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(57) Sang ché dé cap dén quy trinh san xuét peptit Brevinin tai té hop c6 kha ning
khéng khuan manh trong d6 quy trinh dugc thue hién bao gém 5 buéc: a) Téng hop
gen ma hoa cho peptit Brevinin; b) Tao vecto tai t6 hop mang gen ma hod cho peptit
Brevinin; ¢) Tao ching E.coli BL21 (DE3) tai to hop mang vecto ti t6 hop chira
gen ma hoé cho peptit Brevinin; d) Biéu hién va thu protein dung hop chira peptit
Brevinin; e) Tinh sach protein dung hop chira peptit Brevinin; va f) Cét thu peptit
Brevinin. Céc peptit thu dugc co6 hoat tinh khang lai cac vi sinh vat gdy bénh manh.
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Hinh 1. Anh dién di thu nhdin peptit brevinin dwge it tir cic protein dung hep va logi
b edc protein khiac sie dung cfjt Ni-resin
M1 marker peptide; 1 Mdu peptide Brevinin tdi 16 hop sau tinh sach; 2: Mdau bdm trén cot
Niken-resin; M2: Marker protein, 3: mdu khimg cdt, 4: mdu protein dung hop cdt véi factor Xa;
5 mdu protein dung hop khong cdt heomg nho
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Hinh 2. Kiét qui chay HPLC miu peptit Brevinin tdi to hop
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Linh vwe ky thuat dwogc dé cap

Séang ché thudc linh vyc céng nghé sinh hoc, y duge, m§ phém va thue phim, cu
thé 12 sang ché dé cép téi quy trinh san xuét peptit Brevinin tai td hop va chiing vi
khun téi t6 hop E. coli BL21 (DE3) thudn khiét v& mit sinh hoc mang vecto téi t6
hop chtta gen mi héa Brevinin tao ra tir quy trinh nay. Quy trinh theo séng ché dé
tao ra chiing vi sinh vat tai t hop E. coli BL21 (DE3) mang gen ma héa Brevinin ¢6
kha nang khang khuan manh tr d6 san xuét ra peptit Brevinin dé tidu diét cac vi

khuan gay bénh.

Tinh trang ky thuat cia sang ché

Cac peptit khang khudn 14 céc peptit cé kha ning tiéu diét vi sinh vat, cAu tric
chung cua ching thuong chira it hon 100 gbc axit amin (khoang tlr 12 dén 50 axit
afnin), tich dién duong tur 0 t&i +7 va ti 1€ % ky nude 31-70% (Kumar et al.,v 2020).
Cac peptit khang khuén duoc san xuét bodi nhiéu ngudn khac nhau bao gbm con
trtmg, ludng cu, da gai, gidp xac, thuc vat, dong vat co va, vi khudn, nAm va ca. Theo
cong bd trén ngéﬁ hang dit liéu c¢6 hon 2800 AMPs tir cdc sinh vét khac nhau da
duogc nghién ctru va xae dinh trinh ty, hoat tinh bao gém 297 AMP tir vi khudn, 2 tir
vi khuén c6, 7 tir nguyén sinh dong vat, 13 tir nam, 343 tir cac loai thuc vat, va 2145
tir dong vat trong d6 973 peptit tir da éch (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). S6
luong cong bd va cac dit liéu cap nhét trén ngan hang vé cac peptit tir éch rat 16n va
tang nhanh chdng qua cac nam. Peptit khang khuin AMPs hay con dugc gc_)i 1a peptit
bao vé vat chu HDPs (host defense peptits) c6 mat & tAt ca cac loai tir vi khuéh, nam,
thuc vat, dong vat va con nguoi. AMPs 1a mot thanh phén ctia mién dich bam éinh
va tham gia dap Uung mién dich khong dac hiéu nhim bao vé co thé vat cha khoi su
tn cong c4c mam bénh vi sinh vat va ting cuong mién dich. Trong khi huéng phat
trién cac loai khang sinh méi dang trong tinh trang bé téc, peptit khang khuén ndi
[én nhu mdt ngudn khang sinh tu nhién ly trdng. Peptit khang khuén d3 dugc chimg

minh 1a c6 pho tac dung rdng, c6 kha ning tiéu diét duoc ca vi khuan Gram am,
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Gram duong, virus c6 vo va ca té bao ung thu trong co thé. Ngay nay, béng tién b
cua cong nghé sinh hoc, hang ngan loai peptit khang khuén téi t6 hop da dugc tao ra
dua trén c4c cdu tric cua cac peptit khang khuén tu nhién. Diéu nay khién cho dix
liéu trong ngan hang peptit khang khuén ngay cang trd 1én phong pht va gop phan
thuc ddy céc nghién ctiu sau hon vé tuong tac gitta cac peptit khéng khuan véi cac
mam bénh vi sinh vat va céc loai té bao ung thu dé nhanh chéng thay thé khéng sinh
truyén théng va hd tro diéu tri ung thu.

Céc peptit duoc tiét tir da éch rat da dang dic biét 1 cac peptit c6 tinh chét tac
dong than kinh va cac peptit phan giai té bao hay cac AMP, céc peptit tc ché hoat
dong cta enzym. Céac nha nghién ctru goi ching 1a céc peptit khang sinh AMP do
tac dong ctia chung 1én mdt loat cc vi sinh vét gdy bénh. Tuy nhién c6 nhitng nghién
ctru dung thudt ngitr “cytolytic peptit” thay cho AMP vi mét sd peptit nay hoat dong
nhu céc chat chdng ung thu, khang vi rt, didu hoa mién dich va chéng tiéu dudng
(Conlon and Mechkarska, 2014). Cac déc tinh sinh hoc ctia cac peptit hoat dong bao
vé cac tac dong khac nhau da thu hat sy chu y nhiéu hon mét phan vi su quan tdm
cta nganh duoc phdm trong viéc sir dung da ludng cu 1a ngudn hop chét rat phong
phu cho viéc phat hién thudc. Mot s6 ho peptit khang khuén da dugc phén 1ap tir
ludng cu nhu Brevinins, esculentins, japonicins, nigrocins, palustrins, ranacyclin,
aureins, caerin, citropin, magainins, temporins, bombinin, phylloseptin, parkerins,
jingdongins, medusins, limnonectins va hylaranins da duoc nghién ctru rong rai. O
vung nhiét doi, dac biét 1a & cac khu rung nhiét déi chau A, céc peptit bao vé vat chli
hiéu qua da giup éch ton tai trong moi trudng ctia ching va dat dugc sy da dang
phong pht. Nhitng peptit da duge phan 1ap cho thiy mét mic do bién dbi rat 16n -
ngay ca trong mot chi, cac loai khac nhau tao ra cac chét tiét da dang. Nhitng khac
biét nay c6 thé 14 do méi trudong sdng cu thé cua ting loai va cach thich nghi cta
chuing.

Ho Brevinin: tén Brevinin xuét phat tir loai Rana brevipoda porsa, nay dugc
phén loai lai 1a Pelophylax porosus, va ho peptit nay chira nhidu peptit c6 lién quan
vé cu tric tir cac loai éch Ranidae ¢6 ngudn goc Chau A va Bic M, céc peptit nay

duoc goi 1a Brevinin-1. Bén canh d6, ba peptit pipinins dugc phéan 14p tir L. pipiens
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da duoc x4c dinh trude do6 cling la cac dai dién cho Brevinin. Mot 36 peptit dédc biét
¢ bdn axit amin bi x6a bo, dan dén ching ban dau bi nham 13n 13 ranalexins, mic
di ¢6 cAu truc trong tu véi Brevinin-1 (Conlon et al., 2009). Ngoai ra, cac peptit lién
quan dén mellitin va mot s6 peptit di vong (Conlon et al., 2006, 2006) cling duge
phan loai la Brevinin-1. Tuy nhién, vi nhiing peptit nay khong cd lién két disulfide
dac trung nén ching co thé duoc phan loai lai thanh cac peptit gidng nhu mellitin
(Konig et al., 2015). Peptit Brevinin-2 bi gidi han & cac loai éch Ranidae Chau Au.
Tuy nhién, mot sb peptit cit ngén tir Lithobates septentrionalis (Bevier et al., 2004)
va Lithobates virgatipes c6 thé dai dién cho cac peptit Brevinin-2 tir éch nhai ranidae
& Bic M§. Céu disulfit dau C ctia peptit Brevinin-2 c¢6 chidu dai bién thién (4-6 gbc)
lam cho n6 khong dong nhat bang Brevinin-1. Mot sd peptit Brevinin-1 c6 thé duoc
phén loai lai thanh céc peptit gidng mellitin (MLPs), mot nhém AMP da dugc phan
lap ban dau tir R. temporaria va sau d6 l1a tir 5 con éch Nhat Ban - Rana tagoi, Babina
(Trude day 1a Rana) okinavana, Rana tsushimensis, Rana sakuraii va Rana japonica
- cling nhu Rana arvalis, ¢c6 ngudn gbc & Chau Au va Chau A. Tt ca nhiing peptit
mach hé nay chtra 21-23 axit amin va xuét hién trong cac loai thuéc nhém Rana

temporaria Eurasian (éch nau) (Kénig et al., 2015).

Ban chat k§ thuit clia sing ché

Sang ché nham giai quyét cic van dé néu trén, theo d6 séng ché dé cap t6i quy
trinh san xuét peptit Brevinin tai t5 hop va ching vi khuan téi t6 hop E. coli BL21
(DE3) thuan khiét vé mit sinh hoc mang gen ma héa peptit Brevinin c¢6 kha ning
khang khuan.

Theo khia canh tht nhét, sang ché dé cép téi quy trinh san Xuét pveptit Brevinin
tai t6 hop c6 kha niang khang khuan manh, trong d6 quy trinh bao gbm céc budc:

a) Téng hop gen ma hoa cho peptit Brevinin bang cach x4c dinh trinh tw cADN
ma hod peptit Brevinin trén co s& trinh tu peptit néu trong SEQ ID NO.1 va tién
hanh téng hop hoa hoc tao gen ma hod cho peptit Brevinin, trong d6 gen ma hod
Brevinin bao gom 2 soi don ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.2 va SEQ ID NO.3;
saudo 1 - 10 uM céc soi don c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.2 va SEQ ID NO.3
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dugc tron voi nhau va xi ly nhiét 95 - 100°C trong 5 - 10 phut, sau d6 ha tir tir
nhiét d6 xudng nhiét d6 phong 10 - 30 phut dé thu dugce gen ma hoa cho pepﬁt
Brevinin; | '

b) Tao vecto tai td hop mang gen mé hoa cho peptit Brevinin bang cach gén
gen ma hod cho peptit Brevinin & budc a) vao vecto biéu bién pET-32a(+) d& mé
vong va6i cac enzym gidi han BamHI va Xhol duéi tac dung ctia enzym T4-ligaza,
phan tng & 22°C, trong 3 gio, bién nap vao té bao kha bién E. coli DH5a bing
phuong phép sdc nhiét, tién hanh nuéi khuén lac va tach plasmit chira vecto tai tb
hop pET-32a(+)/Brevinin,; |

¢) Tao ching vi khuan E.coli BL21 (DE3) tai t6 hop mang vecto tai td hop
chira gen ma hod cho peptit Brevinin bang cach bién nap plasmit mang vecto pET-
32a(+)/Brevinin fhu dugc & bude b) vao té bao kha bién E.coli BL21 (DE3), nudi
trong moi truong LB ¢6 bd sung ampicillin 100 pg/mL, nudi lic & 37°C dén khi
ODygo dat 0,6-0,8;

d) Biéu hién va thu protein dung hop chira peptit Brevinin bang cach hit ImL
dich nuéi cay thu duoc & budc ¢) va bd sung IPTG 0,1 mM, lic véi toe dd 100 - 200
vong/phut, & nhiét d6 25 - 37°C, kéo dai 5 dén 20 gid, sau dé thu sinh khéi t& bao tir
dich nuéi cay bang cach ly tam & 4000 - 5000 v/ph khoang 20 - 40 phut,

e) Tinh sach protein dung hop chira peptit Brevinin bang cach huyén phu héa
sinh khéi té bao thu duoc & bude d) trong dung dich dém lién két Native Binding
Buffer, bd sung Iysozym rdi 0 trén d4 30 phit va sidu 4m dé pha té bao trong 20 phut
siéu am 15s, nghi 20s & cuong dd cao, ly tdm dich sau siéu am ¢ 7500 vong/phut
trong 10 phtt dé thu dich noi, dua dich ndi nay 1én c6t da dugc nhdi 2 mL gel NTA
resin, c¢dt duoc rira véi 8 mL dung dich dém rira Native Wash Buffer, 30 mM
Imidazol, pH 8, thoi c6t bang 5 mL dung dich dém théi Native Elution Buffer, pH 8

sau d¢ thu céc phan doan chira protein dung hop Brevinin tinh sach; va

f) Cat thu peptit Brevinin tir protein dung hop thu duoc & bude d) bang enzym
proteaza bang cach cho dich protein dung hop Brevinin tinh sach duoc thdm tich
v6i dung dich dém cét Factor Xa Cleavage buffer 1X, dung dich dugc bd sung
enzym Factor Xa Solution 1U/pL theo ty 1€ 10U/pL cho 1 mg protein, 4 & nhiét
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do 22 - 25°C trong 16 gid, sau do chuyén san phdm sau khi dugc cét voi enzym

1én cot Niken-resin thu dich di qua chtra peptit Brevinin tai t6 hop.

Theo mét phuong an wu tién, trong d6 budc tbng hop gen ma hod cho peptit
Brevinin (budc a), trong trinh tu gen s& co trinh tu ct clia cc proteaza: Factor Xa (yéu

to Xa), legumain, enterokinaza.

Theo khia canh thi hai, séng ché d& cap t6i ching E.coli BL21 (DE3) tai to hop
mang vecto pET-32a(+)/BreVinin tai t6 hop chtra gen ma hod cho peptit Brevinin
dugc tao ra tir quy trinh néu trong khia canh thir nhét, trong d6 gen ma hod Brevinin

bao gdm 2 soi don ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.2 va SEQ ID NO.3.
MO ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 la Hinh thai khuan lac cta ching E.coli BL21 (DE3) tai t6 hop mang
vecto pET-32a(+)/Brevinin trén moi treong LB dac

Hinh 2 1a Anh cét protein dung hop Brevinin bang vecto Factor Xa.

MB& ta chi tiét sang ché

Sau ddy, sang ché duoc mo ta chi tiét voi cac phuong an thuc hién va cac vi du
cu thé. Tuy nhién, cac phuong an va cac vi du thuc hién cu thé nay chi nhdm minh
hoa dé hiéu rd ban chét cua sang ché chir khéng nhdm muc dich giéi han pham vi
yéu cau bao ho cia sang ché. |

Sang ché nham giai quyét cac van dé néu trén, theo d6 sang ché d& cap dén quy
trinh san xuét peptit Brevinin va ching E.coli tai t6 hop mang gen ma hoa cho peptit
Brevinin thu dugc tir quy trinh nay.

Theo khia canh thtr nhat, sang ché d& cép ti quy trinh san xuét peptit Brevinin
tai td hop, trong d6 quy trinh gém cédc budc: a) Téng hop gen ma hoa cho peptit
Brevinin; b) Tao vecto tai t hop mang gen mi hod cho peptit Brevinin; ¢) Tao ching
E.coli BL21 (DE3) téi t6 hop mang vecto tai t6 hop chita gen mi hoé cho peptit
Brevinin; d) Biéu hién va thu protein dung hop chira peptit Brevinin; e) Tinh sach
protein dung hop chura peptit Brevinin; va f) Cét thu peptit Brevinin.
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Theo khia canh th hai, séng ché d& cap dén ching vi khuén tai t6 hop E. coli
BL21 (DE3 ) thudn khiét v& mit sinh hoc mang vecto tai t6 hop chira gen mi hoa
peptit Brevinin, peptit tao ra c6 khd nang khang khuin cao, gen m3 héa peptit
Brevinin nay c6 trinh tu 02 mach don dugc néu trong SEQ ID NO.2 va SEQ ID
NO.3.

Trinh tu peptit Brevinin cua chiing téi to hop E. coli BL21 (DE3) dugc néu trong
SEQ ID NO.I nhu sau:

FAKWAFKWLKK (SEQ ID NO.1)

Gen ma hda Brevinin duoc gén vao vecto pET32a(+), khi biéu hién tao ra protein
Brevinin tai t hop dung hop véi protein TrX trong vecto pET32a(+) bang céch sir
dung phuong phép théng thudng di biét rong rii trong linh vuc k¥ thuat nay va dat
murc d6 biéu hién protein dung hop Brevinin trén 60%.

Vecto tai tb hop biéu hién protein Brevinin tao thanh bang cach dua gen mé héa
Brevinin da duoc tach dong trong E. coli DHSa vao vecto pET32a(+) va sau do bién
nap trong E. coli BL21 (DE3) dé tao ra chung vi khuén tai t6 hop E. coli BL21(DE3)
mang vecto pET32a(+)/Brevinin. Vecto téi to hop biéu hién protein Brevinin ¢6 hoat
tinh khang khuén va khang ung thu c6 thé duoc tao ra bang phuong phép théng
thuong, vi du, gén trinh tu ciia gen ma héa cho Brevinin vao vecto thich hop bang
cach sir dung enzym gioéi han.

Chung vi khuan E. coli BL21 (DE3) theo giai phap hitu ich bao gdm chiing tai
t6 hop c6 kha ning tdng hop Brevinin va ching gdc. Vi du vé céc ching nay bao
gbm ching tai t& hop c¢6 kha nang biéu hién peptit khang khuan, khang ung thu
Brevinin ¢6 trinh tu gen duoc phan 1ap tir loai éch Viét Nam.

Dé thu Brevinin, chung tai tb hop dé cap trong giai phap hitu ich c¢6 thé duoc
nudi cy trén moi trudng thich hop va ¢ bd sung chét cam tmg véi thoi gian va didu
kién nudi cdy da duoc khao sat k§ ludng.

Mbi trudng nudi cdy can dung phai dap tng yéu cdu cia cac ching cu thé theo
céch thich hop. Ngudn dinh dudng nito hitu co duoc cung cép. tur trypton, cao men

cung voi Natri va Clo duge cung cap qua muoi NaCl va cac chat nay dugce st dung
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& dang hon hop trong méi trudng nudi cay. Dé kiém soat tri s6 pH ctia moi truong
nudi cdy, cac hop chat bazo nhu natri hydroxit, kali hydroxit hodc hop chét axit nhu
axit cloric hodc axit sulfuric, duoc wu tién st dung. Nhiét do ciia méi truong nudi
céy thuong nam trong khoang tir 25°C dén 45°C, va tot hon 1a nam trong khoang tir
28°C dén 37°C. Mbi trudng nudi cy duge tiép tuc duy tri cho dén khi dat t6i luong
Brevinin tdi da mong mudn tao thanh. Thoi gian 1én men thu sinh khdi sau khi bb
sung chat cam Gmg tlr 5 - 24h.

Piém khéc biét cta ching E. coli BL21 (DE3) mang vecto pET32€1+/BreVinin
thuan khiét v& mat sinh hoc trong giai phap hitu ich 1a: P4y 1a ching tai t5 hop tao
thanh tir ching BL21 (DE3) ¢6 st dung doan gen m& héa cho 01 peptit Brevinin tu
nhién duoc phén 14p tir loai éch thu thap tai Viét Nam béang cach bién nap thém vecto
tai to hop pET32a(+). O Viét Nam, chua c6 mot cong bb nao vé gen mi hoa cho
Brevinin cta cac loai éch tinh dén nay. Khi bién nap vao vat chi thi protein ndy da |
bidu hién thanh cdng vé6i 100% té bao E. coli BL21 (DE3) mang gen c¢6 hiéu qua
biéu hién trén 60% va thu duoc protein tai t6 hop c6 do tinh sach dat > 80%.

Gen m3 héa Brevinin dugc gn vao vecto pET32a(+), khi biéu hién tao ra protein
Brevinin tai t6 hop dung hop véi protein TrX trong vecto pET32a(+). Peptit Brevinin
dugc cit tir protein dung hop Brevinin biang enzym Factor Xa.

Chung vi khuén tai t6 hop E. coli BL21 (DE3) mang vecto pET32a(+)/Brevinin
thuan khiét vé mat sinh hoc néu trong giai phap hitu ich hién dang duge luu gitt tai |
Phong Cong nghé té bao dong vat — Vién Coéng nghé sinh hoc — Vién Han 1am
KHCNVN & céc diéu kién khac nhau nhu: trong diéu kién lanh sau -80°C, -20°C va
dong kho.

Vi du thwe hién sang ché
Sau day, sang ché s& dugc giai thich chi tiét hon théng qua cac vi du duéi day.
Vidu 1 |
Téng hop gen ma hod cho peptit Brevinin: dua trén trinh tu peptit cia Brevinin
duoc néu trong SEQ ID NO.1, tién hanh tong hop hoa hoc tao gen ma hod cho peptit

Brevinin, gen ma hoa Brevinin bao gdom 2 s¢i don (oligonucleotit) ¢6 trinh ty néu
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trong SEQ ID NO.2 va SEQ ID NO.3. Tron 1,2 uL mdi doan oligonucleotit véi 7,6
uL H,O, bién tinh 95°C, 5 phat. Bé ¢ nhiét d6 phong 10-15 phut. Sau d6 dit vao d4
chuan bi thuc hién phan tmg ndi ghép gen.

Vidu2

Cit vecto pET-32a(+) bang enzym cét gi61 han

Vecto pET-32a(+) dugc cat dong thoi bang hai enzyme cét gi61 han BamHI va
Xhol. Thanh phan phan tng cét goém 16 pl vecto, 2.5 ul BamHI, 2.5 ul Xhol, 4 wl
Buffer 10x, 15 ul H,O. U phan tmg & 37°C trong 2-3 gid. San pham cét duoc tinh
sach bang kit tinh sach Qiagen, thu lai 40 ul vecto dd mé vong. San pham tinh sach
duoc dién di kiém tra trén gel agaroza 1}%.

Vidu 3

Gan gen ma héa Brevinin vao vecto pET-32a(+) sau khi cit

Thé tich phan tng gin ndi 10pl gém 3pl gen, 5ul vecto pET-32a(+), 1ul T4
ligaza buffer, 1ul enzym T4 DNA ligaza. U phan tmg & 22°C, trong 3 gid. Sau do,
san pham ghép ndi gen duge bién nap vao té bao kha bién E. coli DH5a bang phuong
phap sbc nhiét. Moi loai gen peptit chon 5 khuan lac tring tién hanh nudi va tach
plasmit. Dién di kiém tra két qua trén gel agaroza.

Vidu 4

Tao ching vi khuén E. coli BL21 (DE3) tai t6 hop mang vecto pET32a(+) biéu
hién peptit Brevinin

Dé thyuc hién bién nap vecto pET-32a(+)/Brevinin vao té bao kha bién E. coli
BL21 (DE3) bang phuong phép séc nhiét ddu tién chon ngau nhién mot khuén lac
chira Brevinin dung hgp cho vao mdi lo 2ml LB bé sung ampicillin 100 pg/mL, nudi
lac qua dém. Sau d6, cAy chuyén 2% dich nudi t& bao qua dém sang méi truong LB
méi ¢ b6 sung ampicillin 100 pg/mL. Nudi lic & 37°C dén khi ODggo dat 0,6-0,8.
Hut ra 1ml dich méi trudng, sau d6 té bao dwoc cam tmg v6i IPTG 0,1 mM/ml, nudi »
& 37°C, 120 vong/phit dé biéu hién protein dung hop. Thu mau cam tmg sau 3h, 5h
va 20h. Ly tdm thu sinh khi té bao. San phdm s& duoc kiém tra bang phuong phap
dién di protein SDS-PAGE (Lemli va cong su).
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Vidus

Chuan bi dung dich t& bao chua peptit khang khuan Brevinin téi t6 hop dé tinh
sach bing phuong phap séc k}') ai lyc v6éi Ni-NTA resin

Thu sinh khéi té bao tir 50 mL méi truong nudi cay bang cach ly tim & 4000 -
5000 v/ph khoang 20 - 40 phtt. Huyén phil héa sinh khdi t& bao trong 8 mL dung
dich dém lién két Native binding buffer, b6 sung 4 mg lysozyme 1 trén da 30 phut
va siéu am dé phé té bao trong 20 phit (siéu am 15s, nghi 20s) & cudng d6 cao. Ly
tam dich sau siéu 4m & 7500 v/ph, 10 phat dé thu dich noi va chuyén sang 6ng falcon
sach sau dé bao quan & -20°C |

Vidu 6

Chuan bi ¢t Ni-NTA Agaroza

Huyén pht héa hat Ni-NTA Agaroza trong lo bang cach dao tron va dép nhe tay
vao lo va htt 2 ml dung dich resin dua 1€n cot tinh sach cho dung dich resin chay
qua cot hoan toan (khoang 5- 10 phut). B sung 6ml nudc cat khir tring va huyén |
phu hoa resin béng cach ddo tron cot va dap nhe cot vao tay va dé dung dich resin
chay hoan toan qua cot sau d6 b6 sung 6ml dung dich dém lién két Native Binding
Buffer 1én cot. Huyén phu héa resin bang cach dao tron cot hodc dap nhe fay vao cot.
Dé dung dich chay hoan toan qua cot (5-7) phut. -

Vidu 7

Quy trinh tinh sach

B6 sung dich siéu am pha v té bao 1én cdt tinh sach. Pao déu cot trong 30-60
phiit & nhiét d6 phong. Sau d6, ¢d dinh cot theo chiéu thang ding, dé dich chay hoan
toan qua cdt. Rtra ¢t vai 8 mL dung dich dém rtra Native Wash Buffer, 30 mM
Imidazol, pH 8.0, huyén pht héa resin trong dung dich dém, sau d6 dé dich chay qua
cot. Thu 1ml dich chay qua c6t gitt & 4°C cho dién di kiém tra trén gel Tricin SDS-
PAGE. Rua 4 1an. Théi cdt bang 7ml dung dich dém théi Native Elution Buffer, pH
8,0, thu 1ml/phéan doan, thu 6 phan doan va kiém tra bang phuong phap dién di Tricin
SDS-PAGE cung v6i mau sau cam tng chua tinh sach.

Vidu 8
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Cit thu peptit Brevinin tir protein dung hop thu dugc bang enzym proteaza bang
cach cho dich protein dung hop Brevinin tinh sach dugc thdm tich véi dung dich
dém cit Factor Xa Cleavage buffer 1X, dung dich dwoc bd suhg enzym Factor Xa
Solution 1 U/uL theo ty & 10U/uL cho 1 mg protein, & & nhiét do 22 - 250C trong
16 gio, sau do chuyén san phém sau khi duoc cit véi enzym lén cét Niken-resin thu

dich di qua chira peptit Brevinin téi t6 hop.

Hiéu qua dat dwoc clia sang ché

Chung vi khuan E. coli BL21 (DE3) chtra vecto pET32a(+)/Brevinin thuan khiét
vé mit sinh hoc 1a chung tai t6 hop dau tién tai Viét Nam c6 mang gen ma hoéa cho
peptit khang khudn Brevinin dong vét tir é&ch dugc biéu hién trong vi khudn va khi
bién nap vao vat cht thi protein nay da biéu hién thanh cong véi 100% té bao E. coli
BL21 (DE3) mang gen c6 hiéu qua biéu hién trén 60% va thu dugc protein tai to hop
¢d dd tinh sach dat > 80%. Brevinin c¢6 hoat tinh tiéu diét vi khuan phé rong, bao
gSm ca vi khuan Gram 4m va Gram duong dugc kiém tra trong d6 dac biét cb ca cac
chung ¢ gen khang khang sinh. Nong d6 tre ché ti thiéu (ug/ml) clia peptit nay dbi
v6i cac ching gay bénh 1an luot 14 93,9 (4. baumannii TBDV); 11,3 (K. pneumonia
TBDV); 10,9 (P. aeruginosa TBDV); 21,9 (E. coli TBDV). Béi vé6i chiing vi khuan
Gram duong khang khang sinh duoc st dung 14 S, aureus TBDV peptit ndy c6 ndng
d6 we ché toi thidu 13 12,8 (ug/ml). Vi cac dong té bao ung thu Jurkat, HL60, AGS
va HepG2, peptit nay cé tac dung trc ché mot sé dong té bao & noéng dd cao > 100
M. : . _

Mac du cac md ta néu trén chtra nhiéu chi tiét cu thé, ching khong dugce coi 14
gidi han veé phuong an thuc thi Séng ché, ma chi nhim muc dich minh hoa mdt s6

phuong an thuce thi dugce uu tién.

10
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YEU CAUBAO HO
1. Quy trinh san xuat peptit Brevinin tai t6 hop c6 kha ning khang khuén, trong
d6 quy trinh nay bao gém cac budc:

a) Tong hop gen ma hod cho peptit Brevinin bang cach x4c dinh trinh tu cADN
ma hod peptit Brevinin trén co s& trinh tu peptit néu trong SEQ ID NO.1 va tién
hanh tong hop hod hoc tao gen ma hoé cho peptit Brevinin, trong d6 gen ma hoa
Brevinin bao gé)nl 2 501 don c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.2 va SEQ ID NO.3;
saudo 1 - 10 uM cac sgi don c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.2 va SEQ ID NO.3
dugc tron véi nhau va xa ly nhiét 95 - 100°C trong 5 - 10 phtt, sau d6 ha tur tir
nhiét d6 xudng nhiét d6 phong 10 - 30 phit dé thu duoc gen ma hoa cho peptit
Brevinin; '

b) Tao vecto tai tb hop mang gen ma hod cho peptit Brevinin bang cach gin
gen mé hoa cho peptit Brevinin & budc a) vao vecto biéu bién pET-32a(+) d& mé
vong vOi cac enzym gioi han BamHI va Xhol dudi tac dung cia enzym 74-ligaza,
phan tng & 22°C, trong 3 gid, bién nap vao té bao kha bién E. coli DH50 bang
phuong phap séc nhiét, tién hanh nuéi khuan lac va tach plasmit chira vecto pET-
32a(+)/Brevinin;

¢) Tao chung E.coli BL21 (DE3) tai t6 hop mang vecto tai té hop éhl'xa gen
méd hoa cho peptit Brevinin bang cach bién nap plasmit mang vecto pET-
32a(+)/Brevinin thu duoc & budce b) véao té bao kha bién E.coli BL21 (DE3), nudi
trong méi trudong LB ¢6 bd sung ampicillin 100 pg/mL, nudi lic & 37°C dén khi
ODygg dat 0,6-0,8;

d) Biéu hién va thu protein dung hop chira peptit Brevinin bang cach hut ImL
dich nudi cdy thu duge ¢ bude ¢) va bd sung IPTG 0,1 mM, lac véi tde do 100 - 200
vong/phut, ¢ nhiét do 25 - 37°C, kéo dai 5 dén 20 gid, sau d6 thu sinh khéi té bao tir
dich nudi ciy bang cach ly tdm & 4000 - 5000 v/ph khoang 20 - 40 phit,

e) Tinh sach protein dung hgp chtra peptit Brevinin bing céch huYén phu héa
sinh khéi té bao thu duge & bude d) trong dung dich dém lién két Native Binding
Buffer, bd sung lysozym rdi U trén d4 30 phut va siéu 4m dé pha té bao trong 20 phut

siéu am 15s, nghi 20s ¢ cuong do cao, ly tam dich sau siéu am & 7500 vong/phut

11
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trong 10 phat dé thu dich ndi, dua dich ndi nay 1&n cot dd duge nhdi 2 mL gel NTA
resin, cot dugc rira voi 8 mL dung dich dém rira Native Wash Buffer, 30 mM
Imidazol, pH 8, thoi cot béng 5 mL dung dich dém thoi Native Elution Buffer, pH 8

sau do6 thu cac phan doan chira protein dung hop Brevinin tinh sach; va

f) Cét thu peptit Brevinin tir protein dung hop thu duge & budce d) bang enzym
proteaza bang cach cho dich protein dung hgp Brevinin tinh sach dugc tham tich
v6i dung dich dém cét Factor Xa Cleavage buffer 1X, dung dich dugce bd sung
enzym Factor Xa Solution 1 U/uL theo ty 1€ 10U/uL cho 1 mg protein, i & nhiét
d6 22 - 25°C trong 16 gid, sau d6 chuyén san phim sau khi dugc cét v6i enzym

1én cot Niken-resin thu dich di qua chtra peptit Brevinin tai t6 hop.

12
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Hinh 1. Anh dién di thu nhin peptit brevinin dworc cit tir cic protein dung hop va loai
bé cdc protein khac st dung cét Ni-resin
M1: marker peptide; 1: Mdu peptide Brevinin tdi t6 hop sau tinh sach; 2: Mdu bém trén cot
Niken-resin; M2: Marker protein,; 3: mdu khong cdt, 4: mdu protein dung hop cdt véi factor Xa;
5: méu protein dung hop khong cdt heong nhé

Chromatogram
mV o
1000~
750
00+
250 .
I M £ =2
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12,5 15.0 17.5 2(3.0 Zi.S 250

I Det.A Chl /220nm

Hinh 2. Két qua chay HPLC mAu peptit Brevinin tai t6 hop
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DANH MUC TRINH TU

<110> Vién Céng nghé sinh hoc, Vién Han lam Khoa hoc va Céng nghé
Viét Nam

<120> QUY TRINH SAN XUAT PEPTIT BREVININ TATI TO HQOP CO KHA NANG

KHANG KHUAN PE UNG DUNG THAY THE KHANG SINH

<130>
<160> 3
<170>

<210> 1

<211> 11

<212> Protein

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> peptit

<220>
222>
<223>

<400> 1
FAKWAFKWLKK

<210> 2

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>

<223> Gen ma hod cho peptit Brevinin so¢i cé nghila

<220>

<222>

<223>

<400> 2
GATCCATTGAAGGTCGTTTCCTGAAATGGCTCTTTAAATGGGCGAAAAAGTAA

<210> 3

<211> 40

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Gen ma hod cho peptit Brevinin sogi déi nghia

<220>
<222>
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<223>
<400> 3

TCGATTACTTTTTCGCCCATTTAAAGAGCCATTTCAGGAAACGACCTTCAATG



