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Linh vwe ky thuit duwge dé cap

Séang ché thudc linh vyc sinh duoc, va dic biét lién quan dén mot peptit
Brevinin va cac déng phan cia ching c6 hoat tinh khang khuan va khang ung
thu. Cu thé, sang ché dé cap dén peptit co hoat tinh khang khuén va khang ung
thu, va phuong phap tai td hop san xudt peptit Brevinin tir da éch Sylvirana
guentheri ¢ hoat tinh khang khuan va khang ung thu.
Tinh trang ky thuét cia sang ché

Peptit khang khudn 12 mot loai peptit phan t& nho c6 hoat tinh khang khuan
do sinh vat tao ra trong cac didu kién moi truong nao dé va chung co cac dac
diém la trong luong phan tir nho, da dang va phd khang khuén rong. Ech nhai
la dong vt ludng cu, da ciia ching c6 chuc nang hd tro hd hap, am va tiép xtc
truc tiép voi moi truong nhiéu céc vi sinh vat bén ngoai. Dé thich nghi voi moi
trudng sdng, cac tuyén da bé mit cia éch tiét ra hang loat peptit khang khuan
dé chdng lai sw xAm nhdp clia cac mam bénh bén ngoai. Peptit khang khuén cta
éch ¢6 tac dung uc ché 1o rét dd1 véi sinh vat nhan so bao gém vi khuin Gram
duong, vi khuan Gram am, virut,... va ca trén nam, té bao ung thu,... nhung it
c6 tac dung dbi voi sinh vét nhan chuén hodc khong c6 tac dung diét ro rét.
Dong thoi, peptit khang khudn ctia éch c6 dic tinh khang khuan phd rong, tirc
la peptit khang khuén c6 thé tc ché viée tidu diét cac loai vi khuén khac nhau.
Csordas va cong su. tim thy peptit khang khuin Bominin trong chét tiét da cia
chim chuéng chau Au va bt dau nghién ctru vé peptit khang khuén cta éch.
Sau d6, Morikawa et al. phén lap duoc ho Brevinin-1 cua peptit khang khuén tur
&ch Nhat Ban; Isaacson va cong su. thu duogc Japonicin tu éch rung Nhat Ban;
Conlon d& phan 1ap bén peptit khang khudn ho Japonicin-2 tir da éch nau Trung
Quée. Peptit khang khudn éch cé gia tri Gng dung rat 16n va da duoc chi y

trong y hoc va thuc phém. N6 duoc ky vong sé€ trd thanh thé hé thudc khang
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khudn méi va phu gia thuc phdm méi, nhim giai quyét tinh trang khang thudc
va tac dung phu cua khang sinh hién nay.

Peptit khang khudn ctia dong vét éch 1a mot polypeptit phan tr nho ¢
trong lugng phan ti nh6 khoang 4.000 Da, thuong bao gbm 10 dén 50 gde axit
amin, tinh khang nguyén thip, hoa tan trong nudc tbt va c6 tinh kiém manh.
Phén tir peptit khang khudn ctia éch chira cac axit amin ky nudc nhu leucin va
isoleucin, do do c¢é tinh ky nuée, dong mét vai tré quan trong trong hoat dong
khang khuan va hoat dong tan huyét cua peptit khang khuan; né cling chia
arginin va lysin: cac axit amin tich dién duong, va do do6 la cac polypeptit
duong, day la dic diém quan trong anh huéng dén co ché khang khuan va
khang ung thu cua céc peptit khang khuan. Peptit khang khuan éch ¢6 kha niang
chiu nhiét tét, ¢ kha nang chiu duoc pH va cuong do ion cao. Hau hét cac
peptit khang khudn c¢6 diém déng dién khoang 10. Ngoai ra, mot sd peptit
khang khuédn con c6 kha ning chong lai su thity phan boi cac enzym tiéu hoa
nhu trypsin, pepsin va cac loai tuong tu.

Céc hoat tinh sinh hoc ctia peptit khang khudn & éch chu yéu nhu sau: (1)
Hoat tinh khang khuén: peptit khang khuadn & éch c6 phd khang khuan rong va
¢6 kha ning chéng lai vi khuan Gram duong, vi khudn Gram 4m va ném.
Brevinin-2 dugc phan 1ap tir da cua loai éch nho ¢ kha ning (e ché Bacillus
subtilis, Burkholderia, S. nuéc bot, Aeromonas, C. faecalis, va Vibrio oxidans
gia tri MIC tir 3 dén 500 pg/mL. (2) Hoat dong khang virut: Mot sé peptit
khang khuan ciia éch da dugc tim thdy ¢ hoat tinh khang virut, dac biét la
virut ARN va DNA. Vi du, Esculentin-2P duoc phan lap tir da cua éch Bao ¢o
thé trc ché hoat dong cua virus éch; Ngoai ra, peptit khang khuén thu duoc tir
da cta loai éch la Nam My la Dermaseptin ciing c6 tac dung e ché virut
herpes dang ké. (3) Hoat dong chéng khéi u: Mot sé peptit khang khuén coa
éch cling c6 hoat tinh chéng khéi u, va c6 thé hoat dong c6 chon loc trén cac té
bao khéi u ma khong anh huéng dén cac té bao binh thuong ciia co thé, tirc 1a
6 tac dung nh&m muc tiéu vao cac té bao khdi u. Vi du, Temporin L phan lap
tir tiét da cta éch rung chau Au c6 thé truc tiép gy chét té bao khdi u; peptit

khang khuan Maximin thu duoc tir ky nhéng khong 16 Trung Qudc ¢6 tac dung
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Gtc ché o rang céac té bao khéi u & ndng d6 rat nho. (4) Hoat dong tan huyét:
Céc nghién ctru da chi ra ring mot s6 peptit khang khuan cta éch c6 kha ning
lam tan céc té bao mau clia déng vét c6 va, ching han nhu peptit Brevinin-1
cta éch khéng 16 Nhat Ban c6 kha ning ly giai té bao mau. Trong s6 do, tinh
ky nudc cao, tinh xodn va cdu trac ludng tinh cia peptit khéng khudn quyét
dinh d&c tinh tan méu cta peptit khang khuan. (5) Cac hoat dong khac: Peptit
khang khuin cua éch ciing co hoat tinh chéng dong vat nguyén sinh, chéng
hoat dong cua tinh trung, doc tinh véi phoi thai, thic ddy qua trinh chita lanh
vét thuong, diéu hoa hoa hoc va kich hoat mién dich, tham gia vao qua trinh
diéu hoa mién dich, gitp tang tiét insulin, gidm luong duong trong mau va cac
tac dung khéc. Chudi peptit dermaseptin khang khuan thu duge tr da cua loai
éch 14 Nam My c6 tac dung e ché dang ké Plasmodium. Cac peptit khang
khudn Maximinl va Maximin 3 thu duoc tir da cta ky nhong khdng 16 Trung
Qudc ¢6 hoat tinh ham tinh trung déng ké ddi voi tinh tring nguoi binh thuong,
O ndng d6 peptit khang khudn 100pg/mL, peptit khang khuan va tinh trung
duoc gitt trong 30 phit, 80% Mat hoat tinh cta tinh tring. Peptit khang khuan
Magainin-2-amide cia Xenopus laevis ¢6 ddc tinh dang ké dbi v&i phoi va co
thé gy chét phoi & dong vat c6 vu. Ngoai ra, cfing c6 nhiing nghién ctu vé
peptit khang khuan cua éch c6 thé ddy nhanh qua trinh chita lanh vét thuong.
Cac peptit khang khuén ctia éch tiém nang co trong luong phén tir nho, dic tinh
khang khudn phd rong, khong gdy doc va tac dung phu trén céc té bao va mo
binh thudong cta con ngudi, dd duoe chi y réng rdi trong y hoc va thuc pham.
Mot mit, do viée st dung rong rai thude khang sinh, cac chung khang thude da
thay doi, tham chi xudt hién c4c siu vi khuédn, va céc peptit khang khuan
khong dé sinh ra khang thube, va nd duoc ky vong s€ tré thanh mot loat thube
khang khuidn mdi. Ngoai ra, cac peptit khang khudn ctia éch c6 tac dung chdng
tinh trang, chéng khéi u va lam nhanh lanh vét thuong, 1am cho peptit khang
khuén & éch tré thanh mét loai thude 1am sang tiém ning khac véi thude khang
khudn. Mt khac, peptit khang khudn cta éch c6 thé duoc st dung lam chit bao
quan an toan va khéng doc hai cho viéc bao quan thuc phém, do do thay thé

céc chat bao quan hoa hoc ¢6 tac dung phu doc hai. Tuy nhién, do han ché vé
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tai nguyén thién nhién va khong di cdng nghé, peptit khang khuédn can duoc
nghién ciru va thim do thém dé co thé tién hanh san xuét cong nghiép quy mo
lon.

Gan day, nhom cta Gido su Teng Lirong (Trung Québe) da kham pha cac
tuyén san xuat tot nhit dé chiét xuét, tach, tinh ché va diéu ché trong thi
nghiém, va da phaét trién thanh céng cac san pham khang khuén cta cac peptit
khang khudn Rana sylvestris. Teng Lirong cho biét, chat chéng peptit cia Rana
sylvestris ¢6 tac dung Gc ché manh cic vi sinh vat gdy bénh
nhu Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Candida albicans va virus. N6 cfing 6 kha nang chdng axit va kiém, chiu
nhiét d6 cao va kha ning chéng chiu. Thube, tac dung nhanh, khong du luong,
khéng c6 tac dung phu déc hai dbi véi té bao binh thuong cua con nguot. No
d3 hinh thanh mot loat cac san phém chéng vi khuén trén da, chdm soc chan,
stre khoe sinh san, cham soc khang khuén va cac san pham khéc.

Cong bd Patent CN110183528A cua Liu Quan Trung Qubc dé cap tdi
peptit mdi tir éch Xarwnin, loai éch cidy Nga My c6 tac dung khang khuin va
loai bé gbe tu do ciing nhur d& cdp téi phuong phép tach peptits tir da éch bing
phuong phép séc ky 1ong cao ap. Sang ché ma sé CN1043874 cong bd peptit
Brevinin-2CE tir éch rimg Trung Qudc bién ddi cac vi tri B2-N26-V5K va ung
dung trong y duoe. Sang ché ma s6 CN110205336A cua Lin Jinglian cap nhat
dén peptit tai t6 hop Brevinin-2GUb gin vao céc vecto pET va biéu hién
trong E.coli, tinh sach va cit bang enzym enterokinaza. Cac patent déu da dé
cap dén mot sé peptit Brevinin tir da éch va cac ung dung, cac phuong phap
san xudt tir da éch tu nhién, tir tai t& hop nhung mdi sang ché déu c6 han ché
nhét dinh: thu tir ty nhién thi rit khé khan vé ngudn mau va phuong phéap phuc
tap do d6 phuong phap tai t& hop la mét phuong phap c¢6 vu diém hon la dé
dang san xudt v&i quy md I6n, tuy nhién sang ché CN110205336A san xut
peptit & £.coli s& han ché vi ching gram a4m nay c6 ndi ddc td, c6 thé s& phuc
tap trong viée tinh ché va anh hudng t6i san pham, khong thé Gmg dung duoc
ché phdm thd.

Ban chit k§ thuét ciia sang ché
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Sang ché dé  xuatpeptit  tu da  cua  éch Sylvirana
guentheri Viét Nam cung cac dong phan ciia chung cé hoat tinh khang khuan
va khang ung thu cling nhu phuong phap san xudt va ung dung trong duoc
phéam, thyc pham va my pham giai quyét cac han ché néura & trén.

Muc dich cta sang ché 1a phat trién mot peptit Brevinin khang khuan moi
dugc phan 1ap tir da caa éch Sylvirana guentheri Viét Nam va phuong phap san
xuét ra peptit nay du6i dang tai t6 hop voi nhidu lan 1ap lai trong mot phan tir
va tmg dung chung trong m§ phdm, duoc phim va thuc pham. Peptit khang
khuén do sang ché d& xudt co do dai la 24 axit amin, va trinh tu clia chung 1
FLGALFKVASKLVPAAICSFSKKC c¢6 trong luong phan tir 142,53 KDa,
diém déng dién 1a 10,35 va lién két disulfua gitta trinh tu axit amin thi 18-24.
Sang ché cung cép thém viée sir dung peptit khéang khudn trong cac thi nghiém
khang khudn va (rc ché t& bao ung thu. Cu thé, peptit khang khudn theo sang
ché ¢6 tac dung Uc ché dang ké dbi v6i Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli gdy bénh, Klepsiela pneumonia (ATCC) cho thay
réng peptit khang khuén phé rong e ché su phat trién ctia vi khuan va co nhiéu
ing dung hon. Peptit c6 hoat tinh e ché cac dong té bao ung thu nudi cay
manh: ung thu da day AGS, ung thu phdi A549, ung thu dai trang HCT116,
ung thu mau Jurkat, HL60. Ngoai ra, peptit khang khuan theo sang ché vé co
ban khong bi tan huyét va anh hudng it 1én su phat trién clia té bao lanh, c6
trién vong tng dung t6t d& diéu ché duoc pham.

Cu thé, sang ché d& xudt peptit c6 hoat tinh khang khuan va khang ung thu
bao gom:

- peptit co6 trinh tu axit amin cia SEQ ID NO.1 tach tir da éch Sylvirana
guentheri, c6 hoat tinh khang khuan va khang ung thu cao.

Theo mdt phuong an khac, sang ché dé cap tdi ADN ma hoa cho doan peptit
diém 1
bao gdm 217 cip bazo nito trong trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO.2 .

Theo mdt phuong an khac, sang ché dé cép td1 doan trinh ty ADN ma hoa cho

peptit s 1 lip lai 6 1an trong trinh tir 56 3.
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Theo mét phuong 4n khac, sang ché dé cap toi phuong phap tai t6 hop sin
xudt peptit ¢6 hoat tinh khang khuén va khang ung thu bao gbm cac bude sau:

(1) Chén trinh ty SEQ ID NO.3 vao vecto pStrepHis1525 chtra LipA, dud:
His va vi tri phan cét cta pepsin dé thu dugc vecto bidu hién tai tb hop;

(2) Vecto bidu hién tai t& hop thu duge & bude (1) duoc bién nap
vao Bacillus megaterium dé thu duoc chung biéu hién tai to hop;

(3) Chiing dugec téi td hop thu duge & bude (2) duge cam tmg dé biéu hién,
ly tdm thu dich, tda lai béng mudi amdn sunphat va duoc hoa lat trong PBS va
sic ky ai luc strep hodc ion niken dé thu duge mét protein dung hop;

(4) Protein dung hop thu dugc ¢ budce (3) dugc thim tach dua trén dung
dich dém phan hiy pepsin, va sau do protein dung hop thim tach duoc phan cét
vGi pepsin, va sau d6 cho qua séc ky ai luc ion niken va strep, dich thu dugc ¢d
dic dé thu Brevinin tinh sach cao.

MG ta viin tit cdc hinh vé

Hinh 1 1a K&t qua nhan ban gen ma hoa cho céc peptit tir cADN tach tir da
éch Sylvirana guentheri. Pudng chay M 1a chi thi ADN, duong chay 1,2,3 1a
cac mau nhan ban gen ma hoa cho cac peptit tir 3 mau cADN ciia éch Sylvirana
guentheri. Két qua cho thay chi mau 3 ¢6 bang san pham rd rang hon trong
vung khoang 217bp. Kha ning mau 3 d4 nhan ban duoc cdc gen mé hoa cho
cac peptit.

Hinh 2 1a Hinh anh dién di két qua chon dong plamit pSrepHis mang gen
6xBrevinin8.13 bing phuong phap PCR khudn lac. Puong chay M la chi thi
ADN, dudng chay 1,2,3.4 lan luot 1a cac mdu PCR tir vecto pStrepHis géc,
khuan lac 1, 2 va 3. Két qua cho thiy duong chay 3, 4 1én bang c6 kich thude
bing tdng kich thude gen méd hod cho peptit 1ap lai va phan vecto, do do kha
ning khudn lac 2 va 3 d3 mang vecto tai t& hop pStrepHis-SPlipA-STREP-
6x(ALBrevinin)-AL-6xHis

Hinh 3 1a két qua bién nap vecto tai to hop pStrepHis-SPlipA-STREP-

6x(ALBrevinin)-AL-6xHis vao chiing Bacillus megaterium
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Hinh 4 1a két qua phén tich HPLC ctia peptit Brevinin sau khi tinh sach va
cét v&i pepsin

Hinh 5 la Két qua thir nghidém e ché su phat trién té bao ung thu phdi
A549 cia peptit Brevinin 8.13, gia tr1 IC501a 31,6 pM

Hinh 6 1a Két qué tht nghiém trc ché su phat trién té bao ung thu da day
AGS cua peptit Brevinin 8.13, gia tri IC50 1a 7,5 pM

Hinh 7 la Két qua thtr nghiém tc ché su phat trién té bao ung thu dai trang
HCT116 cua peptit Brevinin 8.13, gia tr1 IC50 14 9,2 uM
M6 ta chi tiét sang ché

Sang ché dugc md ta chi tiét dudi ddy co dua vao cac hinh v& kém theo,
céc hinh v& ndy nhim muc dich minh hoa cic phuong 4n cua sang ché ma
khong lam gi6i han pham vi bao hd sang ché.

Theo khia canh thir nhét, sang ché dé xuét peptit co hoat tinh khang khuan
va khang ung thu bao gom:

- peptit cé trinh tu axit amin cia SEQ ID NO. 1.
Pic didm thir nhat cia peptit ¢6 hoat tinh khang khudn va khang ung thu theo
phuong an nay la peptit cé trinh ty axit amin coa SEQ ID NO. 1 Peptit
Brevinin tir da &ch Sylvirana guentheri, c6 hoat tinh khang khuan va khang ung
thu cao. Peptit Brevinin khang khuén moi ctia éch Viét Nam duoc phén lap tir
da ctia éch Sylvirana guentheri c6 d6 dai la 24 axit amin, va trinh tu cia chiing
la FLGALFKVASKLVPAAICSFSKKC c6 trong luong phan tir 1a 2,53 KDa,
diém dfmg dién la 10,35 va lién két disulfua gifta trinh ty axit amin th 18-24.

Theo khia canh tiép theo, sang ché d& xuét peptit c6 hoat tinh khang khuan
va khang ung thu trong do:

- ADN mai hod cho doan peptit diém 1 bao gdm 217 cip bazo nito trong
trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO. 2. Poan trinh tu ma hoa cho peptit & diém 1
duoc tach dong tir éch Sylvirana guentheri bao gdm cé peptit tin hidu va ving

dém:.
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Theo khia canh tiép theo, sang ché dé xudt peptit c6 hoat tinh khang khuan
va khang ung thu trong do:

- doan trinh tu ADN ma hoa cho peptit s6 1 ldp lai 6 1an trong trinh tu s6 3

Theo khia canh tiép theo, sang ché dé xuét peptit co hoat tinh khang khuan
va khang ung thu trong d6:

Theo khia canh tiép theo, sang ché dé cap t6i peptit co hoat tinh khang
khuan va khang ung thu trong do:

- Phuong phap tai té hop san xuét peptit st dung trinh tw SEQ ID NO.3
trong diém 3 hop bao gdm cac budc sau:

(1) Chén trinh ty SEQ ID NO.3 vao vecto pStrepHis1525 chua LipA, dudi
His va vi tri phan cit clia pepsin dé thu duoc vecto bidu hién tai td hop;

(2) Vecto biéu hién tai td hop thu duge & bude (1) duoc bién nap
vao Bacillus megaterium dé thu duoc ching biéu hién tai to hop;

(3) Chung duoc tai td hop thu dugce & bude (2) duge cam ng dé biéu hién,
ly tam thu dich, tba lai béng mudi amon sulfat va duoc hoa lai trong PBS va
séc ky a1 lyc strep hodc ion niken dé thu duoc mot protein dung hop;

(4) Protein dung hop thu duoc & bude (3) duge thim tach dua trén dung
dich d&ém phan huy pepsin, va sau do protein dung hop tham tach duoc phén cit
v&i pepsin, va sau d6 cho qua sic ky ai luc ion niken va strep, dich thu dugc cb
dic dé thu Brevinin tinh sach cao.

Phuong phap tai t& hop san xuét peptit Brevinin tir da &ch Sylvirana
guentheri c6 hoat tinh khang khudn va khang ung thu bao gom céc budc:

(1) Tao vecto chura trinh ty ma hoa Brevinin lap lai:

- Vecto pStrepHis1525 duoc mé vong bang enzym BamHI va Xmal;

- Chén trinh ty gen ma hoa Brevinin ldp lai chira 6xBrevinin ¢é trinh tu
SEQ ID NO: 3 vao vecto pStrepHis1525 chira LipA, dudi His va vi tri phan cat
cia pepsin st dung enzym lipaza T4, thu vecto pStrepHis-SPlipA-STREP-
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6x(ALBrevinin)-AL-6xHis, trong d6 gen ma hoa Brevinin duogc tach tir da éch
Sylvirana guentheri cé trinh tu trong SED ID NO: 1;

(i) Tao chung vi khuén Bacillus megaterium (B. megaterium) mang
pStrepHis-SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis:

- Nudi B. megaterium trong mdi truong Paris (Brockmeier, 2006) dén khi
ODsgo= 1, thu dich nudi cdy, trong d6 mdi truong Paris (Brockmeier, 2006) c6
thanh phan: KoHPO460 mM; KH,PO440 mM, Trisodium axetat 3 mM; Kali
glutamat 20 mM; Fe(II)-NHg4-xitrat 2,2 mg/l; Axit casamino 0,1% (khéi
luong); Glucoza 1% (khdi luong); Tryptophan 20 mg/l; MgSO43 mM;

- chuyén 0,5 ml dich nubi cdy vao cac dng ly tdm 1,5ml va bb sung 0,1 — 1
ug vecto pStrepHis-SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis, 0 tu 1-3 g0 &
37°C, thu B. megaterium bién nap,

- sau d6 cdy trai B. megaterium bién nap trén dia thach LB c6 khang sinh
tetracyclin va nuéi & 37°C qua dém, thu B. megaferium mang pStrepHis-
SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis;

(i) Nudi cdy B. megaterium mang pStrepHis-SPlipA-STREP-
6x(ALBrevinin)-AL-6xHis thu protein tai tb hop SPlipA-STREP-
6x(ALBrevinin)-AL-6xHis:

- nudi cy B. megaterium mang pStrepHis-SPlipA-STREP-
6x(ALBrevinin)-AL-6xHis trong 50 mL mé1 truong LB c6 chira khang sinh
tetracyclin, nudi lic 220 vong/phut & nhiét d6 37°C qua dém, thu dich nudi cdy
cép 1;

- cho dich nudi ¢y cép 1 vao 5L mdi truong 1éng LB ¢6 chia khang sinh
tetracyclin theo ty 18 1:100 (thé tich:thé tich), nuéi lic 220 vong/phut & nhiét do
37°C cho t61 khi ODggo=0,3-0,6, cam Gmg v&i xyloza nong dé cudi cung dat
0,5% trong 20 gid & nhidt d 25°C, sau d6 ly tam & toc do 6000 vong/phut
trong 10 phut thu méi truong nudi cdy;

- bd sung 20 g amonium sunfat, hoa tan va u & 4°C qua dém;

- ly tdm 13.000 vong/phut thu cén, hoa lai trong dung dich dém chua 20
mM Tris, 500 mM NaCl, 20% glycerol (khdi luong), 20 mM imidazol, pH=
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8,5, va thu dich ndi phia trén bing ly tim, thu duoc protein tai t6 hop SPlipA-
STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis;

(iv) Tinh ché thu peptit Brevinin:

- protein dung hop SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis thu duoc tur
bude (iii) duoc dat trong dém cat pepsin chira 20 mM Tris, 50 mM NaCl, 3
mM GSH (glutathion kht), thdm tich trong 24 gid trong glutathion, pH= 8.0,
bd sung luong pepsin 2U trén mdi mg protein dung hop, thuc hién cat voi
pth1é25%3nong24gﬁnthupnnandungh0psaucﬁ;wpﬁn;

- protein dung hop sau cit pepsin dugc tinh ché bang sic ky ai luc ion
niken va cot strep, thu peptit Brevinin van ton tai trong dung dich khéng bam
Vo1 cot;

- ¢6 dic dung dich peptit Brevinin thu dwoc bang dng ly tim mang 3 kDa
va duoc thdm tich voi dém PBS & 4°C, thu duogc peptit Brevinin.

Vi du thye hién sang ché

Sau ddy, sang ché s& dugc gii thich mét cach chi tiét hon thong qua cac vi
du sau day.

Vi du 1: Tach dong gen ma hoa peptit Brevinin tir da éch Sylvirana
guentheri

Vi gen trong mdi loai éch ¢6 thé co nhiéu loai peptit khac nhau va peptit
clia éch Sylvirana guentheri Viét Nam chua duoc nghién ctu, mdi nhan ban
duoc thiét ké dua trén trinh tu da cong bd, cac doan moi P1 (SEQ ID NO.4) va
P2 (SEQ ID NO.5) duoc thiét ké va dat tong hop. Tiép theo, phan tmg PCR
duoc tién hanh b?mg cach st dung cac doan mdi P1 va P2 va cADN cla
éch Sylvirana guentheri lam khudn véi chu ky bao gdm cac phan tg & nhiét
do 94°C trong 3 phut, 49°C trong 45 giay va 72°C trong 1 phut, chu trinh duoc
thuc hién 30 1an. Két qua la, thu dugc mot doan khuéch dai dai khoang 217 bp.
Poan ADN nay duoc tach dong trong plasmit pCR2.1 bang cach sir dung "Kit
tach dong TA" do Invitrogen san xuat, chon dong dé thu duoc gen ma hoé cho
peptit Brevinin 8.13. Sau d6, xac dinh trinh tu nucleotit cia doan dugc tach

dong.
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Vi du 2: Tao vecto tai tb hop pStrepHis-SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-
AL-6xHis

Theo trinh ty gen md hoa Brevinin ldp lai duoc téng hop va gén trong
vector PUC47 béi Cong ty Genscript (M§), tdi uru mé biéu hién trong Bacillus,
2 dau gén sén vi tri cdt clia enzym BamHI va Xmal. Vector pStrepHis ciing
duoc mé vong voi 2 enzym nay. Cac mau duoc dién di trén gel agaroza 1%
(wiv) & thu duoe doan gen chira 6xBrevinin véi kich thudce khoang 495 bp, va
doan gen dd duoc tinh sach thu hdi. Sau d6, doan gen Brevinin thu hoi duoc
chén vao vecto pStrepHis dudi tac dung cia enzym T4 ligaza ; san pham gin
duoce bién nap vao té bao kha bién E. coli DH5a, pcR kiém tra khuén lac véi
cap moi ¢é trinh tw sd 4 va 5. San phém phan tmg PCR khuén lac duoc dién di
. trén gel agaroza 1% (w/v).

KET QUA: Nhu trong Hinh 2, cac dong 2 va 3 véi kich thude chinh xac
(khoang 500 bp) da duoc giai trinh tw va x4c dinh cac plasmit tai to hop dong 1
va 2 da duoc gial trinh tu chinh xac, va vecto biéu hién tai tb hop pStrepHis-
SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis da duoc tao thanh cong.

Vi du 3: Tao chung vi khuan Bacillus megaterium (B.megaterium) mang
pStrepHis-SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis

Té bao kha bién ctia B. megaterium duoc tao ra bang phuong phap nudi
chy trén moi truong Paris (Brockmeier, 2006) vé6i thanh phan: KoHPO4 (60
mM); KH2PO4 (40 mM), Trisodium axetat (3 mM), Kali glutamat (20 mM));,
Fe(Ill)-NHy-xitrat (2,2 mg/l); Axit casamino (0,1%); Glucoza (1%);
Tryptophan (20 mg); MgSO4 (3 mM).

Phuong phap nay duoc thuc hién theo Brockmeier (2006) dua plasmid tai
t6 hop vao vi khuin & giai doan pha log. Cu thé: nudi B.megaterium DVO1 trén
mdi truong Paris dén khi ODsgo= 1, chuyén 0,5 ml dich nudi cdy vao cac dng
ly tdm 1,5ml va bd sung 0,1 — 1 pg DNA plasmid pStrepHis-SPlipA-STREP-
6x(ALBrevinin)-AL-6xHis va @ tir 1-3 h & 37°C sau d6 cdy trai trén dia LB +

khang sinh va nuéi & 37°C qua dém.
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Két qua thu duoc cac khuan lac riéng & (Hinh 3). Céac khuén lac nay tiép
tuc duocKiém tra c6 mang cdc  plasmid pStrepHis-SPlipA-STREP-
6x(ALBrevinin)-AL-6xHis hay khong bang cach tach plasmid: Cac khuén lac
duoe nudi cdy qua dém (16 — 20 h) trén mdi truong LB chua khang sinh
tetracyclin, sau do tién hanh ly tAm 6000 v/p, 10 phit, loai dich thu sinh khéi té
bao. Tach plasmit bang kit tach QIAgen. DNA duoc thu lai trong 50 pl TE va
dien di kiém tra trén gel agaroza 1% va cit kiém tra voi
v61 enzym gio1 han BamHI va Xmal.

Phan tng cht enzym giéi han dugce thuc hién vé1 BamHI va Xmal (New
England Biolab) véi thanh phan nhu sau: 3 pl plasmit; 1 ul dung dich dém
théng minh, 0,5 pl BamHI, 0,5 ul Xmal va H20 ¢t 10 ul Phan tGng cét u 37°C
trong 2h, dién di kiém tra san pham cat. Két qua da kahwngr dinh duoc ching
B.megaterium d3 mang plasmit pStrepHis-SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-
AL-6xHis

Vi du 4: Biéu hién protein SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis

Nubi cdy B.megaterium mang pStrepHis-SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-
AL-6xHis cac t& bao bién nap trong méi truong LB c6 chira khang sinh, nudi
ldc 250 v/ph & nhiét d6 25°C; 37°C cho t&i khi ODgoonm= 0,3; 0,6; 1. Cam tng
v6i xylozo ndng d6 cudi cung dat 0,25%; 0,5% va 1%; thu mau sau 6h, 24h. Ly
tAm thu mdi truong nudi cay.

Tua protein trong dich nudi cdy véi amonium sulfat; BS sung 600mg
amonium sulfat vao 1,5 ml 0 ldc 4°C trong 2h. Ly tam téc d6 13000v/p 30 phut
& 4°C. Loai dich ndi, ly tdm lai 1 phut, loai bé hoan toan dich ly tdm. Thém 10
ul urea 8M (pha trong Tris-HCI, pH7.5) va 5 ul dung dich dém SDS dé hoa tan
protein. Ly tdm nhe va bién tinh & 95°C trong 5 phat. Sau d6 dién di kiém tra
mau trén SDS — PAGE 12,5%. Chay dién di vé1 cuong d6 dong dién la 40
mA, dén khi chat mau cach d4y ban gel khoang 1~ mm thi dung lai va nhudm
vé1 dung dich CBB (Coomassie brilliant blue R-250).

Két qua: Cac t& bao cho thdy céc dai protein dich rd rang cho thiy ring

protein dung hop SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis di duoc biéu
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hién thanh cong & té bao Bacillus megaterium. Nang suét cta protein dung hop
SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis cao nhét & 20°C trong 20 gio. Do
d6, nhiét do t6i wvu dé cam Ung su biéu hién cua protein dung hop SPlipA-
STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis l1a 16°C.

Vi du 5: Tinh sach protein dung hop SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-
6xHis bang sic ky ai luc ion niken

Dong té bao trong vi du 5 duoc cdy vao 50 mL mdi trudng long LB va
duoc nudi cdy & 37°C qua dém voi tbec d6 220 vong/ phit. Sau d6, dung dich
duoc cdy vao SL mdi truong 1éng LB (chira khang sinh tetracyclin) theo ty 1€ 1:
100 (v/v), va duge nudi cay & 37°C, 220 vong/phat. Khi OD600 = 0,3-0,6, cam
ng véi xylozo. Nong d6 cudi cung 1a 0,5% va thu mau sau 20 gid' trong may
lic & 25°C.

Sau khi két thuc biéu hién, cac té bao duoc loai bo béng cach ly tam & tde
do 6000 vong/phut trong 10 phut, thu dich va bd sung 20g amonium sunfat hoa
tan 0 & 4°C qua dém. Ly tdm 13000 v/p thu can hoa lai trong dung dich dém
(20 mM Tris, 500 mM NaCl, 20% glycerol, 20 mM imidazol, pH 8,5), va phan
ndi phia trén dugc thu thap bing cach ly tam, tiép theo 1a tinh ché ion niken pro
bang sic ky, thu phan di qua mAu 16ng va trude va sau khi tinh ché mau dé phat
hién SDS-PAGE.

Két qua cho thdy protein tai tb hop SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-
6xHis da duoc tinh ché va rira giai thanh cong voi 250, 500 mM imidazole, va
trong luong phén tir protein phu hop véi kich thudce ly thuyét.

Vi du 6: Phan cét protein dung hop SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-
6xHis véi pepsin va tinh ché bang séc ky i luc ion niken

Protein dung hop SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis thu dugc
trong Vi du 5 dugc dat trong dém cat pepsin (20 mM Tris, 50 mM NaCl, 3Mm
GSH (glutathione khty), tham tich trong 24 gi¢ trong glutathione, pH 8,0, luong
pepsin 2U trén mdi mg protein dung hop duge cat & 25°C trong 24 gid.

Protein dung hop sau khi cét v6i pepsin duoc tinh ché bang séc ky ai luc

ion niken va cot strep, 6xHis va Strep duoc lién ket lai vo1 cot niken va cot
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strep peptit Brevinin duoc van tdn tai trong dung dich khong bam véi1 cot. Sau
d6 peptit duoc cb dic bang 6ng ly tim mang 3 kDa va duoc thdm tich v&i dém
PBS & 4°C. Peptit Brevinin dugc phén tich HPLC.

Két qua: Hinh 4 protein dung hop SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-
6xHis d3 duoc tinh ché thanh cong bing cach cat v&i enzym pepsin. Strep va
6xHis duoc lién két lai voi cot niken va rira giai vé1 500 mM imidazole.
Brevinin duoc thu lai, va trong luong phan tir clia Brevinin nphu hop véi kich
thude Iy thuyét.

Vi du 7: Uc ché sy phat trién ciia té bao ung thw bing polypeptit
Brevinin

Thir nghiém hoat tinh trén té bao cia peptit dugc xac dinh theo phuong
phap MTT va MTS. 5 dong té bao ung thu duge dung la: ung thu gan HepG2,
ung thu da day (AGS), ung thu dai truc trang (HCT116), ung thu mau (Jurkat,
HL60) va dong té bao thudng nguyén bao soi (NBS).

Cac dong té bao ung thu duge nudi cdy trong dia 96 giéng ¢ mat do 10* té

bao/giéng, v6i moi truong nudi cdy chira 10%  FBS va 1% P/S, 0
& nhiét d6 37°C, 5% Cco2. Sau
24 gio nudi cdy, té bao dugc xir Iy v6i peptit tai cac ndng d6 khac nhau.  Sau
72 gio, 10 ul

dung dich MTT hodc MTS duoc bo sung vao mdi giéng trong diéu kién tranh s
ang. Sau
4 g10, lugng té bao séng sot dugce xac dinh dua trén chi sb do tai cac bude song
: 570nm v&i MTT va 490nm véi MTS. Moi thir nghiém co6 d6 1ap lai ba lan.

Két qua: Nhu trong Hinh 7, sit dung dung dich 1am viéc chuan 0 ng / mL
lam mAu tring, v& dudng cong chudn cta ham luong insulin, cong thirc tuyén
tinh 1a Y = 0,2684X-0,0447, R2 = 0,9976, cho biét duomng cong chuan ctia ham
luong insulin thanh cbng rut ra, ¢6 thé duoc st dung trong céac thi nghiém tiép
theo dé xac dinh tinh toan ham luong insulin.

Viduy 8: U ché sy phat trién ctia té bao vi sinh vat gAy bénh
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Néng do e ché t4i thiéu (Minimal Inhibition Concentration,
MIC) ctia peptit duge xac dinh bang phuong phap pha loang da noéng do (micro
-dilution method) 1an luot theo dai 1,89; 3,78; 7,56; 15,125; 31,25; 62,5, 125
ug/mL.

Céac ching vi khuan E.coli, B. subtilis, S. aureus dugc nudi céy & nhiét do
37°C trong khoéang 16 - 18 gio trudce khi tién hanh thi nghiém.

Sau khi nudi cdy qua d&m, chon ngau nhién khuén lac dua vao dng nghiém
chra 5 ml mdi truong LB va didu chinh sao cho c6 khoang 10° CFU/ml.  Sau
d6, nhé 1an luot 50ul vao ting giéng trén téng s 96 giéng chira san peptit pha
lodng c¢6 ndéng dd khac nhau. Cac giéng nay s& duoc 1 & nhiét do 370C trong 24
gid. Vi mdi chiing, mot ndng do duoc lap lai 2 lan.

Hiéu qua dat dwgc ciia sing ché

Sang ché dé xudt peptit c6 hoat tinh khang khuén va khang ung thu co tac
dung khang khuan tot va kha nang Grc ché su phat trién té bao ung thu tir da cua
éch Sylvirana guentheri va phuong phap tai t6 hop san xudt peptit ndy. Peptit
khang khuén c6 tac dung e ché phd rong tot dbi voi su phat trién ctia vi khuan.
N6 ¢6 thé duge st dung cho cac muc dich duogc phim va m§ pham, c6 trién

vong ng dung thi truong tuyét voi va gia tri kinh te.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap tai to hop san xuét peptit Brevinin tr da éch Sylvirana
guentheri c6 hoat tinh khang khudn va khang ung thu bao gom céc buéc:

(1) Tao vecto chtra trinh tu mé hoa Brevinin lap lai:

- Vecto pStrepHis1525 duoc mé vong bang enzym BamHI va Xmal,

- Cheén trinh tu gen mi hoa Brevinin 13p lai chira 6xBrevinin c6 trinh tu
SEQ ID NO: 3 vao vecto pStrepHis1525 chira LipA, dudi His va vi tri phan cét
ctia pepsin st dung enzym lipaza T4, thu vecto pStrepHis-SPlipA-STREP-
6x(ALBrevinin)-AL-6xHis, trong d6 gen ma hoa Brevinin dugc tach tu da éch
Sylvirana guentheri ¢6 trinh tu trong SED ID NO: 1;

(ii) Tao chung vi khuan Bacillus megaterium (B. megaterium) mang
pStrepHis-SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis:

- Nudi B. megaterium trong mdi truong Paris (Brockmeier, 2006) dén khi
ODsgo= 1, thu dich nuéi cdy, trong do méi truong Paris (Brockmeier, 2006) ¢6
thanh phan: Ko2HPO460 mM; KH,PO440 mM, Trisodium axetat 3 mM; Kali
glutamat 20 mM; Fe(II[)-NHs-xitrat 2,2 mg/l; Axit casamino 0,1% (khoi
luong); Glucoza 1% (khdi luong); Tryptophan 20 mg/l; MgSO43 mM;

- chuyén 0,5 ml dich nudi cdy vao cac éng ly tam 1,5ml va bd sung 0,1 — 1
ng vecto pStrepHis-SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis, u tu 1-3 gio ¢
37°C, thu B. megaterium bién nap,

- sau d6 cdy trai B. megaterium bién nap trén dia thach LB c6 khang sinh
tetracyclin va nudi & 37°C qua dém, thu B. megaterium mang pStrepHis-
SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis;

(i) Nubi cdy B. megaterium mang pStrepHis-SPlipA-STREP-
6x(ALBrevinin)-AL-6xHis thu protein tai t6 hop SPlipA-STREP-
6x(ALBrevinin)-AL-6xHis:

- nudi ciy B. megaterium mang pStrepHis-SPlipA-STREP-
6x(ALBrevinin)-AL-6xHis trong 50 mL méi truong LB cé chira khang sinh
tetracyclin, nuéi lic 220 vong/phut & nhiét d6 37°C qua dém, thu dich nuéi céy

cép I;
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- cho dich nudi cdy cdp 1 vao 5L moi truong 1ong LB co chira khang sinh
tetracyclin theo ty 1& 1:100 (thé tich:thé tich), nudi lac 220 vong/phut & nhiét do
37°C cho t6i khi ODe0o=0,3-0,6, cam tmg véi xyloza nong do cubi cung dat
0,5% trong 20 gid & nhiét d6 25°C, sau do ly tdm & tdc d6 6000 vong/phut
trong 10 phut thu méi truong nudi céy;

- bd sung 20 g amonium sunfat, hoa tan va i & 4°C qua dém;

- ly tam 13.000 vong/phit thu can, hoa lai trong dung dich dém chua 20
mM Tris, 500 mM NaCl, 20% glycerol (khéi luong), 20 mM imidazol, pH=
8,5, va thu dich noi phia trén béng ly tdm, thu duoc protein tai td hop SPlipA-
STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis;

(iv) Tinh ché thu peptit Brevinin:

- protein dung hop SPlipA-STREP-6x(ALBrevinin)-AL-6xHis thu duoc tu
budc (iii) duoc dat trong dém cit pepsin chira 20 mM Tris, 50 mM NaCl, 3
mM GSH (glutathion khir), thim tich trong 24 gi¢ trong glutathion, pH= 8,0,
bd sung luong pepsin 2U trén mdi mg protein dung hop, thuc hién cit véi
pepsin & 25°C trong 24 gio, thu protein dung hop sau cit pepsin;

- protein dung hop sau cét pepsin duoc tinh ché bang sic ky ai luc ion
niken va cdt strep, thu peptit Brevinin van ton tai trong dung dich khong bam
vo1 cot;

- ¢o diic dung dich peptit Brevinin thu duoc bang 6ng ly tim mang 3 kDa

va duoc tham tich v&i dém PBS & 4°C, thu duoc peptit Brevinin.
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DANH MUC TRINH TU

sinh hoc, Vién Han

peptit Brevinin tlt da &ch Sylvirana

khéng ung thu

KVGPAVFCAL TNKC

TR CCT

TTCACCT

TGAAGARATC CCTGTTACTC CTTTTCTTCC TTGGAACCAT

CARC

TGCGAGG AA

GAGAGARA TGCTGATG

AG GRAGAAAI CC CGATARAATG

AR DT

TAAA

TGCAAARACG ATTTTTGGGA GCGTTGTTCA AGET

TTTGTTCATT TTCTAAARAA

TGRA

L
[Xe)
[#2]

CCTTCCTGAA GTGGCIGTTC ARAACTGGT

03}

TTAGCARGAA ATGCGCGCTG

CGGCGGCGAT TTGCAGCTTC AGCAS

O

GCEGCGA

GGGCGRAGAA ACTGG

TGAAGTGGTT ATTCAAGTGS

N T T
AGC TGGTGCCGEEC

AGAAATGTGC A

GTGGTTG

CGATTTGCAG CTTTAGCARG AAATGTGCIC TGTTCCTGAA

TGGAC GRAGARACTG

GOLAG

CAGCT TTAGCAAGRA

. AGARACTGGT TCCOGGCGGLG

TAAC CCGGG
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