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Abstract: Tinh sach RNA cua HIV-1 va tong hop ¢cDNA cua mot sé6 mau HIV-1 tir
cac bénh nhan nhiém HIV-1 tai Viét Nam. Nhan ban, nhan dong va doc trinh ty gen
ma hoa protease HIV-1 cta cac mau virus phan lap duogc, danh gia su sai khac vé trinh
tur gen ma hoa protease HIV-1 giira cac ddi twong bénh nhan nhiém HIV-1 so véi trinh
ty gen twong Ung trén thé gioi. Thiét ké hé thong vector va xac dinh diéu kién biéu
hién gen ma hoa cho protease HIV-1 ¢ E. coli. Xay dung quy trinh tinh sach protease
HIV-1 tai to hop. Nghién ciru mot sb dic trung xuc tac cua protease HIV-1 tai té hop
thu dwgc. Tim hiéu tac dung wc ché ctia mot sd hop chit téng hop va tu nhién 1én
protease HIV-1 tai t6 hop.
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1.Tinh cip thiét cua dé tai

Protease clia virus gy suy giam mién dich & ngudi (HIV-1) can thiét cho chu trinh sdng
cua virus va dugc xem nhu mdt trong céc dich quan trong nhét trong li€u phap diéu tri chéng
HIV/AIDS. Cac dot bién trong trinh ty gen ma héa protease ciia HIV-1 (goi tat la protease
HIV-1) ¢6 thé hinh thanh cc ching virus khong co kha ning liy nhidém bénh. Chinh vi vay,
protease HIV-1 dugc xem la mot trong céac dich chinh cho viéc nghién ctru phat trién thudc diéu
tri HIV/AIDS. Tuy nhién, HIV sao chép nhanh, nhiéu dot bién xuét hién tao ra cac nhom HIV
méi trong do ca cac dang khang thude diéu tri HIV-1. Do d6, tao ra va tinh sach luong 16n
protease la can thiét cho lya chon cac chét tc ché protease mdi dé nang cao hiéu qua diéu tri
HIV-1/AIDS.

Hién nay, trén thé gisi da co nhiéu cdng trinh nghién ctu san xuat protease HIV-1 (Darke
va tap thé, 1989; Danley va tap thé , 1989; Dergousova va tap thé, 1996; Rozzelle va tap thé
2000; Ohtaka va tap thé, 2003; Yanchunas va tap thé, 2005; Bandaranayake va tap thé 2008)
nhung thuc té cho thiy viéc biéu hién va thu nhan protease HIV-1 khong dé dang do dic tinh
giy doc té bao, kho tan cia nd. Mat khéc, cac nghién ctru déu san xuat protease HIV-1 phan
lap tir phan nhém B 1a phan nhom HIV pho bién giy bénh & My, Australia va cac nudc Tay



Au. Chinh vi vay, thiét lap hé théng biéu hién va tinh sach protease HIV-1 tai t6 hop hic:eu qua
va dai dién cho phén nhém HIV-1 giy bénh chu yéu & Viét Nam la co s¢ d€ phat trién cac
thuoc tre ché protease phu hop cho bénh nhan nhieém HIV/AIDS thudc phan nhoém nay.

O Viét Nam, hau hét cac nghién ctru vé protease HIV-1 tap trung vao xac dinh nhom

virus gdy bénh chi yéu ¢ ngudi Viét Nam va tim ra mot s dot bién lién quan khang
thuodc. Tuy vay, chua c6 nghién ctu nao vé bi€u hi¢n va xac dinh tinh chat cta protease
HIV-1 phan lap tir cac bénh nhan nguoi Viét Nam.
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Deé tai ludn an cia chung t61 duoc dat ra nham giai quyet mot so6 ton tai vira néu.

. Muc tiéu nghién ctru caa dé tai

Phat hién mot sé dot bién trong gen ma hda protease HIV-1 ¢ ngudi Viét Nam.
Thiét 1ap quy trinh hiéu qua cho viéc biéu hién gen ma hoa protease HIV-1 & vi
khuan E. coli va tinh sach protease HIV-1 tai t6 hgp ¢ dang c6 hoat tinh.

Nghién ciru mot sé tinh chat protease HIV-1 va tim hiéu tac dung cua mot s chét wc ché
lam co s¢ dé tim kiém va phat trién cac Pl méi c6 thé tng dung trong diéu tri bénh nhan
HIV/AIDS.

. Ni dung nghién ciu cia deé tai

Tinh sach RNA va tong hop cDNA caa mot s6 mau HIV-1 tir cac bénh nhan nhiém HIV-
1 tai Viét Nam.

Nhan ban, nhan dong va doc trinh tu gen ma hoa protease HIV-1 ciia cdc mau virus phan
lap duoc, danh gia su sai khac vé trinh tu gen ma hoa protease HIV-1 giita cac ddi tuong
bénh nhan nhiém HIV-1 so véi trinh tu gen twong Gng trén thé gisi.

Thiét ké hé thong vector va xac dinh diéu kién biéu hién gen ma héa cho protease HIV-1
¢ E. coli.

Xay dung quy trinh tinh sach protease HIV-1 téi t6 hop.

Nghién ctru mot sé dic trung xuc tac cta protease tai to hop thu duoc.

Tim hiéu tac dung @c ché cua mot sb hop chat tong hop va tu nhién 1én protease HIV-1
tai t hop.

. Péng gép méi caa dé tai

Cong trinh nghién cau c6 tinh hé théng tir viéc nhan ban, nhan dong va biéu hién ¢ E.
coli gen ma hda protease HIV-1 tai t6 hop thuoc ching CRFO1_AE cua Viét Nam; thiét
lap duwoc phuwong phap don gian dé tinh sach protease HIV-1 véi hiéu suat thu nhan
enzyme cao hon so v&i cac nghién ciu trén thé gioi.

La cong trinh dau tién phat hién thay tac dung tc ché protease HIV-1 bai axit asiatic, 8-
hydroxyquinoline va menadione.

. Ung dung thuec tién ciia dé tai

Céch thie biéu hién gen ma héa protease HIV-1 va tinh sach protease tai to hop tao ra
trong cong trinh nghién ciu nay c6 thé dé& dang dugc ap dung dé san xuat mot sb
protease tai té hop kho tan va chi dic hiéu véi mot sé co chat nhat dinh.



- Ché pham protease HIV-1 tao ra 1a co s¢ cho viéc tim kiém va phat trién cac PI méi dé
c6 thé tng dung trong diéu tri bénh nhan HIV/AIDS.

6. B6 cuc ciia luin 4n

Luan an gdm 124 trang bao gdm: Phan m& dau 4 trang; chuong 1 - tong quan tai liéu 39
trang; chuong 2 - ddi twong va phuong phap nghién ctru 16 trang; chuong 3 - két qua va thao
ludn 50 trang, két luan va kién nghi 1 trang. Cac cong trinh khoa hoc ctia tac gia lién quan dén
luan 4n 1 trang. Tai liéu tham khao 13 trang gdm 107 tai liéu bao gom 2 thir tiéng (4 tai lidu
tiéng Viét va 103 tai liéu tiéng Anh). Trong luan 4n c6 7 bang, 41 hinh va db thj.

CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1.  HIV-1 nguyén nhin cia AIDS

Hbi ching suy giam mién dich méic phai (AIDS) gy ra boi virus gay suy giam mién dich
o nguoi (HIV). Pay 1a virus thudc ho Retroviridae va cé hai type chinh 1a HIV-1 va HIV-2,
trong d6 type 1 xudt hién phd bién va 1a nguyén nhan chinh gay ra AIDS & ngudi. Cho dén
nay, du dd c6 nhitng chuong trinh hanh dong toan cau cung v6i su phat trién cta cac phuong
phap diéu tri, AIDS van 1a dai dich cia toan nhin loai. Chinh vi vay, cac bién phap phong

ngtra, diéu tri hiéu qua bénh AIDS vAn mang tinh cap thiét cao.

1.2.  Céc nghién ciru vé protease HIV-1

Protease HIV-1 dugc ma hoa boi gen pol trong hé gen ctia HIV-1; 1a mot homodimer mdi
monomer c6 khdi lwong 11 kDa gdm 99 axit amin. Pay 1a mdt protease aspartyl, ho
retropepsin A2, dugc tao ra trong qua trinh HIV nhidm vao té bao chu, c¢6 chirc ning thuy
phan cac polypeptide gag, gag-pol va env cia virus thanh céc protein cdu trac va chirc ning
can thiét cho chu trinh séng cia HIV. Néu protease bi mét hoat tinh, HIV-1 s& khong dugc
dong goi dé tao thanh virus hoan chinh (Darke va tap thé, 1989; Tie, 2006). Vi vy, chit trc
ché protease HIV-1 c6 vai trd quan trong trong diéu tri bénh nhan HIV/AIDS. Tuy nhién, viéc
str dung thudc trong thoi gian dai voi ndng do cao cing véi toe do dot bién 16n caa HIV-1 din
dén sy xuat hién cac chang virus khang thuéc 13 mét trong nhirng nguy@n nhan chinh gay that
bai diéu tri. Chinh vi vay, thiét lap h¢ théng biéu hién va tinh sach protease HIV-1 tai to hop
1a rat can thiét dé diéu tra va phat trién cac thudc e ché protease (PI) méi hiéu qua.

Hién nay, thé gi6i da co nhiéu cong trinh nghién ctru dé san xuét protease HIV-1 bang
cach biéu hién trén vi khuan Escherichia coli (E. coli) hodc Saccharomyces cerevisiae hoic
bang cach tong hop hda hoc monomer 99 axit amin. Tuy nhién, viéc san xuat protease HIV-1
thuong gap nhiéu kho khan trong viéc biéu hién va tinh sach (Darke va tap thé, 1989; Danley
va tap thé , 1989; Taylor va tap thé , 1992; Dergousova va tap thé , 1996; Komai va tap thé ,
1997; Bandaranayake va ta p thé, 2008). Nguyén nhan 1 do protease gy doc vai té bao chii,
kho tan, ham lugng thu dugc chua cao, mot s0 nghién curu chi co6 thé phat hién béng phuong
phép tham tach mién dich. Protease HIV-1 thuong dugc biéu hién ¢ dang ty cit khoi trinh ty
cat ddc hiéu Phe/Tyr — Pro dé giai phong protease mo dau bang axit amin Pro va chi c6 hoat



tinh khi ¢ dang dimer (Debouck va tap thé, 1987; Graves va tap thé, 1988; Danley va tap thé
1989; Taylor va tap thé, 1992; Mildner va tap thé, 1994).

Gan day, do nhiéu din liéu khang thudc PI c¢6 duge déu tir HIV-1 thudc phan nhom B (c6
cha yéu & My, Australia, Ty Au va di ting dugc nghién ciru nhidu nhét) nén cac nha nghién
ctru d3 mo rong quan tim phat hién cac dot bién lién quan dén mic d6 khang thube PI & cac
phan nhoém khac (c6 chi yéu trén thé gidi) nham nang cao hiéu qua diéu tri khang thudc & cac
bénh nhan nhiém HIV-1 thudc cac phan nhom ndy (Ariyoshi va tap thé , 2003; Abecasisa va
tap thé, 2005; Kantor va tap thé, 2005; Bandaranayake va tap thé, 2008). S liéu tir cac nghién
ctru di cho thiy kiéu gen khang thuéc & phan nhém B khong phai luén ludn cé thé ap dung
cho cac phan nhém khéc.

O Viét Nam, protease HIV-1 con it duoc nghién ciru. Cac nghién ctru vé protease HIV-1
chi tap trung vao xac dinh nhom virus gy bénh chi yéu ¢ ngudi Viét Nam va tim ra mot sd
dot bién lién quan khang thudc (Nguyen va tap thé , 2003; Ishizaki va tap thé , 2009; Liao va
tap thé, 2009; Phan va tap the, 2010). Pic biét, chua c6 cong bd nao vé biéu hién, tinh sach va
nghién ciru tinh chat ctia protease HIV-1 phan 1ap tir cdc bénh nhan nhiém HIV-1 & Viét Nam.

Bén canh d6, cac dot bién khang PI tuong ddi dic hiéu cho tirng loai thude riéng bi¢t, do
d6 thay thé mot loai thudc khac trude khi c6 sy tich liy dot bién thi cac phac d6 sau van thanh
cong (Hoffmann va tap thé , 2007). Vi vdy, xét nghiém khang thudc thuong theo hudng phat
hién dot bién gen ma hoa protease HIV-1 bang cach xac dinh trinh tu ctia gen c¢6 vai tro rat
quan trong trong viéc xay dung phac dd diéu trj HIV/AIDS.

CHUONG 2. POI TUONG, NGUYEN LIEU VA
PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twong va nguyén liéu

2.1.1. Péi tuong

Gen ma hoéa protease HIV-1 tir huyét thanh cic bénh nhan nhiém HIV-1 tai Bénh vién
Bénh Nhiét déi Trung wong.
2.1.2. Nguyén li¢u

Cac mdi hay oligonucleotide cua Invitrogen (MJ), enzyme gi¢i han va Taq DNA
polymerase cua New England Biolabs (NEB) (M§) hodc Enzynomics (Han Qudc), c4c vector
nhan dong va biéu hién gen ctia Promega, Invitrogen va Novagene (My), kit phan tich hoat do
protease HIV-1 va protease HIV-1 tai to hop cua Anaspec (M¥), khang thé don dong khang
protease HIV-1 ciia Gentex (M¥). Cac hoa chat con lai déu dat do tinh khiét cho nghién ctru
sinh hoc phan ttr.

2.2. Phwong phap nghién ctru

2.2.1. Tach chiét RNA cuia virus the o kit cia Qiagen
2.2.2. Téch chiét va dinh luong DNA plasmid theo Sambrook va Russel (2001)

2.2.3. Dinh luong protein theo phuong phip cia Bradford (1976) va do do hip thu 4nh
sang & budc s6ng 280 nm




2.2.4. Nhan ban gen ma hda protease HIV-1 bing k¥ thuat RT-PCR
2.2.5. Kiém tra kich thuéc DNA, san phdm PCR bing dién di trén gel agarose

2.2.6. Nhan dong truc tiép san pham PCR vao vector dau T sir dung kit nhan dong T/A
hodac pGEM-T

2.2.7. Giai trinh tu cac doan gen ma hda protease HIV -1 trén may tu dong CEQ 8000
theo nguyén 1y clia Sanger va tap thé (1975)

2.2.8. Thiét ké hé théng vector biéu hién bing cit gen nhan dong bing enzyme gidi han |

ndi gen vao vector biéu hién bang T4 DNA ligase va kiém tra biéu hién gen trong E.
coli.

2.2.9. Tinh sach protease HIV-1 bang hé thong cot sac ky 4i huc His -bind két ndi véi cot
mono Q-sepharose

2.2.10. Panh gia d6 tinh sach ctia protein bang dién di protein trén gel polyacrylamide

c6 SDS (SDS-PAGE)

2.2.11. Nhan biét protease HIV-1 tai t6 hop biang phwong phap tham tich mién dich

(Western blotting) str dung khang thé don dong khang protease HIV-1 va phan tich khoi

phé
2.2.12. Xéc dinh hoat d6 protease HIVI sir dung co chat huynh quang hodc co chat tong hop theo
phuong phap cua Richards va tap th€l990)

Mot don vi hoat d§ cua protease HIV-1 (1 U) duoc dinh nghia la lugng protease HIV-1
phan giai 1 pmol co chat trong thoi gian 1 phat & di€u kién phan tich.
CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Phat hién cac dot bién trong gen mi hoa protease HIV-1
3.1.1. Nhan ban doan gen mé hoa protease HIV-1 biang RT-PCR 16ng

Dé nhan ban doan gen mi hoa protease HIV-1, cac mau mau nhidém HIV d3 duoc sir dung
dé tach RNA va chuyén thanh cDNA qua phan tng sao chép nguoc (RT).

Gen ma hoa protease HIV-1 c6 tinh chit bao thi thap va mang nhiéu dot bién tai cac vi tri
khac nhau nén chung t6i st dung k¥ thuat PCR 1dng v6i cap mdi ngoai 1a HIV-F1/HIV-R1 va
cap moi trong 13 HIV-F2/HIV-R2 va 2 vong PCR lién tiép nhau dé vira lam giau DNA khuén
vura tang d¢ ddc hi€u cua phan ing nhan ban doan gen ma hoda protease HIV-1. Trong do, cap
mdi HIV-F1/HIV-R1 nhin ban doan gen 800 bp (Lech va tap thé , 1996); cap mdi dic hidu
HIV-F2/HIV-R2 phia trong cip mdi HIV-F1/HIV-R1 nhan ban chinh x4c doan gen 297 bp
ma hoa cho protease HIV -1 (Leuthardt va Roesel, 1993). PCR dugc thuc hién vai 35 chu ky
gdm 3 budc phan Gng: i) bién tinh DNA ¢ 94°C trong 40 gidy; ii) gin moi & 45°C trong 60
gidy; iii) kéo dai & 72°C trong 30 gidy. 1,5 pl san pham PCR vong 1 sau d6 dugc ding lam
khudn cho PCR vong 2. Thanh phan PCR vong 2 twong tu PCR vong 1 chi khac ¢ chd cap
mbi ngoai duge thay bang cip moi trong va gan moi & 53°C.

Két qua thu dugc ¢ hinh 3.1 cho thay su c6 mit ctia bang DNA nhan ban khoang 0,32 kb
tir huyét thanh bénh nhan nhiém HIV-1. Kich thudc clia doan gen nhan ban dang nhu tinh
toan 1y thuyét (gdm 297 bp cta gen mi hoa protease HIV-1 va 24 nucletotide thiét ké thém
cho muc dich biéu hién gen sau nay), ching to chiing t6i ¢i nhan ban thanh cong gen ma héa
cho protease HIV-1.



Hinh 3.1. Pién di san pham RT-PCR long dé
nhan ban gen ma héa protease HIV-1 tir cac
miu mau

1: thang chuan DNA 100 bp

2: san pham RT-PCR 16ng dbi chung (-)
khong nhiém HIV

3, 4: san pham RT-PCR 16ng cac miu mau
nhiém HIV-1
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3.1.2. Phat hién cac dot bién trong gen ma héa protease HIV-1

Chung t61 da su dung cac diéu kién RT-PCR thiét 1ap duoc dé nhan ban doan gen ma hoa
protease HIV-1 tir mau mau cua 50 bénh nhan nhiém HIV-1 (trong d6, 20 bénh nhan chua
diéu tri ART, 30 bénh nhan dang diéu tri bang PI), tuy vy, chi c6 8 miu cho bang DNA nhan
ban 0,32 kb. Két qua phan tich cac trinh tu nucleotide ctia gen ma hoa protease tir cac mau
duong tinh va so sanh v6i ngan hang di liéu HIV quéc té (http://hiv.lanl.gov) cho thiy ching
déu thudc chung CRFO1 AE d3 phan lap duoc ¢ mién Bic Viét Nam (mé sé AB519612) va &
Trung Qudc (ma sé6 EU518273), trong sb 8 trinh ty gen dwgc phan tich c6 t6i 19 vi tri ot bién
thay thé nucleotide so v&i cac trinh tu di cong bd, cic trinh tu gen nay di duoc dang ky vao
ngan hang gen thé gi¢i (GenBank) v&i cac mi sb la: HQ317454, JF276387, JF276388,
JF276389, JF276390, JF276391, HQ890881 va JF276392. Két qua so sanh trinh ty axit amin
suy dién ctia protease HIV-1 tir 8 mau nghién ctru thu dugc Véi co s¢ dir liéu HIV-1 Stanford
(http://hivdb.stanford.edu) cho thiy 8 mau HIV-1 ciia ching t6i co 10 loai dot bién thay thé
gbc axit amin khiac nhau: G16E, E35D, M36l, R41K, H69K, V82I, L89M, 113V, 115V va
N&3T. Trong ) nay, khong c6 dot bién nao thudc nhoém dot bién chinh (dot bién tai trung tam
hoat dong ciia protease HIV-1 1am khang thudc Pl). Hai dot bién M361 va H69K khang nhe
v6i thube PI méi tiparanavir va xuat hién trén 100% mau nghién ctru; ching ciing thudng co
trong hau hét cac trinh ty gen ma héa protease HIV-1 thudc phan nhém CRFO1_AE nén dugc
xem nhu sy da hinh tuy nhién (Ishizaki va tap thé, 2009). Cac dot bién: G16E, E35D, R41K,
V82I, L89M, 113V, 115V ciing hay gap trong protease ctia cac HIV-1 phan nhdm CRF01_AE
va khong lién quan dén khang PI nao (Liu va tap thé, 2007). Dot bién N83T xuét hién ¢ 1



bénh nhan dang diéu tri PI (HQ890881) la thudc loai dot bién hay xuét hién trong protease
HIV-1, tuy vay day 1a nghién ctru du tién tim thiy dot bién N83T trong protease HIV-1 phan
nhém CRFO1_AE. Hon thé nita, ¢ vi tri axit amin 83 thi chi c6 mot vai dot bién nhu N83D
ctia protease HIV-1 phan nhom B & cic bénh nhan dang diéu tri bang thudc PI 1a lam giam
hiéu qua diéu tri v&i thude e ché protease tipranavir/r®. Liéu dot bién N83T & protease HIV-
1 phan nhom CRFO1_AE cé anh hudng dén hidu qua xiic tac, mirc d6 nhay cam ciia protease
HIV-1 v&i cac PI nhu thé nao 14 van dé rat can duoc tiép tuc nghién cuu.

3.2. Nghién ctru biéu hién gen ma héa protease HIV-1 trong E. coli

Gen ma hoa protease HIV-1 ma sé ding ky HQ317454 trén ngan hang gen thé giéi duoc
chang toi Iya chon dé biéu hién ¢ E. coli. Trinh tu gen ndy chi mang cic dot bién thudng gip
& gen ma hoa protease HIV-1 cua phan nhém CRFO1_AE.

3.2.1. Nghién ctru biéu hién gen ma hoa protease HIV -1 bang vector pET28a

Phan 16n cac nghién ctru déu biéu hién protease HIV-1 & vi khuan E. coli duéi dang tu cat
khoi vi tri ddc hiéu Phe/Tyr-Pro dé giai phong protease HIV-1 mé dau bang Pro (Debouck
va tap thé , 1987; Graves va tap thé , 1988; Danley va tap t hé, 1989; Taylor va tip thé |
1992; Mildner va tap thé , 1994). Tuy nhién, Leuthardt va Roesel (1993) di biéu hién thanh
cong protease HIV-1 mé dau bang Met va c6 hoat tinh trong hé théng vector pDS56/3H-3H:;
protease dung hop véi 3 gbc histidine (3xHis) & ddu N va 3xHis dau C thuan tién cho tinh
sach va khong can thiét ké thém trinh tu tw cat. Chinh vi vay, budc dau chung t6i da thiét ké
biéu hién protease HIV-1 vé6i dang twong tu bang vector pET28a & vi khuan E. coli BL21
(DE3) pLysS. Gen ma hoa protease HIV-1 duoc dua vao vector pET28a (tai vi tri cit cua
Ndel va EcoRI), bién nap vao E. coli BL21 (DE3) pLysS, vector tai td hop duogc tach ra, xac
dinh trinh tu dé khang dinh dung trinh tu ciing nhu khung doc mé va dugc ky hiéu 13 pET28a-
Prot. Té bao vi khuin mang vector pET28a-Prot dugc nudi cdy va cam tng biéu hién gen
bang IPTG 0,1-0,25 mM & 37°C; dich chiét té bao trong dém Tris HCI 20 mM pH 7,9, NaCl
100 mM, PMSF 1 mM, imidazol 5 mM (dém A) dugc thu nhan va cho sdc ky qua cot ai luc
Ni-agarose, protein gan trén cot dugc rira chiét ra bang imidazol 250 mM pha trong dém A.

Két qua dién di SDS-PAGE va thim tach mién dich sir dung khang thé don dong khang
protease HIV-1 (hinh 3.8) cho thdy c6 sy xudt hién biang protein c¢6 khdi lwong phan tir
(KLPT) khoang 13 kDa (dung nhu KLPT cua protease HIV-1 dugc thiét ké co gin dudi
6xHis) trong ca dich chiét té bao va dich rira chiét cot Ni-agarose. Bang protein 13 kDa nay
dugc nhan ra boi khang thé don dong khang protease HIV-1, ching to ching toi da biéu hién
dugc protease HIV-1. Tuy nhién, lwong protease HIV-1 biéu hién con rat thdp va ché pham
protease HIV-1 qua cot Ni-agarose van con nhiéu bang protein tap nhiém khac.
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Hinh 3.8. SDS-PAGE (A) va thim tach mién dich (B) cac phan doan tinh sach qua cdt
Ni-agarose

1Ava 1B: Thang chuin protein nhudémsin , 2Ava 5B: dich chiét t& bao BL21 (DE3)
plysS mang pET28a-Prot+IPTG; 3A va 6B: phin doan rira chiét qua cot Ni-agarose; 2B:
dich chiét té bao BL21 (DE3) plysS mang pET28a; 3B: dich chiét té bao BL21 (DE3)
mang pET28a-Prot; 4B: dich chiét té bao BL21 (DE3) pLysS mang pET28a-Prot

Chung t6i d3 kiém tra hoat tinh phan cit co chét tong hop cla protease HIV-1 tai t6 hop

thu duge va phat hién thiy enzyme khong c6 hoat tinh. Theo Rangwala va tap thé (1992) thi
mot sd axit amin dau N trudc gbe Pro cua protease HIV-1 ¢ thé can trd viée hinh thanh cau
tric dimer, do d6 1am cho enzyme khong c6 hoat tinh. Nhu vay, yéu cau dit ra 1a phai thiét ké
lai hé théng biéu hién m&i dé tao ra dang protease HIV-1 c6 hoat tinh.

3.2.2. Nghién ctru biéu hién gen mi hoa protease HIV-1 bang vector pET32a va pET43a

Nham tang muc do biéu hién va hoa tan cua protease, chiing t61 da lya chon hai h¢ théng
vector 1a pET32a va pET43a dé biéu hién gen ma hoa protease HIV-1 du6i dang dung hop
voi thioredoxin (TRX) trong pET32a hay NusA trong pET43a. Ngoai ra, chung t6i cling da
thiét ké thém 21 nucleotide mi hoa cho 7 axit amin (GTVSFNF) & dau C cia protein gag vao
dau N ciia protease (trinh ty nay c6 trude cu tric cia protease HIV-1 dang ty nhién). Trong qué
trinh biéu hién protease HIV-1 s& tu ct tai vi tri dac hiéu Phe-Pro trén gag-pol dong thoi giai
phdng protease HIV-1 md dau bang Pro. Trinh ty mdi xudi HIV-F3 cho PCR vi vay duogc
thiét ké lai nhu sau:

HIV-F3: 5°-GGGCGGATCCACTAGT
BamHI Spel
GGAACTGTATCCTTTAACTTCCCTCAGATCACTCTTTGGC-3°

gag-gen

HIV-R3: 5" GAGTCCITCGAGAAAATTTAAAGTGCAGCCAATCTG-3"

Xhol



Trong mdi nguoc HIV-R3 ¢6 trinh tu cit gioi han cia Xhol; khi dwa gen mi hoa protease
HIV-1 vao pET32a va pET43a tai vi tri ndy, dau C cua protease s& duoc dung hop véi 6xHis
ngay truéc bo ba két thic dich ma. Theo thiét ké nay, néu protease dung hop khéng c6 hoat
tinh tu cit tai lién két Phe-Pro; protease tai to hop tao ra s& c6 dang TRX-GTVSFNF-
protease-6xHis trén vector pET32a véi KLPT la 31 kDa va NusA-GTVSFNF-protease-6xHis
trén vector pET43a v6i KLPT 1a 67 kDa. Néu protease tai to hop tu cat (tai vi tri Phe-Pro), thi
enzyme déu duoc giai phong ra dang gan véi dudi 6xHis va c6 KLPT khoang 12 kDa. Viéc
giai phong ra protease ciing dong thoi khang dinh enzyme c6 hoat tinh.

Sau khi gen ma hoa protease HIV-1 dugc gin vao ca hai vector pET32a (thanh dang
pET32a-Prot) va pET43a (pET43a-Prot) dung trinh tu va khung doc mé, cac vector tai to hop
duogc bién nap vao vi khuan E. coli BL21 (DE3) plysS, té bao dugc nudi ciy trén moi trudng
LB I6ng va dugc cam g biéu hién gen bang IPTG 0,25 mM. Protein ndi bao duoc thu & ca
phan dich chiét bang dém A va phan tia (sau ly tim) dugc hoa trong dém Tris-HCI 20 mM
pH 7,9, NaCl 100 mM, urea 8M, imidazol 5 mM (dém C).

35
25

15

' 12 kDa

Hinh 3.14. SDS-PAGE (A) va thim tich mién dich (B) dich chiét va tiia té bao BL21 (DE?3)
plysS mang pEB2a-Prot vaBL21 (DE3) plysS mang pET43a-Prot

1A va 5B: dich hoa tua té bao BL21 (DE3) pLysS mang pET43a-Prot; 2A va 4B: dich chiét té
bao BL21 (DE3) pLysS mang pET43a-Prot; 3 A va 1B: thang chuin protein nhudm sin; 4A
va 2B: dich chiét té bao BL21 (DE3) pLysS mang pET32a-Prot; 5A, 3B: dich hoa tia té bao
BL21 (DE3) pLysS mang pET32a-Prot

Két qua SDS-PAGE va tham tach mién dich (hinh 3.14) cho thiy c6 su xuat hién bing
protein voi KLPT khoang 12 kDa trong phéan doan tua té bao E. coli BL21 (DE3) plysS mang
pET32a-Prot va hau nhu khdong c6 bing nay trong cic phan doan ciia té bio mang pET43a-
Prot. Bang protein 12 kDa dugc nhdn ra boi khang thé don dong khang protease HIV-1. Cac



két qua nay chirng té ching t61 da biéu hién dugc protease HIV-1 ¢ dang c6 hoat tinh ty cit
trén hé thdng vector pET32a trong E. coli. Két qua ciing cho thiy, protease thu dwoc chi yéu
trong phan doan tua té bao E. coli BL21 (DE3) plysS, tuong tu nhu két qua cia cac nghién
ctru khéc truée day (Rangwala va tap thé, 1992; Taylor va tap thé, 1992; Leuthardt va Roesel,
1993; Ohtaka va tap thé, 2003; Yanchunas va tap thé, 2005). Tuy vay, co thé thiy rang bang
protease KLPT khoang 12 kDa trén SDS-PAGE va tham tach mién dich ton tai & dang biang
dap va hién tuong ndy ciing duoc thay trong mot sé nghién ciru cia cac tac gia khac (Taylor
va tap thé, 1992; Dergousova va tap thé , 1996). Nguyén nhan cia hién twong tao bang dup
nay c6 thé do protease cua té bao E. coli di phan cit gidi han protease HIV-1 dé hinh thanh
nén mot protein c6 KLPT nhé hon chut it nhung van giit duogc tinh khang nguyén cua
protease HIV-1.
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Hinh 3.15A. SDS-PAGE cac phan doan sic ky Hinh 3.16. Hoat tinh cit co chit téng hep cia
qua cdt His-bind caa protease HIV-1 biéu hién protease HIV — 1 tai té hop
trong hé théng pET32a-Prot
1: thang chuan protein nhudém san; 2: dich hoa taa (M): Protease thuong mai (Anaspec); (®):
té bao BL21 (DE3) pLysS mang pET32a-Prot; 3: Protease HIV-1 tai té hop; (A): Protease HIV-
phan doan khong gén cot His-bind; 4: phan doan 1 tai to hop + pepstatin A, (¥): Protease HIV — 1
rira cot His-bind; 5: phan doan rira chiét cot His- tai té hop da xu ly nhiét 95°C, 5 phut
bind
Protein trong phén doan tua té bao nay dwoc cho sic ky qua cot gel His-bind (gel gén Ni**
tuong tu Ni-agarose). Két qua dién di SDS-PAGE (hinh 3.15A) cho thiy phan doan protein
gan trén cot His-bind duoc rira chiét ra bang dém c6 chira imidazol 250 mM c6 bang 12 kDa
clia protease HIV-1. Tuy vay, ché pham chua hoan toan tinh sach con 1an mot sé bang protein
khac. Mat khac hiéu suat gin cot chua cao (c6 bang 12 kDa clia protease HIV-1 trong phan

doan rira qua cot His-bind) dan dén hiéu suat thu hdi protease HIV-1 thip.
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Chung t6i ciing da kiém tra hoat tinh cua ché pham protease HIV-1 tai t6 hop thu duoc
sau budc tinh sach bang cot His-bind, két qua thu duoc & hinh 3.16 cho thiy protease HIV-1
thu duoc ¢d kha ning phan cit co chit tong hop (Iam giam d6 hap thu ¢ bude soéng 300 nm
ctia co chat), enzyme bi tc ché boi pepstatin A giéng nhu protease HIV-1 thwong mai va bi
mat hoat tinh xdc tac khi xir Iy nhiét & 95°C trong 5 phut.

Dé protease HIV-1 tai to hop hoan toan tinh sach, chung toi ciing d thir nghiém mot loat
cac cot sic ky i luc va trao doi ion voi cac diéu kién khac nhau nhung ché pham protease
HIV-1 thu duoc van con 1an mot sb protein khong mong mudn. Piéu ndy budc ching téi mot
lan nira phai nghi dén viéc cai tién hé thong biéu hién dé nang cao hiéu suat biéu hién va kha
nang tinh sach protease HIV-1.

3.2.3. Cai tién quy trinh biéu hién protease HIV-1 trong pET32a va pET43a & E. coli BL21
(DE3) RIL

Chung t6i da tién hanh thiét ké thém doan gen mi héa cho 9 axit amin 1a epitope cia
Hemagglutinin (HA) phan 1ap tir virus cam vao dau C cua protease HIV-1 trudc trinh tu
6xHis nhim c6 thé st dung thém cot ai luc cho viéc tinh sach protease HIV-1 tai té hop.
Ngoai ra, d& phong kha ning cac axit amin thiét ké thém & dau C c6 thé lam anh hudéng dén
biéu hién va hoat tinh cta protease HIV-1, gitra trinh ty axit amin cua protease HIV-1 ndi vai
HA chiing t6i con thiét ké thém trinh tu cat ctia TEV protease. Trong qué trinh biéu hién, néu
protease HIV-1 tai té hop khong c6 hoat tinh s& dugc xtr Iy bang TEV protease dé loai peptide
gin thém ¢ dau C. Moi HIV-R4 va HIV-R5 duoc thiét ké thay cho HIV-R3 nham biéu hién
protease HIV-1 theo tinh toan nhu trén.

HIV-R4: 5°- GAGTCCTCGAGAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTA
Xhol HA (Hemagglutinin)
AAAATTTAAAGTGCAGCCAATCTG-3’
HIV-R5: 5°- GAGTCCTCGAGAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTA
Xhol HA
TCCCTGAAA ATACAGGTTTTC
TEV
AAAATTTAAAGTGCAGCCAATCTG-3’

V6i hai dang peptide gan vao dau C 1a ¢6 va khong co trinh tu cit ciia TEV protease
cung véi thiét ké gen protease HIV-1 biéu hién trong 2 vector 1a pET32a va pET43a, sau biéu
hién va tu cat s& c6 4 dang protease HIV-1 nhu sau: Protease-HA-6xHis, Protease-TEV-HA-
6xHis & vector pET32a va Protease-HA-6xHis, Protease-TEV-HA-6xHis ¢ pET43a (tit ca
déu c6 Pro & dau N). Theo tinh toan, Protease-HA-6xHis va Protease-TEV-HA-6xHis c6
KLPT tuong tmg khoang 13 kDa va 14 kDa.

Mot cai tién nita trong phan nghién ctru nay la ching t6i sir dung ching vi khuan biéu
hién BL21 (DE3) RIL thay cho BL21 (DE3) plysS. BL21 (DE3) RIL ¢6 mdt sb cic tRNA
mang céc anticodon cho phép doc cac codon it gidp ¢ vi khuén.

Tuong tyr nhu cac budc ghép ndi gen & céc phan trén, vector tai to hop tao ra da dugc dura vao
té bao E. coli BL21 (DE3) RIL, duoc kiém tra vé trinh tir va khung doc. E. coli BL21 (DE3) RIL
mang pET32a-Prot-HA, pET32a-Prot-TEV-HA hay pET43a-Prot-HA, pET43a-Prot-TEV-
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HA duoc nudi cdy va duogc cam ung biéu hién gen bang IPTG 0,25 mM. Két qua kiém tra
mtrc d6 biéu hi én gen protease HIV-1 (hinh 3.19) cho thdy ca hai hé théng vector déu cho
phép biéu hién protease HIV-1, tuy vy, bing protease HIV-1 (13 kDa) rd nét nhat trong
phan doan tua cua té bao E. coli mang pET32a-Prot-HA.

Nhu vay, hé théng pET32a biéu hién protease HIV-1 tét hon so v&i pET43a va viéc bd sung
thém trinh tu 9 axit amin cia HA tai dau C cua protease da khong anh hudng dén hoat tinh ty cit
cua enzyme va dong thoi giup ting cudng biéu hién cia gen dich. Mat khac, khi cd thém trinh tu
cit caa TEV protease ¢6 I8 da anh hudng dén hiéu qua biéu hién caa Prot-TEV-HA trén ca hai
hé thong pET32a va pET43a.

Trén co so cac két qua thu duoc vira néu, chang toi da Iya chon phan doan dich hoa tua té
bao E. coli BL21 (DE3) RIL mang pET32a-Prot-HA cho cac budc thu nhan ché pham protease
HIV-1 tinh sach.

13 kDa 13 kDa

Hinh 3.19. SDS-PAGE (A) va thim tach mién dich (B) kiém tra sw biéu hién ciia
protease HIV-1 trong hé théng vector pET32a va pET43a cai tién

1: dich hoa tua t& bao mang pET43a-Prot-TEV-HA; 2: dich chiét t& bao mang pET43a-Prot-TEV-
HA: 3: dich hoa tia té bao mang pET43a-Prot-HA; 4: dich chiét t¢ mang pET43a-Prot-HA; 5:
thang chuan protein nhudém sin; 6: dich chiét té bao mang pET32a-Prot-TEV-HA; 7: dich hoa
tha té bao mang pET32a-Prot-TEV-HA; 8: dich chiét t& bao mang pET32a-Prot-HA; 9: dich hoa
ta té bao mang pET32a-Prot-HA

3.2.4. Xay dung quy trinh tinh sach protease HIV-1

Pé budc dau loai bo bét cac protein khdng mong mudn, trudc khi hoa tan cac protein
trong taa té bao bang dém C, taa té bao E. coli mang pET32a-Prot-HA duoc rira bang dém
Tris-HCI 20 mM pH 7,9 ¢6 urea 1M va Triton X-100 1% (d¢ém B). Dé tinh sach hoan toan
protease HIV-1, chiing t6i da sir dung cot trao d6i anion manh mono Q-sepharose mac ndi tiép
vai cot ai luc His-bind trong moi truong dém C c6 urea 8 M, pH 7,9, phan doan protein khdng
gan vai gel mono Q-sepharose sau d6 duoc cho ngay 1én cot His-bind; cac protein gan véi gel
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mono Q-sepharose duoc rira chiét bang dém C voi gradient ndng d6 NaCl 100- 1000 mM; céc
protein gan véi gel His-bind dugc rira chiét bang dém C c6 imidazol 250 mM.

A B
kDa

13 kDa
13kDa

Hinh 3.23. SDS-PAGE (A) va thim tach mién dich (B) cac phan doan qua cdt mono Q-
sepharose va His-bind
1: thang chuén protein nhudém sin; 2: dich hoa tua té bao E. coli BL21 (DE3) RIL mang pET32a-
Prot-HA\; 3: phan doan khong gin cot mono Q-sepharose; 4-5: phan doan rtra chiét qua c6t mono Q
sepharose thir 26, 44; 6: phan doan khong gan cot His-bind; 7: phan doan rira chiétqua cot His-bind

Két qua dién di (hinh 3.23A) cho thiy protein tong sd trong dich hoa tua té bao E. coli
BL21 (DE3) RIL mang pET32a-Prot-HA da duoc loai bo nhi¢u protein khéng mong muon,
ngoai bang protein KLPT 13 kDa cua protease HIV-1, con ¢ mot bang protein KLPT khoang
gan 35 kDa dam nét va mét so bang protein rat mo khac. Trong dieu kign bien tinh véi nong
d6 urea 8M, pH 7,9; protease HIV-1 hoan toan khdng gan gel mono Q-sepharose, nho: d6 mot
so protein khong mong muon duoc giit lai & cot nay; phan doan khong gan véi gel mono Q-
sepharose khi qua cot His-biqd va duogc rira chiét bang dém C co6 chira imidazol 250 mM chi
cho mot bang protein duy nhat voi KLPT khoang 13 kDa trén SDS-PAGE va bang nay dugc
nhan ra boi khang thé don dong khang protease HIV-1 (hinh 3.23B). Ket qua phan tich khoi
pho MALDI-TOF-TOF (dan liéu khéng néu ¢ day) mat lan nita khang dinh protein 13 kDa tinh
sach dung la protease HIV-1. o o

Protein HIV-1 tai to hop sau tinh sach dugc pha loang vé nong d¢ 0,1 mg/ml dé hoi tinh
bang tham tich trong dém C c6 nong d9 urea giam dan tir 8 M xudng 0 M.

Chung t6i ciing da tién hanh o ché phiam protease HIV-1 téi to hop sau hdi tinh trong dém
mau dién di c6 SDS va [1-mercaptoethanol ([1-ME) ciing nhu trong dém khéng c6 SDS va [1-
ME, sau d6 cho chay dién di protein trong dém c6 SDS. Két qua thu dugc ¢ hinh 3.24 cho
thiy khi duoc u trong dém c6 SDS va [1-ME ché pham protease HIV-1 thu duoc chi cho mot
bang protein duy nhat 13 kDa va trong diéu kién dém u khdng c6 SDS va [I-ME thi ché pham
cho 2 bing, mot bang 13 kDa va mdt bang 26 kDa, diéu ndy chung to sy ton tai dang
homodimer trong ché pham thu dugc. Su c6 mit biang 13 kDa trong mau u khéng ¢6 SDS va
[1-ME ¢6 thé do trong dém chay dién di chia SDS nén mot phan dang monomer da hinh
thanh tir dang dimer, ngoai ra, cd thé budc hdi tinh truée d6 (sau tinh sach) cua ching toi
chwa du 1am cho tit ca dang monomer chuyén thanh dang dimer. Protease HIV-1 sau khi dugc
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hdi tinh ciing da duoc kiém tra hoat tinh thuy phan co chét tong hop, két qua thu dugc & hinh
3.25 khéng dinh protease HIV-1 tai t hop 1a c6 hoat tinh va b e ché boi pepstatin A.

Toém lai, chang t6i da xay dung thanh cdng quy trinh tinh sach hoan toan protease HIV-1
gom 2 bude don gian: i) ria taa té bao trong dém Tris-HCI 20 mM, pH 7,9 ¢ NaCl 100 mM,
urea 1M va Triton X-100 1%; ii) sic ky qua cot mono Q-sepharose va cot His-bind mac néi
tiép, rira chiét enzyme bam trén cot His-bind biang dém cé chira imidazol 250 mM. Vé&i quy
trinh nay chi can mot budc hdi tinh protease HIV-1 nén tiét kiém thoi gian va khéng lam mét
protease HIV-1 qua céc khau trung gian.

Két qua tinh toan cua ching téi cho thay tir 100 ml dich nudi cdy té bao vi khuan E. coli
BL21 (DE3) RIL mang pET32a-Prot-HA chung t6i da thu duoc 1,38 g sinh khi té bao, 23
mg protein tong sé trong dich hoa taa té bao, sau cac budc tinh sach va hi tinh thu hdi duoc
3,4 mg protease HIV-1 hoan toan tinh sach va ¢ hoat tinh. Trudc ddy, quy trinh biéu hién va
tinh sach protease HIV-1 & E. coli ctia Taylor va tap thé (1992) duoc xem 14 hiéu qua va don
gian nhat; tir 10 lit moi truong nudi cdy vi khuan 1én men céc tac gia da thu dugc 75-100 mg
protease HIV-1, nhu vy, quy trinh biéu hién va tinh sach cta ching t6i cho phép thu duoc
luong protease HIV-1 cao gip 3 dén 4,5 lan quy trinh cta Taylor va tap thé. Ché pham
protease HIV-1 tai t6 hop tinh sach s& duoc sir dung cho cac nghién ctru tinh chat tiép theo.
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Hinh 3.24. SDS-PAGE ciia protease  Hinh 3.25. Hoat dd cat co chit tong hop cia
HIV-1 tii t6 hop sau khi hoi tinh protease HIV-1 tai t6 hop da tinh sach. (M):

1: thang chuén protein 2: Protease HIV-1 tai t6 hop, (A): Protease HIV-1 tai
protease HIV-1 bién tinh 3 t6 hop + pepstatin A, (@): Protease HIV — 1 tai to
protease HIV-1 khong bién tinh hop da xir Iy nhiét.

3.3. Nghién ciru mét sb tinh chit ciia Protease HIV-1 tai t6 hop

3.3.1. Nhiét d¢ tbi thich va ¢6 bén nhiét caa protease HIV-1
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Hinh 3.26. Nhiét d hoat ddng toi thich (A) va anh hwéng ciia nhiét d9 (B) 1én hoat dd
ciia protease HIV-1 tdi to hop

Két qua xac dinh hoat do protease HIV-1 tai t6 hop tai cac pH khéac nhau (hinh 3.26A)
cho thiy enzyme hoat dong téi thich tai nhiét do tir 35-37°C va khdng thé hién hoat tinh &
20°C. Khi xtr ly protease HIV-1 & cac nhiét d6 khic nhau, sau d6 xac dinh hoat d6 enzyme
con lai (hinh 3.26B) thi thy rang hoat tinh ctia enzyme bj mat hoan toan sau khi xtr 1y nhiét &
70°C trong 10 phat. Nhiét d6 37°C duoc chon cho céc phan ung cit co chit tong hop cua
protease HIV-1 tiép theo.

3.3.2. pH hoat dong t6i thich ctia protease HIV-1 tai to hop

Nhu dugc chi ra & hinh 3.27, protease HIV-1 téi to hop c6 hoat do cat co chat tong hop cao
trong viing pH axit (pH 4 — 6), cao nhat tai pH 4,5; hoat do giam dan tai ving pH trung tinh, kiém
va enzyme hoan toan khong thé hién hoat tinh & pH 8. Trén co so nay, dém Na-acetate pH 4,5 nong
d6 100 mM c6 EDTA 4 mM, B-ME 5 mM, NaCl 0,9 M va CaCl, 1 mM, dugc chon cho cac phan
(g cit co chit tiép theo cua protease HIV-1.
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Hinh 3.27. pH hoat ddng tdi thich ciia protease HIV-1 tai t6 hop

3.3.3. Gia tri Km, Vmax Va Kgt ctia protease HIV-1 tai td hop

’thr)qi hop két qua phén tich dong hoc ciia protease HIV -1 tai té hop (hinh 3.28) sir dung
co chat tong hop va trén co s6 phuong trinh Lineweaver-Burk chung t6i da xac dinh dugc
protease HIV-1 tai t& hop c6 Kp, 12 61,3 UM, Vinax 12 0,0275 pM/s va Ky 14 2,865™.
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Hinh 3.28. Po thi s phu thudc ciia tdc @9 phén wng thiy phin co chit tong hop ciia
protease HIV-1 tai t6 hop vao nong dd co chat

So v6i K, Kt cia protease HIV-1 trong nghién ctru ctia Richard va tap thé  (1990) trén
cing mot co chét tong hop, két qua cta chung t6i c6 K cao hon 4 14n, key thap hon 20 lan.
Diéu nay ciing c6 nghia 1a protease HIV-1 tai to hop cta chung t6i ¢6 i luc va hidu qua xtc
tac thap hon protease thu dwogc trong nghién ctru cua Richard va tap thé (1990). Su chénh 1éch
nay c6 thé do viéc hoi tinh ché pham protease HIV-1 tai to hop cta chang toi chua hoan toan
t61 uu va can duoc cai tién thém. Mit khéc, protease HIV-1 trong nghién ctru cta ching toi
1a tir HIV-1 phan nhoém CRF01_AE con trong nghién ctru cta Richard va tap thé (1990) 1a
ciia phan nhém B. Theo Bandaranayake va tap thé (2008) hidu qua xlic tac cla protease
phan nhom CRF01_AE thap hon so v6i phan nhom B.
3.3.4. Anh hudng ctia mot s6 chat ty nhién va tong hop 1én hoat d6 ctia protease HIV -1 tai to
hop

Trong nghién ctru nay, chung t6i da tién hanh nghién ctru anh hudéng ctua 10 hop chat:
pepstatin A, indinavir, axit asiatic, curcumin, catechin, epicatechin, o-mangostin, y -
mangostin, 8-hydroxyquinoline, menadione va 2 mudi kim loai 1a Na-fluor (NaF) va Zn-
sunfate (ZnSOy) 1én hoat d6 thiy phan co chit tong hop cua protease HIV-1 téi t6 hop. Trong
s& cac chét vira néu, pepstatin A 1a chit e ché cac protease ho aspartyl (Darke va tap thé
1989); indinavir 1a PI téng hop dugc dung cho diéu tri bénh nhan nhiém HIV/AIDS tir nhiing
nam 90 (Hoffmann va tap thé, 2007); curcumin (Vajraguptaa va tap thé, 2005), a-mangostin,
y-mangostin (Chen va tap thé, 1996), catechin va epicatechin (Yu va tap thé, 2007) déu dwoc
biét 1a e ché hoat tinh ciia protease HIV-1. Trong d6, curcumin dugc chi ra 13 gin voi trung
tdm hoat dong, tuong tac voi Asp25, Asp29, Asp30, Gly27°, Asp29’ va Asp30’° cta protease
HIV-1 din d&én lam mét hoat tinh ciia protease (Vajraguptaa va tap thé , 2005). Mot s& chat
trong s6 Nay (curcumin, axit asiatic, mangostin) con duoc biét 1a c¢6 tac dung trc ché sy phat
trién ctia té bao ung thu do co kha nang kich hoat qua trinh chét theo chuong trinh cua té bao
ung thu ma khong co tac dung gdy doc té bao khoe manh (Hsu va tap thé, 2005; Akao va tap
thé, 2008; Hatcher va tap thé, 2008). Ngoai ra, mangostin, catechin con c6 tac dung khac nhu
chdng viém, khang histamin trong diéu tri di tng , chdng 130 hoa, c6 kha ning trc ché sy sinh
truéng cua vi khuén hay ndm (Akao va tap thé, 2008; Lambert va tap thé, 2003).
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Két qua nghién ctru cua chdng tdi (hinh 3.29) cho thiy, protease HIV-1 tai t6 hop bi trc
ché rat manh boi indinavir voi ndng do e ché 50% hoat do (ICsp) clia enzyme 1a 0,006 uM.
Pepstatin A, axit asiatic, curcumin, catechin, epicatechin, o-mangostin, y-mangostin, 8-
hydroxyquinoline va menadione déu tic ché protease HIV-1 tai t6 hop vdi ICso twong tng 1a
0,4 uM; 18,9 uM; 48,32 uM; 510 pM; 960 uM; 16,82 uM; 16,25 pM; 104 uM; 114,26 uM.

Chang t6i ciing da nghién ciru tac dung ctua NaF va ZnSO 4 1én hoat d6 xuc tac cua
protease HIV-1 tai to hop nhung ca 2 chat nay déu khong anh huong dén hoat do cua enzyme
tham chi & nong do 1én t6i 2 mM. Mic dau, Zn** duogc biét 1a (rc ché hoat tinh cua reverse
transcriptase HIV-1 v&i ICso 1a 53,7 uM (Sabbioni va tap thé , 1999) va mot sé enzyme khéc
(Phan va tap thé , 2004). Fluor duoc biét dén nhu chat rc ché mot s6 enzyme nhu F-ATPase,
enolase, NADH oxidase (Sutton va tap th¢1987).

Nhu vay, chang toi 1a nhom nghién ctru dau tién phat hién thiy tac dung trc ché protease
HIV-1 bai axit asiatic, 8-hydroxyquinoline va menadione.

Viéc thiét 1ap duoc hé thong biéu hién va thu nhan ché pham protease HIV-1 tinh sach c6
hoat tinh trong nghién ctru nay hy vong s& gitip tim kiém va phat trién cac chit e ché mdi
hiéu qua su nhan 1én ciia HIV thong qua viéc (e ché protease ctia chiing.
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Hinh 3.29. Anh huéng cia cac hop chéit khac nhau 1én hoat dd thiy phén co chét ciia
protease HIV-1 tai t6 hop. A: Pepstatin A, B: Indinavir, C: Axit asiatic, D:
Curcumin, E: Catechin, F: Epicatechin, G: a-Mangostin, H: y-
Mangostin, I: 8-Hydroxyquinoline, J: Menadione, K: NaF, L: ZnS0,
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KET LUAN
1. Ba nhan ban, nhan dong va xac dinh trinh ty 8 doan gen ma hda protease HIV-1 (297 bp)
tach duoc tir mot s6 bénh nhan Viét Nam khac nhau va phat hién dwgc 19 dot bién thay thé
nucleotide, trong d6 c6 10 dot bién dan dén sy thay thé axit amin (G16E, E35D, M361, R41K,
H69K, V82I, L89M, 113V, 115V, N83T). Cac trinh ty nay da dugc dang ky trong ngan hang
gen thé gioi.
2. Di thiét ké va biéu hién thanh cong protease HIV-1 trong vi khuan E. coli BL21 (DE3)
RIL str dung vector pET32a dudi dang protein dung hop gan voi thioredoxin va 7 axit amin
ctia protein gag-pol (GTVSFNF) tai dau N va epitope ctia hemagglutinin cting 6xHis tai dau C.
Pi xay dung duoc quy trinh don gian dé tinh sach protease HIV-1 tai to hop véi 2 bude: i) rira
tia té bao trong dém Tris-HCI 20 mM pH 7,9 ¢c6 NaCl 100 mM, urea 1M va Triton X-100 1%;
ii) sic ky qua cot mono Q-sepharose va cot His-bind méc ndi tiép, rira chiét enzyme gan voi gel
His-bind bang dém c6 chira imidazol 250 mM.
3. Protease HIV-1 tai t6 hop c6 hoat tinh cét co chat peptide tong hop dic hiéu véi Ky, = 61,3
UM, Vinax = 0,0275 pM/gidy, Ke = 2,86 s va hoat dong tdi thich tai pH 4,5 & 37°C; mat
hoan toan hoat tinh xuc tac khi bi xtr 1y nhiét & 70°C trong thoi gian 10 phat. Lan dau tién
trong nghién ciru ndy di phat hién thay protease HIV-1 tai to hop bi trc ché boi axit asiatic, 8-
hydroxyquinoline va menadione véi ndng do tc ché 50% hoat do tuwong ung la 18,9 uM, 104
MM va 114,26 uM.

KIEN NGHI
1. Tiép tuc diéu tra cac dot bién khang thudc trong gen ma hoa cho protease HIV-1 dé c6 mot
buec tranh ddy di hon vé& mirc d khang loai thudc ndy & Viét Nam.
2. Hoan thién viéc phuc hdi hoat tinh xtc tac cua protease HIV-1 tai to hop va sir dung
protease thu duoc 1am enzyme dich trong sang loc, thiét ké cac chat e ché méi, hiéu qua cao
ctia enzyme dé c6 thé tmg dung trong diéu trj HIV/AIDS.
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