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1. TÓM TẮT NỘI DUNG LUẬN ÁN:

Luận án nghiên cứu động học cuộn gấp và tụ hợp của protein nhằm làm sáng tỏ cơ chế cuộn, mối liên hệ giữa cuộn sai và sự suy giảm chức năng, khả năng tụ hợp của protein dựa trên một số giả thuyết và quan sát thực nghiệm gần đây. Các nội dung nghiên cứu cụ thể bao gồm: 
Tác động của ngoại lực và rối lasso lên lộ trình, thời gian cuộn và khả năng cuộn gấp chính xác của protein: Các mô phỏng động lực học phân tử đã được thực hiện để quan sát và so sánh quá trình tái cuộn từ trạng thái duỗi của miền bám vào thụ thể (RBD) của vi-rút SARS-CoV-1 và SARS-CoV-2. Kết quả cho thấy sự hình thành các trạng thái trung gian chứa đoạn rối lasso không tự nhiên trong quá trình cuộn, có xu hướng bị mắc kẹt động học và cản trở protein cuộn gấp chính xác. Tác động của ngoại lực lên hành vi cuộn của hai protein là không đồng nhất. Trong khi SARS-CoV-2-RBD cuộn chậm lại do lực hãm ở hai đầu protein, tốc độ cuộn của SARS-CoV-1-RBD không thay đổi đáng kể do ngoại lực có thể đã giúp hạn chế xu hướng cuộn sai. Quan sát này ủng hộ giả thiết về việc các chaperone hỗ trợ protein cuộn gấp hiệu quả hơn bằng cách làm chậm quá trình cuộn, giúp protein tránh cuộn sai và bị kết tụ.
Ảnh hưởng của động học dịch mã lên khả năng dimer hóa của protein: Quá trình tổng hợp protein trong ribosome của tế bào được mô phỏng với các tốc độ dịch mã khác nhau để khảo sát ảnh hưởng của động học dịch mã lên quá trình cuộn và dimer hóa của hai protein trong tế bào vi khuẩn E. coli là oligoribonuclease và ribonuclease T. Các cấu trúc gần giống trạng thái tự nhiên nhưng chứa các đoạn rối lasso đặc trưng, bị cuộn sai xuất hiện phổ biến trong quá trình cuộn sau dịch mã của oligoribonuclease. Tỷ lệ xuất hiện của các rối lasso phụ thuộc vào tốc độ dịch mã: giảm khi protein được dịch mã nhanh hoặc chậm hơn so với tốc độ tự nhiên. Các đoạn rối hiện diện ở vùng bề mặt liên kết có tương quan với tương tác yếu hơn giữa các monomer, dẫn đến việc hình thành các cấu trúc dimer kém bền. Ảnh hưởng của tốc độ dịch mã lên khả năng dimer hóa của oligoribonuclease đồng thuận với dữ liệu thực nghiệm được quan sát trên protein FRQ của loài nấm N. crassa. Trong thí nghiệm này, khi các codon hiếm được thay bằng các codon đồng nghĩa dịch mã nhanh hơn, năng lượng liên kết của FRQ với protein WC-2 đã bị giảm 60%. Hệ quả là phức dimer này bị mất chức năng đồng hồ sinh học. Đối với ribonuclease T, do có tốc độ cuộn nhanh và ít xuất hiện cấu trúc rối nên quá trình dimer hóa không bị ảnh hưởng bởi sự thay đổi tốc độ dịch mã.
Sự phân rã nhiệt của sợi Amyloid Beta (Aβ): Protein cuộn sai có xu hướng tích tụ thành các mảng sợi không tan, làm suy thoái tế bào. Để tìm hiểu độ bền và khả năng phân rã sợi liên quan đến việc điều trị các bệnh về thoái hóa thần kinh, chúng tôi đã tiến hành các mô phỏng động lực học phân tử và Monte Carlo để khảo sát quá trình phân rã nhiệt của các cụm sợi Aβ. Lý thuyết hiện tượng luận đã được đề xuất để giải thích các kết quả thu được từ mô phỏng. Cụ thể, động học phân rã monomer từ cụm sợi mẹ có thể được mô tả bởi hàm logistic hoặc hàm mũ đơn khi nồng độ sợi ở dưới một ngưỡng nhất định, phù hợp với các quan sát thực nghiệm về cơ chế phân rã sợi. Trong khi đó, số lượng liên kết sợi giảm theo quy luật hàm mũ đôi. Tốc độ suy giảm chậm hơn của số lượng monomer trong cụm sợi mẹ so với sự suy giảm của số lượng liên kết sợi cũng phản ánh sự phù hợp về mặt định tính của mô hình. 

2. NHỮNG KẾT QUẢ MỚI CỦA LUẬN ÁN:

Ngoại lực hãm ở hai đầu protein có thể giúp giảm thiểu việc protein cuộn sai. Quan sát này đồng thuận với cơ chế các chaperone giúp cho protein cuộn hiệu quả hơn bằng cách làm chậm quá trình cuộn.
Quá trình dimer hóa phụ thuộc vào tốc độ dịch mã protein. Đã có thực nghiệm trước đây cho thấy điều này có thể xảy ra. Các nghiên cứu mô phỏng trong luận án đã góp phần củng cố giả thuyết này, theo đó các quá trình sau dịch mã diễn ra trong tế bào có thể cũng chịu tác động bởi động học hình thành protein chứ không đơn giản là chỉ phụ thuộc vào trình tự chuỗi axit amin.
Sự phân rã monomer ra khỏi sợi Aβ tuân theo cơ chế logistic. Nghiên cứu của luận án đã chỉ ra rằng sự suy giảm số monomer kết tụ theo hàm mũ đơn thu được trong thực nghiệm phù hợp với hàm logistic dưới một ngưỡng nồng độ sợi nhất định.
3. CÁC ỨNG DỤNG/ KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG TRONG THỰC TIỄN HAY NHỮNG VẤN ĐỀ CÒN BỎ NGỎ CẦN TIẾP TỤC NGHIÊN CỨU 
Để làm rõ hơn tác động của ngoại lực lên cấu trúc rối lasso, chúng tôi dự định sẽ nghiên cứu thêm các trường hợp với nhiều giá trị lực khác nhau. Chúng tôi nhận định rằng, khi ngoại lực tăng thì mức độ rối giảm nhưng giả thiết này cần được chứng minh.

Mô phỏng động lực học phân tử kết hợp với mô hình thô được sử dụng trong luận án có thể áp dụng rộng rãi cho các nghiên cứu về tương tác protein-protein, protein-ligand. Tuy nhiên, vì cấu trúc bị thu gọn, các kết luận dựa trên mô phỏng với mô hình thô sẽ có ý nghĩa khoa học hơn nếu có thể kết hợp với quan sát thực nghiệm để tiến hành kiểm chứng. Mô hình cũng mở ra nhiều hướng nghiên cứu tiềm năng liên quan đến động học dịch mã protein trong ribosome như: quá trình cuộn đồng dịch mã, tương tác giữa protein với ribosome và các phân tử chaperone, cơ chế các peptide kháng khuẩn ức chế quá trình dịch mã của vi khuẩn.
Mô hình lưới dùng để khảo sát quá trình phân rã sợi cũng cho thấy tiềm năng ứng dụng trong việc tìm hiểu các thuộc tính của hình thái sợi cũng như có thể được phát triển cho lớp kép lipid và nghiên cứu tác động của nó lên quá trình kết tụ protein. Hơn nữa, mô hình này còn có thể được áp dụng cho nghiên cứu các ứng dụng trong lĩnh vực công nghệ sinh học.
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1. SUMMARY:

This thesis investigates the kinetics of protein folding and assembly to reveal folding mechanisms, the relationship between protein misfolding and functional degradation, as well as the ability of protein assemble based on recent hyphotheses and experiments. The research focuses on the following contents:  
Effect of external force and non-covalent lasso entanglements on the folding pathway, folding time and the ability of protein to fold correctly. Molecular dynamics simulations has carried out to examine and compare the refolding processes of the receptor binding domains (RBD) of SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2 spike proteins starting from their unfolded states. Results showed the existence of intermediates containing non-native lasso entanglements which tends to become kinetically trapped and prevent proteins from folding correctly. The effect of external force on folding behaviour of two proteins is not uniform. While a quenched force applied at the termini clearly slows down the folding process of SARS-CoV-2-RBD, folding rate of SARS-CoV-1-RBD is likely unchanged because the force restricts the tendency to misfold. This supported one of mechanisms by which chaperones facilitate folding by slowing down the folding process to avoid protein misfolding and aggregation.    

Influence of translation kinetics on protein dimerization: Simulating protein synthesis on ribosome at different translation speeds to study the influence of translation-elongation kinetics on the folding and dimerization of two E. Coli proteins: oligoribonuclease và ribonuclease T. For oligoribonuclease, misfoded conformations with specific lasso entanglements but very similar to the native state are common during post-translational folding process. The probability of these states occurring depends on the translation speed. Namely, this probability decreases when the protein is translated at speeds faster or slower than the wildtype translation speed. Entanglements involving interface residues reduce the interaction energy between monomers, leading to the formation of less stable dimers. The influence of translation speed on dimerization of oligoribonuclease is consistent with experimental observations on the FRQ circadian clock protein in N. crassa: replacing rare codons with common synonymous codons which tend to be translated faster, reduced FRQ’s binding affinity to the WC-2 protein by 60%, effectively abolishing N. crassa’s circadian rhythm. Ribonuclease T folds quickly and is less prone to entanglement, the speed of translation has no discernible influence on its ability to dimerize. 
Heat-induced degradation of Amyloid Beta (Aβ) fibrils: misfolded proteins prone to aggregate into insoluble amyloid plaques, leading to cellular degeneration. To study the stability and dissociation ability of amyloid fibrils in relation to treatments for neurodegenerative diseases, we examined the heat-induced degradation of Aβ fibrils. We developed a phenomenological theory to explain the results obtained from our molecular dynamics and Monte Carlo simulations. It is shown that the decrease in the number of chains bound within the fibril is described by a logistic function or a single-exponential function if the fraction of bound chains becomes less than a certain threshold. This finding is in agreement with experimental data obtained using the tryptophan fluorescence technique. The decrease in the number of bound chains is slower than the decrease of fibril content which reflects the qualitative suitability of the simulation model.   
2. NOVELTY OF THESIS:

Applying external force at the two ends of protein minimizes misfolding. This supported one of mechanisms by which chaperones facilitate folding by slowing down the folding process to avoid misfolding and aggregation. 

Protein dimerization is shown to be dependent on translation speed, a phenomenon supported by previous experimental observation. The simulation study in this thesis supports this hypothesis, suggesting that post-translational processes of protein in cell are influenced not only by protein’s amino acid sequence but also by the kinetics of its formation during synthesized.   

Thermal degradation of Aβ fibrils obeys the logistic behavior. The research revealed that the decrease in the number of bound chains can be described by a single exponental function observed by experiment is consistent with the logistic behavior if the fraction of bound chains becomes less than a certain threshold.  

3. APPLICATIONS/ APPLICABILITY/ PERSPECTIVE 
To further clarify the effect of external force on lasso formation, we plan to examine additional cases with varying force values. We hyphothesize that the level of entanglement reduces as the applied force increases. However, experimental and simulation studies are required to test this hyphothesis.       

Combining molecular dynamics simulations with the coarse-grained model used in this thesis can be applied to study protein-protein and protein-ligand interactions. Nevertheless, due to the limitations of using simple model, conclusions will be more reliable when validated by related experiments. The model also suggests potential applications in research areas based on protein translation kinetics on the ribosome such as co-translational folding, interactions between protein and ribosome or chaperone molecules, and how antimicrobial peptides inhibit bacterial translation.

The lattice model used to study degradation of monomers from fibrils showed potential applications for revealing properties of fibril morphology. It can also be developed to model lipid bilayers to study their effects on protein aggregation. Moreover, this model could find applications in biotechnology research.
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