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MO DAU

Ngay nay, cac bénh vé da day, dic biét 1a ung thu da day ngay cang pho bién trén thé
giai va Viét Nam. Mot trong cac nguyén nhan chinh gay nén bénh da day da dugc xac dinh
la vi khuan Helicobacter pylori (H. pylori). Trudc day, phuong phap diéu tri bénh da day do
H. pylori st dung mot s6 loai khang sinh mang lai hiéu qua cao. Tuy nhién, cac nghién ctu
méi day cho thdy cé nhiéu chung vi khuan H. pylori di thé hién tinh dé khang vé6i nhiing
loai khang sinh thuong dung, cho nén, viéc nghién ciru thuc méi 12 mot nhu cau cép thiét.

Nhiéu nghién ctru truée day cho thy su sinh truong va phat trién cua vi khuan H.
pylori lién quan chat ché dén hoat dong cua rat nhiéu protein, trong d6 c6 enzyme peptide
deformylase ¢ vai tro xtic tac cho phan tng loai bé nhoém formyl & dau N-formylmethionyl
cua chudi peptide méi hinh thanh ¢ sinh vat nhan so. Do vay, enzyme peptide deformylase
la mot protein dich cho qua trinh diéu tri bénh lién quan dén vi khuan H. pylori.

Tir cac dugc lidu d6, mot s6 hop chat ty nhién da duoc tim ra ¢ tac dong tc ché doi
vé6i vi khuan H. pylori, tuy nhién, co ché phan tir cua tac dong nay van chua duoc rd rang.
Viéc xac dinh cac hop chat dong vai tro trong tac dong tc ché 1a diéu can thiét nham phat
trién mot thude diéu tri méi co hiéu qua.

Vi vay, toi lya chon linh vuc nghién ciru lién quan dén bénh da day va vi khuan H.
pylori nham giai quyét mot s van dé trén, cu thé 1a nghién ctu & cap do phan tir nhu gen,
enzyme va co ché tac dong e ché cua cac dugc liéu 1én vi khuan H. pylori. Myc tiéu caa dé
tai 1a diéu tra trinh ty caa gen ma hoa peptide deformylase nham lya chon mét trinh tu dé
nhan dong tao ra enzyme peptide deformylase tai t6 hop, sau d6 biéu hién va tinh sach
enzyme tai té hop do, tir 6 st dung dé nghién ciu anh hudéng cua cac mau thao duoc dén
tinh chat caa enzyme.

Muc tiéu
Tao ra duoc enzyme peptide deformylase tai t6 hop c6 kha ning ¢ng dung trong viéc
sang loc chat e ché tu nhién c6 kha niang khang Helicobater pylori.
Noi dung nghién ctru
1. Nhan dong gen ma héa cho peptide deformylase vao vector phu hop.
2. Biéu hién peptide deformylase tai t6 hop véi lwong 16n va trong pha tan.
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3. Tinh sach peptide deformylase ti t6 hop c6 hoat tinh va d¢ tinh sach cao.
4. Nghién ciru tinh chat cua peptide deformylase téi t6 hop.
Nhirng dong gép méi caa luan an

1. Pa tao duoc dong va xac dinh dugc trinh tu gen ma hoa cho peptide
deformylase véi kich thuéc 525 bp ¢6 trinh ty amino acid tuong dong 100% véi trinh tu
nucleotide vung peptide trudng thanh cua peptide deformylase tir Helicobacter pylori.

2. Da thiét ké vector biéu hién chira doan gen def ma héa PDF, biéu hién duoc
PDF tai t6 hop chira His-tag ¢ E. Coli va tdi wu dugc cac diéu kién biéu hién PDF tai to
hop tai 28°C, IPTG 1 mM, di tinh sach dugc PDF tai to hop véi hiéu suat 60 mg/L, hiéu
suat thu hoi tir dich chiét t bao dat 12% va do sach 13 96,6%.

3. b x4c dinh dugc hoat tinh ciia PDF xtc tac trén co chat formyl-methionin-alanin-serin
(FMAS) véi gia tri ke va Kea/ Ky, cia HpPDF dat 0,02 va 173,42 va danh gia dugc anh
huong ciia mot s6 hop chat tir thao duoc ¢ kha ning ¢c ché hoat dong PDF.

Cau trac caa luan an

Luan &n gom 98 trang duoc chia thanh cac phan: M¢ dau 2 trang; Chuong 1: Tong
quan tai liéu 35 trang; Chuong 2: Vat liéu va phuong phap 8 trang; Chuong 3: Két qua va
thao luan 37 trang; Két luan va kién nghi: 1 trang; Céac cong trinh céng bd cua tac gia 2
trang; Tai liéu tham khao 17 trang; Tom tat luan &n bang tiéng anh 6 trang; Phu luc 3 trang.

Luan an cd 5 bang sb liéu, 29 hinh va 46 tai liéu tham khao bang tiéng Viét va tiéng Anh.



CHUONG 1. TONG QUAN VAN PE NGHIEN CUU

1.1. Cac bénh da day - ta trang

Trén thé gii, mdi nam c6 khoang hon 1 tridu trudng hop duoc chan doan 14 ung thu
da day, wéc tinh ddy 1a bénh ung thu phd bién thir tu trén thé gidi (Wroblewski, et al. 2010).
O Viét Nam, viém da day man tinh 1a bénh kha phd bién, chiém khoang 31 — 72% céc
trudong hop noi soi dudng tiéu hda trén. Bénh thuong gap ¢ ca nam va nix, lea tudi mac bénh
da phan 14 tir 40-49 tudi (Phan, et al. 2015).

1.2. Vi khuan Helicobacter pylori

1.2.1.  Cau tao va hinh thai caa H. pylori

H. pylori duoc phan lap thdy lan dau tién nim 1982 boi Robin Warren va Barry
Marshall, 12 vi khuan Gram am, sng trong lé6p nhay cua niém mac da day (Warren and
Marshall 1983). H. pylori thuoc gigi vi khuan, nganh Proteobacteria, 16p
Epsilonproteobacteria, ho Campylobacterales, bd Helicobacteraceae, chi Helicobacter.

1.2.2.  Tinh hinh nhiém Helicobacter pylori va méi lién hé véi bénh da day - ta

trang

H. pylori ngay nay dugc tim thay trén 50% dan sé trén thé gioi (Azevedo, et al.
2007), truc tiép gay ra hang loat bénh dudng tiéu hoa va ung thu da day. Thong ké cho thiy
hon mot nira dan sé thé gisi bi nhidm vi khuan H. pylori, tiy vao tirng ving ty 18 cé thé dao
dong trong khoang 50-90%, trong khi ¢ Viét Nam ty 18 nay thay doi tir 63-94,8% céc ca
mac bénh vé da day (Axon 2007), (Nha xuét ban y hoc 2013). Nguyén nhan chinh gay nén
bénh da day da dugc xac dinh 1a vi khuan H. pylori.

1.2.3. Tinh trang khang khang sinh caa vi khuan H. pylori

Khi diéu tri theo cac phac d6 khang sinh din dén mét sé tac dung phu khéng mong
mudn nhu loan khuan duong rudt, nhidm khuan cac co quan, dic biét 13 hién tuong khang
khang sinh cua cac chung H. pylori ngay cang tang (Phan, et al. 2015). Theo nhiing nghién
ctru gan day ¢ Viét Nam, ty 1é khang hai loai khang sinh pho bién nhat rat cao, trong do,
clarithromycin tang tr 1% nam 2001 1én 33% nam 2013 va metronidazole khoang 70%
(Binh, et al. 2013).

1.2.4. Céc hep chit tw nhién cé hoat tinh khang H. pylori
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Ngay cang c6 nhiéu sy cha ¥ trong linh vuc kham phé thudc da duoc chi trong vé cac
hop chét ty nhién tir duoc liéu truyén thong. San pham tu nhién va cac dan xuat cia ching dai
dién cho hon 50% tat ca cac loai thudc diéu tri hién tai. Cac hop chat thudc vé cac chat chuyén
hoa thir cip c6 kha ning khang khuan chéng lai H. pylori nhu flavonoid, saponin, alkaloid.
Saponin 1a glucosides véi cac dic tinh tao bot bao gom pollyyclic aglycones gén lién véi mot
hozc nhiéu chudi bén duong.

1.3.  Peptide deformylase

1.3.1. Céu tric va co ché cia peptide deformylase (PDF)

Peptide deformylase (PDF, EC 3.5.1.88) la enzyme xuc tac cho phan tng loai bo
nhom N-formyl caa chudi polypeptide méi hinh thanh cho phan tng cat methionine tiép sau
trong quéa trinh hoan thién chirc nang cho protein & co thé nhan so (Miesel, et al. 2003). Mic
di n6 duoc tim thiy & bao quan cua té bao nhan thuc, nhu lyc lap va ti thé nhung hoat dong
& muc rat thap. Nhu vay, PDF rat can thiét cho vi khuan sinh trugng va ton tai ma khdng co
nhiéu tac dung ddi v6i con ngudi, cho nén, day 1a mot dich tac dung tiém ning cho viéc phat
trién thudc khéang sinh.

Viéc nhan dong gen mé& hoa peptide deformylase, def, vao nam 1993 bai Meinnel et
al. tao diéu kién thuan lgi cho nhitng nghién ctu vé co ché cua PDF (Meinnel and Blanquet
1993). PDF lan dau tién duoc biéu hién trong vi khuan E. coli va duoc tinh sach nhung hoat
tinh thu hdi cuc ky thip (kcat/Km la 80 M*s™ véi co chat formyl-Met-Ala-Ser) va chta
mat ion k&m trén mdi polypeptide {Meinnel, 1995}. Tuy nhién nim 1997, Rajagopalan bao
cdo viéc tinh sach mot phan doan PDF hoat tinh cao trong diéu kién khong cé oxy, Voi
kcat/Km 1a 2,9 x 10* M's™ véi co chit formyl-Met-Ala-Ser, va chira mét ion sat trén mdi
polypeptide (Rajagopalan, 2000).

1.3.2. Peptide deformylase 1a dich phén tir tiém ning

Vi PDF Ia can thiét cho su song con cua vi khuan nhung dudng nhu khong can thiét
trong dong vat té bao, n6 cung cap mot muyc tiéu hap dan cho mot chién lugc khang khuan
méi. Hon thé nira, deformylation 1a mét tinh ning bao ton trong cac loai vi khuan. Voi
nhiéu cau tric ba chiéu cua cac PDF vi khuan duoc tim ra, ca hai c6 va khong cé phic hop
trc ché enzyme, n6 cho thay rang vi tri hoat dong cua PDF dugc bao tdn, gom cac vi tri bao
tha, motif 1 [GpGeAAXQ], motif 2 [EGCLS], va motif 3 [HEpDH] (trong do ¢ la mot
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amino acid ky nudc va X 1a axit amin bat ky). Do d6, PDF dudng nhu 13 mét dich tiém ning
cho khang sinh phé rong méi.

1.4.  Ung dung céng nghé ADN téi té hop

Nhitng nim gan day, cong nghé ADN tai t6 hop ngay cang phé bién do tinh ung
dung rong rai cua nhitng két qua quan trong. Mét sb linh vuc ¢tng dung quan trong nhit cua
cdng nghé ADN tai t6 hop la chan doan bénh di truyén, 1ay diau ADN, tri liéu gen.
1.5. PDF bj tic ché bdi mot sé hop chit tw nhién

Cac san pham tuy nhién da déng vai trd then chdt trong su phat trién cua khang
sinh ké tir nhirng nam dau cua thé ky XX. Tuy nhién, su khang thuc khang sinh méi cua
vi sinh vat ting nhanh doi hoi cung cap lién tuc cac tdc nhan méi dé diéu tri hiéu qua céc
bénh truyén nhiém. Nhiéu hop chat khang khuan c6 ngudn gdc tir san pham ty nhién
dang dugc diéu tra nhu NVP LBM 415 khang peptide deformylase, Rifalazil thuoc
nhém ansamycin, MEI036 nhom B-lactam-cephalosporin v.v... [Butler and Buss 2006].
Mic du cd nhiéu nd luc dé xac dinh cac hgp chat méi tir cAc muc tiéu phan tu, chi cac

chat tc ché peptide deformylase (PDIs) hién dang duoc thir nghiém 1am sang.



CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vit liéu va héa chit

2.1.1. Chung vi sinh vat

Cac chung vi sinh: Chung E. coli DH5a

DNA ter ching vi khudn Helicobacter pylori

2.1.2. Cac héa chit va bo kit

Céc hda chat va bo kit dugc dat mua tir cac hang hoa chat uy tin danh cho nghién ctu
sinh hoc phan tu.

Cac hoa chdt va thiét b may moc: Invitrogen, Novagen, Merck, New England
Biolab. Qiagen, Sigma.

Héa chat diing cho phan g PCR (Polymerase Chain Reaction)

Héa chat diing cho dién di trén gel agarose

Héa chat diing trong cam vmg biéu hién gen

Héa chat diing cho tach chiét plasmid tir vi khudn

2.1.3. May moc va thiét bj

May mac thiét bi phuc vu cho cac thi nghiém thudéc phong Enzyme hoc va phan tich
hoat tinh sinh hoc; phong Protein tai t6 hop, thudc Phong thi nghiém Trong diém, trudng
Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc Qudc gia Ha Noi.

2.2. Phuwong phap nghién ciru

Luan an st dung ba nhom phuong phap nghién cttu chinh.

2.2.1. Nhom phuong phap tao dong, biéu hién, tinh sach va xac dinh vector tai to
hop

2.2.1.1. Khuéch dai doan gen chua trinh tw ma hoa peptide deformylase (def) 777 bp

tir chung vi khuan H. pylori 94

2.2.1.2 Nhan dong doan gen def 525 bp vao vector biéu hién pET22b

2.2.1.3. Biéu hién PDF va phan tich bang dién di SDS-PAGE

2.2.1.4. Western blot



2.2.1.5. bién di polyacrylamide c6 SDS (SDS-PAGE)

2.2.1.6. Tinh sach protein tai t6 hop bang phwong phap sic ki ai luc

2.2.1.7. Phuong phap tham tach loai mudi.

2.2.2. Phuong phap xac dinh hoat tinh PDF sir dung co chit f-MAS

2.2.3. Phan tich két qua biéu hién bang cac phan mém tin sinh hoc ImageJ va Design

expert



CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. TAO DONG GEN MA HOA PDF
3.1.1. Khuéch doan gen def ma héa PDF bing ky thuit PCR

So sanh trinh tu nucleotide ctia gen def ¢ chung thu nhap tai Viét Nam vai chung
tham chiéu SS1 cho thay c6 6 khac biét don nucleotide, thudc 4 thay thé amino acid (Bang
3.1, Hinh 3.3).

Protein ¢6 sy bién d6i amino acid trong cting nhdm (ki nuéc hoic wa nudce) ¢é thé co
dic tinh twong ty protein tham chiéu, trong khi thay doi khac nhau c6 thé anh huong dén
hoat tinh ctia enzyme. Pang chu y 1a ba trinh ty bao thu (GLAAIQ, EGCLS, and HEIDH)
déu khong thay doi ¢ tat ca cac chang.

Nhu vay, chung H. pylori 94 sai khac so véi ching tham chiéu H. Pylori 1a 1,1% vé
nucleotide va 5,7% vé amino acid. V&i mic tuong ddng cao voi chang trén thé gioi, gen def
cua ching H. pylori 94 duoc sir dung dé nghién ciru tai to hop trong dé tai nay.

3.1.2. Tach dong gen méa héa PDF

Sau khi khuéch dai doan gen 777 bp chaa gen def bang PCR va kiém tra trén gel
agarose 2%, ching toi da tién hanh gian doan gen nay vao vector pGEMT va bién nap
vao té bao kha bién DH5a. Kiém tra cac khuan lac tring cho thay, khuan lac giéng s6
3,4 khong chtra doan chén vi ¢ kich thudc nhé hon 400 bp, chi c6 khuan lac giéng sé
5 ¢6 kich thudc 16n hon 500 bp c6 kha nang chira doan chén (Hinh 3.4).

Khuan lac trang giéng 5 duoc nudi ting sinh va tach plasmid, sau d6, két qua PCR lai
plasmid khang dinh mot 1an nira da thu duoc vector tai té hop c6 chia doan chén def kich
thuéc 777bp.

3.1.3. Két qua xac dinh trinh ty gen mi héa PDF trong vector tai to hop
Két qua doc trinh tu gen def tai to hop cho thay trinh tu gen nay tring khp 100% so
Vi trinh tu gen def da xac dinh tr trude. Nhu vay, doan gen def da duogc tach dong thanh

cong vao vector téi t6 hop pGEMT.



3.2. BIEU HIEN PDF TAI TO HOP
3.2.1. Thiét ké vector biéu hién PDFpET22b(+)

Vector pGEMT sau khi da xac dinh chtra doan gen def dugc st dung lam khudn
cho phan @ng PCR nhidm nhén 1én dung doan 525 bp bang cap mdi c6 chaa trinh ty cit
cua enzyme gidi han Ndel va Xhol. Két qua dién di trén gel agarose 2% (Hinh 3.6A) cho
thay c6 mét bang dic hiéu duy nhat véi kich thude nam trong khoang du kién (500-600
bp).

San pham PCR tir vector tach dong pGEMT va vector pET22b(+) cung dong thoi
duoc xtr ly vai hai enzyme gidi han 1a Ndel va Xhol dé tao dau dinh twong hop giita doan
gen can chén va vector. Trén hinh 3.6B, vector sau khi cit biang enzyme Ndel va Xhol di c6
su thay ddi kich thudc r6 rét (Giéng 1,3), trong khi mau PCR thi khdng nhan rd (Giéng 2,4).
Tuy nhién, dua vao két qua dién di, c6 thé xac dinh dugc nong d6 doan chén va vector dé
tinh toan lugng cho vao phan &ng ndi vong cho phu hop.

Cau trdc gen tai t6 hop duogc thiét ké dé tao ra mot protein 24,5 kDa dudi sy kiém
soat cua promoter T7 trong vector pET22b (+) vai doan 6xHis tai dau cudi C dé st dung
cho muc dich tinh sach (Hinh 3.7A). Trinh tu gen def két qua va trinh ty axit amin suy luan
(Hinh 3.7B) chi ra rang cau tric HpPDF94 di dugc chén thanh cong vao pET22b (+) gitra
hai vi tri enzyme gidi han caa Ndel va Xhol.

3.2.2. Biéu hi¢n PDF tai to hop

Qua két qua dién di SDS-PAGE (Hinh 3.8A) cho thay phan doan protein thu duoc
(giéng PET22b-HpPDF94/T) c6 chira bang protein kich thudc khoang xap xi tinh toan ly
thuyét, bang nay khong xuat hién & miu d6i chung chira vector khong cé doan chén va mau
d6i chung khdng cam ang IPTG (giéng pET220b/NI/T, pET22b-HpPDF94/NI). Theo tinh
toan bang phan mém ImagelJ, luong protein dich biéu hién chiém khoang 55,7 % protein
tong s6 (Hinh 3.8B). Nhu vay, peptide deformylase dd dugc biéu hién thanh cong vai hé
thdng biéu hién gdm vector pET22b va té bao E. coli BL21-RIL.

Két qua Western blot cho thiy, & trong cac pha tong sb, pha tan va pha can tir dich
nudi té bao c6 cam tng IPTG thi thu duoc biang dam, gan vai khang thé anti-His, hién mau
v6i thubc nhuom AP rat rd nét (Hinh 3.9). Biéu nay chiing té viéc biéu hién thanh cong

PDF tai t6 hop trong té bao E. coli.



3.2.3. Khio sit cac diéu kién biéu hién PDF tai td hop ¢ E. coli

Két qua biéu hién ban du thu duoc PDF tai t6 hop tan 55,7%, con lai 44,3% van nam
trong pha khong tan. Theo nhiéu nghién ciu vé tinh tan cta protein tai to hop, 6 mot sé yéu tb
6 kha ning 1am ting tinh tan nhu thay ddi nhiét do, pH, co-factor va bd sung mét sé chat dic
biét. Vi vay, ching tdi tién hanh khao sat sy anh huéng cua cac diéu kién biéu hién dén do tan

va ham luong PDF tai t6 hop thu dugc.

ﬂﬂﬂﬂﬂ

PDF tan (OD280)

lon héa tri Il

(A) (B)

Hinh 3.14: (A) Biéu d6 sinh truong cia té bao BL21 chira vector téi to hop khi
c6 mat caa kim loai héa tri Il. (B) Anh huong cua cac ion khac nhau dén ning suét
hoa tan PDF tai t6 hop. NI: khdng cam tng; NS: khéng bé sung; Co, Mg, Ca, Ni, Fe,

Cu, Zn: bo sung ion khac nhau.

Sau khi khao sat, diéu kién biéu hién té bao E. coli thu dugc nhiéu PDF tai t hop &
pha tan nhat 1a nhiét 6 28°C, pH mai trudng xap xi 7, cam ung bang IPTG 1mM, bd sung
ion kim loai héa tri 11 Co®* véi ndng do 100pM.

3.2.4. Tinh sach PDF tii t6 hop
3.2.4.1. Ly giai té bao va thu phan doan

Nhim thu duoc mot luwong PDF tai té hop 16n, chung toi da tién hanh nghién ciu 1én
men thu protein nay & quy mé 0,25lit/mé st dung binh tam giac 1 lit tai diéu kién téi wu da
xac dinh. Sau khi thu té bao, qua trinh ly giai té bao anh hudng rat nhiéu dén khi st dung
may siéu am véi chu ky va téc o khac nhau.

Ché 6 siéu am vai chu ky 0,6 va cong suat 60% dung trong dng thay tinh s& duoc

lya chon cho céc 1an ly giai té bao tiép theo.
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3.2.4.2. Tinh sach protein tai t6 hop PDF bang sic ky ai luc Ni-NTA

Két qua dién di trén ban gel trung khdp véi két qua do nano-drop, PDF thu duoc
hau hét ¢ cac phan doan day sé 7,8,9, phan doan day sb 8 1a phan doan thu duoc PDF
v6i lugng 16n nhat (Hinh 3.16). Bang PDF thu dugc c6 kich thudc xap xi 25 kDa, giong
v6i tinh toan 1y thuyét 1a 24,5 kDa. Bang phan mém ImagelJ, d6 tinh sach cia PDF tinh
toan duoc 1a 96,6%.

Qua trinh tinh sach dat hiéu qua cao vi protein bi mat di trong dich qua cot (FT) va
dich rira chi khoang 5% (Hinh 3.16B). Bén canh d6, qua trinh tham tach cé hiéu qua trong
viéc ¢ dic protein 1am cho néng d6 PDF tiang lén khoang 2,5 lan (Hinh 3.17).

SDS-PAGE va western blot (Hinh 3.18) déu cho thay cac bang HpPDF94 tai to
hop duy nhat, sic nét ¢ vi tri nhu tinh toan Iy thuyét. Piéu nay cho thay protein dich
duoc tinh sach hiéu qua véi do tinh sach xap xi 96,6%. Hiéu suat cua PDF tai t6 hop tir 1
lit méi treong nudi cdy 1a khoang 31,25 mg, trong duong vai Cac nghién cau trude day
(Che et al., 2011).

M N T S I FT W1 E4 E5 E6

35.0 -
250 8 HpPDF
- 245kDa
15.0 S
(A) (B)

Hinh 3.18. (A) Anh nhuom western blot cua HpPDF94 tai t6 hop tinh sach
bang sac ky cot niken. M: marker protein; NI: khdng gay ra; T: tong protein (dich ly
giai té bao tho); S: phan doan hoa tan; I: phan doan khong tan; FT: phan doan qua
cot; W1: phan doan rira; E4-E6: phan doan day. (B) Anh dién di HpPDF sau khi tinh
sach bing SDS-PAGE

Trong nghién ciu nay, hiéu suét tinh sach PDF duoc danh gia qua timg budc tinh
sach duoc trinh bay trong Bang 3.2. Két qua cho thay PDF téi t6 hop da duoc tinh sach ¢6

hoat d¢ riéng tang tir 11,4 U/mg protein dén 145,3 U/mg protein, ting 13 1an so vai enzym
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thd. Trong nghién ctru cia Meinnel va cong su, PDF téi to hop duoc tinh sach véi hiéu suat
chi dat 26,6 % va mutrc d6 tinh sach dat xap xi 6 lan [11]. Hon nita, hoat d6 riéng cua PDF
thu dugc ciing cao hon nhiéu so véi PDF tir E. coli trong nghién ctru d6 (31,13 U/mg) [12].
3.3. Nghién cvru hoat tinh cua PDF tdi 10 hop

3.3.1. Piéu kién hoat dong tdi thich ciia PDF tai té hop

3.3.1.1. Anh hwéng ciia cac yéu t6 dén phan iing

Téc d6 cia phan tmg enzyme-co chat phu thudc vao ca néng do enzyme va nong do
co chat. Chinh vi thé, viéc toi uu diy nong d6 enzyme 1a budc dau cho quy trinh thir hoat
tinh. Sau khi st dung PDF ¢ céc ndéng d6 0,5uM, 0,05uM, va 0,005uM véi phan tng khong
c6 co chat, két qua thu duoc nhu db thi dudi day:

Sau khi da lya chon 0,05uM 1a ndng d6 PDF sir dung cho phan tng, thi nghiém thir
hoat tinh dugc tién hanh véi néng dd co chit f-MAS 1mM. Nhin trén do thi (Hinh 3.20) c6
thé nhan thay khi khong c¢6 PDF, s6 doc van 6n dinh ¢ khoang 0,2, tring khop véi gia tri &
thi nghiém trén. Con khi c6 mat PDF, sb doc ting 1én gip 5 lan, tir d6 co thé khing dinh
PDF tai t6 hop thu duoc 13 c6 hoat tinh. Piéu ndy c6 ¥ nghia quan trong ddi véi mot enzyme
tai t6 hop. Viéc PDF c6 hoat tinh buéc dau mang lai két qua nhét dinh cho qué trinh thi
nghiém, tao tién dé cho nghién ctru tiép theo vé dong luc ctia enzyme, vé anh hudng ciia cac
yéu td pH, nhiét dg, su twong tac ciia enzyme véi cac ion kim loai.

3.3.1.2. Nhiét d9 va pH tdi thich cho phan wng ciia PDF

Céc thi nghiém enzym cho thay, vai su hién dién caa HpPDF94 tinh khiét, luvong san
pham NADH dugc tao ra bai phan @ng ghép néi ting theo thoi gian, cho thay hoat tinh loai
bo N-formyl cua protein tai t6 hop. Khi khao st anh huong cua pH dém khac nhau, két qua
cho thidy HpPDF chtra Co?* (Co-HpPDF) hoat dong thdp & pH axit, cao hon dang ké trong
khoang 7,0-8,5 véi pH téi wu 7,5 (Hinh 3.21A), va sau dé giam xudng. Mot thi nghiém
trong tu kiém tra diéu kién pH dém bao cdo mét pham vi pH hoi tdi vu giira 8,0 va 9,0
(Han va cong su, 2004).

Vé nhiét ¢ xét nghiém, Co-HpPDF hoat dong & muc rong (37-60°C) (Hinh 3.21B),
tuy nhién, theo nghién curu cua Han va cong su, 2004, nhiét d6 cao hon sé khéng phu hop

cho xét nghiém nay do formyl- MAS khdng 6n dinh.
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3.3.2. Xac dinh hing s6 dong hoc va d bén cia PDF t4i to hop
3.3.2.1. Hang sé ddng hec

Céc dic tinh xGc tac cua Co-HpPDF dugc dic trung hon & pH va nhiét do ti uu
thdng qua viéc xac dinh cac tham sé dong hoc Km va Vmax trong phwong trinh Lineweaver
— Burk (Hinh 3.22).
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Hinh 3.22. Lineweaver—Burk plot of Co-HpPDF at 37°C and pH 7.5

Hoat tinh cit nhom formyl ctia co chat dic hiéu fMAS cua PDF tai to hop duoc so
sanh vé&i enzyme bi bat hoat khi xir Iy ¢ 95°C trong 5 phit va ddi chiing véi phan ting khong
c6 mat caa PDF (Hinh 3.23).

Tiép theo, két qua khao sat cac thdng s6 dong hoc hoat tinh cua Co-HpPDF téi té hop
biéu hién trong E. coli dugc biéu thi va tinh todn qua do thi Lineweaver-Burk (Hinh 4). Gia
tri K., caa PDF trong nghién ctu nay kha nho, dat 137,16 uM, nho hon gia tri K, caa PDF
cuia cac ching biéu hién trong nghién cau khéac. Theo nghién ctu cua Han va cs [13] gié tri
K cia Co-HpPDF dat 1700 uM, trong khi, nghién ctru cua Lee chi ra K, cia Co-HsPDF
cao hon nhiéu, dat 11.000 pM [14]. Vi K, thé hién &i luc caa enzym véi co chat, cho nén
trong nghién ctiu ndy HpPDF ¢6 thé dat duoc tde do phan tng ti da ngay & nong do co chét thap.

Gia tri kea VA Keat/ K caa HpPDF dat 0,02 va 173,42, cao hon nhiéu so Véi gi tri do
trong nghién curu cua Lee va cong su (0,0081 va 0,74) [9]. So vai PDF tinh sach tur cac loai
khéc, hiéu qua x(c tac cua Co-HpPDF tai to hop trong nghién ctiu nay thap hon so véi Ni-
ECPDF va cao hon dang ké so véi Co-HpPDF tir nghién ctiru ciia Han, c6 thoi gian dat téc
d6 mong muén nhanh hon nhung dudng nén lai thip hon (Han et al. 2004). Két qua nay cho
thay enzym nghién ctu c6 kha ning xtc tic chuyén hoa lugng co chét Ién, dat hiéu qua xdc

tac cao.
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3.3.2.2. Dj bén nhiét ciia PDF

Dé danh gia d6 bén cua PDF theo nhiét d6, ching t6i u PDF & cac nhiét do khac nhau
trong vong 30 phit, sau do6 tién hanh do hoat tinh ctia PDF, so sanh véi hoat tinh cua PDF
duoc bao quan & -60°C. Mdi thi nghiém duoc lay ra do hoat tinh sau thoi gian @ mau. Pang
chd y, hoat tinh caa enzyme bi giam gan 80% sau khi @ & 30°C trong vong 30 phut (Hinh
3.24). O céc nhiét do cao hon, tuy hoat tinh bi giam it hon nhung déu bi giam trén 50% sau
khi 1 30 phut. Diéu nay cho thay, hoat tinh ciia PDF tuong d6i bén & céc nhiét do cao.

Pé xac dinh diéu kién bao quan cua PDF, hoat tinh cua PDF duogc theo dbi
trong cac khoang thoi gian khac nhau ¢ cac nhiét do khac nhau. Pau tién, enzyme
duoc U ¢ 25°C va lay ra do hoat tinh ¢ céc thoi gian khac nhau. Két qua cho thay,
hoat tinh enzyme giam nhanh sau 1h giam con 60%, sau 3h giam con 40% va sau 24h
hoat tinh enzyme bi giam gan 20% (Hinh 3.25B). Nhu vay, nhiét ¢6 25°C khong thich
hop dé bao quan enzyme du trong thoi gian ngan.

Khi bao quan & 4°C, hoat tinh enzyme giam cham hon rat nhiéu so véi nhiét do
phong, hau nhu khong giam trong vong 3 gid, con 98% sau 1 tuan. Sau 4 tuan ¢ 4°C, hoat
tinh enzyme van con lai 88% (Hinh 3.25B). Nhu vay, nhiét do 4°C c6 thé bao quan duoc
enzyme trong maot thoi gian ngéan (it hon mot tuan). Tiép tuc khao sat tir 1 tuan dén 12 tuan,
hoat tinh cua enzyme giam nhanh con lai 20% khi bao quan & 4°C. Trong khi do, bao quan &
-80°C hoat tinh enzyme van giir dugc trén 99% sau 12 tuan. Tiép tuc khao sat dén thoi diém
48 tuan (12 thang) tai diéu kién bao quan -80°C, hoat tinh cua PDF con lai 92%. Nhu vay,
nhiét d6 80°C hoan toan thich hop dé bao quan enzyme PDF tinh sach lau dai.

3.3.3. Anh hwéng ciia mét so dich chit thuwc vt va mot s6 hop chét dén hoat tinh ciia PDF

Pé danh gia anh huong cua cac dich chiét thuc vat I&n hoat tinh ciia PDF, t6i da ddnh
gi4 anh hudong cua dung moi dimethyl sulfoxide (DMSO) Ién hoat tinh caa PDF vi DMSO
la dung mdi hoa tan céc dich chiét thuc vat duoc sir dung.

Nong d6 DMSO duge danh gia & 10%, 1% va 0,1%. Két qua cho thiy, ¢ nong do
DMSO 10% trc ché trén 70% hoat tinh cia PDF, trong khi & nong do 0,1% thi DMSO anh
hudng it dén hoat tinh caa PDF (giit lai trén 90% hoat tinh PDF) (Hinh 3.26). Nhu vay, V6i
nong d6 DMSO 0,1% trong dich chiét thyc vat c6 thé danh gia dugc hoat tinh cua PDF va

anh hudng cua dich chiét thuc vat d¢én hoat tinh caa PDF.

-14 -



Mot s dich chiét tong sé tir cac loai thuc vat Viét Nam da dugc danh gia mie d6 anh
huong dén hoat tinh ctia PDF tai t6 hop. Trong do, c6 9/22 dich chiét ¢ kha nang uc ché tur
50% hoat tinh caa PDF & néng do nghién ciu (2ug/100ul phan éng).

Dich chiét ethy acetate cua cay nghé den c6 tac dung tc chét PDF manh nhit ¢ ndng
d6 2pg/100pl, tc ché 73,49% hoat dong cua PDF, trong khi ¢ mot sé dich chiét gan nhu
khong wc ché nhu dich chiét tir cay dd ring (1,07 va 1,55%), dich chiét ethyl acetate cua cay
trau khong (1,72%).

Khi so sanh voi két qua xac dinh kha niang khang H. Pylori, dich chiét ethyl acetate
tir cy ché day va kim ngan hoa c6 tac dung khang H. pylori manh va kha ning tc ché PDF
manh. Bén canh d6, mot s loai dich chiét cd vong khang khuan 16n nhung lai khong thé
hién kha nang wc ché PDF nhu mau trau khong chiét trong ethyl acetate, dd riing — ethyl
acetate, sa nhan — methanol.

Dich chiét cay nghé den c6 tac dung tic ché hoat dong ciia PDF manh nén ching t6i tién
hanh xéac dinh ndng d6 tc ché 50% hoat tinh (ICsp). Tir két qua nghién ciu ICs, trén cho thay,
hoat tinh PDF bi ¢ ché 50% & 0,74 ug (Hinh 3.27). Ndng d6 nay thip hon so véi nhiéu chat
trc ché PDF d4 nghién ctru trude day.

Bén canh d6, khi so sanh v&i két qua thir kha nang khang khuan H. pylori, dich chiét
tir cay trau khong lai c6 kha niang Gc ché manh nhat trong cac cdy. Piéu nay c6 thé do kha
ning xam nhap cua cac chat trong dich chiét cay trau khong rat 16n, ciing c6 thé do nhiéu co
ché tac dung khéac Ién vi khuan. Dé tim hiéu van dé nay, toi tiép tuc tién hanh thir nghiém
kha niang tc ché hoat dong cua PDF cua cac phan doan tir cdy trau khong, di duoc lam giau
lén mot sé thanh phan, di dé cho cac chat co tac dung. Két qua thé hién trong bang 3.4.

Két qua cho thay, cac phan doan trau khdng c6 kha ning ¢ ché PDF véi mot s6 muc
d6 khac nhau, dat tir 4,9 dén 51,32%. Diéu nay cho thay, khi 1am gidu mét sé nhom chat
trong dich chiét cay trau khdng I&n thi mot sé nhém chat lai c6 tac dung e ché manh, cu thé
la phan doan PB23-2, PB23-9 vai ty I¢ tiC ché 12 51,32% va 49,25%.

Két qua danh gia hoat tinh tic ché enzyme PDF ciia 28 chit tinh sach

28 hop chat tir thuc vat da dugc sang loc bang cach sir dung phép thir hoat tinh dé
xac dinh cac hop chat hoat dong &c ché HpPDF (Hinh 3.28). Actinonin, mét PDI tu nhién,
c6 gié tri 1C50 thap 0,17 uM. Chung t6i di st dung Actinonin nhu 13 mot ddi chimg dwong
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dé danh gia cac chit wc ché hé thdng sang loc. Theo hinh 3.28, ¢6 11/28 mau tc ché hoat
tinh PDF Vi gia tri ICso nho hon 20 nM. Cac chat e ché PDF dugc chon loc cho enzyme vi
khuan, vi du nhw, BB-81384 uc ché PDF (chtra Ni) cua Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus Influenzae, E. coli va Staphylococcus aureus véi gia tri 1Cs 12 9, 11, 60, va
300 nM (Gross et al 2004). 18/20 (90%) thé hién cac gié tri ICs tir 75 nM tré xudng di Voi
PDF cua S. pneumoniae (Hackbarth, 2002). Nhu vay cho thdy, cac chat tim duoc cd tiém
nang cao trong viéc sir dung dé tc ché hoat dong cua PDF vi khuan.

Két qua cho thdy c6 8/25 mau c6 kha niang ¢ ché manh chang H. pylori va PDF tai
t6 hop. 6/25 mau c6 kha nang Gc ché PDF manh nhung khong wc ché dugc chang H. pylori
& ndng do nghién ciu. Mot sd chat ¢c ché PDF it c6 tdc dung hon trong viéc Gc ché vi
khuan séng, c6 kha niang do tac dong cua hang rao thanh té bao va mang ngoai, ciing nhu
dong chay hoat dong theo co ché bom (Apfel, 2000).

Trong s6 cac chat co kha niang e ché manh PDF, chiing t6i xac dinh kiéu tic ché enzyme
d6i véi 2 chat 14 chat sb 5 va s 21 (Hinh 3.29). Két qua cho thay chét s6 5 tc ché hoat dong cua
PDF khong theo kiéu tic ché nao, trong khi chat s 21 tic ché PDF theo kiéu khong canh tranh

(uncompetitive).
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Hinh 3.29. Hoat tinh ctia PDF khi c6 mat chét s6 5 (A) va chit s6 21 (B)
Két qua docking

Céc hop chat c6 lién két tiém nang voéi PDF da dugc sang loc sir dung phwong phap
docking. Két qua cho thay mot s6 chat co kha nang lién két twong duwong véi chat d6i ching
actinonin nhu chét sb 4, 20, usnic acid, trong khi do, c6 2 chat cé kha nang lién két voi PDF
vuot troi 1a chat s6 26 va 28 (Bang 3.5).

Két qua vé md hinh lién két ciing cho thay, chat s 26 va 28 lién két voi PDF tai cac
vi tri amino acid nhu sau: Gly46, GIn51, Leu97 véi d6 dai lién két thé hién nhu twong ddi
I6n (Phu luc). Két qua nay khang dinh lai két qua thuc nghiém va docking co thé sir dung dé
sang loc trude khi thir nghiém thuc té trén PDF.
KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN
Trén co s& cac két qua da nhan duoc, ching toi rat ra 3 két luan sau:

1. Da tao dugc dong va xac dinh duoc trinh ty gen mé hoa cho peptide deformylase
Véi kich thudc 575 bp tuong ddng 100% véi trinh ty amino acid ving peptide truéng thanh
cua gen def m& hoa peptide deformylase tir chung Helicobacter pylori Viét Nam.

2. Da thiét ké vector tai to hop chira doan gen def va biéu hién duoc PDF dudi dang
dung hop véi Histag trén vector pET22b(+) ¢ té bao BL21 E. Coli. Pa t6i vu duge cac diéu
kién biéu hién PDF tai to hop tai 28°C, pH 7,0, IPTG 1 mM; di tinh sach dugc PDF tai to
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hop dang PDF-Histag véi hiéu suat 60 mg/L, hiéu suat thu hoi tir dich chiét té bao dat 12%
va d06 sach 1 96,6%; di xac dinh duoc peptide PDF c¢6 khéi lugng phan tu 1a 24,5 kDa.

3. Dai nghién ctiru hoat tinh ctia PDF véi gia tri Ky Va Kea/Kp, cia HpPDEF dat 0,02 va
173,42 va danh gia anh huéng caa mot sé hop chét tir cay thao dugc co kha ning @c ché
hoat dong cua PDF.

KIEN NGHI

Véi nhitng két qua da dat duoc, chung t6i mong mudn duge tiép tuc nghién ctru cta

minh dé sang loc ra cac hop chat tiém ning c6 tac dung rc ché PDF va c6 kha niang khang

H. pylori.
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