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Tém tit. Protein DEAD-box CshA c6 vai trd quan trong trong cac hoat dong biéu hién gen cia té bao.
Chtre ning ciia cac domain trong protein DEAD-box can dugc nghién ciru dé hiéu rd hon hoat dong cia
protein nay. Trong nghién ctru nay, protein tai t6 hop CshA va CshA-ACTE (loai bo C-terminus) da dugc
tinh sach va kiém tra cac hoat tinh vé kha nang hinh thanh lién két v6i co chit DNA mach don va mach
d6i. Cac hoat tinh trao d6i mach DNA va bt cdp DNA trong cac diéu kién c6 va khong c6 sy hién dién
cua ATP cling dugc xac dinh. CshA da thé hién hoat tinh lién két v6i co chit DNA theo phuong thirc
khong phu thudc vao ATP, trong khi CshA-ACTE thé hién ai luc lién két th?ip va khong chidt ch€ véi co
chit mach don va mach doi DNA. Su loai bé C-terminus ctua CshA d3 1am mat hoat tinh trao d6i mach
DNA va hoat tinh bat cip DNA cta CshA. Nhu vay, C-terminus dong vai trd quan trong trong viéc gia
tang ai luc lién két vi co chat DNA va dam bao hoat tinh trao d6i mach DNA cling nhu hoat tinh bét cap
DNA cta CshA.

Tir khoa. Protein DEAD-box, CshA, lién két DNA, trao ddi mach DNA, bét cap DNA.

DNA STRAND EXCHANGE AND DNA ANNEALING ACTIVITIES OF
STAPHYLOCOCCUS AUREUS CSHA DEPEND ON C-TERMINUS

Abstract. DEAD-box protein CshA plays an important role in cellular gene expression activities. The
function of domains in the DEAD-box protein needs to be studied to get more insights into the function of
this protein. In this study, recombinant CshA and CshA-ACTE (C-terminus truncated CshA) were
purified and tested the DNA binding activity with single-stranded DNA and double-stranded DNA
substrates. DNA exchange and DNA annealing activities with and without the present of ATP were
determined. We have shown that CshA displayed DNA binding activity in an ATP-independent manner,
while CshA-ACTE exhibited low and non-tight binding affinity with both single and double-stranded
DNA subtrates. The loss of C-terminus resulted in absence of DNA exchange activity and CshA DNA
annealing activity. Thus, C-terminus plays an important role in increasing DNA binding affinity and DNA
exchange activity as well as DNA annealing activity of CshA.

Key words. DEAD-box Protein, CshA, DNA binding, DNA strand exchange, DNA annealing.

1. GIOI THIEU

Protein DEAD-box la ho protein 16n dugc xép vao nhom RNA helicase v6i chita chin motif duoc
bao ton co vai tro trong viéc hinh thanh céc lién két véi RNA, hoat tinh ATPase phu thudc RNA, hoat tinh
thao xodn RNA phu thugc ATP va tham gia vao hau hét cac qua trinh hoat dong RNA, bao gém phién
ma, ghép ndi, van chuyén RNA, sinh tong hop ribosome, dich mi, phan hay RNA [1-4]. Cac nghién ctu
vé chirc ning cua protein DEAD -box da dugc thyc hién nhiéu véi cac ghi nhan vé hoat tinh sinh hoc ciing
nhu chtrc ning trong hoat dong séng cua té bao. Protein DEAD-box CYT-19 cua Neurospora crassa va
Mss116p ctia Saccharomyces cerevisiae duge biét dén 1a cic RNA chaperon thic day sy phén cat intron
nhom I va II trong ty thé va kich hoat sy dich ma RNA [5, 6]. DEAD-box CshA va RhIB duoc xé4c dinh 1a
thanh phan RNA helicase trong phic hop phédn huy RNA ¢ vi khuén Staphylococcus aureus va
Escherichia coli va c6 vai tro quan trong trong viéc diéu hoa su phién ma chuyén biét dé dap tng cac didu
kién moi trudng [7-12]. Nghién ctru vé cdu trac CshA di cho thiy co ché hoat dong cua protein ndy trén
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co chat RNA v6i sy hinh thanh céu tric dimer trong lién két véi RNA va thuc day hoat tinh thdo xoin
RNA phuy thugc ATP, dong thoi, phan C-terminus ctia CshA ciing duoc xac dinh co chirc ning gia ting i
luc trong lién két véi co chat RNA [13].

Bén canh chirc ning tham gia vio cac co ché hoat dong cia RNA, protein DEAD-box con ¢6 vai trd
trong hoat dong cua DNA. Dbp9p, mét protein DEAD-box c6 vai tro trong cac qua trinh sinh hoc cia
ribosome trong nim men, da thé hién hoat tinh thdo xon trén DNA [14], protein DDX43 ciing thé hién
hoat tinh thao xodn trén ca hai co chat DNA va RNA [15], protein DEAD-box DDX 1 dugc tim thay trong
nhan va thuong xuét hién tai cac vi tri DNA mach do6i bi giy v& trong giai doan dau stra chira sai hong
trén DNA [16]. Cac protein khac nhu DHH1 va MPHI c6 trong nim men dé cho thiy vai tro trong hé
thong stra chira cac sai hong trén bo gen DNA trong qua trinh sao chép [17, 18]. CshA tir S. aureus ciing
thé hién hoat tinh trén co chat DNA véi kha nang lién két co chat DNA mach don va mach ddi véi ai luc
khac nhau. Céc hoat tinh trao d6i mach DNA va bt cap DNA dé hinh thanh san phé"im la cac DNA mach
doi theo phuong thirc khong phu thugc ATP cua CshA da dugc xac nhén trong nghién cuu trude day [19].
Tuy nhién, co ché hoat d6ng ctia protein niy trén DNA ¢ mirc phan tir vin chua dugc 1am 13, do do, viéc
nghién ctru chie ning sinh hoc ctia cac domain trén trinh tw acid amin cta protein véi co chat DNA gitp
lam sang t6 co ché hoat déng cua protein nay trong té bao.

Trong nghién ctru nay, ching t6i da tién hanh tao dong va tinh sach protein CshA véi viéc loai bo
phén C-terminus trong trinh ty va so sanh céac dac tinh vé kha nang lién két v6i co chat DNA, hoat tinh
trao ddi mach, bit cap DNA cua protein CshA du trinh ty va CshA khong c6 C-terminus. Cac tinh chét
sinh hoc xac dinh dugc khi khong c6 sy hién dién cua domain C-terminus trong trinh ty s€ tién doan duogc
churc nang ctia domain nay va giup lam rd hoat dong ciling nhu vai tro ciia CshA trong cac hoat dong cia
DNA trong té bao.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Vit lidu

2.1.1. Tao dong, biéu hign va tinh sach protein DEAD-box CshA va CshA logi bé C-terminus (CshA-
ACTE)

Protein DEAD-box CshA tir vi khuan S. aureus Mu50 (NCBI accession number NP_372605.1) co
chiéu dai 506 acid amin dugc tao dong va biéu hién theo phuong phap da dugc trinh bay trong nghién ciru
truéc day [19]. Cap mdi chuyén biét cho CshA duoc thiét ké theo trinh ty 5-CATATGCAAAATT
TTAAAGAACTAGGG-3' va 5-CTCGAGTTTTTGATGGTCAGCAAATG-3' tuong tng cho mdi xudi
va moi nguoc. Tuong ty nhu vay, doan gen ma hoa cho protein CshA loai bo phan C-terminus chtra trinh
tu acid amin 1-367 (CshA-ACTE) dugc khuéch dai bang phan tmg PCR (polymerase chain reaction) véi
ciap mdi chuyén biét theo trinh ty 5-CATATGCAAAATTTTAAAGAACTAGGG-3' cho mdi xudi va 5'-
CTCGAGACGAAGTGCACTCATTTTTCT-3' cho moi nguoc. Poan gen sau khi PCR dugc chén vao
plasmid pET-22b (Novagen, Darmstadt, Germany). Plasmid tai t6 hop dugc bién nap vao vi khuan E. coli
Rosetta (DE3) (Novagen, Darmstadt, Germany). Té bao E. coli chita plasmid ¢ gen duoc nudi trong moi
truong LB (Luria broth) c6 bo sung ampicillin (50 pg/mL) tai nhiét ¢ 37°C va lic 180 vong/phut. Chat
cam ung IPTG (isopropyl-D-1-thiogalactopyranoside) duoc thém vao moéi trudng nudi cay voi nong do
cudi dat 0,5mM dé biéu hién protein khi mat d¢ quang & budc song 600 nm dat 0,6 va t1ep tuc nudi U tai
16°C trong 4 gio. Cac té bao sau nudi cdy dugc thu nhan bang ly tam. Protein tai té hop CshA va CshA-
ACTE dugc tinh sach bang sic ky 4i luc Ni** (GE Healthcare, Sweden), sau d6 tiép tuc tinh sach bang
phuong phép sic ky loc gel Superdex 75 gel filtration columns (GE Healthcare, Sweden) nhu duoc mé ta
trong cac nghién ciru trude. Két qua tinh sach duoc kiém tra trén gel SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis) [20].

2.1.2. Cdc co chit mach don DNA va mach d6i DNA

Céc phan doan DNA duoc téng hop bang phuong phap hoa hoc va cung cép tir cong ty Cosmo
Genetech (Seoul, Korea), trinh tu ctia cac phan doan DNA dugc trinh bay trong bang 1. Céc phan doan 1
va 3 duoc danh ddu v6i dong vi phong xa **P tai dau 5’ bang enzyme T4 polynucleotide kinase (10 U,
Takara, Tokyo, Japan) va [y-"P] ATP (3,000 Ci/mmol, GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) nhu da
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dugc trinh bay trong nghién ctru truge. Cac phan doan da duoc danh déu duogc tinh sach bang phuong
phép tach chiét phenol/chloroform va két ta bang con lanh [19]. Cac co chat mach d6i DNA dugc chuan
bi bang cach cho phan mg bt cdp giita hai mach c6 trinh tu bd sung twong tng va duoc dét nong tai
95°C trong 5 phut, sau d6 1am lanh tir tir tai nhiét d6 phong trong 30 phut. Cac co chat mach d6i DNA c6
cAu truc dau bang (blunt end dsDNA), dudi 3’ (3' tail dsDNA), dudi 5 (5’ tail dsSDNA) va chia ba (forked
dsDNA) duoc chuan bi bang cach cho phan ung giita cac phan doan 142, 3+2, 144, va 3+4 tuong ng.

Bang 1. Trinh ty cac phan doan DNA duoc sur dung trong nghién cuu

" (chitu i mucleotidey Trinh ty (53
1*(35) TTGACTTCATGACCTATAGTGAGTCGTATTAGTCC
2(35) GGACTAATACGACTCACTATAGGTCATGAAGTCAA
3*(45) TTGACTTCATGACCTATAGTGAGTCGTATTAGTCCTTTTTTTTTT
4 (50) TTTTTTTTTTTTITTGGACTAATACGACTCACTATAGGTCATGAAG
TCAA

(*) Phan doan DNA dugc danh dau tai dau 5'-P

2.2. Phuong phap
2.2.1. Phwong phdp xdc dinh khd ning két néi co chit DNA

Kha ning két ndi v6i cac co chat mach don va mach doi DNA cua CshA va CshA-ACTE dugc xac
dinh bang phuong phip EMSA (Electrophoresis Mobility Shift Assay) trén gel agarose 1%. Phan tng
dugc thyc hién trong moi truong chira 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 25 mM NaCl, 2 mM DTT, 0,15 mg/mL
BSA vé6i 5 uM cac loai co chat mach don va mach d6i DNA khong dugc danh dau 5P va 5 uM
CshA/CshA-ACTE. 4 mM ATP duoc thém vao phan ung dé xac dinh nhu cu ning luong cia
CshA/CshA-ACTE trong hoat tinh lién két DNA. Phan mg dugc u ¢ nhiét d6 phong trong 10 phut. Hon
hop sau phan tg dugc phan tach trén gel agarose 1% va nhan dién kha nang két ndi co chét bang cach
nhuém voi SYBR Gold trong 30 phut, sau d6 quan sat két qua dudi dén UV. [21]

2.2.2. Phwong phdp xdc dinh hoat tinh trao doi mach DNA

Hoat tinh chuyén mach DNA dugc kiém tra trong moi trudng phan tmg c6 chira 50 mM Tris-HCI
pH 7,5, 25 mM NaCl, 2 mM DTT, va 0,15 mg/mL BSA. Phan Gng dugc thuc hién trong diéu kién co
hodc khong c6 4 mM ATP trong cac khoang thoi gian khac nhau duge chu thich trong cac hinh anh. Céc
co chat mach d6i DNA (10 nM) c6 cau tric khac nhau da dugce danh dau 5'-*’P duoc cho phan tmg véi
CshA va CshA-ACTE (1 uM) trong moi truong cé chira phan doan DNA mach don (100 nM) khéng danh
dau tuong tmg (phan doan 1 cho phan tmg cta co chit mach d6i DNA dau bang va mach d6i DNA dudi
3'; phan doan 3 cho phan Ung clia co chat mach d6i DNA dudi 5’ va mach d6i chia ba). Cac phan tng
dugc thyc hién & nhiét do phong trong thoi gian twong ng va duge ngimg bang dung dich quenching
buffer chira 100 mM EDTA pH 8,0, 0,4% sodium dodecyl sulfate, 20% glycerol, 0,1% bromophenol blue,
0,1% xylene cyanol. H3n hop sau phan tmg duoc kiém tra bang sy dién di trén gel polyacrylamide khong
bién tinh 15% (non-denaturing polyacrylamide gel-PAGE) va nhan dién cac tin higu théng qua thiét bi
PhosphorImager (Packard Instrument Co., Meriden, CT, USA). Déi chimg 4m (-) duoc thyuc hién tuong tu
trong phan tng khong co protein. Pdi chimg duong (+) dugc thuc hién bang cach d6t nong dung dich
phén tng tai 95°C trong 5 phut [19]

2.2.3. Phwong phdp xdc dinh hoat tinh bt ciip DNA

Hoat tinh bét cap DNA ctia protein téi to hgp CshA va CshA-ACTE dugc xé4c dinh trong méi truong
chira 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 25 mM NaCl, 2 mM DTT, 0,5 mg/mL BSA, 0,1 nM phan doan mach don
DNA duoc danh ddu 5’-P (phan doan 1), va 0,25 nM phan doan mach don DNA khéng danh du dong
vi phospho (phan doan 4). Cac phan ung dugc thyc hién trong diéu kién c6 hodc khéng c6 0,1 uM
CshA/CshA-ACTE trong céc khoang thoi gian 1, 2, 5, 10 phut. Sau thoi gian phan tng, dung dich
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quenching buffer nhu trong phan tmg trao d6i mach DNA du(jq thém vao dé ngimg phan ung. H&} hop
phan mg dugc phén tach trén trén gel polyacrylamide khong bién tinh 15% (PAGE) va san pham bat cap
dugc do tim bang thiét bi Phosphorlmager (Packard Instrument Co.). [19]

2.2.4. Phwong phdp phén tich va so sanh céu triic khong gian 3 chiéu ciia protein

Trinh tu acid amin cia DEAD-box CshA dugc so sanh véi trinh ty cac protein khac bang chuong
trinh NCBI Protein Blast va cong cu ESPript dé xac dinh d6 twong dong ciing nhu cac vi tri bao ton tuong
tmg. Céu triic khong gian ba chiéu ciia protein ciing dugc du doan bang chuong trinh dy doan ciu tric
Swiss-model trong website www.expasy.org [22-26]. Tiép theo, ciu trac khong gian ba chiéu du doan
dugc tir Swiss-model s& dugc so sanh véi cdu trac khong gian cac protein tuong tng thong qua chuong
trinh PyMOL, tir d6 dé xut viing hoat dong ctia protein CshA [27].

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Tinh sach protein DEAD-box CshA va CshA-ACTE

Protein DEAD-box CshA cua vi khuan S. aureus Mu50 duge du doan thudc nhom enzyme RNA
helicase. Cac trinh ty bao ton trén gen cho thiy chiic ning tiém tang cia protein nay. So sanh véi cac
trinh tu protein khac trén NCBI, vung N-terminus (acid amin 1-212) cta protein DEAD-box CshA chira
cac trinh ty bao ton DEAD-box c6 chirc ning lién két voi ATP, lién két Mg®* va két ndi véi nucleotide,
trong khi trinh ty bao t6n HELIC tiép theo (acid amin 213-367) du doan chira hoat tinh helicase va két ndi
ATP, nhung ving C-terminus (acid amin 368-506) khong cho thiy hoat tinh tiém ning nao (hinh 1A). Dé
xac dinh vai trd viung C-terminus cta protein DEAD-box CshA, protein CshA va CshA loai b6 ving C-
terminus dugc tao dong, biéu hién va tinh sach nhu duoc trinh bay phia trén. Két qua tinh sach cac protein
tai to hop duoc kiém tra trén gel SDS-PAGE (hinh 1B va 1C).
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Hinh 1: Két qua tinh sach protein DEAD-box CshA va CshA logi b6 C-terminus (CshA-ACTE) ciia vi khudn S.
aureus. (A) Du dodn cdu triic chirc nang dva trén trinh ty acid amin cua CshA va xdac dinh phcfn C-terminus cua
CshA. (B) va (C) Két qua dién di trén sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
12% ciia CshA va CshA-ACTE sau khi duoc tinh sach bang sdc ky Ni2+ va sdc ky loc gel; Lane 1-2 Ia cdc phén

doan sau tinh sach. M la thang chudn protein.
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CshA véi day du trinh ty 506 acid amin trong lwong twong tmg khoang 57 kDa va CshA-ACTE sau
khi boai bo phin C-terminus con 367 acid amin thi c6 trong lwong khoang 41 kDa. Két qua sau khi tao
dong, tinh sach va kiém tra trén gel SDS-PAGE, protein sau khi tinh sach thé hién dung kich thuéc mong
doi cho thdy san phdm protein tai t6 hop duoc tao thanh 1a cac protein can thiét. Quan sat cac vach dién di
trén gel SDS-PAGE, su hién dién cta cac vach ngoai mong doi 1a khong dang ké, kiém tra bang phan
mém gel analyzer, két qua cho thay do tinh sach trong san pham protein CshA dat trén 98%, va do tinh
sach ciia CshA-ACTE dat trén 96%. Protein tinh sach khong chira cac tap chét s& han ché dugc cac hoat
tinh khong mong mudn c6 thé xuat dién trong cac phan tmg nghién ciru. Vi d¢ tinh sach hon 96%, cac
protein tai té hop CshA va CshA-ACTE dugc st dung cho cic nghién ciru cac hoat tinh trén acid nucleic
tiép theo.

3.2. CshA va CshA-ACTE c6 kha niing lién két v6i cac co chat DNA khac nhau

CshA thudc nhém protein DEAD-box véi chuc nang du doén la enzyme RNA helicase, trong nghién
ctru trude, hoat tinh trao ddi mach DNA va bit cap DNA cua enzyme CshA da dugc ghi nhén [19]. Viéc
lién két véi co chét 1a cac acid nucleic 1a hoat tinh dau tién can thiét cho cac chirc ning tiép theo cia
enzyme. Do d6, kha nang lién két v6i cac co chdt DNA d3 duoc kiém tra theo phuong phap EMSA. Sau
thoi gian cho phan (mg véi co chét, sy hinh thanh phirc hop gitra enzyme va co chit DNA dugc kiém tra
trén gel agarose 1% (hinh 2).

A Csha CshA-ACTE
¥ F = + - + = ATP
ssDNA

ssDMNA +
CahAfCahA-ACTE

ssDNA

ATP
dsDMA

dsDNA +
CshffCshA-ACTE

w—dsDNA

Hinh 2: Kha nang lién két voi cac logi co chat DNA mach don (A) va mach d@6i chia ba DNA (B) ciia CshA va CshA-
ACTE thé hién qua su dién di trén gel agarose 1%. M la thang chudn DNA; ssDNA la DNA mach don; dsDNA la
DNA mach doi.

Phttc hop dugc tao thanh giira lién két ctia protein va DNA c¢6 trong luong phan tir cao hon va téc do
di chuyén s& cham hon so vdi co chat DNA ban dau, so sanh toc d6 di chuyén cia DNA trong qua trinh
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dién di s& xac dinh dugc kha ning lién két DNA cua protein. Két qua dién di trén gel agarose trong phan
tmg kiém tra kha ning lién két v6i co chat mach don DNA cua CshA va CshA-ACTE cho thiy sau khi
loai bo phﬁn C-terminus, kha nang lién két v6i co chat mach don giam rd rét voi vach xuét hién c6 cuong
d6 phat sang khong cao, cac co chdt DNA khong hinh thanh lién két duoc quan sat thay phia dudi cua gel
dién di, trong khi CshA v&i du trinh ty acid amin thé hién kha ning lién két triét dé v6i phirc hop hinh
thanh rd rang va khong quan sat thdy co chat mach don DNA con lai sau phan tmg (hinh 2A). Bén canh
d6, sy hién dién ciia ATP khong anh huéng dén hoat tinh lién két co chat mach don DNA cua
CshA/CshA-ACTE véi cac vach tuong tng cho phirc hop co chat-DNA khong c6 su thay ddi trong cac
diéu kién c6 hodc khong c6 ATP. Quan sat kha nang lién két v6i cac co chit DNA mach d6i, két qua dién
di cho thay protein CshA va CshA-ACTE déu c6 kha ning hinh thanh lién két tao phirc hop enzyme-
DNA. Tuy nhién, su hinh thanh phie hop enzyme-DNA khong chat ché nén vach tuong ing thé hién theo
vét dai, dong thoi khong ¢ sy khac biét gitta phan ing c6 sy hién dién ciia ATP hoac khong cd6 ATP
(hinh 2B). Két qua nay ciing pht hgp nhu két qua da duoc bao cao trong nghién ciru trude véi kha ning
lién két co chat RNA khong phu thugc vao ATP [13] va cac hoat tinh trao d6i mach DNA va bt cap
DNA khéng phu thudc vao nang luong ATP cta enzyme CshA [19].

Quan sat trinh ty acid amin ctia CshA, vi tri cua ving lién két voi cac nucleotide duge dy doan &
ving acid amin 150-200 (hinh 1A), do d6 viéc loai bo phan C-terminus cé thé khong anh hudéng dén hoat
tinh lién két v6i cac co chat acid nucleic cua CshA. Tuy nhién, sy giam ai lyc lién két trong cac diéu kién
thir nghiém véi mach don va mach d6i chia ba DNA ctia CshA-ACTE cho thiy kha nang lién két yéu
hodc d6 bén cua phuc hop lién két khong cao khi thiéu phan C-terminus trong trinh ty protein. Trong
nghién ctru vé& cdu truc cua CshA cua Geobacillus stearothermophilus, nhém tac gia Jennifer Huen da
kiém tra vai tro C-terminus 1én kha nang két ndi ciia CshA 1én cac co chat RNA mach don va RNA mach
d6i, két qua cho thiy kha ning két ndi cia CshA giam manh khi loai bo phin C-terminus trong ciu tric
v6i hang s lién két ciia CshA va cua CshA-ACTE 14 0,2 va 13,68 uM dbi v6i co chat RNA mach d6i,
trong truong hop co chat mach don, hing sé lién két 13 0,36 va 28,05 uM cho CshA va cho CshA-ACTE,
thé hién sy tuong tac ctia C -terminus trong sy hinh thanh lién két chat ché vé6i co chat DNA [13]. Tuy
nhién, trong nghién ctu vé kha ning lién két voi co chit RNA cua DEAD-box Mssl16p cua
Saccharomyces cerevisiae, phan C-terminus cua protein nay khong anh huong dén sy lién két véi cac co
chat RNA du 1a mach don hay mach d6i nhung cé vai trd quan trong trong viéc kich hoat qué trinh dich
mé va ghép nbi RNA [28], nghién ctru véi Hera-RecA ciing thu dugc két qua tuong tu voi hoat tinh lién
két voi RNA mach d6i khong phu thudc vao C-terminus [29]. Vai trd C-terminus ctia cac protein DEAD-
box trong viéc lién két véi cac acid nucleic ciing duoc tong hop trong nghién ctru cia Pavan Umate va
cho thiy cac domain ciia ving C-terminus nhu Helic C trong ho DEAD/H ¢6 vai trd trong lién két RNA
va thao xoadn, domain RQC va HRDC ctia RecQ ¢6 vai trd trong viéc hinh thanh lién két Holliday trong
sta chita DNA, domain HA2 cia DHX9/DHX36 cling dugc du doan co vai tro trong viéc lién két voi cac
acid nucleic [30-32].

3.3. CshA khéng thé hién hoat tinh trao déi mach DNA khi loai bé phan C-terminus

Kha ning két ndi véi co chiat DNA mach d6i ctia CshA khéng bi anh huong bai phan C-terminus da
duoc xac dinh, liéu réng phﬁn C-terminus c¢6 anh hudng dén céc hoat tinh trao d6i mach DNA va bit cap
mach DNA ctia CshA. Dé kiém tra kha niang nay, CshA va CshA-ACTE dé duoc kiém tra trong phan tng
thi nghiém co chura céac loai co chat mach d6i DNA c¢6 cdu trac khac nhau véi sy hién dién hodc khong
cua 4 mM ATP trong thoi gian 10 phut. Tuong (g v6i timg loai co chat mach d6i c6 danh dau dong vi
5P, mach don khong danh dau dugc bo sung vao véi luong thira (cao gap 10 14n co chéat mach d6i)
nham quan sit duoc san pham phan mg 1a cic mach don dwoc danh dau sau khi chuyen mach. Con
duong phan ung chuyen mach dugc mod ta trong so dd trén cac hinh anh thé hién két qua dién di nhan
dugc trong timg co chat phan tng cu thé (hinh 3).
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Hinh 3: Hoat tinh chuyén mach DNA ciia CshA va CshA-ACTE trén cdc co chit DNA ¢6 cau tric khac nhau; mach
d6i DNA ddu bang - blunt end dsDNA (4), mach déi DNA chia ba - forked dsDNA (B), mach déi DNA duéi 37- 37
tail dsDNA (C) va mach déi DNA dudi 5’ 5 tail dsDNA (D). Phdn img duoc thiec hién trong 10 phit, két qua dwoc
phén tich trén gel polyacrylamide khong bién tinh 15% (PAGE). Déu sao cho thdy vi tri danh déu déng vi 5-32P
trén mach DNA. Con (-) la d6i chitng dm dwoc thye hién trong phan img khong cé protein; Con (+) la déi chimg
duwong duwge thie hién bang cdch dot nong phan iing & 95 °C trong diéu kién phan g twong tur.

Hoat tinh trao d6i mach ctia CshA tir S. aureus khong phu thudc vao nang lugng ATP, khac biét véi
hoat tinh tach mach helicase 1& can phai cung cdp ning lugng cho phan mg xay ra. Mic du CshA-ACTE
¢6 kha nang lién két v6i co chat mach d6i DNA nhung két qua kiém tra sau khi dién di cho thiy CshA-
ACTE khong thé hién hoat tinh trao d6i mach sau thoi gian phan tng 1a 10 phat trén cac co chét khac
nhau, diéu nay cho thiy phan C-terminus c6 vai trd quan trong trong xuc tic phan tng trao d6i mach cua
CshA.

Trong thi nghiém khao sat kha ning trao d6i mach dé hinh thanh san pham 14 cic mach d6i DNA
nhu trong so d6 thé hién trong hinh 4A, sy trao d6i mach sau phan tng s& hinh thanh san pham 1a cac
DNA mach doi dudi 3’ tir co chat ban dau 1a DNA mach doi chia ba. Phan tmg dwogc kiém tra trong céc
khoang thoi gian khac nhau tir 5 cho dén 60 phut va kiém tra trén gel khong bién tinh polyacrylamide
(hinh 4B).
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Hinh 4: Hoat tinh trao déi mach DNA ciia CshA va CshA-ACTE trén co chdt DNA mach d6i DNA chia ba theo thoi

gian. (4) So' @6 phan tmg ciia hoat tinh chuyén mach DNA trén co chdt mach déi DNA chia ba; (B) San pham phan

ung dwoc phan tich trén gel polyacrylamzde khéng bién tinh 15% (PAGE). Déu sao cho thay vi tri danh déu dong vi

phong xa trén mach DNA. S la co chat phan vmg; H la phan doan mach don dwoc danh dau trong co chdt; P la san
phdm mong doi ciia hoat tinh chuyén mach sau phan irng.

Sau cac khoang thoi gian phan tng (5-60 phut), san pham trao d6i mach dugc quan sat thdy trong
cac thi nghiém c6 sy hién dién ctia CshA. Trong cac thi nghiém véi CshA-ACTE hoac khong ¢6 enzyme,
san pham phan tmg khong c6 sy thay d6i so v6i co chat ban dau. San pham 1a cac mach don khong dugc
quan sat thay sau phan mg, cho thay khong c6 sy hinh thanh loai san pham nay va chimg minh dugc dac
tinh trao d6i mach xay ra dong thoi, khong c6 su hién dién cua hoat tinh thao xoan. Mac du thoi gian phan
tmg duoc gia ting nhung két qua khong co su khac biét, diéu nay khing dinh CshA mat hoat tinh trao ddi
mach khi khong c6 sy hién dién cia C-terminus trong trinh ty acid amin. Hoat tinh trao ddi mach cua
protein DEAD-box c6 vai trd quan trong trong viéc hinh thanh lién két ndi Holliday trong su sira chira cac
sai hong trén DNA trong qua trinh sao chép [33]. Trong nghién ctru cua Michael D.Huber va cong su,
domain RQC va HRDC trong C-terminus cua protein DEAD-box RecQ c6 chua vi tri chuyén biét cho
hinh thanh lién két Holliday, do d6 su loai bo C-terminus trong trinh tu cia CshA c6 thé da dan dén viéc
danh mét hoat tinh trao d6i mach cia DEAD-box CshA nay [32].

3.4. CshA khong thé hién hoat tinh bit cip DNA khi loai b phian C-terminus

Ngoai hoat tinh trao d6i mach, Csh A con duge xéac dinh c6 hoat tinh bét cap DNA, hinh thanh san
phém 1a cac DNA mach d6i tir cac mach don c6 trinh tu bd sung. bé xac dinh vai tro cua phﬁn C-
terminal, hoat tinh bét cap cia CshA-ACTE duoc kiém tra trong diéu kién chira co chét 1a cac mach don
phan doan 1 va phan doan 3 ¢6 trinh ty bo sung. Thi nghiém dugc thyc hién trong cac khoang thoi gian
khac nhau va phan tach san pham trén gel khong bién tinh polyacrylamide (hinh 5). Sau thoi gian phan
ung, san pham mach d6i DNA duoc quan sat thay trong cac phan tmg c6 sy hién dién ctia CshA véi du
trinh ty, sy ving mit enzyme hay thiéu phan C-terminus khong quan sat thdy san phim mach d6i DNA
hay san pham hinh thanh khong dang ké sau thoi gian phan ing. Sy mat hodc giam hoat tinh bat cip khi
khong c6 C-terminus c6 thé dugc giai thich do 4i luc lién két cia CshA-ACTE trén co chit 1a cac DNA
mach don yéu nhu di quan sat thay trong cac thi nghiém vé kha ning két ndi (hinh 2A), sy kho khin
trong viéc hinh thanh cac lién két véi co chét s& han ché viéc thuc ddy phan g bt cip xay ra. Do do,
CshA da khong thé hién kha ning bit cip DNA khi mét doan C-terminus trong trinh tu. Ngoai ra, trong
nghién ctru vé hoat tinh bét cip ciia Mss116p, nhom tac gia Georg Mohr da quan sat thdy sy giam dang ké
hoat tinh bét cdp ctia Mss116p khi loai bo phan C-terminus v6i hang sé téc do phan tmg 1a 16 x 10° M”
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'min™ cho’Mssll6 va 8,4 x 1’09 M 'min" cho Mss116p loai bé C-terminus, két qua cho thy phin C-
terminus toi da hoa hoat tinh bat cdp cua Mss116p [28].

A

Hinh 5: Hoat tinh bdt cdp cac mach don DNA tao san phzfm mach doéi DNA cua CshA va CshA-ACTE theo thoi
gian. (4) So d6 phan ting ciia hoat tinh bét cdp DNA dé hinh thanh sin phdm mach d6i DNA dudi 5'; (B) San phdm
phan umg sau thoi gian u khac nhau dwoc phan tich trén gel polyacrylamide khong bién tinh 15% (PAGE). Dau sao

cho thcfy vi tri ddnh ddu d&ng vi phong xa trén mach DNA. P la san phcfm mong doi cua hoat tinh bat cap DNA.

Chuong trinh NCBI Protein Blast (tap trung vao viéc so sanh cac vi tri bao ton) dwoc sir dung dé so
sanh trinh ty acid amin ctia CshA tir S. aureus voi trinh ty acid amin cua cac DEAD-box protein khac.
Két qua cho théy trinh ty acid amin cta CshA tir S. aureus twong ddng cao véi trinh tu acid amin cua
CshA tir Geobacillus stearothermophilus (56,03%). Pong thoi, chung t6i ciing xac dinh sy twong dong
cua trinh tu acid amin mét C-terminus ciia CshA tir S. aureus v&i cac trinh tu acid amin khac trén ngan
hang dit liéu cua NCBI, két qua cho thdy trinh tu acid amin nay twong dong cao voi Mss116 — mot
DEAD-box protein khac tir Saccharomyces cerevisiae (33,66%). Két qua phan tich trén cong cu ESPript
cho thdy cac doan acid amin bao ton trén CshA cia S. aureus va G. stearothermophilus c6 do tring 1ap
cao (hinh 6A), két qua tuong tu khi phén tich sy tuong ddng cua trinh ty mat C-terminal ctua CshA tir S.
aureus va Mss116 tir S. cerevisiae (hinh 6B). [27]
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CshA_G_5: CshA tir G. stearothermophilus CshA_S_A: CshAtlr 5. aureus
Mss116_S_C: DEAD-hox protein tir 5. cerevisiae CshA_S_A1: CshA-ACTE tir 5. aureus

Hinh 6: Murc dj tuong déng vé trinh tw acid amin ciia CshA tir G. stearothermophilus va S. aureus (A) va mirc do
tuwong dong vé trinh tw acid amin cia Mss116 tir S. cerevisiae va CshA mat C-terminus tir S. aureus (B).

B CshA tir G, stearothermophilus
. CshAtir 5. aureus

B CshA-ACTE tir S. aureus
Mss116 tir 5. cerevisiae

Hinh 7: (4) Su twong dong vé cau tric gita CshA tir G. stearothermophilus va CshA tir S. aureus. (B) Sy twong
dong ve cau tric gitta CshA tir G. stearothermophilus va CshA mat doan C-terminus tir S. aureus. (C) Sw twong
dong vé cdu tric giita CshA tir G. stearothermophilus va Mss116 tir S. cerevisiae. (D) Su twong dong vé cdu tric
gitta CshA tir G. stearothermophilus, CshA mat doan C-terminus tir S. aureus va Mss116 tir S. cerevisiae. (E) Ciu
triic khong gian cua Mss116 tir S. cerevisiae voi sy hién dién cua co chdt trong trung tam hoat dong. [13, 34]

Céu trac khong gian 3 chidu cua phén tir CshA va phan tir CshA mét doan C-terminus tu S. aureus
duoc xdy dung theo chwong trinh dy doan chu tric Swiss-model [22-26]. Céu truc khong gian dy doan
ctia phan tr CshA va phan tir CshA mét doan C-terminus tir S. aureus c6 do twong dong cao v6i clu tric
khong gian cta CshA tir G. stearothermophilus (PDB ID: 5ivl) (hinh 7A, 7B). So sanh cdu triic khong
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gian cua Mss116 tir S. cerevisiae (PDB ID: 4tyw) (hinh 7E) v6i cac chu tric khong gian néu trén, c6 thé
thay cho thdy trung tim hoat dong ctia CshA hinh thanh & phan con lai ctia CshA (hinh 7C, 7D) . Can ctr
trén cau tric khong gian gia dinh ctia CshA, sy loai bo C-terminus c6 thé sé& (rc ché sy hinh thanh ciu tric
dimer cén thiét cho cac hoat dong xuc tac phan tng trén co chit acid nucleic (hinh 7D) din dén viéc ving
mit ciia cac hoat tinh trao d6i mach va bét cap DNA. Nhu vay, mac du C-terminus khong chira cac motif
can thiét cho viéc hinh thanh lién két véi co chat acid nucleic nhung c6 vai trd quan trong trong viéc gia
tang i lyc lién két, hinh thanh cac dimer va thic day cac phan tng sinh hoc cia CshA [13, 34].

4. KET LUAN

Protein DEAD-box CshA thudc ho RNA helicase co6 vai tro quan trong trong nhiéu hoat dong cua su
biéu hién gen nhu phién mi, dich mi, ghép ndi RNA, sira chita DNA, hoat dong ciia cac chaperon [1].
Vai tro ctia cac domain trong trinh ty acid amin cua protein DEAD-box cé vai trd quan trong trong cac
chtic ning clia ching, viéc nghién ciru chirc ning cia cac domain s& gop phan hiéu rd hon hoat dong ciia
protein trong té bao. Hoat tinh trao d6i mach DNA ciing nhu hoat tinh bat cip DNA ciia CshA da duoc
xac dinh trong nghién ctru trude [19]. Bé xac dinh chutc ning cua C-terminus trong trinh ty CshA, protein
tai to hop CshA va CshA loai bo C-terminus da dugc tao dong va biéu hién, két qua tinh sach protein dat
hon 96%. Cac hoat tinh vé sy hinh thanh lién két véi co chdt DNA da dugc kiém tra va cho thay su giam
ai luc lién két khi khong c6 C-terminus trong trinh tu. Ngoai ra, hoat tinh trao d6i mach DNA va hoat tinh
bét cip DNA cta CshA dd khong dugc quan sat thdy trong cac thi nghiém khi thiéu C-terminus. Dua trén
cac két qua thu duoc, C-terminus dong vai tro quan trong trong viéc hinh thanh lién két chit ch& véi cac
co chit DNA va tham gia vao hoat tinh trao d6i mach DNA cling nhu hoat tinh bét cdp DNA cuta CshA.
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