam tng
la 4h.

Tién hanh va nuéi lic & 30 °C, 200 vong/phut sau 6 gi® thu miu, sau do ly tim N
va I 10 000 vong/phit trong 15 phut dé thu t& bao. B sung 100 pl dém 1,5X SDS,
tron déu té Béo biang pippet, i 100 °C trong 10 phut rdi ly tim 10.000 vong/phut trong
15 phut thu dugc cin té bao biéu hién protein e ché serin proteaza. Mau ddi chimg
khong str dung chit cam tng.

Cin t& bao dugc hoa tan trong dung dich dém dung gidi bao gdm 50mM
Tris/HCl, 0,5% Triton X-100, 10pug/ml lysozym, pH=7,0 va 1 trong 30 phit. Qua trinh
pha v& té bao bang dung dich dung giai dugc hd trg bang song roi siéu am véi xung
ngan 200-300pA trong nudc da dén khi thu dich tan déu, hét nhdy. Tiép do, tién hanh
ly tim & 1400 vong/phiit & 4°C thu phan dich ndi. Phan dich ndi dugc dién di trén gel
polyacrylamit SDS & nong d6 12,5%. Két qua dugc thé hién trén Hinh 1. Trong do
(M) 1a giéng protein chi thi cua Bio-basic. (1) 1a protein tong sb tir E. coli BL2 (DE3)
[pPET32a+]. (2) la protein téng s tir E. coli BL21 (DE3) [pET32a+/PI-QT2] cam tng
IPTG 1,5mM. Cac giéng (3), (5), (7) va (9) 1a protein tdng sb tir E. coli BL21 (DE3)
[pET32a+/PI-QT2] khong cam tng IPTG. Cac giéng (4), (6) va (8) 1a protein tdng sb
tr £. coli BL21 (DE3) [pET32a+/PI-QT2] cam tng IPTG 1mM, 0,5mM, 0,1mM,
tuong ung.

Theo d6 cho thdy BL21(DE3)/pET32a(+)/PI-QT2 biéu hién t6i wu véi 1 bing
kich thudc khoang 64 kDa khi cam tng IPTG ImM/ml.

Vi du 2. Téi wu héa nhiét do va néng do trong biéu hién protein co hoat tinh trc ché

serin proteza PI-QT2
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Chung E. coli BL21(DE3)/pET32a(+)/PI-QT2 dugc tao ra nhu Vi du 1 dugce nudi
chy qua dém trong 4ml LB c¢6 bd sung 4pl ampixilin (ndng dé 50 pg/ml), 37 °C, tc do
khudy 200 vong/phiit. Tiép do, cdy chuyén 1-4% dich nudi cdy sang moi truong LB
méi va nudi lic 37°C, 200 vong/phiit dén khi OD dat 1,2 (4 gio).

Dé khdo st nhiét d6 biéu hién i wu, tién hanh khao sit cic nhiét do biéu hién tir
20°C, 25°C, 30°C va 37°C, nong d6 chit cam ung IPTG ImM/ml, mat do t& bao
ODgo=1, thoi gian cam ung la 4h (ddi véi biéu hién & 30°C, 37°C), 5h (25°C), 6h
(20°C). Can té bao dugc hoa tan trong dung dich dém dung gidi bao g@)m 50mM
Tris/HCL, 0,5% Triton X-100, 10pg/ml lysozym, pH=7,0 va 1 trong 30 phuat. Qua trinh
pha v té bao bang dung dich dung giai dugc hd trg bang séng rdi siéu 4m vai xung
ngan 200-300pA trong nudc da dén khi thu dich tan déu, hét nhay. Tiép do, tién hanh
ly tim & 1400 vong/phut & 4°C thu phan dich ndi. Phan dich ndi dugc dién di trén gel
polyacrylamit SDS & ndng d6 12,5%. Két qua dugc thé hién trén hinh 2 cho thiy
chung E. coli BL21 (DE3) [pET32a(+)/PI-QT2 biéu hién duwoc & hét cac nhiét do
nghién ctru. Trong d6 biéu hién manh nhat ¢ 25 va 37°C.

Pé kiém tra kha nang tan va khong tan cia protein tai to hop, tién hanh kiém tra
kha ning tan cua protein tai to hop, té bao E. coli BL21 (DE3) [pET32a(+)/PI-QT2 sau
biéu hién & 25°C va 37°C néu trén dugc lua chon dua di siu Am va dién di trén gel
SDS-PAGE 12,5% dé kiém tra. Két qua nhuém coosmas cho thiy & 37°C protein ton
tai & trang thai tan rat it va tap trung chu yéu & thé vui (Hinh 3), con ¢ 25°C protein tai
t6 hop ton tai ¢ trang thai thé tan nhiéu hon thé vui (Hinh 4).

Tir két qua cho thdy, nhiét do t&i wu dé thu hdi protein tai to hop 1a 25°C dé thu
hoi protein tai to hop hoan toan & trang thai tan.

Pé kiém tra mat do té bao trude khi biéu hién ti vy, té bao E. coli BL21 (DE3)
[pPET32a(+)/PI-QT2 duoc biéu hién & 25°C, ndng do chit cam tmg IPTG 1mM, mat do
té bao ODggy= 0,8, ODgee= 0,7 va ODggo= 0,6. Sau khi biéu hién, cin té bao duogc pha
siéu 4m, sau do ly tim 13000 vong trong 15p, cudi cuing dién di dich pha, cin phd va
tong s6 pha (trude ly tdm) trén gel SDS-PAGE 12,5%. Két qua dién di cho thiy &
ODgoo= 0,8 thu duoc két qua gidbng ODgy= 1; Con véi ODgge= 0,7 va ODgg= 0,6 thu
duogc protein tai to hop hoan toan & trang thai tan (Hinh 5a va Hinh 5b).

Vi du 3: Thu hoi protein ire ché serin proteaza PI-QT2 tir té bao E. coli tdi to hop

-10-



2477

Thu 1L dich t€ bao nudi cdy sau cam tmg vé6i chit cam tmg, nhiét do va ndng do
t61 wu nhu dugc xac dinh & trén theo, ly tAm & 4000 vong/phit trong 10 phut & 4 °C
loai moi truong. Can té bao duoc rira va hoa lai trong 100 mL dung dich dém dém ly
giai (Tris/HCI 50mM, 0,5% Triton X-100, 10 pg/mL lysozym, pH=7,0) & & 30°C trong
30 phut. Sau d6 té bao duoc pha v bang siéu 4m v6i xung ngan (200-300 pA) khoang
3 gidy trong nudce da. Siéu 4m cho dén khi dich té bao hét nhdy va tan déu. Tiép tuc ly
tam dich té bao 14000v/p, 30 phiit & 4°C dé tach phan dich ndi va cin té bao.

Kiém tra dién di phan dich ndi va can té bao bing dién di SDS-PAGE. Dua phin
dich ndi qua cot sic ki ai luc Ni-NTA agaroza va rtra cac protein khong hap phu bing
dém Tris HCI 50 mM v6i SmM imidazol. Protein hap phu dugc rira giai bang imidazol
VOl cac néng do, 100 mM, 300 mM va 500 mM. Céc phan doan sau khi tinh sach duoc
kiém tra bing dién di SDS-PAGE. Sau d6 bing protein quan tdm dugc bing céac
phuong phap thuy phan trong gel, tich chiét va nhan dién protein muc tiéu bang phin
tich khéi phd MS.

Két qua sau khi duge siéu am pha t& bao va ly tdm thu dich ndi duoc kiém tra
bang dién di SDS-PAGE dugc thé hién trén hinh 6. Két qua 14 protein duoc hoa tan tbt
(90%). Dich ndi dugc cho qua cot sic ky ai luc Ni-NTA agaroza va protein dugc rira
giai bang imidazol v6i cac noéng do theo béc thang 100, 300 va 500 mM. Cac phan
doan thu duoc sau khi rira giai duoc kiém tra dién di SDS-PAGE. Két qua duogc trinh
bay trén Hinh 7.

Vi du 4: Thir hoat tinh vrc ché proteaza

Protein tai to hop thu duoc & Vi du 3 dugc thém vao hdn hop clorua, dém
phosphat va cdc dung dich proteaza (trypsin, hodc a-chymotrypsin, hodc thermolysin).
Sau khi diéu chinh pH dén 7.5, BAPNA (N-a-benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilit) dugc
thém vao hén hop va i & 37°C trong 20 phut. Tiép theo, 5% TCA dugc thém vao dung
dich va u ¢ nhiét do phong trong 20 phut. Cudi cliing, dung dich dwgc loc véi gidy loc
Whatman No. 1 va do hép thu duoc do & 280 nm. Hoat tinh tc ché chat (rc ché
proteaza dugc tinh theo cong thic sau:

Ut ché hoat dong (%) = C-T/ C x 100

Trong d6: C 1a gia tri hdp thu cia mAu tring va T 14 gia tri hdp thu cia miu c6

chat trc ché proteaza.
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Két qua khao nghiém hoat dong ctia protein biéu hién véi proteaza (trypsin, a-
chymotrypsin, thermolysin) st dung dia sita tich kem cho thiy protein PI-QT2 ¢6 hoat
tinh e ché trypsin (Hinh 8), nhung khong trc ché a-chymotrypsin va thermolysin. Xét
nghiém trc ché proteaza chi ra ring hoat tinh tc ché protein chéng lai trypsin (mét loai
serin proteaza) dat 84,62%.

Vidy 5. Nhén dién véa phdn tich protein bang phwong phdp proteomic/tin sinh hoc
Thity phan protein trong gel bing trypsin:

Bang protein trén gel duge cit, dua vao dng eppendorf 1,5 ml v rira bang 500 pl
dung dich (50% ACN, 50 mM amoni bicarbonat) cho dén khi thuéc nhuém bi loai b6
hét. Sau d6 gel dugc loai nuéc bang 100% ACN trong 5 phit va lam kho bing may
lam kho chan khong. Hon hop protein trong gel duge khir bang 50 mM DTT & 56°C
trong 30 phat va akyl hoa véi 20 mM IAA trong 1 gid & diéu kién tdi. Dung dich sau
khi lam khé duoc hoa lai trong 50 pl pl amoni bicarbonat 50 mM. Trypsin dugc bd
sung vao dung dich véi ty 1€ twong ing enzym/co chét 1a 1:50 (theo khdi lwong) va u &
37°C trong 16 gid. Sau khi thuy phan, hon hop peptit trong gel dugc chiét ra bing
dung dich chiét (50% ACN va 0,1% TFA). Hon hop peptit sau d6 dugce c6 dic va loai
mudi bang cot Ziptip C18 trude khi tién hanh phan tach trén hé thdng sic ky 16ng nano
két nbi khéi phd.

Sic ky 1ong mot chidu:

Cac peptit duoc loai mudi, co dic trén cOot TRAP C18 va phén tach trén cot sic
ky ngugc pha C18. Mau dugc dua 1én cot véi toc d6 dong 0,2 pl/phut bang FA 0,1%
va rira giai khoi cot C18 bang gradient tir 0 dén 100% dém B (85% ACN va 0,1% FA)
trong 60 phut.

Nhan dang protein bang khéi phd: Qua trinh thuc hién khéi phé lién tiép duoc
tién hanh trén may khdi phé QSTAR - XL, vin hanh & ché do IDA (Information
Dependent Acquisition) dé thuc hién viéc chuyén tir quét ph6 TOF MS don déi véi cac
ion nim trong dai khéi (TOF mass) tir 400 dén 1200 sang khéi pho lién tiép trén 3 ion
phan tr ¢c6 mat d cao nhét va 16n hon 15 duge xac dinh tu dong nho phén mém
BioAnalyst QS v1.4 (AppliedBiosystems, M§). Sai s6 vé khéi (mass tolerance) dugc
dit & mirc 100 ppm, thdi gian thuc hién khong lip lai MS/MS dbi v6i mdi manh 1a 90

giay. Hi¢u dién thé duogc dat dé ion hoa mau trong dung dich di ra tu d4u Fused Silica
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PicoTip 12 2200V. Cac protein duoc nhan dang thong qua phin mém Mascot v1.8
(MatrixScience Ltd., London, Anh).

Tim kiém protein bang phan mém Mascot v1.8 : Dir liu phd khdi (MS/MS)
dugc phan tich bang phan mém Mascot v1.8. Pay 13 phan mém c6 kha nang phan tich
dir liéu phé MS/MS dé nhan dang protein dua trén thuat toan Mowse dugc phat trién
béi Matrix Science (Matrix Science Ltd., London, Anh) (Pappin et al., 1993). Ngan
hang Dir liéu dugc ding dé tim kiém trong Mascot 14 Uniprot, mot Ngan hang Dit liéu
cac protein khong ldp lai va toan dién vé hé protein ctia ngudi méi nhat dugc cai dat
trén mot may tinh HP Proliant Server (s/n:2UA5100LXZ). Cac thong s6 tim kiém
bang phan mém Mascot nhur sau:

Enzym thuy phén: Trypsin;

Sai sb khéi luong peptit: + 0,5 Da;

Sai s khéi lwong ciia cac manh ion trong phd MS/MS: £ 0,5 Da;

Trang thai dién tich cua ion phéan t dugce chon: + 2,+ 3, va +4;

Cai bién cb dinh: carbamindomethyl (C);

Cai bién bién dbi: oxy hoa (methionin) xay ra trong qua trinh thily phan;

Mirc do chinh xac duoc dat mac dinh: 99,5%.

Viéc phén tich dir liéu pho khéi giéi han trong Ngan hang Dit liéu protein cua vi
sinh vat ctia toan bd Ngan hang Dit liéu Uniprot. Véi cac thong s6 nhu trén phdn mém
Mascot dua ra nhitng protein/peptit co diém s6 > 30 s& dam bao d6 twong dong cao
giita cac ph6 thuc nghiém va phd 1y thuyét véi miac y nghia p < 0,05. Sau dé, cac
protein dugc x4c nhan lai bing phan mém Peak (Canada).

K&t qua cho thay protein {rc ché serin proteaza PI-QT2 12 mot protein mdi, chua
dugc cong bo trong cac ngan hang dit liéu.

Hiéu qua dat dwoc ctia giai phap hiru ich

Giai phap dé xuét trinh tu gen ma héa protein trc ché serin proteaza PI-QT2 c¢6
trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 dugc phan lap tir dif liéu metagenom cua vi sinh vat
lién két hai mién Rhabdastrella sp. Day 1a mot phuong phap thu nhan dua trén ky
thuat thuc nghiém véi co s¢ dif liéu nham sang loc va phat trién dugc protein mong

muén véi hoat tinh t8i wu, c6 thé biéu hién dugc trong vi khuan. Véi k¥ thuét phan 1ap
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nay, khong can xac dinh loai vi sinh vat thuc té nén giam dugc cac chi phi trong qua
trinh phan 14p, sang loc va tuyén chon cac chiing vi sinh chira gen mong mudn.

Quy trinh biéu hién protein trc ché proteaza duoc tdi vu biéu hién, c6 kha nang
thu dugc protein (rc ché proteaza 1am nguyén lidu phat trién ngudn thudc didu trj cac
bénh lién quan dén proteaza. Véi trinh tw gen dic hiéu, c6 kha nang biéu hién tét trong
vi khuan, hoat tinh trc ché proteaza vuot troi, giai phap cho phép don gian héa qua

trinh tir phan lap dén san xuét protein tai t6 hop c6 hoat tinh mong mudn.
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YEU CAU BAO HO
1. Nucleotit dugc phan 14p ma hoa protein rc ché serin proteaza PI-QT2, trong doé
nucleotit nay cd trinh ty néu trong SEQ ID NO.1.
2. Nucleotit theo diém 1, trong d6 nucleotit nay dugc nhan dong trong té bao E. coli tai
t6 hop va ching E. coli nay dugc luu giit tai Vién Héa sinh bién véi sé luu giit E.
coli(PI-QT2).
3. Quy trinh san xuét protein &rc ché serin proteaza PI-QT2, trong d6 quy trinh nay bao
gbm cac bude:
a) tao vecto tai to hop bang cach cit gen ma hoa protein e ché serin proteaza PI-QT2
c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.1 tir E. coli ¢6 s luu giit E. coli(PI-QT2) tai Vién
Héa sinh bién bang enzym Eco RI va Not I, sau d6 gén vao vecto bidu hién pET32a
(+) dé thu duoc vecto tai td hop pET32a (+) /PI-QT2;
b) thu vi khuén t4i t6 hop bang cach bién nap vecto tai td hop pET32a (+) /PI-QT?2 vao
vi khuin E. coli BL21 (DE3), sau d6 ching vi khuin tai t& hop
BL21(DE3)/pET32a(+)/PI-QT2 dugc nudi ciy qua dém trong méi truomg LB b sung
1ul ampicilin/ml va tién hanh nuéi ciy & 37°C trong diéu kién lc dén khi OD dat tir
0,6 dén 1,8;
¢) cam tmg biéu hién protein rc ché serin proteaza bang cach bd sung isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranosit (IPTG) ndng dd 1mM/ml, sau khi nuéi & nhiét do tir 20 dén 37°C
trong khoang tir 4 dén 6 gio, ly tim thu té bao va bd sung dém SDS 1,5X va & & 100°C
trong 10 phut, sau khi ly tim & 10.000 vong/phit, thu cin té bao nudi ciy;
d) pha v té bao nudi cdy bang cach hoa tan cin té bao trong dung dich dém dung giai
bao gdém 50mM Tris/HCL, 0,5% Triton X-100, 10pg/ml lysozym, pH=7,0 va 1 trong
30 phiit roi siéu 4m véi xung ngan 200-300pA trong nude da dén khi thu dich tan déu
roi ly tim & 1400 vong/phut & 4°C thu phén dich ndi; va
e) thu hoi protein trc ché proteaza PI-QT2 bang cach cho phan dich ndi qua cot sic ky
ai luc Ni-NTA agaroza, rira giai bang imidazol theo ndng d6 béc thang 100 mM,
300mM va 500mM, sau khi loai bo dung moi, két tinh thu dugc protein Urc ché serin

proteaza PI-QT?2 tinh sach.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Vién Héa sinh bién - Vién Han lam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam
<120> Nucleotit dugc phan 1lap mé& hbéa protein Gc ché serin proteaza PI-

QT2 va quy trinh san xudt protein nay

<130>
<160> 1
<170>

<210> 1

<211> 1287
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<220>
<400> 1
ATGACAAAAC

GGGTGTTCAG
GAAGGAGCCC
GATAATGCAC
AATCAARAAC
ATGACATATA
GAGGGAATGG
AGCGCAGATC
GATGAAGTAA
TCGCTTGATT
ACACAGGGAA
ATTAACGCCA
GACGGTGTTT
TGCAATTATT
GGACGTGTAA
GCAGATTTGA
TTGAGATTTA
AAAGCACTCG
CCTCTTTTGT
ACCGAAGCGG
GTTGTAAACC
ATGGGAATTG

AGTTGATTAA
GTGAAGAAGA
CAACGGCACC
TGTCCGAAGC
CCAACAAAAA
ATGGTGCCAG
ACCTGGGTGC
CCCAGATTGA
ATCCCGATTT
TTGACGATCC
AAATCAAGGA
TCTATTTTAA
TCCATCTGTT
CGTATCTTGA
GCATGTATAT
ACGCCGAGAA
TAATGCCTCG
GCATGGAAAT
TTATTGAAAA
CTGCCGTAAC
GCCCCTTTTT
TCGTCGAACC

TGCAACGATC
TGTGTTGCAT
TGATGGGTGT
AAATGCAAAG
CGTCTTTATC
AGGCGCAACA
GGTCAACCAA
ACTTGCCATC
CCTTGACCGA
GCAAACAGTA
GATTCTAGGT
GGGCGGCTGG
GGATGGTGGC
GAGCGGAGAC
CTTTCTGCCG
CTGGGAGAAC
CTTTAGACTA
TGCCTTTATT
AGTCATACAC
GTTGGTTAGT
CTTCGCCATC
GATGTAG

Trinh ty phén lap tu metagenom

ATCGCATGTG
GAGGATGAAC
GCAATTTTAG
TTCGGCTTTA
TCCCCATTAA
AAACAGGCAA
GCTAACGCCG
GCCAACTCGA
AATGATCGAT
GAGACCATCA
GAAATTGAGG
AAAGGAAAGT
GAGAAGCAGG
TTTAGGGCTG
GAGCATTCCT
TGGCTGTCGC
GAGTATGGAA
CCGTACGTAG
AAAACTTTTT
CCACCACCGG
CATGACAATT
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Gen ma hda protein tic ché serin proteaza PI-QT2

TCGGATTGAT
TTCTTGAGAT
CAAAGCCTGC
AACTACTCGC
GCATTTCGAT
TGGCAAAGAC
AGTTACGAGA
TCTGGCTACG
TCTTTGGCGC
ACCAATGGGT
AGCACGAAGT
TCGACGCATC
TGCCCATGAT
TTGGCTTACC
CCAATCTTGA
GGTTTTGGAA
TGCTTCTCAA
CCAATCTTGA
TGGAAGTCAA
CGAGCACTCC
GGACAAACAC

TTATCTGCTT
GTCTCTTGAA
TGGTTTCACC
CGAACTGTAT
AGCTTTGACC
GCTAGAGATC
AATCCTTAAG
GAACACGTTT
AGAGATTGCT
GAACACGAAC
TATGTTCCTG
AAAANACACAG
GTCCCACACC
TTATGGAGAG
CGAATTTCTT
TGAACGGGAT
TGACGCGCTC
GGGCATTGCG
CGAAGAAGGC
GGGGCCCTTT
AATATTGTTC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1010
1080
1140
1200
1260
1287
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HINH 3

M) (1) 2) G)

75 kDa

55 kDa
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HINH 5

A (B)

1 @ 6 M M) @ 5 (©

~64 kDa

Da M) M €3] 3)

116,0

66,2

45.0

35,0

25,0

18,4

14,4
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HINH 7

HINH 8
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