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TÓM TẮT
Xác định sự hình thành cấu trúc G-quadruplex trong DNA là cần thiết để thiết kế các phân tử nhỏ (thuốc) nhắm mục tiêu G-quadruplex. Nghiên cứu trước đây, chúng tôi đã sử dụng protein huỳnh quang RHAU53-CFP có khả năng nhận diện cấu trúc G-quadruplex song song thông qua tín hiệu quỳnh quang. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đánh giá khả năng nhận diện đặc hiệu cấu trúc DNA G-quadruplex song song của RHAU140-CFP bằng thiết bị đo huỳnh quang. Kết quả cho thấy, phân tử protein huỳnh quang có khả năng nhận diện cấu trúc G-quadruplex song song. Ngoài ra, tín hiệu huỳnh quang cho thấy độ nhạy của protein RHAU140-CFP cao gấp 3 lần so với tín hiệu quỳnh quang của RHAU53-CFP trong việc xác định sự hình thành cấu trúc G-quadruplex song song. Độ nhạy phân tử protein huỳnh quang sẽ cung cấp một công cụ tiềm năng để phát hiện G-quadruplexs song song cả in vitro và in vivo.
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GIỚI THIỆU
DNA hay RNA G-quadruplexs là cấu trúc bậc 2 được hình thành từ trình tự giàu G có thể gấp lại thành bốn sợi cấu trúc trong cùngchuỗi đơn (Hình 1) (Gellert, Lipsett, & Davies, 1962; Sen & Gilbert, 1988). Các cấu trúc G-quadruplex có tính đa hình cao: bốn sợi của lõi G-tetrad có thể song song (các sợi được định hướng theo cùng một hướng) hoặc không song song với (i) ba sợi theo một hướng và một sợi theo một hướng khác hoặc (ii) hai sợi theo một hướng và hai sợi còn lại theo hướng ngược lại (Burge, Parkinson, Hazel, Todd, & Neidle, 2006) (Hình 1). Dự đoán bằng phần mềm trên máy tính cho thấy bộ gen người có thể chứa hơn 700.000 trình tự có thể hình thành cấu trúc G-quadruplex (Burge et al., 2006; Lipps & Rhodes, 2009; Maizels & Gray, 2013). G-quadruplexes chủ yếu hiện diện trong vùng telomere của bộ gen, trong đó bao gồm 5 đến 10.000 bps lặp lại giàu G (TTAGGG). G-quadruplexes còn tồn tại trong promoter nơi khởi đầu phiên mã của gen. G-quadruplexes cũng đã được tìm thấy trong vùng 5’-UTR của các mRNA được mã hóa (Kwok, Ding, Shahid, Assmann, & Bevilacqua, 2015). Ngoài ra, G-quadruplex cũng tồn tại ở các loài vi khuẩn, nấm hay virus.
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Hình  1. A) Cấu trúc G-quadruplex được hình thành trong DNA hay RNA với sự có mặt của cation K+ hoặc Na+. B) G-quadruplexes với các cấu trúc liên kết khác nhau: song song và không song song.
	Sự hình thành G-quadruplex đóng một vai trò quan trọng trong nhiều quá trình sinh học như sao chép, phiên mã, dịch mã và duy trì telomeric (Kim & Yadav, 2015; Maizels, 2015; Rhodes & Lipps, 2015; Simone, Fratta, Neidle, Parkinson, & Isaacs, 2015)  (Hình 2). Trong quá trình sao chép, khi tách mạch các trình tự giàu G sợi đơn có khả năng hình thành G-quadruplex, điều này làm ức chế quá trình sao chép, dẫn đến sự mất ổn định của bộ gen. Trong nhiễm sắc thể người, sợi đơn 3’nhô ra của telomere (khoảng 100 đến 280 nt) thuận lợi để hình thành G-quadruplexes và có thể ức chế hoạt động của telomerase, làm cho telomere không thể kéo dài ra (Burge et al., 2006; Kerwin et al., 2000) . Do đó, sự hiện diện của G-quadruplexes trong bộ gen của con người được coi là mục tiêu phân tử mới cho việc nghiên cứu phương pháp điều trị ung thư (Burge et al., 2006; Kerwin et al., 2000; Maizels, 2015; Morris & Mattick, 2014).
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Hình 2. Sự hình thành cấu trúc G-quadruplex trong tế bào ức chế các quá trình như: sao chépphiên mã, sao chép, dịch mã và kéo dài telomere. 
Xác định sự hình thành cấu trúc G-quadruplex trong DNA là vô cùng cần thiết cho việc thiết kế các phân tử nhỏ (thuốc) nhắm mục tiêu G-quadruplex. Các đầu dò phân tử nhỏ đã được phát triển để phát hiện G-quaduplexes như bisquinolinium/thiazole cam và dimer 6,8 purine có cầu nối acetylene (Nikan, Di Antonio, Abecassis, McLuckie, & Balasubramanian, 2013). Những phân tử này có thể phát tín hiệu huỳnh quang khi được liên kết với G-quadruplexes. Gần đây, việc hình xác định cấu trúc G-quadruplexes bằng protein cũng đã được chú ý. Ví dụ, sử dụng kháng thể nhận biết và liên kết có chọn lọc với G-quadruplexes với ái lực cao cho phép xác định vị trí của G-quadruplexes trong telomere của bộ gen (Biffi, Di Antonio, Tannahill, & Balasubramanian, 2014). Trước đây, chúng tôi đã phát triển các đầu dò protein huỳnh quang màu lục lam RHAU53-CFP có thể nhận diện và phân biệt cấu trúc G-quadruplex bao gồm cấu trúc song song và không song song (Dang & Phan, 2016; Nguyen & Dang, 2023). Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành khảo sát độ nhạy của tín hiệu huỳnh quang bằng việc sử dụng protein RHAU140-CFP trong việc xác định sự hình thành cấu trúc G-quadruplex song song. Độ nhạy của đầu dò protein huỳnh quang có ý nghĩa quan trọng trong việc xác định sự hình thành cấu trúc G-quadruplex trong cả in vitro và in vivo.
VẤT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
Dòng hóa plasmid chứa gen mã hóa protein RHAU140-CFP
Đầu dò protein huỳnh quang được tạo ra bằng cách dung hợp protein huỳnh quang CFP (cyan fluorescent protein) với peptide RHAU140. DNA mã hóa cho RHAU140 được nhân lên bằng kỹ thuật PCR sử dụng mạch khuôn từ plasmid chứa RHAU với cặp mồi xuôi/ngược (mồi xuôi ON1: 5'-gcgtggatccgtccatgcatcccgggcacctgaaag-3'; mồi ngược ON2: 5'-ggcatatggctgccgccgccgctttttttcttttgtaaatcttccaataa-3') . Sản phẩm PCR sau khi được xử lý với 2 enzyme cắt giới hạn BamHI và NdeI sau đó chèn vào vector pET-duet1 chứa protein huỳnh quang CFP cũng đã được xử lý với 2 enzyme cắt giới hạn trên. Kết quả thu được là vector pRHAU140-CFP chứa gen mã hóa cho protein RHAU140-CFP. Vector dung hợp pRHAU140-CFP được xác nhận chèn vào plasmid bằng phương pháp biến nạp vào chủng E.coli DH5α và sàng lọc trên môi trường LB có bổ sung 100µg kháng sinh ampicillin. Khuẩn lạc mọc được trên môi trường được lựa chọn để nuôi cấy, tách chiết và giải trình tự bằng phương pháp Sanger.
Biểu hiện và tinh chế protein
Plasmid pRHAU140-CFP (protein mã hóa protein RHAU140-CFP) được biến nạp vào chủng biểu hiệnE.coli BL21 (DE3). Vi khuẩn được nuôi cấy trong môi trường LB chứa 100 µg ampicillin ở 37ºC, 200 vòng/phút. Khi nồng độ tế bào đạt đến giá trị OD600 là 0.5 – 1.0 IPTG được thêm vào để đạt được nồng độ cuối cùng là 0,3 mM để cảm ứng sự biểu hiện protein. Sau đó các tế bào được ủ qua đêm ở 16ºC,250 vòng/phút trước khi thu mẫu. Sau đó, sinh khối tế bào vi khuẩn được huyền phù vào dung dịch đệm ly giải gồm 20 μg/ml Dnase I và 1 mM PMS. Thành tế bào vi khuẩn bị phá vỡ bằng sóng siêu âm và các mảnh vỡ tế bào không hòa tan sau đó được loại bỏ bằng cách ly tâm ở 20000 vòng/phút trong 1 giờ ở 4 ˚C. Phần hòa tan cho qua cột His-tag đã được cân bằngthông qua dòng trọng lực. Sau đó, cột được rửa với 20  thể tích dung dịch 20 mM Na-Pi, NaCl 100 mM và imidazole 10 mM. Sau đó, protein được ly giải bằng dung dịch đệm imidazole 20 mM Na-Pi, 100 mM NaCl và 200 mM imidazole. Muối imidazole trong protein đã được loại bỏ bằng cách sử dụng bộ lọc ly tâm Amicon Ultra-15 (Milipore). Protein được thu nhận và phân tích độ tinh sạch bởi SDS-PAGE.
Nhận diện G-quadruplex song song bằng đầu dò protein huỳnh quang
Hai G-quadruplex song song (T95-2T: TTGGGTGGGTGGGTGGGT) và G-quadruplex không song song (Htelo: TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT) đều được tổng hợp hóa học gắn với đuôi biotin. Những phân tử này được gắn vào hạt agarose NeutraAvidin thông qua tương tác đặc hiệu giữa biotin và protein NeutraAvidin. Sau đó, các hạt này được ủ với đầu dò protein huỳnh quang. Ngoài ra, các hạt (không có DNA đính kèm) cũng được ủ với đầu dò protein huỳnh quang làm đối chứng âm tính. Sau đó, mẫu sẽ được rửa bằng dung dịch đệm để loại những protein không bám.Phân tích khả năng nhận diên G-quadruplex song song thông qua thiết bị đo huỳnh quang với bước sóng kích thích 410 nm.
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
Dòng hóa plasmid pRHAU140-CFP
Đoạn gen RHAU140 được khuếch đại bằng PCR với một cặp mồi đặc hiệu ON1 và ON2 với các vị trí cắt enzyme cắt bổ sung BamHI (ở mồi ON1)  và NdeI (ở mồi ON2). Sản phẩm PCR được phân tích bằng điện di trên gel với 2% agarose cho thấy một vạch sáng duy nhất nằm giữa 2 vạch 400 bps và 600 bps của thang DNA (Hình 3A), tương ứng với kích thước lý thuyết của đoạn gen RHAU140 là 460 bps. Điều đó cho thấy được đã thành công khuếch đại đoạn gen mục tiêu. Sản phẩm PCR được xử lý bằng enzyme cắt giới hạn và chèn vào vector chủ chứa sẳn gen CFP cũng được mở vòng cùng các enzyme cắt giới hạn. Sản phẩm nối sau đó được biến nạp vào chủng E. coli DH5α và trải trên môi trường chứa kháng sinh Ampicillin. Các khuẩn lạc phát triển trên đĩa petri được chọn để kiểm tra khả năng chứa vector mang gen mục tiêu bằng phương pháp PCR khuẩn lạc. Kết quả điện di cho thấy có 2 khuẩn lạc (trong 7 khuẩn lạc được chọn) có vạch sáng ở giữa vạch 1000 bps và 1500 bps của thang DNA, tương ứng với kích thước thiết kế theo lý thuyết 1430 bps (Hình 3B). DNA tái tổ hợp sau đó được kiểm tra bằng giải trình tự bởi công ty 1st Base (Singapore). Kết quả giải trình tự cho thấy độ tương đồng 100% với trình tự lý thuyết (dữ liệu không được hiển thị) cho thấy vector tái tổ hợp pRHAU140-CFP mang gen mục tiêu RHAU140-CFP.
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Hình 3. Điện di trên 2% gel aragose. A) Sản phẩm PCR của gene mục tiêu RHAU140 (460 bps). B) Sản phẩm PCR khuẩn lạc (1430 bps) từ 7 khuẩn lạc ngẫu nhiên trên đĩa nuôi cấy, M (thang DNA).

Biểu hiện và tinh chế protein RHAU140-CFP
Kết quả giải trình tự Sanger đoạn DNA mã hóa cho protein RHAU140-CFP được phân tích bởi công ty giải trình tự Macrogen (Hàn Quốc) cho thấy trình tự nhận được tương đồng 100% so với trình tự thiết kế. Protein RHAU140-CFP sau đó được biểu hiện trong chủng E. coli BL21 (DE3) dưới sự cảm ứng của 0,3 mM IPTG. Protein sau đó được tinh chế bằng cột His và được phân tích độ tinh sạch bằng điện di gel SDS-PAGE. Kết quả điện di cho thấy vạch protein  mục tiêu di chuyển giữa khoảng 40 và 50 kDa của thang protein chuẩn, tương ứng với giá trị của protein mục tiêu là 46.5 kDa (Hình 4). Phân tích độ tinh sạch của protein bằng phần mềm AlphaEase cho thấy protein thu được có độ tinh sạch khoảng 95%.  
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Hình 4. Phân tích độ tinh sạch protein RHAU140-CFP bằng điện di SDS-PAGE.
Lane 1: thang chuẩn, lane 2: RHAU140-CFP.
Nhận diện G-quadruplex song song bằng phân tử dò protein huỳnh quang
Phân tử protein huỳnh quang RHAU53-CFP (từ Trung tâm KH & CNSH, Đại học KHTN, Tp Hồ Chí Minh, Việt Nam) và RHAU140-CFP được sử dụng để nhận diện cấu trúc G-quadruplex song song. Cả 2 trình tự G-quadruplex song song (T95-2T) và G-quadruplex không song song (Htelo) được tổng hợp hóa học gắn với đuôi biotin cho phép các phân tử G-quadurplex này gắn vào hạt agarose phủ protein NeutrAvidin. Các hạt này (bao gồm cả G-quadruplex song song và không song song) được ủ với RHAU53-CFP và RHAU140-CFP trong đĩa 96 giếng (Hình 5A). Mẫu đối chứng âm, hạt agarose NeutrAvidin không có DNA cũng được ủ với RHAU140-CFP. Kết quả được phân tích  bằng thiết bị đọc huỳnh quang ở bước sóng kích thích 410 nm và bước sóng hấp thu 475nm. Kết quả đúng như dự đoán, sau khi rửa giếng bằng dung dịch đệm, các hạt bao gồm G-quadruplex song song hiển thị tín hiệu huỳnh quang mạnh gấp 15 lần so với các hạt gồm G-quadruplex không song song và đối chứng không chứa DNA (Hình 5b). Ngoài ra, độ nhạy của protein huỳnh quang RHAU140-CFP cao gấp 3,0 lần so với độ nhạy của protein RHAU53-CFP trong việc nhận diện cấu trúc G-quadruplex song song.
Từ những bằng chứng trên cho thấy việc nhận diện sự hình thành cấu trúc G-quadruplex song song đóng vai trò quan trọng trong việc thiết kế các phân tử thuốc mục tiêu nhắm vào cấu trúcG-quadruplex. Tương tự đó, sự tương tác đặc hiệu giữa RHAU peptide và G-quadruplex song song cũng cho phép RHAU peptide nhận diện và bám đặc hiệu cấu trúc này. Bên cạnh đó, việc nghiên cứu cơ chế bám đặc hiệu của RHAU peptide và G-quadruplex bằng kỹ thuật công hưởng từ hạt nhận (NMR) cho thấy RHAU peptide bám trên bề mặt G-tetrad của G-quadruplex thông qua các tương tác điện tử giữa các amino acid mang điện tích dương của peptide và nhóm photphat mang điện tích âm của G-quadrupex song song. Riêng G-quadruplex không song song do trên bề mặt G-tetrad có những đường nhánh (loop) đã làm ngăn cản sự bám vào trên bề mặt của RHAU peptide. Do đó, RHAU peptide chỉ nhận diện và bám đặc hiệu vào cấu trúc G-quadruplex song song. Tuy nhiên, chiều dài của RHAU peptide khác nhau cho ái lực bám đặc hiệu vào cấu trúc G-quadruplex khác nhau. RHAU140 (gồm có 140 amino acid) có ái lực bám cao gấp khoảng 3 lần so với RHAU53 (gồm có 53 amino acid). Do đó, dung hợp RHAU140 với protein huỳnh quang CFP tạo nên phân tử dò protein huỳnh quang RHAU140-CFP có độ nhạy cao hơn so với RHAU53-CFP trong việc nhận diện đặc hiệu cấu trúc G-quadruplex song song. 
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Hình 5. Nhận diện cấu trúc G-quadruplex bằng phân tử dò protein huỳnh quang.  A) Mô hình quy trình nhận diện và phân biệt cấu trúc G-quadruplex song song và không song song bởi phân tử dò protein huỳnh quang. G-quadruplex có Biotin (màu xám) được bám vào hạt gel Neutravidin để tạo thành phức hợp biotin-G-quadruplex/Neutravidin. Phân tử dò protein huỳnh quang RHAU-CFPsẽ chọn lọc và bám vào G-quadruplex song song. B) RHAU140-CFP sẽ cho vào các hỗn hợp G-quadruplex song song (T95-2T), không song song (Hetelo) và không có DNA (No DNA), trong khi đó RHAU53-CFP được cho vào hỗn hợp chứa G-quadruplex song song (T95-2T). Sau khi rửa, kết quả sẽ được đọc bởi máy đọc huỳnh quang ở bước sóng kích thích 410nm và bước sóng phát ra 475nm. 
KẾT LUẬN
Tóm lại, phân tử dò protein huỳnh quang RHAU-CFP được tạo ra bằng cách kết hợp protein huỳnh quang màu xanh (CFP) với RHAU peptide. Phân tử dò protein huỳnh quang này có thể nhận biết và phân biệt có chọn lọc giữa cấu trúc G-quadruplex song song và G-quadruplex không song song. Đối với cấu trúc G-quadruplex song song, phân tử dò protein huỳnh quang RHAU140-CFP được chứng minh có độ nhạy cao hơn khoảng 3 lần so với RHAU53-CFP trong việc nhận biết đặc hiệu cấu trúc G-quadruplex song song. Từ đó, phân tử dò protein huỳnh quang có thể được mã hóa di truyền trong các tế bào sẽ cung cấp một công cụ mạnh mẽ đầy tiềm năng để phát hiện G-quadruplexs song song cả trong ống nghiệm và trong tế bào sống.
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EVALTUATING RHAU140-CFP MOLECULE FOR SPECIFIC RECOGNITION OF PARALLEL DNA G-QUADRUPLEX BY THE FLUORESCENCE SPECTROPHOTOMETER
Nguyễn Viết Chánh và Đặng Thanh Dũng*
Faculty of Biotechnology, Ho Chi Minh City Open University, Vietnam
*Corresponding author
Email:dung.dthanh@ou.edu.vn

ABSTRACT
Determination of G-quadruplex formation in DNA is required for the design of small molecules (drugs) targeting G-quadruplex. In previous studies, we used fluorescent protein RHAU53-CFP capable of recognizing parallel G-quadruplex structure through fluorescent signal. Herein, we evaluated the ability to specifically recognize the parallel G-quadruplex DNA structure of RHAU140-CFP by florescence spectrophotometer. The results showed that the fluorescent protein probe was able to recognize the parallel G-quadruplex structure. In addition, the fluorescence signal showed that the sensitivity of the RHAU140-CFP protein was 3 times higher than that of the RHAU53-CFP fluorescent signal in determining the formation of a G-quadruplex structure. Fluorescence protein probe sensitivity would provide a potential tool for detection of parallel G-quadruplexs both in vitro and in vivo.
Keywords: DNA, parallel G-quadruplex, specificity, RHAU53-CFP, RHAU140-CFP
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