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Tom tit

Niken-Sepharose 1a mét trong nhiing gia thé thong dung nhat trong viéc tinh sach protein
tai t6 hop mang His-tag (His-tag protein) dua vao lién két ai luc giita trinh ty polyhistidine va
ion Ni?". Tuy nhién, gia thanh ctia Sepharose dugc cho la kha cao, dac biét la cho cac nghién ctru
vé protein ¢ Viét Nam. Trong nghién ciru nay, ching t61 lan dau tién chi ra rang melanin, dugc
tach chiét tir ti myc 1a phé phdm trong nganh thuc pham, c6 thé dugc st dung lam gia thé tiém
nang d¢é tinh sach cac His-tag protein. Melanin va melanin sau khi hip phu ion kim loai da duoc
thir nghiém dé 1am chat nén cho qua trinh tinh sach His-tag protein. Két qua cho thay protein tai
t6 hop mang His-tag VP28 trong dich chiét protein tong s déu duogc bt giit boi cac gia thé
melanin hp phu ion kim loai Ni?*, Fe** va Zn2* ciing nhu 13 gia thé melanin dang don. Céc thir
nghiém giai phong His-tag VP28 ra khoi gia thé dugc thyc hién trén chat nén melanin va melanin
hap phu Ni2*(Ni-melanin). Két qua cho thay protein nay duoc giai phong ra tuong d6i chon loc
khi st dung dém day imidazole 250 mM 1 qua dém. So sanh mot cach tuwong ddi voi
Ni-Sepharose thi melanin va Ni-melanin cho hiéu qua tinh sach 1an lugt 1a 38 % va 18 %. Hiéu
qua tinh sach nay la chwa cao, tuy nhién cac nghién ctru toi wu quy trinh c6 thé s& giup ting hiéu
sudt va tang do tinh sach cua His-tag protein.

Tir khéa: Melanin, ion kim loai, gid thé scc ky di lwc, Sepharose, His-tag protein.
1. PAT VAN PE

Trong cong nghé DNA tai t6 hop, protein dich thuong duoc dung hop véi mot trinh tu cua
polyhlstldme tag (hay con goi la His-tag) bao gdm tu 3 dén 8 acid amin histidine (pho bién 13 6)
nham tao thudn lgi cho qué trinh tinh sach bang cot sic ky 4i luc ciing nhur nhan biét cac protein
dich bang khang thé khang histidine [1]. Cu thé, cac His-tag c6 kha nang tao lién két phdi tri véi
cac ion kim loai (Ni%', Zn*", Cu*', Ca*', Co** hodc Fe*), trén co s& do, cac gia thé dan xuit cua
polysaccharide (sepharose, sephadex, cellulose,...) dd duoc hoat hda dé c6 kha nang hap phu cac
ion kim loai trén bé mit tao thanh gel sic ky 4i lyc va tinh sach dac hi¢u cac His-tag protein.
Sepharose dung cho muyc dich nay c6 thé dugc hoat hoa bang cach gin cb dinh v&i mot phdi tir
acid iminodiacetic [1] va thuong dwoc cung cap boi nhiéu héng uy tin nhu GE healthcare,
Sigma-Aldrich. Tuy nhién, gia thanh cta Ni-Sepharose tuong dbi cao (chang han 3, 2 - 3.8 tricu
dong cho 10 mL gel cua hang Cytiva hoac Thermo) déc biét 1a cho cac nghién ctru vé protein &
Viét Nam. Vi thé phat trién mot vat liéu méi thay thé cho Sepharose gilip giam gia thanh trong
viéc tinh sach protein sé& tao diéu kién cho cac nghién ctru vé protein ¢ trong nudc.

*Dién thogi: 0866155264 Email: nhungle@hus.edu.vn

Tap chi Kiém nghiém va An toan thuc pham - Tap 4, Sé 3, 2021 RV




Melanin, vat liéu gia thé mdi tiém ndng cho viéc tinh sach protein tai té hop ...

Melanin 1a sic t6 sinh hoc ¢6 nhiéu trong tu nhién, dugc téng hop & hau hét cac loai nhu
ngudi, dong vat, vi khuin va nam. Melanin duoc hinh thanh bang viéc oxi hoa va polyme hoa
tyrosine & dong vat va cac hop chat phenol ¢ cac sinh vat thip hon [2]. Melanin c6 nhiéu chirc
ning sinh hoc khac nhau trong sinh vét séng; trong d6 phd bién nhét 1a tao sic t6, c6 kha ning
hép thu tia UV bao vé da va toc & dong vat [2-3]. Ngoai ra, melanin con duoc biét dén 1a cac chat
van chuyén dién tich, diéu hoa ion va nhan phong xa tu do [4]. Vi cac tinh chét nay, melanin da
duogc nghién ctru tng dung trong nhiéu linh vuc khac nhau. Trong y hoc, melanin c6 thé ding dé
chdng oxi hod, khang khuan, virus va chdng ung thu [5-8]. Trong linh vuc méi trudng, melanin
dugc nghién ctru dé loai bo ion kim loai ning trong nudc bi 6 nhidm [9-10]. Tuy nhién, nghién
ctru tmg dung ctia melanin trong viéc tinh sach protein thi van 1a huéng tng dung méi chua dugc
biét dén. Trong nghién ctru nay, melanin dugc lga chon cho muc dich lam vt li¢u gia thé cho sic
ky 4i luc vi nd ¢6 nhiéu dic tinh phu hop. Melanin c6 tinh bén nhiét, khong tan trong nudc, trong
acid, tan it trong kiém, khong phai 1a ngudn thirc an cua vi sinh vat [11]. Quan trong hon la
melanin mang nhiéu nhom chtrc quan trong, bao gom hydroxyl (-OH), acid carboxylic (-COOH),
va amin (-NH-), cho phép melanin c6 thé tao lién két dé bat gilr cac ion kim loai nhu Ni**, Zn**,
Fe¥, Cu**[12-13].

Melanin tir tai myc cling da duoc st dung trong nhiéu nghién ctru khac nhau [9, 12-13].
Trong nganh thuy san, muc duoc ché bién de phuc vu nhu cau thyc pham trong nudc va xut
khau v&i mot luong loq, mang 12_1} gia tri cao vé mit kinh té. Tuy nhién, ti myc cuia muc va bach
tudc thi dugc coi la phé pham, gan nhu khong dugc st dung dén. Trong khi ham lugng melanin
chiem 16 - 18 % trong trong lugng tai myc [16]. Vi the, néu c6 the khaj thac su dpng duoc ngu@n
nguyén liéu nay s€ rat co y nghia vi gia thanh vat liéu khong dang ké va c6 thé mang lai nhiéu
ung dung trong thuc tién.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. P6i twong nghién ciru

Chung vi khuan E. coli BL21 (DE3) RIL mang vector pET28a tai t6 hqp’biéu hién protein
VP28 dung hop 6xHis-tag tai dau C (His-tag VP28); His-tag VP28 c6 khoi lugng phan tu
khoang 28 kDa [17].

2.2. Héa chit, chit chuin

Cac hoa chat dugc dung trong nghién ctru bao gém cac mudi (NiSOs, CuClz, FeCls,
ZnS04.H20) cua hang Sigma, khang thé anti-histidine tir chudt ctia Clontech, 'Ni-Sepharose cua
GE Healthcare, thang chuan protein ctia hang iNtRON BIOTECH. Cac hoa chat con lai déu dugc
mua tir cac hang c6 uy tin va dat do tinh khiét can thiét cho nghién ctru.

2.3. Phuong phap nghién ciru
2.3.1. Tinh sach melanin tir tui myc cua con muc

Tai muc ctia con muc thu duoc tir cong ty hai san dd duoc pha v va thu 1iy chat long theo
ty 1€ 50 g chat 1éng muc dugc hoa tan vao 200 mL HC1 0,5 M. Hon hop sau d6 dugc siéu am 15
phut trong bé siéu am va khuay tur trong 30 phut. Sau khi rira voi nude, mau dugce bo sung thém
aceton 100 % va u tai 4°C trong 48 gio, ly tdm 10.000 vong tai 5°C trong 15 phut va thu cdn
(melanin). Lap lai budc rira voi aceton 02 lan va rira voi nude 03 1an. Tiép theo, can thu nhin
duogc say khé ¢ 60°C, nghién nho vé dén kich thudc khoang 150 um va bao quan & nhiét do
phong [16].
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2.3.2. Biéu hién His-tag VP28 ¢ ching vi khudn E. coli BL21 (DE3) RIL va chudn bi dich chiét
protein

Té bao E. coli BL21 (DE3) RIL biéu hién His-tag VP28 dugc nudi cay khoi dong trong 50
mL mdi truong LB 16ng ¢6 khang sinh kanamycin 50 pg/mL trong 14 - 16 gid, tc d6 lic 200 rpm,
tai nhiét do 37°C. Dich nuoi céy duoc bd sung vao 1 L LB léng sao cho mat do té bao tai ODeoo =
0,05 va tiép tuc dugc nuoi céiy tai 37°C t&i khi mat do té bao ODeoo dat 0,8, bd sung IPTG 0,5 mM
dé cam tng sinh tong hop protein dich. Sau 3 gio, t& bao duoc thu lai bang cach ly tim & 6.000
vong/phat trong 10 phut, 4°C. Sinh khéi té bao dugc hoa lai trong dém A (Tris - HCI
20mM pH 7.9, NaCl 100 mM, PMSF I mM, Imidazole 5 mM) theo ti [¢: | moi truong: 10 mL dém,
1am lanh trén da, tién hanh siéu am 13 1an, mdi lan 30 gidy dé pha v thanh té bao. Dich siéu am
duoc ly tim 12.000 vong/phut trong 30 phut, 4°C dé thu protein téng s trong pha tan cua té bao.

2.3.3. Hap phu ion kim loai lén bé mdt ciia melanin

1 g melanin 1 trong 5 mL dém P (PBS 1xpH 7,4, NaCl 100 mM, imidazole 10 mM). Bo
sung 1 mL m01 ion kim loai: Ni?*, Zn?*va Fe**voi ndong d6 100 mM, dao tron trong 60 phut, sau
d6 ly tam mau & 6.000 rpm trong 10 phut, thu can 1a melanin ¢ trang thai tu do hoac da dugc gin
v6i kim loai (k¥ hiéu 1an luot 12 Ni-, Zn- va Fe-melanin). Phan dich ndi ciing duoc thu lai dé xac
dinh luong ion kim loai tu do (kim loai khong lién két véi melanin) bang phuong phap quang
phd hap thy nguyén tir.

2.3.4. Phwong phdp quang phé hdp thu nguyén tir (AAS)

Phuong phap quang phd hap thu nguyén tir (AAS) duoc ding dé dinh lugng nong do ion
kim loai trong mau thtr. Kim loai trong mau dugc chuyén thanh hoi nguyén tir ty do, c6 kha ning
hép thu 4nh sang c6 budc song phu hop dugc phat ra tir ngudn sang cua thiét bi. Cudng do hip
thu anh sang ty 18 voi ndng do ion kim loai trong miu.

Cong thirc tinh % ion kim loai da hap phu va lugng ion kim loai da hap phu boi melanin
duoc tinh nhu sau:

% ion kim loai dwoc hap phu = % ((100 mM ban dau - nong dé diw thira mM) / 100 mM ban dau)
Liegng ion kim logi hdp phu (mg) = 100 mM ban dau*khoi lwong phén tir M - nong do dw thira (mg/L)
2.3.5. Chudn bi cdc gid thé melanin
Dé chuan bi gi4 thé cho tinh sach protein, 0,2 g melanin 1 trong 1 mL dém P (PBS 1 xpH
7,4, NaCl 100 mM, imidazole 10 mM). Bo sung 0,2 mL moi ion kim loai: Ni2¥, Zn>*va Fe** véi
nong do 100 mM, ddo trdn trong 60 phut, sau d6 ly tam mau ¢ 6.000 rpm, 10 phtt, thu cén la
melanin ¢ trang thai ty do hodc da dugc gan véi kim loai (ky hiéu lan luot 1a Ni, Zn va
Fe-melanin).
Co s¢ cho vi¢e lya chon lugng Sepharose va melanin nay la do thé tich cua chung trong
ong nghiém la twong doi giong nhau.
2.3.6. Tinh sach His-tag VP28 bang cdc gid thé melanin gel Ni-Sepharose trong ong nghiém
300 mL gel Ni-Sepharose dung 1am déi chimg duong hoic cac gia thé melanin chuén bi &
muc phuong phap 2.3.5 dugc can bang trong dém P tai 4°C, 60 phut. Sau do, tién hanh ly tam
loai bo dich n6i. 1 mL cuda dich chiét E. coli BL21 (DE3) RIL biéu hién His-tag VP28 (nong do
15 mg/mL) dugc bo sung va tiép tuc u trong 3 gio' & 4°C. Tien hanh ly tdm, loai bo dich nbi thu
cac phan doan protein khong gan gel/melanin (ky hi¢u Ft). Cac phan doan protein gan yéu hoac
gan khong dac hiéu vai gel/melanin tiép tuc dugce rira bang dém P c6 imidazole 30 mM dén khi
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A280 < 0,05. Céc protein gan gel/melanin dugc rira chiét bang cach bd sung dém day (elution)
la dém P c6 néng d6 imidazol khac nhau va pH khac nhau (dugc trinh bay ¢ phan két qua), ly
tam, thu dich ndi (ky hiéu E). Sau rira chiét, cac - protein tiép tuc duogc rira bang dém P c6 imida-
zole 30 mM dén khi A280 <0, 05. Cac protein gan gel/melanin dugc rira chiét bang cach bo sung
dém day (elution) 1a dém P c6 ndng d6 imidazol khac nhau va pH khac nhau (dugc trinh bay &
phan két qua), ly tdm, thu dich ndi (ky hiéu E). Sau rira chiét, cac protein van con gin voi gel/gia
thé melanin (ky hiéu AE) s& duoc thu nhan bang cach u gel/gia thé melanin trong dém mau (co
thanh phan SDS) cta dién di SDS-PAGE. Cac phan doan protein dugc thu lai va kiém tra do tinh
sach béng dién di trén gel SDS-PAGE hodc/va tham tach mién dich Western-Blotting.

2.3.7. Dién di trén protein trén gel polyacrylamid co SDS

SDS-PAGE gdm 2 16p: 16p gel tach 12 % va 16p gel ¢6 4 %. Mau protein sau khi tron véi
dém mau (ndng do 5x) theo ty 18 thé tich 4 : 1 duoc xir 1y nhiét & 95°C trong 5 phut va lam lanh
ngay trén da va dung dé tra giéng chay dién di. Pién di trong dém Tris-glycine pH 8,8 chira SDS
1 %, qua trinh dién di v6i hiéu dién thé 6n dinh 150V trong 1 gid. Ban _gel dién di dugc nhuom
v6i dung dich Comassie brilliant blue R-250 (CBB) 0,5 % pha trong hon hop methanol: acetic:
nude véi ti 16 thé tich 1a 3 : 6 : 1 khoang 30 phuat, mau thudc nhudém duoc tay bang hdn hop da
ding dé pha CBB cho t6i khi ban gel c6 nén sang.

2.3.8. Tham tach mién dich (Western-Blotting) sir dung khdng thé khing His-tag

Céc dich chira protein can kiém tra sau khi dién di trén gel SDS-PAGE duoc chuyén 1én
mang PVDF (Polyvinylidene fluoride) bang phuong phap dién chuyén trong dém Tris-Glycine
c¢6 methanol 10 %. Mang dugc cb dinh bang dung dich BSA 3 % trong dém PBS (pH 7,4) 1 gio
& nhiét do phong. BSA dugc loai bo va mang duoc rira 3 1an bang dém rira PBST (PBS 1x, pH
7,4 ¢6 bd sung Tween-80 0,1 %). Mang sau d6 dugc U voi khang thé don dong so cap khang
histidine (Clontech, My), trong 1 gio, ¢ nhiét do phong trong 1 gio. Mang duoc ria 3 lan bang
dém PBST. Sau do, mang tiép tuc duoc 0 voi khang thé th cdp khang IgG cua chudt
(anti-mouse) ¢ gin enzym phosphatase kiém (AP). Cac bang protein dugc hién mau bang cach
U mang trong dung dich co chat NBT (p- nitro blue tetrazolium chloride) va BCIP (5-bro-
mo-4-chloro-3-indolyl phosphate) pha trong dém Tris-HCI 0,1 M, pH 9,5 c6 MgCl> 5 mM va
NaCl 0,1 M. Phéan ting dugc dung trong dém PBS 1x, pH 7,4 c¢6 chira EDTA 20 mM khi céc bang
protein hién ro.

3. KET QUA VA BAN LUAN
3.1. Kha ning hap phu cac ion kim loai ciia melanin

Dé lua chon ion kim loai phu hop gén v6i melanin nham tao gia thé kim loai-melanin dé
tinh sach His-tag protein, nhom nghién ctru di tién hanh khao sat kha nang hap phu cac ion kim
loai khac nhau (Ni**, Fe**, Zn?*) ctia melanin trong cac thoi gian khac nhau 1 gio, 3 gio va qua
dém (ON) dbi véi Niz+,

Két qua phan tich nong d6 ion kim loai bang phuong phap quang phé hap phu nguyén tir
cho thay 1 g melanin sau khi 0 qua dém c6 kha ning hap phu céc ion kim loai Ni?*, Fe*, Zn**véi
luong lan luot 1a 13,1; 25,5 va 28,9 mg (Hinh 1A) hay 44,5; 91,2 va 86,5 mM (Hinh lB) Tinh
trén cung mot ndng do ion kim loai thi melanin c6 kha nang hip phu nhiéu nhat 1a Fe**, r6i dén
Zn*, Niz* (Hinh 1B). Melanin da dugc hip phu kim loai Fe*, Zn?*va Ni2* duoc ky hiéu lan luot
1a Fe-mel, Zn-mel va Ni-mel. Két qua nay ciing phu hop véi nghién ctru ciia Hong va cong
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su (2004) di chi ra rang melanin c6 kha nang hap phu cac ion kim loai véi 4i luc véi Cu?*, Fe**
va Mn?*16n hon Zn?*[12].
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Hinh 1. Khd nang hap phu kim logi ciia melanin

A) Lwong ion kim loai (mg) ma 1 g melanin hdp phu. B ) Mirc dg hap phu (%) ciia melanin doi

Véi cdc ion kim logi. Két qua nay ciing twong dweong voi lwong ion kim loai (mM) ma 1 g melanin

hcfp phu. Murc do hd'p phu dwoc tinh dya trén no”‘ng dé ban dau va no”‘ng dé dw thira. Biéu do dwoc
tinh toan theo két qua cua 03 thi nghiém lap lai doc lap.

Thoi gian 0 khac nhau (Hinh 1A-B) cho thiy, melanin c6 kha ning hép phu Niz*t6t hon
khi dugc 1 voi Ni** trong thoi gian 1 gio hodc 3 gio so vdi u qua dém (ON). Nong d6 hap phu &
thoi gian ngan 1 gio hay 3 gio cao hon qua dém (ON) dbi v6i Niz* Piéu nay c6 thé do melanin
c6 thé hap phu Ni2*bang ca co ché vat Iy va hoa hoc. Vé co ché lién két hoa hoc thi ion Zn**dugc
biét 1a lién két voi nhom acid carboxylic, con Fe** ¢6 thé lién két v6i ca nhém OH va amin cua
melanin (Hinh 2). Trong khi d6, Ni?* ¢6 thé lién két véi ca 02 nhém carboxylic acid va amin,
trong d6 chi yéu 13 v6i amin & pH 7 - 8 [12-13, 17]. Mot s6 nghién ctru da chi ra ring ngoai lién
két ion ctia cac ion kim loai nhu Ni>* véi melanin (lién két hoa hoc) thi con c6 céc lién két yéu
dan dén sy twong tac vat Iy nhu Van der Waals, tuong tac tinh dién [18], cling nhu la cac tuong
tac ky nudc co the xay ra [19]. Chinh vi thé chung t61 da gia thuyét rang sy phan héap phu do pha
vG cac lién két yéu nay do mot yéu t6 nao d6 (chiang han pH) trong qua trinh 1 dai co thé Xxay ra.
Hoac do nong d6 ion ban dau cao, nén thoi gian u dai s€ dua cac trang thai lién két vé can bang,
dan dén sut giam néng d6 ion duoc hép phu.

COOH)

h
N
HO H
@ W (COOH)
HO N
H
[\
HOOC N
H

Hinh 2. Cau tric dugc du doan cia eumelanin [12]

Céc vi tri COOH ¢6 thé la H hodc COOH, tuy thugc vao dang monomer
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3.2. Kha ning lién két ciia cc gia thé melanin véi His-tag VP28

Trong nghién ciru nay, cac gia thé melanin da hap phu ion kim loai qua dém (Fe-mel, Zn-mel
va Ni-mel) va Ni-Sepharose (d6i chimg duong) da dugc u voi dich chiét protein tong s6 cua vi
khuan E. coli BL21 (DE3) RIL c¢6 biéu hién His-tag VP28 dé khao sat kha ning gin cua His-tag
VP28 voi cac gia thé.

Luong 0,3 mL Sepharose va 0,2 gram melanin (trude khi cho dung dich) duge st dung dé
so sanh véi nhau trong nghién ctru nay 1a do thé tich ciia chung trong 6ng nghiém 1a twong d6i
giéng nhau. Cac phan doan protein trong Ft va AE dugc thu nhan lai dé kiém tra sy c6 mit cua
His-tag VP28 bang dién di SDS-PAGE (Hinh 3A).

Két qua trén SDS-PAGE (Hinh 3B) cho thiy da thu nhan duoc bing protein c6 kich thudc
28 kDa twong duong voi His-tag VP28 trong dich AE cua tat ca cac giéng. Bang 28 kDa nay
cling thé hién rd nét & mau Ni-mel, va trong duong véi bing tir Ni-Sepharose. Diéu nay cho thdy
gia thé kim loai-melanin déu c6 kha nang lién két voi His-tag VP28 va tham chi co thé so sanh
duoc voi Ni-Sepharose. Thi nghiém nay cho thdy kha ning lién két cta cac gia thé melanin gan
ion kim loai voi His-tag VP28, 1a tién dé cho viéc tién hanh thir nghi¢m tinh sach His-tag protein
su dung céc gia thé melanin c6 ge‘in ion kim loai tiép theo. Thi nghi¢m can duoc lap lai nhiéu 1an
dé c6 nhirg nhan dinh vé su giam nong do protein trong cac phan doan Ft, AE ctia Fe-melanin
va Zn-melanin so véi Ni-melanin. Ngoai ra, thir nghiém melanin dang don véi dich chiét protein
tong s s& 1a mot két qua tha vi dé so sanh véi cac gia thé melanin khac vé kha nang lién két véi
His-tag protein.

A B NiSep Nimel Femel Znmel

D M Fi AE Fit AE Fi AE Fi AE

Hinh 3. Kha nang lién két cia cdc gid thé melanin véi His-tag VP28
A) So d6 thi nghiém; B) SDS-PAGE cdc phdn doan protein tinh sach bang gid thé
kim logi - melanin. M: thang chuan protein, DC: dich chiet, Ft: phdn doan khong gan gia the,
AE: phan doan protein sau rica chiét, mel: melanin, Sep. Sepharose

3.3. Tinh sach His-tag VP28 bing gia thé Ni-melanin

Trong nghién ctru ndy, gia thé Ni-melanin da dugc thir nghiém dé tinh sach His-tag VP28
trong dich chiét té bao vi khudn E. coli BL21 (DE3) RIL v&i mot sb diéu kién khac nhau va so
sanh voi hidu qua tinh sach His-tag VP28 cuia ddi chimg duong Ni-sepharose. Ngoai ra, melanin
dang don ciing dugc dung lam gia thé d6i chung. Gel/gia thé sau khi dugc G voi dich chiét
protein thd, thu Ft, cac protein gin khong dic hiéu, cac phan doan protein gin di duogc ria giai
voi dém P néng d6 imidazol khac nhau 250, 500 mM pH 7.4 (ky hi¢u lan luot 13 E1, E2) hoac
dém P ndng d6 imidazol 250 mM pH 2,0 (ky hiéu E3) (so d6 thi nghiém Hinh 4A).
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Két qua trén gel SDS-PAGE va thdm tach mién dich (Hinh 4B) cho thdy dém chiét E1 sau
14 gio u déu cho phép giai phong protein His-tag VP28 khoi cac gia thé. Do sang (intensity) cia
bang His-tag VP28 trén gel SDS-PAGE giam dan theo thi tu: gia thé Ni-Sepharose > melanin >
Ni-melanin (Hinh 4B). Cac thir nghiém véi thoi gian 1 ngin hon (30 phut, 60 phit) ciia dém El
déu chua thdy kha ning rira giai protein mong mudn (két qua khong dugc trinh bay). Cac dém
E2, E3 1a cac dém chiét c6 muc do khic nghiét ting dan so voi E1 duoc bd sung lan luot sau d6
(1 1 gio mdi dém) nham thu dugc hét cac phan doan gin cot (Hinh 4A). Tuy nhién E2, E3 dudng
nhu khong c¢6 hiéu qua hon El trong viéc rira giai protein vi His-tag VP28 Van khong dugce giai
phong ra khoi gia thé Ni-melanin (Hinh 4B). Két qua trén gel thim tach mién dich (Hinh 4D)
xdac nhan sy c6 mat cua His-tag VP28 ¢ vi tri bang quan tam. Két qua nay cua | lan thi nghiém,
can duoc lap lai dé xac nhén tinh dinh luong cua VP28 & cac dich chiét thu duoc.

A
melanin
° Ft El El E2 E3 E3 SDS LB AE
+DC Z
B
Ni-Sep Ni-mel Mel
E3 E2 El1 Ft M DC Ft AE E1 E2 E3 M Ft AE El1 E2 E3
e v |~ - -

C D Mel Ni-Sep Ni-mel

100 - E3 E2 El AEFtDCM Ft E1 E2 E3 M Ft AE E1 E2 E3

- ‘
80 .
S " T e -
60 -
El i
S a0 *
@ VP28
T 204
o e

Mel Ni-mel Ni-Sep

Hinh 4. Cac gid thé melanin cho phép tinh sach VP28

A) So dé thi nghiém. B) Hinh anh gel dai dién cho thdy cdc gid thé melanin cho phép tinh sach
VP28. Cac mau protein dwoc dién di trén gel polyacrylamide 12 %, nhuém Comassie blue.
Khung mau ndu dwoc danh ddu trén gel chi ra vi tri twong dwong véi VP28. C) Hiéu qua tinh
sach VP28 ciia cdc gid thé melanin so véi Sepharose-Ni. Giéng E1 trong hinh B dwoc phdn tich
bang phan mém imageJ. Thi nghiém Idp lai 3 lan déc ldp. D) Két qua tham tach mién dich (két
qua 1 lan thi nghiém). Khéang thé so cdp anti-histidine tir chudt va khdng thé thir cap khing
1gG ciia chudt da dwoc sir dung. M: thang chudn protein, DC: dich chiét, Ft: phin doan khéong
gan gid thé, AE: phéan doan protein sau rita chiét, mel: melanin, Sepharose.
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Dé c6 mot ude luong cho kha ning tinh sach His-tag VP28 ctia cac gia thé melanin, do sang
ctia bang His-tag VP28 & giéng E1 cta melanin va Ni-melanin da dugc so sanh véi ddi ching
duong Ni-Sepharose. Két qua cho thdy hiéu qua nay twong Gmg 13 38 % va 18 % khi st dung gia
thé melanin va Ni-melanin (Hinh 4C). Sy so sanh nay mang tinh tuong dbi vi duoc dua trén mirc
d6 tuong ddng vé thé tich cua gel Ni-Sepharose va melanin/Ni-melanin trong dng nghiém. Dé c6
mot két qua so sanh t6i wu hon vé hiéu qua tinh sach ciing nhu 13 bai toan kinh té gitta melanin
va Sepharose thi can trién khai thém cac thi nghiém khac. Ching han nhu dung mét luong c6
dinh His-tagged VP28 da tinh sach cho 1én gia thé Ni-sepharose va melanin dé tinh toan dugc
luong gel Ni-Sepharose (mL) va lugng melanin (gram) can ding dé thu lai hét dugc lugng
His-tag VP28 do.

Ngoai ra, két qua trén cho thdy mot diéu thu vi 1a melanin khong hap phu céc ion kim loai
(duwoc dung 1am ddi chung) lai cho hiéu qua tinh sach cao hon Ni-melanin khoang 2 lan
(38 % va 18 %). chh khong gin cot (Ft) cua Ni-melanin cho nhiéu bing protein hon so vdi cta
melanin, goi y rang co ché lién két cua Ni-melanin va melanin véi VP28 14 khac nhau. Cac co
ché lién két ciia cac gia thé melanin v&i His-tag protein hién chua dugc hiéu rd. Gia thiét cua
chung t6i 1a cac gbc COOH, -NH- ctia melanin dang don c6 thé tao ra cac lién két voi cac protein
trong dich chiét protein tong sd, c6 thé khong chon loc voi His-tag protein. Nhung khi dung chat
canh tranh imidazole thi c6 thé day His-tag protein ra khoi chat nén. Trong khi d6 véi gia thé
Ni-melanin, Ni**c6 kha nang da chiém cac goc chirc nang ctia melanin va tao ra cac canh tay lién
két ngin khong 6n dinh v6i His-tag, dan dén viéc mat His-tag trong qua trinh tinh sach. Ngoai
ra, mot gia thiét khac 1a melanin sau qué trinh tinh sach van bat giit bén chat cac ion khac (khong
phai 1a sodium) trong nude bién, anh hudng dén kha ning tinh sach protein véi hiéu suét cao.

Hién tai nghién ctru cua chiing toi chwa cho thay hiéu qua tinh sach cao nhung cling da chi
ra dugc tiém ning tmg dung melanin, mot phe pham trong nganh thyc pham, trong cong nghé
sinh hoc nhu 1a mot vat liéu gia thé méi cho sic ki i luc. Ngoai ra day la mot huong ng dung
m&i cia melanin, 1an dau tién duoc nghién ciru & trong/ngoai nudc. Dé mang lai hiéu qua mong
mubn va kha nang tinh sach cao thi viéc qua trinh t8i wu va bién ddi vat liéu can phai dugc nghién
ctru thém. Bién d6i ciu triic melanin chiang han nhu gin thém cac canh tay don (spacer aim) gitp
lién két v6i phdi tir hidu qua hon, 1am ting va on dinh qua trinh tinh sach protein dich.

4. KET LUAN

Tur cac két qua trén co thé két luan, kha nang hép phu céc ion Ni*¥, Fe*!, Zn** cua melanin
lan luot vao khoang 13,1; 25,5 va 28,9 mg/g melanin hay 44,5; 91,2 va 86,5 mM/g véi thoi gian
qua dém. Kha nang hip phu ctia melanin v6i ion Ni?*giam dan theo thoi gian 1 gid > 3 gid > qua
dém. Cac chit nén melanin & dang don va dang hap phuy ion kim loai Ni*d4 cho phép tinh sach
protein mang His-tag VP28 khi dung dém rira chiét c6 imidazole 250 mM sau 14 gid 0. So sanh
mot cach tuong ddi, cung mot thé tich vai Ni-Sepharose, melanin va Ni-melanin cho hiéu suét
tuong tng 1a 38 % va 18 %.

LOI CAM ON

Nghién ctru nay duoc tai trg boi truong Pai hoc Khoa hoc Tu Nhién, Pai hoc Quéc gia Ha
Noi v6i ma s6 dé tai TN.20.07. Dé hoan thanh duoc nghién ciru ndy, nhém nghién ciru xin chan
thanh cam on GS.TS. Phan Tuén Nghia d4 tu van trong qua trinh thuc hién d¢ tai cling nhu hd
trg mot s6 hod chat va chung vi khuan E. coli BL21 (DE3) RIL.
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Abstract

Nickel-Sepharose (Ni-Sepharose) has been being applied as the most common matrix in
purifying His-tag proteins based on the affinity interaction between histidine residues and Ni**
ion. However, Sepharose still comes at high cost for this purification purpose, especially in
developing countries as Vietnam. Here, we show for the first time that melanin from ink sacs of
squids which is considered as biowaste in the food industry, can be used as a new potential
matrix material instead of Sepharose. We utilized either melanin or melanin charged with metal
ions as the stationary phase of affinity purification of His-tag proteins. The results showed that a
recombinant His-tag protein VP28 in a protein pool was captured by melanin and Ni**/Fe*/Zn*"
chelated melanin. Experiments for releasing VP28 were performed only on the melanin and Ni**
-melanin matrices. The result showed that VP28 was quite selectively eluted when applying
elution buffer of 250 mM imidazole overnight. The relative efficiency in releasing VP28 of
melanin and Ni-melanin matrices roughly compared to Ni-Sepharose were about 38 % and 18 %
respectively. Further optimization of this process may allow higher efficiency in the purification
of His-tag proteins.

Keywords: Melanin, metal ions, matrix of affinity chromatography, Sepharose, His-tag
proteins.
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