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1. TÓM TẮT NỘI DUNG LUẬN ÁN:


G-quadruplex (G4) là cấu trúc xoắn bốn sợi của DNA hoặc RNA được hình thành ở những vùng trình tự giàu guanine, đóng vai trò quan trọng trong điều hòa hoạt động của tế bào như sao chép, phiên mã, dịch mã và duy trì telomere. Do đó, G4 là phân tử có tiềm năng cho nghiên cứu và ứng dụng kiểm soát hoạt động của tế bào, đặc biệt trong định hướng phát triển các phân tử thuốc nhắm mục tiêu G4 dùng điều trị bệnh ở người bao gồm cả ung thư. Đến nay đã có khoảng 1000 phân tử được chứng minh có ái lực với G4, trong đó helicase RHAU là protein có ái lực cao và gắn đặc hiệu với G4 song song nhờ vào vùng domain nhận biết RSM dài 13 aa. Tuy nhiên, protein RHAU có kích thước phân tử lớn nên nghiên cứu này sử dụng peptide RHAU dài 140 aa (được gọi là RHAU140) có chứa RSM làm domain nhận diện G4 song song với các định hướng: (i) phát triển mẫu dò RHAU140-CFP để phát hiện G4 song song dựa trên đo cường độ huỳnh quang của chỉ thị CFP, (ii) nghiên cứu sự ức chế biểu hiện CFP bởi tương tác giữa RHAU140 với G4 song song trong tế bào E. coli thông qua đo kết quả cường độ huỳnh quang CFP, (iii) khảo sát khả năng nhận diện G4 và cắt DNA tại vị trí đặc hiệu của enzyme nuclease RHAU140-Fok1. Ưu điểm của peptide RHAU140 có độ nhạy cao với đối tượng mục tiêu nhưng kích thước phân tử lớn dẫn đến khó thao tác và ứng dụng nên trong luận án này đã sử dụng kĩ thuật ribosome display để sàng lọc các peptide có kích thước phân tử nhỏ hơn nhiều lần so với RHAU140 nhưng vẫn có ái lực tương đương. Kết quả sau khi sàng lọc thu nhận được 4 peptide RHAU30 có ái lực gắn với G4 song song T95-2T cao. Peptide L10P2 (được đặt tên là RHAU30) có ái lực cao nhất được dùng để đánh giá ái lực gắn với G4 song song. Thứ nhất, so sánh khả năng nhận diện T95-2T của RHAU30-CFP với RHAU140-CFP. Thứ hai, đánh giá khả năng DNA G4 song song cảm ứng sự dimer của hai protein RHAU30-CFP và RHAU30-YFP bằng FRET. Thứ ba, đánh giá khả năng RNA G4 song song (TERRA) cảm ứng sự dimer hóa và hoạt hóa RHAU30-CASP9 thông qua hoạt tính phân cắt cơ chất CASP3 cho ứng dụng cảm ứng tế bào đi vào chu trình chết. 
2. NHỮNG KẾT QUẢ MỚI CỦA LUẬN ÁN:

· Tạo ra được 10 plasmid tái tổ hợp mới 

· Tạo ra đầu dò RHAU140-CFP nhận diện được cấu trúc G4 song song T95-2T thông qua đo cường độ phát huỳnh quang CFP. 
· Tạo ra enzyme cắt RHAU140-Fok1 và khảo sát các đặc tính cắt DNA.

· Chứng minh được có sự ức chế biểu hiện protein CFP trong tế bào E. coli bởi tương tác giữa G4 song song với RHAU140.

· Tạo được 4 thư viện DNA để sàng lọc bằng ribosome display.

· Thu được 4 peptide RHAUp có ái lực cao với G4 song song T95-2T sau khi sàng lọc ribosome display. Chứng minh peptide RHAU30 có ái lực gắn G4 cao nhất và tương đương với RHAU140. 
· RHAU30 cảm ứng sự dimer và hoạt hóa RHAU30-CASP9 thông qua tương tác đặc hiệu giữa G4 và 2 phân tử RHAU30.  
3. CÁC ỨNG DỤNG/ KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG TRONG THỰC TIỄN HAY NHỮNG VẤN ĐỀ CÒN BỎ NGỎ CẦN TIẾP TỤC NGHIÊN CỨU 
Có thể sử dụng đầu dò RHAU140-CFP hoặc RHAU30-CFP để nhận diện cấu trúc G4 song song trong tế bào.

Có thể ứng dụng tương tác giữa RHAU140 với G4 song song để điều hòa hoạt động của tế bào.

Nghiên cứu và tối ưu điều kiện ứng dụng cho peptide RHAU30 thu được từ kết quả sàng lọc ribosome display trong in vitro và in vivo.
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1. SUMMARY

G-quadruplex (G4) is a four-stranded helical structure of DNA or RNA formed in guanine-rich sequence regions, which plays a significant role in regulating cellular activities such as replication, transcription, translation and telomere maintenance. Therefore, G4 is a potential molecule for research and application in controlling cell activity, especially developing drug molecules targeting G4 to treat human diseases including cancer. Up to now, there have been about 1,000 molecules proven to have affinity for G4, of which RHAU helicase is a protein with high affinity and specific binding to parallel G4 because of the 13 aa long RSM recognition domain. However, the RHAU protein has a large molecular size, so this study used a 140 aa long RHAU peptide (called RHAU140) containing RSM as the parallel G4 recognition domain with the following directions: (i) Developing RHAU140-CFP probe to detect parallel G4 based on measuring the fluorescence intensity of the CFP indicator, (ii) Researching the inhibition of CFP expression by the interaction between RHAU140 and parallel G4 in E. coli cells through measuring CFP fluorescence intensity results, (iii) Investigating the ability of the nuclease enzyme RHAU140-Fok1 to recognize G4 and cut DNA at a specific position. The advantage of RHAU140 peptide is highly sensitive to the target object but the large molecular size makes it difficult to manipulate and apply, so in this thesis, the ribosome display technique was used to screen peptides whose molecular sizes are much smaller than RHAU140 but still has the same affinity. The results after screening were 4 RHAU30 peptides with high affinity for T95-2T parallel G4. The L10P2 peptide (named RHAU30) with the highest affinity was used to evaluate the parallel G4 binding affinity. Firstly, comparing the T95-2T recognition ability of RHAU30-CFP with RHAU140-CFP. Secondly, evaluating the ability of parallel G4 DNA to induce the dimerization between RHAU30-CFP and RHAU30-YFP by FRET. Thirdly, evaluating the ability of parallel G4 RNA (TERRA) to induce dimerization and activation of RHAU30-CASP9 through CASP3 substrate cleavage activity for the application in inducing apoptosis. 
2. NOVELTY OF THESIS:

· Creating 10 new recombinant plasmids.

· Creating the RHAU140-CFP probe that recognizes the T95-2T parallel G4 structure by measuring CFP fluorescence intensity.

· Creating the cutting enzyme of RHAU140-Fok1 and investigating its DNA-cutting properties.

· Proving that there is an inhibition of CFP protein expression in E. coli cells by the interaction between parallel G4 and RHAU140.

· Creating 4 DNA libraries for screening by ribosome display.

· Creating 4 RHAUp peptides with high affinity for T95-2T parallel G4 after ribosome display screening. Proving that RHAU30 peptide has the highest G4 binding affinity as equivalent as RHAU140.

· RHAU30 induces dimerization and activate RHAU30-CASP9 through specific interaction between G4 and 2RHAU30.

3. APPLICATIONS/ APPLICABILITY/ PERSPECTINE 

· The RHAU140-CFP or RHAU30-CFP probe can be used to identify parallel G4 structures in cells.

· The interaction between RHAU140 and parallel G4 can be used to regulate cell activity.

· Researching and optimizing the application conditions for RHAU30 peptide obtained from in vitro and in vivo ribosome display screening results.
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