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Linh vue ky thuat dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc thube va nganh cong nghiép duoc phém, va déc biét
dé cap dén viéc thiét ké va thu cac peptit tong hop biéu hién hoat tinh khang virut
chéng virut Dengue (Dengue virus - DENV). Céu triic bic mot ciia cic peptit niy
duogc thiét ké dé tao thuén loi cho viée tao ra ciu tric kep toc beta c6 hiéu qua va dé
bt chuéc manh chirc nang cua mién III cta protein vo (DIIIE) cia DENV. Sang ché
con d& cap dén dugc phdm chira cac peptit tong hop nay, dugc ding dé phong va/hodc
diéu tri bénh nhiém DENV.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

DENYV Ila thanh vién thudc ho Flaviviridae, bao g(‘Sm cac virut ¢6 vo ma hé gen
cia ching chra phan t axit ribonucleic (ARN) sg¢i don cé nghia duong. C6 ba chi
khac nhau trong ho Flaviviridae: Flavivirus, Hepacivirus va Pestivirus. Flavivirus bao
gbm trén 70 virut da biét, trong s& d6 nhiéu virut gdy ra cac bénh quan trong vé mit
ldm sang, nhu virut gdy bénh sot vang da (Yellow Fever Virus - YFV) va virut
Dengue (DENV). Cac virut thuéc chi Flavivirus ma gy bénh ¢ ngudi thuong duoc
mang bdi dong vat chan débt (bét va mudi), va do d6, viéc tiéu diét cac bénh nay 1a
nhiém vu cuc ky kho (Monath, T. P., F. X. Heinz. 1996. Flaviviruses, p. 961-1034. In:
B. N. Fields, D. M. Knipe, P. M. Howley (ed.), Fields virology, 3rd ed., vol. 1.
Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia, Pa.).

Bénh nhiém DENV d3 dat toi ty 1€ dich 16n & cdc vung nhiét déi trén thé gioi,
va sy tai xudt hién gin ddy ciia chung tao ra thach thirc ngay cang kho khin dbi véi hé
thdng y té cong cong cua cic qudc gia bji anh hudéng. Khoang 100 triéu trudng hop
nhiém DENV dugc udc tinh x4y ra hang nam, va 2,5 ty ngudi sdng trong cac khu vuc
ma DENV 1a dich dia phuong (Gubler, D.J. (1998). Clin. Microbiol. Rev. 11, 480-
496; Monath, T.P. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci USA 91, 2395-2400). Trong giai doan
1990-1998, trung binh 514.139 ca va 15.000 ca tir vong do sdt xuat huyét DENV
(DENV hemorrhagic fever - DHF) gdy ra duoc thong bio mdi nam cho Té chirc Y té
thé gigi (World Health Organization - WHO), mic du ty 16 mic DHF thuc té duoc
ude tinh 1a cao hon gip vai l4n. Khong c6 vacxin chéng DENV ¢6 ban trén thi truomg,

va khéng c6 bién phap dic hiéu chéng virut nay.
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Thuét nglt DENV thuc ra dugc dung dé chi phtrc hop bao g6m bdn virut hoic
kiéu huyét thanh c6 lién quan vé mit khang nguyén va di truyén, duoc goi tén 1a
DENV1 dén DENV4. DENV duoc truyén sang ngudi thong qua su dét ciia mot b it
loai mudi, cht yéu 13 Aedes aegypti. Cac biéu hién 1am sang ctia bénh nhidm tring thu
dugc co thé thay dbi tir bénh khong triéu ching hodc tinh trang s6t nhe dén DHF nang
hon va hoi chimg séc Dengue (Dengue shock syndrome - DSS) ¢6 thé nguy hiém dén
tinh mang. Cac biéu hién 14m sang nghiém trong nhét c6 lién quan dén cac bénh
nhiém tring thi phat ma & do virut thudc kiéu huyét thanh khac véi kiéu huyét thanh
ctia bénh nhiém trung nguyén phat (Kouri GP et al. (1987) Trans Roy Soc Trop Med
Hyg; 72: 821-823; Halstead, S.B (2003). Adv. Virus Res. 60:421-67). Quan séat nay da
duoc giai thich théng qua gia thuyét vé su ting cuong phu thudc khang thé, gia thuyét
nay cho ring kha ning gy nhiém ciia virut thuc té c¢6 thé duoc ting cudng théng qua
viéc tao ra phuc hc_rp virut-khang thé khéng trung hoa, ma sé tao ra cho virut giy
nhiém mét céng xAm nhdp bd sung dén té bao dich thong qua céc thu thé Fe (Halstead
SB. (1988). Science; 239: 476-481).

Budc thir nhit ctia chu trinh sao chép ciia virut 13 gin két cac virion vao bé mat
ctia té bao chu cua chung. Pa thdy ring virion DENV gin vio glycosaminoglycan bé
mit té bao, va ddy dugc coi 1a phan tir Jam trung gian su twong tac ban dau cua virut
gdy nhiém véi t& bao dich. M6t phan trt DENV khéc ciing thiy gén két vao 1a DC-
SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin
- phan tir bam dinh gian bao-3-bat gitr khong phai integrin dic hiéu té bao dubi gai),
lectin typ C dic hiéu té bao dudi gai. Tuy nhién, cho ring c4 hai phan tir dong vai trd
thu dong, tich luy virut trén bé mit t& bao hodc 1am thuan loi cho su phén tan in vivo
ctia chiing dén céc vi tri nhidm thar phat. Sy xdm nhép c¢6 hiéu qua cua virut cin sy
nhép bao qua trung gian thy thé thong qua cac tuong tac lién tiép véi cac thu thé hodc
ddng thu thé co 4i luc cao bd sung, dan dén su ndi hoéa virion gay nhiém. Ngay khi
virion nay di dén gian ndi bao, hdu qua giam d6 pH kich hoat qua trinh dung hop vo
virut va mang thé ndi bao, ma cé nguyén nhan tir sy thay dbi cdu tric trong protein
dung hop cua virut. Két qua cudi cing cia viéc dung hop nay 1 su giai phéng vo
capsit clia virut vao trong té bao chét, tiép theo 12 su giai phong ARN hé gen cua
chung. Sau d6, ARN tran cia virut trong té bao chit twong tic théng qua ving khong
dugc dich ma 5’ cda né (5'UTR) véi ribosom, va mdt khung doc m& (open reading
frame - ORF) ma né chtra dugc dich m3 vao trong polyprotein tién chét cta virut. O

chi Flavivirus, tién chét polyprotein ndy chira ba protein cdu triic (vo capsit (C) mang
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(prM) va vo (E)) va nam protein khong cdu tric (NS1-5) ma thu dugc bang cach bién
dbi dong dich mi va sau dich m3 béi cac proteaza cia virut va té bao chil. Polymeraza
ARN phu thudc ARN virut tao ra badn sao ARN s¢i don débi nghia, ma sau do nd cé
chtc ning nhu cac khudn mau dé tdng hop ARN hé gen soi don ¢6 nghia duong. Pa
thdy rang cac protein clia virut tham gia trong qué trinh sao chép ARN ciia né vé mit
vét 1y ¢o lién quan dén chu trac mang, cé thé lién quan dén mang ludi nodi chit
(endoplasmic reticulum - ER).

Sau khi sao chép, ARN hé gen ctia DENV két hop véi protein vo capsit va,
théng qua mang cia ER nhdm hoic trong cAu triic mang tao ra bai virut, vé capsit thu
duge nay chdi vao trong khoang ER, da dugc bao bang vo mang lipit chira protein cia
virut. Sau d6, cac virion chua truéng thanh nay di vao qua trinh tiét, va cubi cing
duoc giai phong vao khoang tréng ngoai bao dudi dang virion truéng thanh.

Nhu da néu trén, hé gen DENV Ia phan tt ARN c6 nghia duong soi don dai
khoang 11 kb (Henchal,E.A. & Putnak,J.R. (1990). Clin. Microbiol. Rev. 3, 376-396)
chtta ORF ma chiéu dai chinh x4c cta n6 thay doi gitta cac kiéu huyét thanh virut
khéc nhau va thdm chi gifta cac ching c6 cung kiéu huyét thanh (Yabar V,C. (2003).
Rev. Perti. Med. Exp. Salud Publica 20, 51-57). Mot phan tu gan dau 5° ciia ORF nay
mi hoa cac protein ciu tric, va phin con lai md héa cc polypeptit khong ciu tric
(Lindenbach,B.D. & Rice,C.M. (1999). J. Virol. 73, 4611-4621).

Protein E ctia DENV va moi flavivirus khac déng vai trd co ban trong viée gan
két cua virion truéng thanh voi thu thé té bo, dung hop mang trong khi virut xAm
nhap va lap rap virion. Vi vy, n6 anh huéng dén mot sé dic diém co ban cia virut,
nhu pham vi vét chia, doc luc va su gdy mién dich bdo vé (Modis,Y., et al. (2005). J.
Virol. 79, 1223-1231).

Protein E c¢6 khéi lugng phén tir nim trong khoang tir 53 dén 54 kDa. N6 dugc
b4o toan nhét trong sb tit ca cac polypeptit cdu tric cia DENV, biéu hién mutc dd
trong dong gitra cac kiéu huyét thanh 13 60-70%. D3 thé hién théng qua nghién ciru
tinh thé hoc tia X (Modis,Y., (2003). Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 100, 6986-6991)
cling nhu nghién ctru soi kinh hién vi dién tir nghiém lanh (Kuhn,R.J., et al. (2002).
Cell 108, 717-725) rang trong DENV, nhu trong céc flavivirus khéc, protein E tao ra
cac dime trén bé mat cta céc virion truéng thanh.

Viéc céc virion DENV tiép xtc v6i méi truong d6 pH axit yéu (tiéc la thip hon
6,5) gy ra su thay ddi cdu hinh khong thuin nghich trong protein E 1am phan ly cac

dime nay va din dén tai lién két cac monome thu dugc thanh trime. Sy thay ddi cdu
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hinh nay 13 can thiét & dung hop mang virut va mang ndi bao dién ra sau khi noi héa
cac virion DENV bang cach nhap bao qua trung gian thu thé trong cac té bao cua dong
vat c6 vu (Modis, Y., et al. (2004). Nature 427, 313-319).

Trong s& khoang 500 gdc axit amin ciia mdi monome ciia protein E, 80% tao ra
phan mién ngoai t& bio ddu tdn cing N ctia né va phin con lai tao ra mién xuyeén
mang gilt protein E v&i vé lipit (Chambers, T.J., et al. (1990). Annu. Rev. Microbiol.
44, 649-688). Mién xuyén mang nay duoc lién két v6i mién ngoai t& bao thong qua
than dai khoang 53 gbc (Modis, Y., et al. (2004). Nature 427, 313-319). Mién ngoai té
bao E gip cudn thanh ba mién ciu tric riéng r& mién tim beta trung tdm (mién I),
mién nhi tring héa kéo dai (mién IT) va mién thir ba gip cudn gidng globulin mién
dich, mién III (DIIIE) (Modis,Y., et al. (2003). Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 100,
6986-6991).

DIIIE 13 mién protein E duy nhét duoc tao ra béi doan lién tuc, khong bi ngit
quing ctia chudi polypeptit ctia né. DIIIE dugc tim thiy ¢ dau tan cing C ciia mién
ngodi t& bio cua protein E, gitta cac gbc 294 va 392. Chu triic cia nd rat gibng ciu
trac ctia mién hinh ciu ciia ving 6n dinh cia globulin mién dich (Modis,Y., et al.
(2005). J. Virol. 79, 1223-1231). C4u tric bac ba ciia DIIE bao gém lién két
disulphua gitra hai gbc Cys & cac vi tri 302 va 333 duoc bao toan mét cich nghiém
ngit & tat ca cac flavivirus.

DIIE nbi v6i mién I thong qua cdu ndi kéo dai, linh hoat gdbm 10 gbc
(Modis, Y., et al. (2004). Nature 427, 313-319) cho phép DIIIE tuén theo cac dinh
huéng khac nhau so véi cac mién con lai (Rey,F.A., et al. (1995). Nature 375, 291-
298). Trong qua trinh chuyén tiép dime-sang-trime, DIIIE 14 mién biéu hién sy thay
dbi cAu tric manh mé& nhat, khi n6 quay xdp xi 70° va tdm khéi lwong cua né di
chuyén 36 A vé phia mién II. Trong DENV va c4c flavivirus khac, mot phin 16n céc
géc quyét dinh ddc luc, kha nang hudng té bao va pham vi vat chu cta virut nam trén
DIIIE (Rey,F.A., et al. (1995). Nature 375, 291-298). Tuong tu, nhiéu dot bién tranh
su trung hoa dugc thiét 1ap trén mién nay (Modis, Y., et al. (2005). J. Virol. 79, 1223-
1231).

C6 nhiéu bang chimg, thu dwoc tir ca phan tich cAu tric cia protein E va virion
DENV va tir cong viéc thir nghiém, hd tro quan diém ring DIIIE 13 phin ving cia
protein E tuong tic vé6i thu thé t& bao DENV gia dinh. Mot sb dic diém cu tric cia
mién ndy phi hop véi vai tro 13 thuc t& DIIIE 12 mién nhé ra nhidu nhit trén bé mat

virion, va do do, viéc tuong tic v&i cac vi tri thu thé dé ti€p can nhat
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(Mukhopadhyay,S., et al. (2005). Nat. Rev. Microbiol. 3, 13-22). Ngoai ra, chinh thuc
té 1a n6 tudn theo gip cudn gidng globulin mién dich goi y ring né c6 thé gin véi thu
thé té bao DENV gia dinh, nhu cac mién tuong tu di biét tir 1au da duoc phét hién
trong nhiéu protein bAm dinh té bao. Mot dic tinh cdu tric khic nita ciia mién nay phu
hop véi su lién quan co thé trong viéc gén két thu thé 13 su c6 mat cia cidc manh bé
mit wa nuéc tich dién duong, duoc tao ra béi cac gc 284-310 va 386-411, ma c6 thé
tham gia trong viéc gin két mién ndy véi cac phan tir heparin sulfat tich dién 4m
(Modis, Y., et al. (2005). J. Virol. 79, 1223-1231).

Cac nghién cuu véi DIIE, thu duoc thong qua cong nghé axit
deoxyribonucleic (ADN) tai t hop, cho thiy ring chung gan két truc tiép véi bé mat
~ té bao cia cac dong C6/36 va BHK21, tai d6 ching c6 thé phong bé sy nhidm virut
(Hung,J.J., et al. (2004). J. Virol. 78, 378-388).

Céc nghién ciru trude ddy di chimg minh ring DIIIE thé hién su gan két dic
hiéu véi céc té bao chu véi hing sé phan ly biéu kién (Kp) 12 30 pM hoic nhé hon,
tuy thude vao loai flavivirus ma tir d6 DIIE duoc 14y (Halstead,S.B., et al. (2005).
Vaccine 23, 849-856). Mit khac, di biét ring cac khang thé don dong (monoclonal
antibody - mAb) phong bé hiéu qua nhat gin két cia DENV véi té bao dich ciia n6 1a
cac khang thé ma epitop ciia ching ndm trén DIIIE, dua ra bang ching gian tiép vé su
lién quan ctia mién ndy trong viéc twong tac protein E v6i thu thé té bao virut
(Thullier,P., et al. (2001). J. Gen. Virol. 82, 1885-1892.).

Su xam nhdp ctia DENV vao trong t€ bao chu ctia né phu thudc vao tuong tac
trude do cia nod véi phan tr thu thé dic hiéu trén bé mit t& bao. Tuy nhién, theo bang
chtng thu thap duoc trong nghién clru vé twong tc DENV-t bao chi, thu thé chinh
x4c ma di quen v6i su xdm nhép cta virut ¢6 thé thay ddi, tuy thudc vao loai té bio va
tham chi 13 kiéu huyét thanh ciia virut. Di liéu c6 sin goi y rang su xdm nhdp cua
DENV lién quan dén sy twong tac v6i phirc hop nhiéu phan tir, trong d6 mot s§ phan
ttr thuc hién vai trd 13 thu thé chinh, gin két va tap trung virion trén bé& mit té bao cho
tuong tac sau voi thu thé ndi bao gia dinh.

Viéc phong bé sy xAm nhép cia virut vao trong té bao 12 chién luoc hip dén dé
phat trién bién phap khang virut, do n6 s& huéng dich giai doan dau tién ciia vong doi
ctia virut va s&, néu thanh cong, phong bé tit ca cac qua trinh tiép theo khac cia su
nhiém virut. Phan tich bing tinh thé hoc tia X va phd céng hudéng tir hat nhan da dua
ra thong tin ciu tric & mic d6 nguyén tir trén ba protein cAu trac ca chi Flavivirus

(protein C, protein prM va protein E). Cac nghién ctru nay da goi y phuong phép thay
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thé dé trc ché chu ky sao chép cta virut gidng nhu viée tre ché sy chuyén tiép ciu tric
cua protein vo. Tuong tu, mot sb nghién ctru cAu tric di dua ra dit liéu lién quan dén
cac ving dic hiéu cia protein v6 tham gia vao tuong tac v6i phan tir thu thé va khang
thé trung hoa, ma cdu thanh cac vi tri gin két tiém ning lam dich dé thiét ké hop ly
cac thudc khang virut chéng DENV.

Trudc day di dé xuit rang protein mang clia ngudi duoc goi tén 13 protein lién
quan dén thy thé lipoprotein ty trong thip (Low Density Lipoprotein Receptor-Related
Protein - LRP1) 14 thu thé ndi bao thuc té duge st dung trong qué trinh xam nhdp cua
DENV (Huerta V. et al, WO 2007/124698). Do @6, LRP1 sé& cu thanh dich hip din
dé thiét ké cac thudc khang virut, do phén tir nay diéu phbi mot cach c6 hiéu qua su
nhap bao cua trén 30 phéi tr tu nhién, va trudc day da dugce thé hién 1a tac dong nhu
thu thé d6i véi loai virut khong lién quan, nhém phu ctia Rhinovirus ctia ngudi. LRP1
d3 duoc thé hién 13 gin két vai DIIIE ca truc tiép va thong qua cic phén tr ciu ndi ma
tuong tac dong thoi véi LRP1 va virut. Mot vi du vé trudng hop gin két thong qua
phan tir ciu néi 13 alfa-2-macroglobulin (02M) ctia ngudi, ma gin két vai DIIIE va ca
v6i phéi tir LRP1.

Truéc day da biét ring cac peptit cé ciu tric kep toc beta trén co s& cu triic
ctia DIIIE c6 thé duge st dung dé we ché sy nhiém DENV ci in vitro va in vivo
(Huerta V. et al, WO 2007/124698). Céac peptit nay, ma trinh tu chinh x4c ctia ching
phu thudc vao kiéu huyét thanh cta virut ma tir d6 chiing duoc tao ra, bao gdm phin
kep téc beta FG cta DIIIE, va duoc cii thong qua ciu ndi disulphua gitra cac gbc
xystein dugc ndi & cac diu tan cung N va C cua manh kep téc duge chon. Trong sb
cac chudi peptit ndy, thanh vién biéu hién hoat tinh khang virut cao nhat 13 peptit
HDIII3CL, mic di ¢6 ngudn goc tir DENV3 DIIIE, nhung thé hién hoat tinh trc ché
chéng tat ca bn kiéu huyét thanh DENV.

Tuy nhién, cac peptit co ciu trac kep toc beta da dugc cai nay c6 cac nhugc
diém quan trong nhu hiéu lyc tuong dbi thip. Vi du, ndng d trc ché 50% (ICs) cuia
HDIII3CL, dugc xac dinh thong qua thir nghiém @c ché nhiém & céac té bao Vero, 12
15 uM dbi v6i DENVI, 20 pM d6i véi DENV2 va DENV3, va 40 uM dbi véi
DENV4. Hi¢u luc tuong dbi kém nay loai trir viéc st dung truc tiép cdc phan tr nay
dé nghién ctru 14m sang, do chi din duoc chat t6t 13 phai c¢6 hidu luc it nhit nim trong
pham vi dudi micromol, va t6t hon 1a trong pham vi nanomol, hodc t5t hon nira.

Mot nhuoc diém khac cta chudi peptit ndy 12 phan lién soi cta vong chira

epitop t€ bao B c6 tinh troi mién dich, c6 tac dung trung hoa (Matsui K, et al. (2009)
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Virology 384(1):16-20). Tai liéu Huerta V. et al, WO 2007/124698, chang han, cho
ring mAb 3HS5 trung hoa gin két véi céc peptit chira vong lién s¢i nay. Do mdt phén
ctia dap tng khang thé khang DIIIE 14 phan tmg chéo giita cac kiéu huyét thanh khéc
nhau, nén tdn tai kha ning rang dap tng khang thé khang DIIIE c6 tinh phan Gng chéo
dang ton tai, gdy ra béi bénh nhidm tring trudc d6, c6 thé gin két véi peptit ndy va
lam giam néng dd hiru hiéu cda né, do do can liéu luong peptit diéu tri thdm chi cao
hon so véi lidu lwong peptit cin thiét ma c6 hiéu luc thip.

Thuc té néu trén cho thiy ring van chua c6 duoc chit khang virut c6 hidu luc
cao chéng DENV, tt hon 1a ¢6 ICs, nim trong pham vi nanomol. Sang ché nhim

ding vao nhu cau chua dugce dép ing nay.

Ban chit ki thuit ciia sang ché

Sang ché giai quyét vin d& néu trén bing cach dé xudt cac peptit cé ciu tric
kep toéc beta méi trc ché DENV thu dugc béng cach t6i wu héa hiéu luc cia cac peptit
d3 biét tir trude. Cac peptit ¢6 ciu triic kep toc beta theo sang ché dugc dic trung boi
c6 mdt trong sd cac trinh tur axit amin dugc néu trong SEQ ID No. 1 dén SEQ ID No.
9, hodc trinh tu twong tu véi céc trinh ty nay. '

MBS ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1. Thé hién thiét ké cua cac peptit c6 cdu tric kep téc beta dé wrc ché virut
Dengue (DENV) A) Céc thoéng s6 uu tién dbi véi mdi trong sb 20 axit amin tu nhién,
duge tinh d6i véi mdi vi tri cta kep toc ¢ 8 gbe véi vong ngoit beta trung tim typ IP.
Tri s cta théng sd uu tién cang cao thi mau xam cang t61. Néu khong c6 trudng hop
13 axit amin cy th& xudt hién & vi tri cu thé trén kep toc bét ky trong sb cac kep toc
beta cta co so dir liéu WHATIF, thi axit amin nay dugc 4n dinh tri sb quan sat1a 0,5 &
vi tri d6, va sau d6, théng sd uu tién tuong ing dugce tinh. B) Cac thong s6 uu tién dbi
v6i mdi trong s6 20 axit amin tu nhién, dugc tinh dbi véi mdi vi tri cua kep téc co 8
gbc voi vong ngoit beta trung tim typ IIP. Viéc tao mau so dd va viéc tinh toan cac
thong sb wu tién 1a gibng nhu trong muc (A). C-D) Su biéu dién kiéu biéu tuong cua
‘céc trinh tu lién Gng thu dugc tur viéc bit cip cac kep téc beta v6i vong ngoit beta
trung tdm typ IP (C) hoac IIP (D). C& chit céi ty 1€ thudn véi ty 1€ cua tan suit quan
sat dugc clia axit amin d6 & vi tri d6 va tin suét ky vong dua trén thanh phén axit amin
ctia co s& dir lidu. E) Su bt cdp trinh tu ciia doan DIIIE tuong g véi kep téc FG
trong mdi mét trong sé bénkiéu huyét thanh DENV va peptit PHB4. MP: c4c vi tri d&
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bién ddi (a-e) duoc x4c dinh theo sang ché, * vi tri tuong Gng v6i vi tri cla gbc
Lys385, ma c6 lién quan v& mit chirc ning; SS: cAu tric bac hai ‘dugc thiét ké> déi
v6i peptit PHB4; RN: sb lugng gdc trong trinh tr PHB4; SSDEN: ciu tric bac hai
trong DIITE; RNDEN: sb luong gdc trong trinh tur ctia protein E tir DENV?2; strand:
soi beta twong g véi cac soi F va G trong DIIIE.

Fig. 2. Thé hién mé hinh c4u tric ba chiéu cia cc peptit c6 cAu tric kep toc
beta rc ché DENV. A) Peptit c6 cdu tric kep téc beta HDIII3CL. Doan duge thé hién
tuong g v6i kep toc ma khong cé phan kéo dai du tan cing C cation, néu bat mot
s6 gbc lién quan. Tung do ciia cac gbc tuong duong ciia ching trong DIIE duogc dua
ra trong ngodc don. B) Peptit PHB4. Déu méc dinh gii han phan cua soi beta da duoc
kéo dai so v6i HDIIB3CL. C) Su dit chong cAu tric ciia ca hai peptit.

Fig. 3. Thé hién su Grc ché gin két ciia DIIIE dugc biotin hoa tr DENV1
(DIIIE1Jbiot) v6i protein a2M*. Truc tung thé hién ty 1& phén trim Gc ché cia cac
peptit ¢ ciu tric kep téc beta theo sang ché & ndéng dd peptit nim trong khoang 0,05-
3 uM. Hoat tinh @c ché cia peptit HDIII3CL va DIIIELJ t4i t6 hop ciing dugc thé
hién.

Fig. 4. Thé hién duong cong ddp tng lidu @i voi su we ché gan két ctia DITIE
DENV1 dugc biotin hoa (DIIIE1Jbiot) v&i a2M*. Db thi thé hién ty 1& phan tram Gc
ché tuong g véi cac peptit PHBS, peptit HDIII3CL va DIIIE1] tii t6 hop c6 vong
ngoat beta. |

Fig. 5. Thé hién su @c ché gin két ctia DIIIE DENVI dugc biotin héa
(DIIIE1Jbiot) v6i protein 02M* bing cac peptit c6 ciu truc kep toc beta duoc chi
dinh, va mdi quan hé véi hoat tinh khang virut. Truc tung thé hién ty 1& ph'?m tram c
ché gén két so véi ty 16 tre ché gin két duoc xac dinh dbi véi DIIELT. Dit lidu da thé
hién nay tuvong g v6i khoang ndng do peptit dudi micromol (50-200 nM).

Fig. 6. La so d6 cta plasmit pET-DIII DENV1.

Fig. 7. Thé hién viéc 14p ban dd cua cac gbc DIIIE thiét yéu ddi véi tuong téc
ctiia no6 véi protein 02M. Truc tung thé hién ty 18 gitta tri s6 1C50 dbi v6i mdi dot bién
thay thé alanin (twong ing véi mdi gdc trén truc hoanh) va tri s6 IC50 dbi véi DIIIE
tai t& hop (DIIE1PRS). Hinh c6 dang elip dugc t6 dam danh du cac gdc cta vi tri
tuong tac chinh. Hinh c6 dang elip dugc t6 nhat xac dinh vi tri twong tac phu.

Fig. 8. Thé hién su dinh vi trong cAu tric ba chiéu ctia DIIIE vé céc vi tri duoc
gin trong tuwong tac cia né véi protein o2M*. Hai hinh vé cAu tric cia DENV1 DIII

duoc thé hién, bao gdom su bi€u dién dang que chi ti€t va su bi€u dieén cau truc bic hai
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trong d6 cac hinh mii tén va cic hinh tru 1in lugt 13 cac tAm beta va cic vong. Cac
gbe lién quan duge danh déu. Ching nhom thanh hai vi trf, duge thé hién béi hinh cé
dang elip dugc té6 mau: vi tri chinh (A) va vi tri phu (B). CAu trac ba chidu dugc dung
bang céach sit dung PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.2r3pre, Schrodinger, LLC.)

Fig. 9. Thé hién dong hoc su két tu dbi v6i peptit PHB4 trong dung dich dém
phosphat (phosphate-buffered saline - PBS). A-B): Thé hién dong hoc su két tu ddi
voi peptit PHB4 ¢ 10 uM, trong PBS. Truc tung tuong tmg véi cudng do cua anh séang
duoc phéan tan, so voi cuong do cia anh sang dugc phén tan tai thoi diém 0 (mémen
trong do peptit dugc hoa tan trong PBS). A: Kiéu két tu trong thoi gian 0 dén 300
phut. B: 30 phiit dAu ciia qua trinh két tu. C-D): Thé hién dong hoc su két tu ctia peptit
PHB4 & 5 uM, trong PBS. C: Két tu som, thoi gian 0-40 phut. D: Két tu mudn, thoi
gian 30-230 phut.

Fig. 10. Thé hién nghién ctru hinh thai hoc cia két tu cta peptit PHB4 bang
kinh hién vi dién t& truyén qua (Transmission Electron Microscopy - TEM) & ndng do

-peptit 2 mg/ml, trong nude va PBS. Céc diéu kién thir nghiém 1a: Peptit dugc nghién
ctru ngay sau khi hoa tan trong nuéc (A) hodc PBS (B); peptit dugc nghién clru sau
khi hoa tan va gia nhiét trong 1 gio & nhiét d6 50°C trong nude (C) hodc PBS (D); va
peptit dugc nghién ctu sau khi hoa tan trong nuéc (E) hodc PBS (F), tiép theo gia
nhiét trong 1 gi¢ ¢ nhiét do 50°C va sali dé, i ¢ nhiét do trong phong trong 2 gio. Céc
thanh trong anh A, B, E va F ¢6 chiéu dai 100 nm, va cac thanh trong anh C-D ¢6
chiéu dai 200 nm.

Fig. 11. Thé hién cac protein dugc dung trong céc thit nghiém dé tuong tac truc
tiép DIIIE v6i thu thé LRP1. A) Su biéu din bang lugc db kién tric mién ciia LRP1.
CM: mang t& bao chit. Cac ving twong tmg v6i cic nhém gén két phdi tir duge chi ra.
B) Su biéu dién bang lugc b protein SLRP1-CIV ghép. Fc: ving 6n dinh cua globulin
mién dich. C) Su biéu dién bing lugc dd protein DIIE1-4 tai td hop. D) Phan tich
bing céch dién di (SDS-PAGE) bién tinh san phim DIIE cudi: 1. DIIEI (cu thé 1a
DIIIE1]), 2. DIIIE2, 3. DIIIE3 va 4. DIIIE4. Vi tri tuong tng vé6i chit danh diu 14
kDa trong thang khéi luong phan tir dugc dung trong thtt nghiém nay dugc chi ra.

Fig. 12. Thé hién sy twong tac ctia DIIIE DENV véi nhém gan két phéi tir ctia
LRPI trong thir nghiém ELISA. Protein dugc dung dé phu cac 16 ctia dia duge chira &

bén trén ctia mdi dd thi. Viéc gin két cua cac protein SLPR1-CII-IV dugc phét hién
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bang cach str dung khang Fc da dong cia IgG ciia ngudi dugc tiép hop véi peroxidaza
cu cai ngua.

Fig. 13. Thé hién su md ta dic diém ctia bé mit gin két SLRP1-CIV ddi véi thir
nghiém Biacore. A) Dd thi cam bién thu dugc tir viée ding 02M* va protein lién két
thu thé (Receptor-Associated Protein - RAP), c4 hai & 100 nM. C4c tin hiéu tir ca hai
kénh dugc thé hién: Fcl, véi SLRP1-CIV dugce gitr ¢d dinh va Fc2, véi HSA tai t6 hop
dugc gitt ¢ dinh. B) Xac dinh ai lyc cia tuong tac gitta RAP véi sLRP1 tir don vi
cong huéng (Resonance Unit - RU) 16n nhit d6i véi dit liéu ndng d6. Puong nét lién
thé hién su khép v6i md hinh c6 hai vi tri tuong tac, dugc thuc hién béng cach s
dung GraphPad Prism v5.03. Céc phép do dugc thuc hién trén don vi Biacore X.

Fig. 14. Thir nghiém Biacore dbi v6i tuong tac clia cic peptit ¢ cau tric kep
toc beta v&i sSLRP1-CIV. A va B) Db thi cam bién thu dugc tir viéc dung céc peptit &
20 uM; C) RU quan sat dugce & 160 gidy, va (D) RU & 270 gidy.

Fig. 15. Mbi quan hé giira viéc gin két v6i protein LRP1 (méanh sLRP1-CIV)
va hoat tinh khang virut in vitro clia cac peptit c6 céu tric kep téc beta. Hbi quy tuyén
tinh dugc st dung dé khép dir lidu v& hiéu luc in vitro[log(IC50,uM)] ddi vé6i hoat
tinh khang virut cia DENV2 trong té bao Vero va dd 16n ciia cac tin hiéu Biacore &
=400 gidy (RU,en) dbi v6i cac peptit cia chudi PHB c6 ciu tric lién két gidng nhu
peptit HDIII3CL (cAu truc lién két nguyén thé). Dai do tin cdy 95% dugc thé hién
bang dudng nét dut. Pd thi 16ng thé hién phan tich twrong tw nhung ngoai trir peptit
PHBA4.

Fig. 16. Thé hién mdi quan hé gifta viéc gan két v6i protein 02M* va hoat tinh
khang virut in vitro clia céc peptit ¢ cdu triic kep toc beta. Hoi quy tuyén tinh dugc sir
dung dé khép dir liéu ddi véi su e ché gin két ctia DIIIE véi protein a2M* va céc tri
s6 IC50 d6i v6i su e ché nhim bénh cta céc té bao Vero bsi DENV2. Ty 1é phan
trdm trc ché cua gin két voi 02M* duogce tinh so v6i ty 16 phan tram tc ché xac dinh
duoc dbi véi DIIIELT tai td hop & cac ndng d6 ding mol véi cac ndng d6 dugc sir
dung ddi vé6i cac peptit ndy. Cac tri sb dugc thé hién tuong tmg véi tri sé trung binh
va do 1éch chuén, dugc xac dinh & cac nf‘)ng do peptit dudi micromol va nanomol (50,
100, 200 va 400 nM).

Fig. 17. Thé hién sy anh huéng ctia nhiét d6 0 dén hoat tinh khang virut ctia
peptit PHB4. Hoat tinh khang virut dugc dénh gia bang cach chuin d9 dich ndi sau
khi nhi®m (post-infection - p.i.) 24 gid tir cac t& bao Vero bi nhiém ching DENV2
16803, bang cach sir dung.thl’r nghiém tao méang trén té bao Vero. IC50 dugc udc tinh
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bang cach st dung GraphPad Prism v5.03. Dudng nét lién thé hién su khép khong
tuyén tinh v6i log;o(ndng dod) so véi dudng cong dép ng.

Fig. 18. La so dd minh hoa thiét k& thir nghiém dugc ding dé dénh gia anh
huéng cua thoi gian két tu dén hoat tinh khéng virut ctia peptit PHB4.

Fig. 19. Thé hién su anh huong cia thoi gian va nhiét do u dén hoat tinh khang
virut cua peptit PHB4. Hoat tinh khang virut dugc danh gia bang cach chuan do dich
ndi sau khi nhiém 24 gi tir cac t& bao Vero bi nhiém ching DENV2 16803, bang
cach st dung thu nghiém tao mang trén té bao Vero. Do chuén cta virut trong dich
dbi chitng khong duoc xir Iy (khong xir Iy bang peptit) 13 4 log;p. A. U & nhiét do
10°C; B. U 6 nhiét d 37°C.

Fig. 20. Thé hién thiét ké thr nghiém dugc ding dé danh gid anh hudng cia
ndng dd peptit PHB4 ban dAu trong qué trinh két tu dén hiéu luc caa hoat tinh khang
virut cta no.

Fig. 21. Thé hién anh huong ctia ndng do peptit ban dAu trong nude dén hoat
tinh khang virut cia né. Hoat tinh khang virut dugc danh gia bang cach chuan do dich
ndi sau khi nhiém 24 gid tr cac té bao Vero bi nhidm ching DENV2 16803, bang
cach str dung thtr nghiém tao mang trén té bao Vero.

Fig. 22. Thé hién tiét ké thé dung hop ciia PHB v&i nhan histidin diu tan clng
C (bén trén) hodc dau tan cing N (bén dudi).

Fig. 23. La so dd thé hién két tu peptit/hat nano dugc g'fln nhan histidin duoc
1am dn dinh bang lién két chéo v6i ion kim loai va chit dém EGTA(Me2).

Fig. 24. Thé hién hoat tinh khang virut clia céc peptit HSPHB4 va PHB4HS,
riéng r&€ hodc & dang phirc hgp véi Zn va EGTA(Zn2).

M0 ta chi tiét sang ché

Muc dich chinh cta sang ché 1 thiét ké cac peptit trc ché nhiém DENV c¢6 hiéu
luc twong dbi cao, it nhét 13 trong pham vi duéi micromol, va t6t hon 1a & pham vi
nanomol hogc tdt hon nita. Hidu luc cao 13 cin thiét dé gidm lidu didu tri cang nhidu
cang tét. Cac peptit tong hop tri liéu hién dang st dung trén 1am sang chéng cac bénh
khéc thudng 13 cac hop chét rit c6 hiéu luc, ma hiéu qua cua ching (ICsq, 50% ndng
dd hiru hiéu (EC50), v.v.) nam & pham vi nanomol/du¢i nanomol va tinh dic hi€u cua
chung rat cao, do d6, c6 ddc tinh rat thap. Peptit hiéu luc thip s& cin phai c6 lidu didu
tri cao, ma diéu nay kéo theo mot s6 nhugce diém quan trong. Mot trong sb ching la

thue té lidu cao 1am ting kha ning duoc chit s& thé hién c4c tic dung phu do tuong tac
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khong dac hi¢u. Mot nhuge didm khac 12 x4c suit x4y ra van dé két tu, trong qué trinh
san xuét va bio ché hodc trong qua trinh phan phdi in vivo ctia né (do, vi dy, tuong tac
khong diic hidu véi cac protein huyét thanh) ting mot cach dang ké. Mot nhugc diém
khac nita 12 thue t& lidu cao 1am ting xAc suét xay ra van d& vé& kha ning sinh mién
dich/kha niang khang nguyén, trong d6 viéc gdy ra dap ung khang thé khang peptit lam
trung hoa hoat tinh tri liéu cta no, dic biét 1a néu viéc diéu tri duge 1ap lai hodc kéo
dai theo thoi gian, do do can phai ¢ lidu cao hon dé bu lai su mét nay.

Nguoc lai, viée st dung céc peptit c6 hiéu luc cao véi liéu hitu hiéu thz‘ip thé
hién mot sb vu diém vé kinh té, xuét phat tir ca chi phi san xuét thip hon va gia thanh
ma bénh nhan phai tra thdp hon. Ky thudt tdng hop peptit thudng dit hon nhiéu so vé6i
viéc téng hop céc duogc chét dua trén cac hop chét c6 khdi lugng phén tr nho, va su
can nhéc vé chi phi cudi cing cé thé gidi han sé lwgng bénh nhan hodc ngudi tiép can
v6i duge chét khang virut Dengue trén co s& peptit, dac biét néu lidu diéu tri 12 16n.

Mot trong s cac yéu tb co ban xac dinh hiéu lyc ctia peptit tri liéu 13 4i luc cia
tuong tac ctia nd vaGi dich cua nd. Tuy nhién, nhiém vu cta viéc thiét ké cac peptit
hoat tinh ma bt chuGe cac manh bé mit chiic ning tham gia trong tuong tac protein-
protein ai luc cao la khong hé tAm thuong. Véin @ co ban & day 1a cac manh bé mit
chirc ndng trong cac protein hinh ciu thuong lién quan dén dd thi cdu trac lién Kkét
(topographic) (tizc la lién quan dén nhiéu hon mdt doan lién tuc ctia chudi polypeptit)
va cu hinh (zfc la cin su sip xép khong gian duogc quy dinh 1 cua céc gbc tham gia
dé tuong tac dién ra). Nguoc lai, cic peptit ¢6 ngudn gbe tir cac doan protein ngn,
thuong dai 10-20 gdc, 13 linh hoat trong cach giai quyét va thuong khong tuan theo
mdt cdu hinh di quy dinh 8 duy nhéit. Vi du, cic peptit c6 ciu tric kep toc beta, mic
du ¢6 ngudn gbe tir métip ciu tric da quy dinh rd trong protein gip cudn, 1a khong 6n
dinh v& mit cAu tric trong cach giai quyét, thay vao do tdn tai dudi dang quan thé céc
cAu hinh khé4c nhau & trang thai can bang.

Tinh trang cAu hinh cta peptit dang giai quyét duge du dinh bét chude cdu hinh
cu thé thudng duge phén tich duéi dang can bang giita hai trang thai: trang thai gap
cudn (ma céu trac ba chiéu ctia n6 khép véi c4u tric protein nguyén thé ma né duge
gia dinh bat chudc) va trang thai khong gip cudn hoic bién tinh (quén thé gdm tét ca
c4c cAu hinh khong nguyén thé duoc tuan theo bdi peptit dang giai quyét nay). Trong
trudmg hop peptit c6 ciu tric kep téc beta bét chudce tuong tac gitta kep téc beta trong
protein nguyén thé va dich protein riéng ré, kep toc ndy cang 6n dinh, ciu triic clia nd

s& cang giong cdu truc cia doan twong Ung trong protein nguyén the, va ai lyc cia
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tuong tac thu dugc cang cao hon do mae do thiét hai entropy cu hinh nhé hon khi tao
ra phitc hop peptit-thu thé.

Noi cach khac: gia sir ring peptit dang giai quyét trong dung dich tuin theo ciu
tric 16n x0n, va gia sir ring qua trinh gin két v6i dich ctia n6 tién hanh théng qua co
ché chon loc cAu hinh, thi sy bién dbi nang luong tu do cla qué trinh ga"m két co thé
duoc tinh theo téng mirc do bién d6i ning lwong tu do lién quan dén viéc gip cudn
peptit thanh c4u hinh thich hop va su bién dbi nang hwong tu do lién quan dén viéc gin
Kkét peptit d3 dugc gip cudn vao vi tri tiép gidp ctia n6 trén thu thé. Trong trudng hop
do, luong ning lwong tu do duge giai phong béi qua trinh gan két, hodic n6i cach khac,
d6 8n dinh tuong tac, c6 thé duoc 1am ting 1én bing cach thay ddi trinh tu cla peptit,
thay thé mot sb gbc cua trinh ty ban ddu bang cac gdc khic ma a) ting cuong do 6n
dinh cdu hinh cta peptit dang giai quyét (dic biét 1a c6 loi khi cac gbc dugc chon
khéng tuong tac truc tiép véi bé mit tiép xic & vi tri thu thé) hoic b) téi uu héa twong
tac lién phan tir giita peptit va thu thé clia né, lam ting mtrc giam ning luong tu do ma
dién ra & buéc tiép giap.

PhAin tich trinh tu cia peptit HDIII3CL (SEQ ID No. 10, Bang 1) phat hién thy
mdt s6 dic diém ma c6 thé ¢ wu diém dé cai thién do 6n dinh cta gép cudn kep téc
beta ciia nd. Cac dic diém nay 13: a) sy c6 mit cia cac gbc asparagin —nhu Asn3 va
Asnl6 trén soi beta F va G. Asparagin 13 khuén tim beta nghéo, c6 khuynh huéng tAm
beta ndi tai rat thip va xu huéng xuét hién trong cic vong va chu tric khung duoc dic
trung boi goc xodn duong (Swindells MB, et al. (1995). Nat Struct Biol.; 2(7):596-
603); b) su c6 mit ciia vong khé 16n —sau gdc tir soi ndy sang soi khac, 16n hon nhiéu
(hon bbn gbe) so vai kich thude tbi wu 1a hai (Branden C. & Tooze J. Introduction to
protein structure. New York: Carland Publishing, 1991). Vén @& ¢ day 1a viéc cai xen
cac gbc méi vao trong vong protein c6 hao phi entropi lién quan dén su déng vong,
ma tang 1én theo kich thudc vong; va c) sy ¢ mat cua hai gbc glyxin -Gly7 va Gly9—
trong vong lién soi. Glyxin 1a gdc chiu s hao hut entropi c4u hinh 16n nhét trong qua
trinh gép cudn, do n6 khong 1é thudc vio su gi6i han goc xo#n khung lién quan dén
cac axit amin tu nhién khac.

Co s& cia cac thay ddi trinh t dugc thé hién trong sang ché nay, ma 1am ting
d6 6n dinh ciu hinh cta peptit c6 céu tric kep toc beta theo sing ché, 12 thay thé cac
gbc dang c6 & cac vi tri dé bién doi bang cac gdc ¢6 khuynh huéng cAu tric cao hon
dé tao ra céc cAu trac kiéu kep toc beta. Khuynh huéng cAu tric cia axit amin cu thé

dé chiém vi tri dac hiéu trén kep téc beta c6 thé duge udce tinh tir tan suat xuat hién
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clia axit amin ndy & vi tri d6 trong s céc céu tric kep téc beta duge xac dinh theo thir
nghiém tir co s& dit ligu cAu trac protein. V& mit toan hoc, n6 dugc tinh dudi dang
logarit cia thuong sb gifta cac tin suat xuit hién quan sat dugc va ky vong ctia né, tan
suét xuét hién ky vong thu duoc tir dir liéu twong ddi ctia gde lién quan trong co s& dit
liéu.

Céc vi tri dugc x4c dinh 13 d& bién dbi theo sang ché nay la:

a) Cac vi tri trén s¢i beta thir nhét cua peptit c6 cAu trac kep toc beta ma tuong
g voi cac gbe clia mit bén trong cla soi F trong cu tric ctia DIIIE, tic 14 cac gbe
khong duoc tiép xtc voi dung méi trong cdu triic nguyén thé. Cac gdc nay chiém gitr
cac vi tri (vi trf HB) ma tai d6 lién két hydro giita nguyén tir cho va nhan trong khung
cuia soi beta thtr nhét va ther hai (twong tmg v6i soi G trong cu tric cta DIIIE) cua
peptit duoc thiét 1ap;

b) Céc vi tri tuong ting v6i vong lién soi;

c) Céc vi tri HB trén s¢i beta thir hai cta peptit (twong Ung v6i soi G cla
DIIIE), ngoai trir gbc Trp391 cia DIIIE (tung d6 DENV2), s& duy tri khong ddi. O
phén con lai cta cac vi tri “c” nay, cac gbc co dic tinh ky nuée 13 duge phép va duoc
uu tién.

d) Céc vi tri khong phai HB (NHB) ctia s¢i F gan nhét véi vong;

e) Cac bién dbi co thé dbi véi vi tri HB thtr nhét cta soi thi hai ctia peptit nay
(twong tng véi soi G trong DIIE) bao gém, ngoai cac gdc c6 khuynh huéng cAu tric
cao, su thay thé ctia n6 bang gbc Lys ma s& bat chudc vai tro cia lysin (Lys385, tung
d6 DENV2) ttc 13 bao toan vé& mit dd thi ciu tric lién két trong DIIIE cta tt ca bbn
kidu huyét thanh va c6 thé c6 kha niang duoc gai vio trong qué trinh gin két véi phirc
hop LRP1/a2M* (¢2M hoat héa).

Céc gbe d& bién dbi theo sang ché duoc xac dinh & diém a) 1 khong tiép can
v6i dung mdi trong cAu tric cia DIIIE, va do d6, khong phai 14 phan bé mit tiép xic
chung giita mién nay v thy thé ciia né hodc cac thu thé c¢6 lién quan bét ky khac trong
vong doi cia virut nay. Do d6, chiing c¢6 thé dugc thay thé bang cac gbc lam ting do
4n dinh gip cudn ctia peptit.

Cac gbe cua vong lién soi dugc xac dinh & diém (b) duge coi 1a d& bién ddi do
trinh tu cia ving nay thay d6i gifta cac kiéu huyét thanh cia DENV, chiing t6 rang su
béo toan nghiém ngit cia cac gbc nay 13 khong can thiét dé duy tri twong tic cia
DIIIE véi thu thé DENV gia dinh. Dong suy luan nay dugc hd trg béi thuc té 13 peptit
HDIII3CL tc ché su nhidm tit ca bén kiéu huyét thanh cia DENV, va néi chung,
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phong bé thu thé a2M*/LPR1 c6 tac dung khang virut khéng phu thudc kiéu huyét
thanh. Bién thé vong lién soi duge uu tién boi sang ché nay bao gdm hai gc trung
tAm cta vong ngoat beta tai d6 cac vi tri 1 va 4 cla vong ngodt nay s€ tuong mg véi
gbe ndi thir nhat cua soi beta lién k&, nhur vy bién thé s& 1am tang d6 6n dinh cu hinh
ctia peptit. N6i chung, cac kep téc beta tu nhién c6 xu huéng c6 cac vong nbi ngan
(Branden C. & Tooze J. New York: Carland Publishing, 1991), va sy giam kich thuéc
vong ddng thoi 1am giam entropi c4u hinh ciia trang thai bién tinh, ma ting clng véi
kich thudc cta chudi polypeptit.

Mot trong sb hai gbc trung tdm cia vong hai gbc nay (kich thuéce wu tién dbi
v6i vong lién soi theo sang ché) c6 thé ddm nhiém vai trd chirc ning bing cach bét
chude Lys385 cua DIIE tod DENV3. Trong mot sd peptit theo séng ché, vai tro chirc
nang nay dugce thuc hién baoi gbc lysin & vi tri 2 ciia vong ndy trong truong hop vong
ngoit beta typ ITP (do d6, gbc Lys nay sé chiém giit vi tri trung tAm ctia vong ngoit)
ma ciu trac lién két cua né gidng vé6i chu tric lién két cta kep toc FG cua DIIIE.
Trong mot peptit khéc theo sang ché, vai trd chtrc ning nay dugc thoa min béi gbc D-
Lys (chét ddng phan 1ap thé D cta L-lysin) duge dit & vi tri 1 cia vong (vi tri 2 trong
vong ngoat beta typ IIP), mdc du trong truong hop nay, chu truc lién két clia peptit
duoc dao nguoc so véi cdu tric lién két ctia kep téc beta FG trong DIIIE.

Céc gbe d& bién dbi duoc xac dinh & diém (c) dugc dinh huéng theo cling mit
cia cdc gbe cia kep toc nhu & diém a), ma chang 1ién k&, va ching két hop tao ra céc
lién két hydro tham gia trong cac nguyén tir khung. Céc gbc tuong tng trong chu tric
ctia DIIIE duoc tiép xic mdt phan véi dung mdi, khi sgi G tao ra ria cia tam beta. Vi
tri trén peptit c6 cdu tric kep téc beta twong tng v6i vi tri ciia Trp391 (tung dd
DENV?2) trén DIIIE duge x4c dinh 13 khong dé bién dbi trong sang ché, do gbc nay
duoc bao toan nghiém ngit qua tit ca cac kiéu huyét thanh DENV va rit ¢6 kha ning
la c6 chirc nang. Thyuc vay, vi du 2 (Bang 2) thé hién rang gbc nay 1a cin thiét ddi véi
hoat tinh khang virut cta peptit HDIII3CL (va cd hoat tinh khéng virut cia peptit
HDIII3CL2, xem Bang 1), va bi mit hoat tinh khi thay thé n6 bang gbc alanin. Su
thay thé lysin con dugc phép & vi tri thit nhét ciia soi th hai (gbc d& bién dbi dugc dé
cap & diém ¢)), nhu vay su thay thé nay s€ tao ra su bat chude ciu tric/chic nang cua
gbc Lys385 ciia DIIIE ciia DENV3. Lys385 1a gbc cation tham gia trong su twong tac
ctia DIIE v6i a2M*, mot trong sb cc protein thanh phin ciia phirc hop thu thé noi
bao a2M*/LRP1 gia dinh.
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Mic du céc vi tri d& bién ddi duge dé cap & diém d) twong Gng véi céc gbc trén
bé& mit tiép xtc dung méi ciia DIIIE, c4c vi tri ndy vin dugc xac dinh 12 d€ bién ddi do
ching khong bao toan nghiém ngdt qua cac kiéu huyét thanh DENV (Fig. 1E).

Ngay khi '[é,p‘ hop cac vi tri d& bién dbi trén peptit HDIII3CL dugc x4c dinh,
trinh tu ctia né duge t6i wu héa bing cach lwa chon, ddi véi mdi vi tri d& bién dbi, goc
¢6 chi s6 khuynh huéng cu tric cao nhit. Théng sé ndy, nhu néu trén, bt ngudn tir
tin suét xuét hién quan sat dugc cia mdi gbc trong manh gdm 8 gdc tuan theo cAu tric
kep toc beta c6 vong gbm 2 gbc trung tAm (tic 13 cac gbc 4 va 5 clia manh ndy sé
tuong ng véi cac goc trung tAm ciia vong ngoit beta), duge 14y tir co s& dit liéu cia
c4c cAu trac protein dugc xac dinh bang thir nghiém. Co s dit liéu dung trong trurbhg
hop nay 12 tap hop céc chu tric protein ba chiéu day dt c6 do phan giai cao hon 2,5 A
(WHAT IF database; Vriend, G. (1990), J.Mol.Graph. 8, 52-6). Chi s6 khuynh huéng
chu triic duge xac dinh dudi dang logarit ciia thuong s gitta s6 1an xuét hién cua axit
amin cu thé & vi tri cu thé trén kep téc va 6 14n xuét hién ky vong dua trén luong
twong dbi ctia gbc nay trong co sé dir lidu, va dugc tinh mot cach riéng r& d6i véi cac
kep toc beta chira vong ngodt beta typ IP va IIP. Su lua chon cudi cting cAn md hinh
xay dung cta cu triic ba chiéu ctia cac peptit c6 chu tric kep toc beta duoc dé xuit,
c6 tinh dén chit ddng phan hinh hoc chudi bén phd bién nhét va su tiép xdc lién soi.

Sang ché con boc 16 viée dua cac axit amin khong cé trong tu nhién vao céc vi
tri cua kep toc beta ma tuong hop vé& mit cAu tric vai ciu tric hoa hoc va héa hoc lap
thé cua ching. D6 1a trudng hop céc chét ddng phan 1ap thé D clia cAc axit amin tu
nhién, dugc dua vao céc vi tri tuan theo goc X04n khung duong. D-Pro, chéng han, l1a
c6 trién vong 1am gdc thir hai ciia vong ngoit beta typ IIP (twong duong véi gbc thu
nhit ctia vong lién soi gdm 2 gbe theo sang ché). Mot vi du khac 12 D-Lys, ciing dugc
dua vao vi tri trong Gmg véi gbe thir hai cuia vong ngoit beta typ IIP, nhung trong cc
peptit c¢6 céu tric lién két dao nguoc. Trong céc truong hop ndy, L-Lys khong dugc
wru tién vé& mit cdu triic dbi voi vi tri nay (chi sé khuynh huéng cdu tric ctia n6 khong
cao, phan 4nh thuc té 1a Lys khong t6t trong viée tuan theo goc xodn nim & goc phan
tu ddy bén phai cta do thi Ramachandran), ma khong may khi xem xét thuc té rang
gbc Lys & vi tri nay s& ¢ kha ning bt chudc Lys285 ctia DIIE tir DENV3. Viéc dua
gbc D-Lys thay thé giai quyét van dé héc bua nay, do nd ¢ thé tuan theo dé dang gbc
xo#n can thiét d6i véi vi tri 2 clia vong ngoit beta typ IIP.

Viéc dinh nghia céac géc d& bién ddi, nhu dugc md ta trong cac doan trén, twong

tmg véi cac vong ngoit kep toc beta ma cau trac lién két cua chung 13 gidng (cau tric
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lién két nguyén thé) véi ciu tric lién két cua kep toc beta FG trong cu tric cia DIIIE.
Tuy nhién, sang ché con boc 16 cac peptit co ciu truc lién két dao nguge. Trong cac
peptit nay, soi beta thir nhit va tht hai cta trinh ty nay lin lugt twong tGng, vé mit
chirc ning va cu tric, véi cac sgi G va F ctia DIIIE, va céc gbc nay chiém giir cac vi
tri NHB tuong tng v6i cac vi tri HB trong peptit c6 cAu trac lién két nguyén thé (va
nguoc lai).

Céc peptit thiét k& dugc & day duy tri cAu tric lién két nguyén thé cua kep téc
beta FG cua DIIIE bao g6m cﬁu disulphua & vi tri NHB, ma lam tdng do 4n dinh ciu
hinh ctia cAu tric kep toc beta. Cac vi tri bi chiém giit boi cac gbe Cys nay 13: a) gbc
thir nhit cua soi F va b) gbe cudi cta soi G (Fig. 1E).

Mot sb peptit theo sang ché cé soi beta dai hon so v6i sgi beta cua peptit
HDII3CL. C4c soi dai hon ndy 1am ting do on dinh cdu hinh cta peptit nay, do ching
dua hai lién két hydro bd sung vao (mét gbc HB trén mdi soi).

Ngoai viéc 1am én dinh cdu hinh ctia ching, 4i luc cia twong tac cla cc peptit
theo sang ché vé6i dich cua chiing (va do d6, hoat tinh khang virut cia ching) cling ¢6
thé duoc tang 1én bang cach t6i wu hoa truc tiép twong tac nay. Didu nay co thé dugc
thuc hién bing cach bién dbi cac gbc bé mit chung ma sy déng gép clia chiing vao
ndng lugng hoc cia tuwong tac ndy la khong dang ké hodc am thuc su.

No6i chung, di phat hién ra ring ning lugng hoc cla gin két protein-protein
dugc chi phéi bai cdc twong téc cia tap hop cac gbe kha nho. Vi vay, héu hét cac gbe
bé mit chung dong vai trd twrong d6i han ché trong qua trinh gin két, néu c6. Mic du
khong c6 dit liéu cAu tric vé su twong téc giita cac peptit theo sang ché nay va dich
ctia chiing, hoic vé su twong tac gitta DIIIE va thu thé gia dinh ctia n6, c6 thé gia dinh,
nhu 14 udc chimg tht nhét, ring moi gdc tiép xtic véi dung mdi ctia kep téc FG cla
DIIIE dugc gai va/hodac dong vai trd chirc nang trén bé mit chung peptit-thy thé.

Céc vi du 2 (Bang 2) va 6 cua sang ché thé hién rang viéc thay thé Lys14
(twong tmg vGi Lys388 trong DENV3 DIIIE) hodc Trpl7 (twong ung véi Trp391‘
trong DIIIE) cda peptit HDIII3CL2 bang gbc alanin 1am mét trong mdi truong hop
hoat tinh khang virut cua peptit nay trong cac té bao Vero va 4nh huéng dén gin két
ciia no voi thu thé LRP1. Vi vay, ca hai géc 12 cén thiét d6i voi hoat tinh sinh hoc cta
HDII3CL2 va rat ¢6 kha nang duoc bd tri trén bé mit chung, tao ra sy déng gop thiét
yéu vao su tuong tac. Do d6, khong mot gbc nio trong sb cac gbe nay dugce thay thé
trong sang ché. Su thay thé kép cac goc Cysl va Cys18 bang alanin ciing 1am mét hoat

tinh khang virut va su gin két v6i LRP1 ctia HDIIICL2, nhung tic dong trong trudng
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hop nay dugce cho 1a do su mat do én dinh cAu hinh trong cach giai quyét cua kep toc
beta gay ra chit khong phai su mét trong tac lién phan it c6 1¢i.

Sang ché con boc 16 ring viéc kéo dai bé mit chirc ning tiém ning ciia cac
peptit c6 cdu tric kep toc beta 1a mot cach khac dé 1am tang hiéu luc ciia chung. Trong
trudmg hop cu thé nay, bdn gde duge bd sung vao cdu tric cia kep toc, trong s6 d6 hai
gbc tuong tng v&i bé mit tiép xuc cua kep téc FG trong DIIIE va truée day khong
dugc bao gdbm trong chudi HDIII3CL clia cAc peptit tuong tu. Dic biét, hai gbc duge
bd sung vao mdi soi beta, tai d6 cac vi tri NHB bi chiém béi cac axit amin tuong ing
véi cac gde 375 (soi F) va 392 (soi G) cia DENV3 DIIIE. Mic du trong DIIE, do
ddng nhét cta vi tri 375 khong duge bao todn nghiém ngit qua tat ca bbn kiéu huyét
thanh, vi Asp hodc Glu duoc quan sét thiy trong céc thé phan lp khac nhau, day 1a su
thay thé bao toan. Do d6, ¢4 hai axit amin c6 thé dugc chon i voi vi tri tuong duong
clia peptit c6 cAu tric kep toc beta theo sang ché, mic du Glu 14 giai phap uu tién do
khuynh huéng ctia Asp 14 mét phan cia cdu hinh kéo dai nhu tAm beta 14 thip hon.
Trong trudng hop vi tri peptit twong duong véi gbe 392 ciia DIIIE, céc axit amin wu
tién 1a Phe hodc Tyr, 14 cac gbc quan sat thdy thuong xuyén nhét & vi tri ndy trong bon
kidu huyét thanh DENV. Cac gbc dé bién ddi ciia phan duge kéo dai nay cta kep toc
khi @6 twong ing vdi céc vi tri HB, ma s€ dugc st dung dé t8i wu hoa dd 6n dinh cAu
hinh bang cach bao gém céc axit amin ky nuéc wu tién c6 khuynh hudng tao ra tim
beta cao.

Ngoai trir cac gde thiét yéu duoc boc 16 trong vi du 2 (céc gbc d6 twong tng
v6i Lys388, Trp391 va Glu/Asp392 trong DIIIE), tit ca cac gbc con lai clia bé mit
bén ngoai (cc vi tri NHB) duoc coi 1a d& bién ddi theo sang ché, do cac axit amin
tuong Gng cia ching trong DIIE thé hién kha ning d& bién d6i hon qua céc kiéu

“huyét thanh DENV.

Lién quan dén loai géc ¢6 thé duge chon dbi vé6i cac vi tri dé bién dbi cua cac
peptit cé cAu tric kep toc beta theo sang ché, giai phap wu tién 1a céc loai gbc ma xudt
hién & cac vi tri tuong Ung cla céc trinh tu tuong ddng cua bdn kidu huyét thanh cta
DENV. D6 1a trudng hop gde twong tng véi vi tri 377 trong DIIIE, tai d6 gidi phap uu
tién 1a Tyr (xuét hién trong DIIIE tir DENV1 va DENV4) chir khéng phai 13 Asn (xuét
hién trong DIIIE tr DENV3). Mic du ca Tyr va Asn déu phén cuc va la chét cho/nhan
lién két hydro, Tyr tiép xtc v6i bé mit khong phan cuc 16n hon va xuét hién thuong
xuyén hon & bé mit chung cia tuong tic protein-protein, c6 khuynh huéng cao hon

d6i véi viéc tuan theo cau truc kéo dai va tao ra mot phan cla sgi beta, va c6 thé dong
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g6p tuong tac c6 trién vong hon (pi-cation) véi gbe twong tng véi Lys388 tir DIIIE,
do d6, gbp phan vao do 6n dinh ciu hinh cta kep toc beta.

Céc vi tri khong thiét yéu nhung c6 chirc ning tiém ning c6 thé thuong duoc
nhén dién théng qua cac phuong phap t& hop, nhu viée st dung thu vién peptit thé
thuc khuin trong d6 cac vi tri thiét yéu/cu tric di dugce ¢b dinh va cac vi tri con lai
d3 dugc ngiu nhién héa. Trong trudng hop ndy, thu vién duge sang loc dbi véi cac
trinh tu toi vu thong qua viéc sir dung céc thir nghiém gén két chon loc thé thuc khuin
ctia chiing biéu hién cac peptit gin két cao v6i phdi tir dic hidu, nhu LRP1 va/hoic
a2M*. C4c trinh tir t&i wu ciing c6 thé thu duge thong qua viéc st dung phuong phép
thiét ké hop 1y.

Nhim c4c muc dich ctia sang ché, cac peptit c6 cu triic kep téc beta theo sang
ché co thé duoc tdng hop hoéa hoc hodc, néu trinh tu ciia chiing chi chira céc axit amin
tur nhién, thong qua céng nghé ADN tai td hop, riéng r& hodc dudi dang protein dung
hop. Viéc st dung protein dung hop, ma cong nghé ADN tai td hop c6 thé duoc ap
dung, c6 thé 1am ting muc do biéu hién va d6 én dinh cia peptit tai t6 hop d6i véi
proteaza cta vét chu. Peptit c6 thé dugc gin két véi dbi tac dung hop cia né thong
qua vi trf nhén dién proteaza, ma sau d6 c6 thé dugc st dung dé giai phdng peptit
bang cach xir ly bang proteaza cling ho.

Vi du 1 cta sang ché boc 16 thiét ké ciia chin peptit cé ciu tric kep téc beta
(SEQID No. 1 - SEQ ID No. 9). V& co bén, cdu trac ctia chiing duoc cdu thanh tir bén
doan: hai doan soi beta (tuong tu vé mit cAu trac voi kep toc FG cua DIIIE), duogc
tach ra boi vong ngoit beta va tiép theo 13 phin kéo dai cation dau tin cing C chira ba
gbc lysin. Céc peptit nay dugc thiét ké theo tiéu chudn cAu triac/chire nang d3 néu trén
dé t61 wu hoa hiéu luc khang virut ciia ching va viéc gan két ciia chiing véi cac thy thé
té bao.

Nham céc muc dich cta sang ché, trinh tur peptit duoc coi 1a tuong tu véi trinh
tu clia cac peptit c6 ciu tric kep toc beta duge boc 16 trong ban mo ta nay (cac peptit
PHB1-9 trong bang 1, SEQ ID1-9) néu d6 dong nhét trinh tu ciia peptit ndy véi it nhat
mot trong sd cac trinh tu clia cac peptit cé ciu tric kep téc beta PHB1-9 13 16n hon
hoac bf“mg 70%, va tot hon 1a 16n hon hodc bﬁng 80%. Céc trinh tu ctia céc peptit
tuong tu nay khac nhau & mot hodc mot sb vi tri, dugc chon tir: 1) cac vi tri dé bién
dbi a)-e) dugc md ta trén day, tai d6 gbc hodc cac gbe cu thé trong PHB1-9 dugc thay
thé bdi cac gbc ma ciing thé hién khuynh huéng ciu tric cao trong viée chiém giir vi

tri d6 trong céc kep toc beta; 2) cac vi tri chirc ning tiém ning dugc md ta trén day,
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nh¢ d6 (céac) vi tri lién quan trong PHB1-9 bi chiém giir thay cho gdc hoic cac gbe
cua kep toc FG cua DIIIE tu kiéu huyét thanh DENV cu thé, trong d6 (c4c) gbc nay
chiém giit vi tri twong tu trong kep toc beta cia céc peptit PHB1-9; 3) céc vi trf tuong
ing v6i cac gde ciia nhin lysin dau tan cung C; trong trudng hop nay, nhan ndy c6 thé
bao gdm hai hoic ba gbc lysin, t6t hon 12 ba; va 4) cac vi tri tuong (mg véi cac xystein
tao ra lién két disulfua cia céc peptit PHB1-4 va PHB7-9, trong d6 mot gbc Cys ¢
thé dugc thay thé bing Asp/Glu mién 14 gbc Cys ddi dién duogc thay thé bang Lys, sao
cho peptit nay dugc cai thong qua viéc hinh thanh lién két amit gitra cac chudi bén ciia
cac gbe ndy, tirc 13 Asp/Glu & mdt bén va Lys & bén kia.

Hoat tinh ctia céc peptit PHB1-9 dugc danh gia trong thtr nghiém (e ché mang
trén céc té bao Vero, ma két qua cta ching duoc thé hién trong vi du 2. T4t ca chung
déu thé hién hoat tinh khang virut trong md hinh thir nghiém ndy, sau trong s6 chung
& mitc cao hon so véi peptit HDITII3CL. Peptit PHB4 déc biét thé hién tac dung khang
virut tét hiéu nghiém & pham vi nanomol dbi v&i tét ca bon kiéu huyét thanh DENV,
véi chi sb chon loc rat tét (1290 dén 6450, tuy thudc vao kiéu huyét thanh cu thé). Vi
vdy, peptit nay cdu thanh phéan tir chi huy xudt séc d6i v6i su phat trién clia céc dugce
chét khang virut chéng DENV, véi hiéu luc t8t hon so vé6i cac duge chat du tuyén
- khang virut da dugc bao céo trude day.

Do d6, sang ché con boc 16 duge phdm chira mot hodc nhiéu peptit ¢ cAu triic
kep toc beta cd trinh ty axit amin dugc chon tir cdc trinh tu dugc néu trong SEQ ID
No. 1 dén SEQ ID No. 9, hodc trinh ti twong tu ctia ching, va it nhat mét ta duoc
dugc dung.

Theo mét phuwong 4n theo sang ché, cic peptit bao gbm trong dugc phdm nay
tao ra két tu siéu phan tir. Do peptit PHB4 (va, néi chung, peptit c6 cAu tric kep toc
beta theo sang ché) 12 phan tr ma duoc thiét ké tuan theo cAu triic cta soi beta ludng
tinh, n6 c6 thé tao ra két tu siéu phan tir tuy thudc vao ndng do peptit va thanh phan
dung méi chinh xac.

Vi du 5 thé hién cach ma peptit tu lép rép thanh cAu tric nano, ma kich thuédc
va hinh dang ctia n6 phu thudc vao céc didu kién thtr nghiém nhu ndng do peptit, nhiét
dd, dung mai, tudi caa dung dich, sy c6 mat cua céic chét phu gia khac nhau, v.v..
Hoat tinh khang virut ciia peptit nay c6 thé thay d6i, tuy thudc vao cac didu kién nay.

Trong pham vi cia séng ché nay, thuat ngit ‘két tu siéu phan ti’ dugc du dinh
dé chi két tu dugc tao ra boi mot sb phan tir peptit, tot hon 1a nhiéu hon 10 phan tir
peptit.
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Vi du 8 thé hién cich bd sung albumin huyét thanh ngudi (human serum
albumin - HSA) & thoi diém cu thé sau khi peptit PHB4 dugc hoa tan vao nudc mudi
tao ra ché phim c6 hiéu luc & pham vi nanomol/dudi nanomol thap. Két qua nay chi
ra rang c6 thé tao ra peptit v6i su c6 mit cia HSA, va su ¢ mit ctia protein ndy dan
dén tao ra phirc hop peptit:HSA biéu hién hoat tinh khang virut rit cao. Pay 1a phat
hién quan trong theo quan diém duwoc dong hoc néu peptit nay cdn dugc phét trién
thanh hop chat khang virut, do khong chi 12 thdi gian ban thai trong huyét thanh cta
HSA rét dai, ma HSA con c6 thé bao vé peptit ndy chdng cac proteaza huyét thanh va
cac tuong tac khong mong mubn véi cac ciu tir huyét thanh khac. Do d6, theo mot
phuong 4n cia sang ché, dugc pham chira peptit ¢6 ciu tric kep toc beta theo sang
ché con chita HSA.

Khéng phu thudc vao su c6 mdt cia HSA, thuc té 1a peptit PHB4 tu lap réap
thanh hat nano 1 dic diém mong mudn theo quan diém duoc dong hoc va duge luc
hoc. Do kich thuée cta ching, cac hat nano ¢6 xu huéng thé hién thdi gian ban thai
trong huyét thanh dai hon so véi cac peptit monome, ma thuong duge thanh thai va
dugc chuyén héa trong khoang thoi gian rét ngén. Ngoai ra, cic peptit monome rit d&
bi phan gidi protein bdi cdc proteaza cua vat chu, ma su 14p rap chung thanh cac hat
nano c6 xu hudng tao ra su bao vé mot phén khdi tinh trang nay. Ngoai ra, hat nano
tao ra thudc tinh cAu tric ma trén d6 c6 nhidu vi tri gén két trong mot thuc thé, ma cé
thé din dén anh hudng kha luc do viéc gén két da héa tri va do do, 4i Iuc biéu kién cao
hon di véi tuong tac peptit-thu thé hodc, néi cach khac, hiéu lyc khang virut t6t hon.

Céc vi du 3 va 6 thé hién ring céc peptit c6 ciu triic kep toc beta theo sang ché
c6 thé gén két v6i cac protein a2M* va LRP1, ma 13 thanh phan cda thu thé ndi bao
gia dinh ddi véi DENV va do d6, s& ciu thanh dich dé phat trién cac hop chét khéng
virut, nhu dugc bao cao bdi Huerta H. va cac déng tdac gia, WO 2007/124698.

Mot phén thiét yéu cta sang ché 1a phan tich hoat tinh sinh hoc ctia céc peptit
c6 chu tric kep toc beta theo sang ché & pham vi nanomol. Nhu dugc thé hién trong vi
du 3, cac peptit PHB2, PHB4, PHB5, PHBS va PHBY tic ché gin két ctia bién thé
duge biotin héa cua DIIE DENV1 tai t6 hop (ching Jamaica; DIIIE1Jbiot) véi
protein a2M* & pham vi nanomol/duéi micromol, va kha néng trc ché nay cao hon rd
rét so v6i kha nang e ché duge thé hién bsi DIIIE khong duge biotin héa (DIIE1J),
do ty 16 phan trim tc ché ciia ching cao hon gip 1,5 dén 3 14n so véi ty 1& phén trim
e ché cua DIIIELJ. Ngugc lai, kha ning tGc ché duogc thé hién boi HDIII3CL &
khoang ndng d6 nay 13 rit thip so v6i DIIELJ. Vi du 6 chi ra rang cac peptit c6 ciu
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trac kep toc beta theo sang ché gin két véi thu thé LRP1 v6i kha luc cao, va peptit
PHB4 th& hién kha luc cao nhét vé& vin d& nay. Két qua nay 13 nhit quan véi thuc té 13
PHBA4 ciing 13 peptit c6 hiéu luc nhét trong céc thir nghiém danh gia hoat tinh khang
virut.

Vi du 8 chimg t6 rang tac dung khang virut ctia cic peptit c6 cAu tric kep téc
beta lién quan dén kha ning gin két ctia chiing v&i thu thé LRP1 va protein a2M*, hd
trg chiic chin cho quan diém ring céc peptit ndy giy ra tac dung khéng virut cla
ching bang cach tc ché sw xdm nhap ctia DENV vao té bao dich cua né. Két qua nay
con nhin manh su hop 1y cta chién luge duge boc 16 trong sang ché nay dé tdi wu hoa
hi€u lyc khang virut cla cac peptit.co ciu truc kep toc beta.

Kha ning cta cac peptit cé cdu tric kep toc beta theo sang ché trong viéc gin
két protein a2M* va thu thé LRP1 c6 thé dugc khai thac dé phat trién cac chét tri liéu
dé phong céac bénh hoic tinh trang bénh c6 nguyén nhén tir cic protein ndy. Sy Gc ché
nhiém DENV c¢6 hiéu lyc cia chiing, nhu duoc boc 16 trong sang ché, 1a mot vi du vé
kha néng do.

Viéc phong bé gin két cia DENV (n6i cach khac, trc ché gin két cuia protein E)
v6i thu thé noi bao gia dinh a2M*/LRP1 13 lua chon t6t hon @ phat trién cac duge
chét khang virut nay so véi cac thu thé khac di biét trong tinh trang k¥ thuét. Céac thu
thé dugc mo ta béi cac tac gia khac 14 cac thu thé bam dinh, tirc 13 ching 1dm trung
gian su gin két ctia virut v6i mang té bio chat, nhung khong néi héa virut bang cach
nhap bao. Do giai doan bi ngdn chén boi cac peptit theo sang ché nam phia sau giai
doan bam dinh ban diu, nén céac peptit s& ¢6 hiéu qua mdt cach doc 1ap véi loai thu thé
hoic cac thu thé dic hiéu ma virut st dung dé két dinh véi té bao dich.

C6 tinh dén cac phat hién ndy, sang ché con mé ta viéc sir dung cac peptit c6
cAu triic kep toc beta dugc mo ta trong ban mo ta nay dé bao ché thubc. Theo mot
phuong 4n, thubc nay dugc s dung dé tc ché hoic 1am thuyén gidm bénh nhiém
truing do DENV gay ra. Theo mdt phuong an khac, thudc dugc san xuit boi cac peptit
c6 cAu trac kep téc beta theo sang ché dugc ding dé diéu tri cac tinh trang bénh 1y c6
nguyén nhan tir cac protein a2M* hodc LRP1.

Sang ché con mod ta phuwong phap e ché hodc 1am thuyén gidm bénh nhiém
tring do DENV giy ra ¢ bénh nhan bi anh hudng, dugc dic trung bdi viéc cho bénh
nhan nay ding mét hoic nhidu peptit c6 ciu tric kep téc beta theo sang ché, hoic

dugc phdm chira it nhit mét trong sd cac peptit nay.
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Vi du thwe hién sing ché
Vi du 1. Thiét ké va téng hop céc peptit c6 chu tric kep toc beta trc ché sy nhiém virut
Dengue

MO té trinh tu clia cdic peptit c6 céu triic kep téc beta theo sdng ché

Tong sb chin peptit c6 cdu tric kep toc beta, dugc goi tén 14 PHB1-9 trong
Bang 1, ma trinh ty ciia ching duge néu trong SEQ ID No. 1-9, dugc thiét ké bit dau
tir peptit HDIII3CL (SEQ ID No. 10), theo cic tiéu chuan ciu trac/chirc ning nham
muc dich 1am ting hiéu luc hoat tinh khang virut ciia ching va do bén cua gin két cua
chung v&i cac thu thé té bao khi so sanh véi HDIII3CL. Ciu triic clia cic peptit nay vé
co ban dugce cAu thanh tir bén doan: hai doan soi beta (tuong tu vé& mit chu tric véi
cac doan cua kep toc beta FG cia DIIIE), dugc tach ra bdi vong ngodt beta va tiép
theo 12 phin kéo dai cation ddu tdn cing C chira ba gbc lysin. Hai c4u tric lién két
khac nhau dugc st dung: cdu tric lién két nguyén thé, dugc dung trong cc peptit
PHB1-4 va PHB7-9, trong d6 khung polypeptit chay theo cung hudéng nhu trong kep
téc beta FG ciia DIIIE, va cdu tric lién két ddo ngugc, dugce str dung trong cac peptit
PHB5 va PHB6. Trong cc peptit ¢ ciu tric lién két nguyén thé, doan sgi beta thir
nhit (Betal trong Béang 1) twong tng vé& mit ciu tric véi soi beta F, va doan sgi beta
thir hai (Beta2) twong ung v6i soi beta G (Fig. 1E). Chiéu dai so¢i trong céc peptit
PHB1, PHB2 va PHB7 14 giéng v6i chidu dai soi ciia peptit HDIII3CL (s¢i sdu gdc),
nhung di duoc kéo dai dén bay gbc trong cac peptit PHB5-6 va dén tam gdc trong cac
peptit PHB3-4 va PHBS-9. Cac soi dai hon lam ting d6 6n dinh cu hinh cia cic
peptit (Stanger, H. E., et al. (2001). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 12015—-12020).

Céac gbc Cysl, Asn/Tyr3 va Thr5 tir cac peptit PHB1, PHB2 va PHB7 tuong
tmg v6i cac vi tri NHB duoc tiép xuc trong kep téc beta FG cua DIIIE. Goc Asn,
trong duong vdi gbe Asn377 trong DIIIE DENV3, dugc chon d6i vai vi tri 3 (Asn3)
cua cac peptit PHB1 va PHB7, va gbc Tyr, tuong duong véi Tyr377 cua DIIIE tir
DENV1, DENV2 va DENV4, dugc chon d6i véi vi tri 3 (Tyr3) cia peptit PHB2. Tyr3
la dugc uu tién so véi Asn3, do né dugc bdo toan hon qua céac kiéu huyét thanh
DENV, c6 khuynh huéng cao hon ddi vé6i viéc tao ra tAm beta, va dugc bd tri chéo véi
Lys10, tao thuan loi cho twong tac pi-cation c6 loi giita cic chudi bén twong tmg ctia
ching (Fig. 2B). Gbc Thr duoc chon d6i vai vi tri 5 (Thr5) thay cho Val/Ile379 dugc
thdy trong céc trinh tu DIIIE DENV (Fig. 1E). Co s& hop ly ding sau lua chon ndy
khong chi & chd Thr 1a thay thé bao toan so véi Val/lle v6i khuynh huéng tao ra tim

beta t8t, ma con & chd né wa nude hon so vé6i hai gbe thay thé kia (do d6, gép phan
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tich cuc vao do tan ctia peptit trong nudc) va co tri s6 thong sb wu tién vé cau tric cao
hon (vi tri 2 cta kep toc beta c6 8 gde trén Fig. 1E). Cac gbc Cysl4, Asnl2 va Lys10
trong cac peptit nay chiém gift cac vi tri 1an luot lién ké Cys1, Tyr/Asn3 va Thr 5 trén
cling bé mit ciia kep toc beta, nhung khong c6 lién két hydro khung giita cac goc nay.
Céc gbe Lys10 va Asnl2 twong g, vé mit cdu tric va vé& mit chtrc ning, véi cac gbc
Lys388 (dugc béo toan trong DENV1-3) va Asn390 (dugc bao toan trong DENV2-3).
Géc Trp duoc chon dbi véi vi tri 13, do gbe tuong duong trong DIIIE (Trp391) duge
bao toan nghiém ngit qua tit ca cac kiéu huyét thanh DENV. Cé4c xystein Cysl va
Cys14 tao ra lién két disulfua dap tng vai trd ciu tric thiét yéu. Chiing chiém giit cac
vi tri NHB, va lién két disulfua & vi tri nay gép phan c6 lgi vao d§ on dinh ctia cac kep
toc beta (Santiveri C.M., et al. (2008). Chem. Eur. J., 14, 488 — 499). Duéi day trong
sang ché nay, s& ching minh dugc bang thir nghiém ring céc gbc Lys10, Trpl3, Cysl
va Cysl4 1a thiét yéu dbi voi hoat tinh khang virut cia cac peptit nay. Cac peptit
tuong tu nhu HDIII3CL, trong d6 sy thay thé x4y ra & mot vi tri (Lys14 — Ala hoic
Trpl7 — Ala, Lys14 trong HDIII3CL tuong (mg vé mit cdu tric véi gbe Lys10 cua
PHB1, PHB2 va PHB7; va Trpl7 ciia HDIII3CL twong tig vé mit ciu tric véi gbe
Trpl3 cua PHB1, PHB2 va PHB7) hodc ¢ hai vi tri (Cysl— Ser va Cysl8 — Ser,
Cys18 ctia HDINB3CL tuong tng vé mit cdu tric véi gbe Cys14 cia PHB1, PHB2 va
PHB?7), khong thé hién tic dung khang virut c6 thé phat hién duoc & khoang ndng do
duoc thir nghiém . Ngoai ra, duéi ddy trong ban md ta nay, s€ chiing minh duogc bing
thfr nghiém rﬁng Tyr3 1a lya chon tot hon so v&i Asn3, do peptit PHB9 thé hién hiéu
luc khang virut cao hon so véi peptit PHB8, ma su khac biét duy nhét cia ching 1a
ban chét cta su thay thé & vi tri twong tng véi Tyr375 cta DIIE tir DENVI-2 va
DENV4.

Bang 1. Thiét ké cac peptit c6 ciu triic kep toc beta

Ci y
eq Tén [Betal] ngoég/ ong [Bewd] 5 .. dgl humr ZZ‘ t’ié” ,,ff,’,;f s
PHBI1 CVNWTE ng 1
- uyén thé IP
PHB2 | CVYWTR uyén thgg 1P ]
PHB3 TCE]EVNW uyén th{élg P ]
PHB4 TC.RIEVYW uyén thré1g 1P ]
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cé .
q Tén - [Betal] ngoﬁg/‘)"g [Beta2] 5 . df; hoou "Zg t’ié”a ,,;’,’,;f ,',’f,,,l
PHBS V&FEWNWK o ngqu : 1P :

PHB6 \XFEWNWK o nguor((:i : 1P ]

PHB7 CVNVTI uyénthgg’ b !

PHBS (I:IEVNVT uyén thgg - P !

PHB9 7 (I:IEVYVT uyén thfé1g P 1

5DHI3C ‘ CSNIVI uyén thélg aa (

LI;DHBC ‘ Sy uyén thIé1g aa (

L\SP e CSNIYI uyén thrélg aa (

LIIQI—DHBC CSNIVI uyén thgg aa (

L(IZL‘I-D e SVl uyén thlé1g aa (

p, prolin chit dong phén 1ap thé , “ ysin chat déhg phan 1:3 thé D; cdu triic
lién két nguyén thé: gibng véi chu trac lién két cua kep téc beta FG cta DIIIE; cdu

triic lién két ddo nguge, nguge véi cAu tric lién két ctia kep téc beta FG ctia DIIIE.

Cac gbe Val2, Trp/Val4, Glu/Arg/lle6, Lys/Trp9, Val/Tyrll va Trpl3 tao ra
mdt phin cia bé& mat dbi dién ctia kep téc, chiém gitt cac vi tri HB. Cac vitri2, 4 va 6
lan luot lién ké cac vitri 13, 11 va 9, va tao ra lién Kkét hydro khung. Vi tri 13 chi bi
chiém béi Trp, nhu duge néu trén day, va cac vi tri con lai dugc chon theo tri sb cua
thong s6 wu tién déi voi mdi gde (Fig. 1A va B). Céc cip Glu6-Lys9 (PHBI1) va Arg6-
Trp9 (PHB2) dugc chon dbi vé6i céac vi tri 6 va 9, do thuc té 1a ching 14n lugt ¢ thé
thiét 14p cau mudi va trong tic pi-cation c6 lgi. Lys9 (PHB1 va PHB7) c6 thé bét
chuée v& mit chirc ning vai trd ctia gbc Lys385 ciia DIIIE, 1a thiét yéu d6i vé6i tuong
tac v6i a2M*, nhu duge minh hoa duédi day trong badn mo ta nay.

Cac peptit PHB1 va PHB2 da dugc thiét ké sao cho vong ngoit beta typ IIP tao
ra gitra cac gdc 6 va 9. Vi tri 7 trong céc peptit ndy bi chiém boi gbc d-Pro (chét déng
phan 1ap thé D ctia prolin), 13 axit amin vu tién dbi v6i vi tri thtr hai ctia vong ngoit
beta typ IIP (Pantoja-Uceda D, et al. (2006) Methods Mol Biol.; 340:27-51). Asp

dugc chon dbi véi vi tri 8 trong peptit PHB1 do diém cta thong s& wu tién cao dbi véi
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axit amin nay & vi tri nay. Nguoc lai, gbc Lys dugc chon thay cho vi tri 8 trong peptit
PHB2, v6i ¥ dinh bt chude Lys386 tir DIIIE. Déi véi peptit PHB7, vong ngodt beta
typ IP dugc dua vao gitta cac vi tri 6 va 9. Viéc lua chon géc dbi véi cac vitri 7 va 8
(Asn7 va Gly8) dugc chi phdi bdi tri s§ ctia thong sb wu tién (Fig. 1A va B). Cac
dipeptit Asn-Gly 14 rat phd bién trong vong ngoit beta typ IP.

Trinh tu cua kep toc beta cua cac peptit PHB3 va PHB4 lan lugt bao gém trinh
tu ctia kep téc tuong ng trong cac peptit PHB1 va PHB2 (Bang 1). Trong truong hop
ndy, cac vi tri 4-15 trén trinh tu ctia kep toc beta cla cac peptit PHB3 va PHB4 1a
twong duong vGi cic vi tri 2-13 trén trinh tu cua kep téc cla cac peptit PHBI va
PHB2, va vi vay, cac gbc dugce chon ddi vai cac vi tri 4-15 cia PHB3 va PHB4 ép
dung cting tiéu chuin duge mb ta trén day dbi véi cac peptit PHB1 va PHB2.

Tuong tu, cic peptit PHB8 va PHBO chira trinh tur cta peptit PHB7, va cac gbe
& céc vi tri 4-15 duoc chon theo cung ti€u chuan nhu dbi véi cac vi tr 2-13 trong
PHB7. Cac gbc Glu3 va Phel6 trong PHB3, PHB4, PHBS va PHB9 duoc chon véi
muc dich bat chuéc Glu375 (dugc bao toan trong DENV1 va DENV3, Asp trong
DENV2 va DENV4) va Phe392 (dugc bao toan trong DENV1, DENV2 y DENV4,
Tyr trong DENV3) tir DIIIE (Fig. 1E). Céc gbc Ile2 va Ilel7 trong PHB3-4 va PHBS-
9 duoc chon do khuynh huéng tao ra cdu tric s¢i beta cia ching. Cysl va Cys18
chiém giir cac vi tri NHB, va dugc dua vao dé tao ra lién két disulfua kep giit peptit,
do do6, lam dn dinh cAu trac kep toc beta (Fig. 1E va Fig. 2).

CAu tric lién két ctia cac peptit PHBS va PHB6 dugce dao ngugc so voi cAu tric
lién két cua vong kep téc FG nguyén thé trong DIIIE. Trong trudong hop cta chung,
cac géc Phel, Asn3, Lys5, Thr12, Asnl4 va Glul6 twong duong vé mat cAu tric véi
Phel6, Asnl4, Lys12, Thr7, Asn5 va Glu3 trong peptit PHB3, nhung ching chiém gitr
cac vi tri HB tuong tac voi nhau thong qua lién két hydro. Cac gbc Trp4 va Trp6, ma
lién k& cac gbc Trpll va Trpl3 trong kep téc dugce glp cudn, chiém gilt cac vi tri
NHB, va duoc chon sao cho tao ra khoa kéo Trp lam ting do dn dinh c4u hinh cta kep
t6c beta. Géc Trp2 twong tmg vé mit ciu tric véi gbc Trp391 cta DIIIE, va dugc
chon do c4c nguyén nhan dugc néu trén day. Cac gbc Glu7 va Lys10 dugc chon trén
co s& diém thong sb wu tién cao va trén thuc té 14 chung c6 thé tao ra cAu mubi ma s&
tao ra dd 6n dinh hon cho kep téc nay. Viéc lua chon Asn9 cling dua trén diém thong
s6 wu tién cao. Géc d-Pro8 trong PHB6 dugc chon do diy 1a axit amin uu tién dbi véi
vi tri 2 trong vong ngodt beta typ IIP. Gbc d-Lys dugc dua vao PHBS (& vi tri 8) 12
nhim muc dich bit chudc gbc Lys385 cta DIIIE; ngoai ra, d-Lys 1a wu tién hon do6i
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v6i vi tri 2 cia vong ngodt beta typ IIP so véi chit ddng phan 1ap thé L cia né. Theo
cach khac, Lys10 trong PHB5 va PHB6 ciing c6 thé bét chude Lys385 tir DIIIE.

Phén kéo dai du tan cing C dugc dua vao cac peptit PHB1-9 bao gdm tripeptit
Lys. Muc dich ciia ching 12 nhim lam ting do tan ctia cac peptit c6 céu tric kep toc
beta theo sang ché va dem lai cho ching tinh cation, do d6, 1am thuan loi cho twong
tac cua chung thong qua luc tinh dién vai thu thé LRP1, ma 13 protein anion. Trong
truong hop cac peptit PHBS va PHBG6, tripeptit cation dugc gin vao kep téc beta
thong qua chét dém di-glyxin dipeptit, dugc du dinh dé tao ra do linh dong nhét dinh
giita ca hai doan va d& ngin can su kéo dai cau triic beta di duogc kéo dai cta sgi
Beta2.

Céc fig. 1C va 1D thé hién su biéu dién kiéu biéu twong (J. Gorodkin, et al.
(1997). Comput. Appl. Biosci., Vol. 13, no. 6: 583-586; T. D. Schneider & R. M.
Stephens. (1990). Nucleic Acids Research, Vol. 18, No 20, p. 6097-6100) cua trinh tu
lién tng 1an luot duoc tao ra bang cach bét cip véi cac kep toc beta typ IP va IIP dai 8
gbc. Chung thu dugc bing cach sir dung may chii web “Protein Sequence Logos using
Relative Entropy” & http://www.cbs.dtu.dk/~gorodkin/appl/plogo.html. Su biéu dién
nay 13 cach biéu dién thay thé cho ma tran thong sb wu tién dugc thé hién trén céc fig.
1A va 1B. C& cua chit cai bidu thi mbi axit amin 13 ty 18 thuan véi “tdm quan trong”
cla axit amin (1‘6 & mdi vi tri; tirc 14 chir cai 16n hon ngu ¥ ring gbc nay 1a wu tién vé
mit cAu trac hon.

Ngoai c4c peptit PHB1-9, Bang 1 thé hién trinh tu ctia peptit HDIII3CL (SEQ
ID No.10) va mot s6 bién thé cia no, mang céac thay thé cac géc duoc chon cho géc
alanin, ma duoc st dung dé khao sat tAm quan trong cta cac gdc duge thé dbi véi hoat
tinh khang virut cia peptit nay. Do do, cac peptit thiét ké dugc 12 HDIII3CL2, trong
d6 peptit HDII3CL dugc kéo dai diu tan cing C boi 3 gbe lysin (SEQ ID No. 11);
HDIII3CLW-, thé dot bién Trpl7—Ala cua HDIII3CL2 (SEQ ID No. 12);
HDIII3CLK-, thé d6t bién Lysl4—Ala cia HDIII3CL2 (SEQ ID No. 13); va
HDIII3CLC-, thé dot bién kép Cysl—Ala va Cysl8—Ala ciia peptit HDIII3CL2
(SEQ ID No. 14).

Fig. 2 thé hién md hinh cAu tric ba chiéu cia céc peptit c6 ciu tric kep téc beta
HDIII3CL (A) va PHB4 (B). Trong truong hop peptit HDIII3CL (Fig. 2A), hinh vé
ndy thé hién doan tuong ting véi kep téc (ma khong c6 phén kéo dai dau tan cing C

cation) va néu bat mot s6 gdc quan trong. Cac so trong dau ngodc don tuong tng véi
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tung d6 ctia cac gbc twong tng trong DITIE. Trong trudng hop peptit PHB4 (Fig. 2B),
d4u moc dugce sir dung dé chi ra phén ma s¢i nay dugc kéo dai so véi HDIII3CL, va
cac chudi bén sau, ma quan trong d6i véi hoat tinh sinh hoc ctia cac peptit theo sang
ché, duoc néu bat: 1) Lys nim & vong ngoit/vong, tuong tmg véi Lys385 cta DIIIE,
2) Lys ndm & soi beta thi hai, twong tmg véi Lys388 ctia DIIIE, 3) Trp nim & soi beta
thir hai, twong tng v6i Trp391 cua DIIIE, 4) Tyr nam & soi beta thir nhét, tuong tng
v6i Tyr377 caa DIIIE. Fig. 2C thé hién sy dit chong cdu tric cla ca hai peptit.

Cac peptit PHB1-9, dugc bc 16 trong ban md ta nay, 1a cac vi du cu thé cua
cac peptit c6 ciu triic kep toc beta cé hoat tinh khéng virut c¢6 hiéu luc cao chéng
DENV ma ¢6 thé duge thiét ké theo cac nguyén tic chung sau dugc néu trong phan
mo ta va trong phin vi du ciia sang ché. Do do6, sang ché bao trim peptit c6 cdu triic
kep téc beta bat ky ma trinh tir cia nd tuong tu véi it nhét mét trong sb cac peptit
thudc bd PHB1-9, sao cho d6 ddng nhét trinh tur ctia né 1 cao hon hoic bang 70%, va
t6t hon 1a cao hon hoic bing 80%. Céac peptit twong tir ndy s& mang cac khéc biét &
mot hodc mot vai vi tri dugc chon trong s6: 1) céc vi tri dé& bién doi a-e), dugc mo ta
trong phan mé ta ciia sang ché; trong trudng hop nay, (cac) gbc trong PHB1-9 s& duoc
thay thé bang cac gc con biéu hién khuynh hudng chu tric cao dé chiém giir vi tri d6
trong cac kep tdc beta; 2) céc vi tri chltc néng tiém ning, dugc mo ta trong phin mb ta
ctia sang ché; trong truong hop nay, (cac) gbc trong PHB1-9 s& dugc thay thé bang
gbc tir vi tri twong dwong cia kep téc beta FG ciia DIIIE tir kiéu huyét thanh DENV
cu thé; 3) cac vi tri trong tmg vi phan kéo dai Lys dz‘iu}tém cung C; trong truong hop
nady, phin kéo dai bao gdm hai hodc ba gbc lysin, t&t hon 14 ba, va 4) céc vi tri twong
mg v6i cac xystein tao ra lién két disulfua ciia cac peptit PHB1-4 va PHB7-9; trong
cac truong hgp nay, mot thanh vién cta cgp Cys co thé dugc thay thé bang Asp/Glu
hodc Lys va thanh vién kia dugc thay thé bang Lys hodc Asp/Glu, sao cho peptit nay
c6 thé duge cai bang céach tao ra lién két amit gitta cac chudi bén ctia cac gbc nay, tirc

1a Asp/Glu & mdt bén va Lys & bén kia.

Céc trinh tu cta cdc peptit ¢6 ciu triic kep toc beta twong tu véi cc peptit
thudc bd PHB1-9 ¢6 thé dugc md ta theo cac thuat ngit chung nhu sau:
i.  Cac peptit twong tw véi PHB1 va PHB2: day 1 cAc peptit c6 do dong nhit
trinh tur 1a 70% hoac cao hon (tét hon 1a 80% hodc cao hon) so v6i PHB1 hodc
PHB?2, trong d6 trinh tu ctia chiing bao gém,
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Vi tri 1 (céu trac, dong vong): Cys hodc Lys hodc Asp hodc Glu, néu Cys

thi né tao thanh lién két disulfua v6i gbc Cys & vi tri 14, néu Glu/Asp

(Lys) thi chudi bén ctia né tao ra lién két amit voi chudi bén Lys

(Glu/Asp) ¢ vi tri 14

Vi tri 2 (d& bién d6i “a”): Val hoic Ile hodc Trp hoic Phe hodc Tyr hodc
Met

Vi tri 3 (chirc ning tiém ning): Tyr hoic Asn

Vi tri 4 (d& bién ddi “a”): Trp hoic Val hoic Phe hodc Glu

Vi tri 5 (d& bién d6i “d”): Thr hodc Val hodc Ile (hai gbe sau 13 cac gbe

xudt hién trong céc trinh ty DENV tu nhién)

Vi tri 6 (dé bién ddi “a”): Arg hoic Ile hodc Val hogc Glu hodc Leu

Vi tri 7 (d& bién dbi “b”). d-Pro

Vi tri 8 (d& bién ddi “b”): Asp hoic Lys hodc Asn

Vi tri 9 (d& bién dbi “a” va “e”): Trp hodc Lys hoic Met hodc Thr hodc
Gln

Vi tri 10 (chtrc nang tiém nang): Lys

Vi tri 11 (d& bién ddi “a”): Val hoic Met hoic His hoic Leu

Vi tri 12 (chtrc ning tiém ning): Asn hodc Asp hoic Ser hoic His

Vi tri 13 (vi trf thiét yéu): Trp

Vi tri 14 (ciu tric, dong vong): Cys hodc Lys hodc Asp hodc Glu, néu 1a

Cys thi né tao thanh lién két disulfua v&i gbc Cys & vi tri 1, néu 13

Glu/Asp (Lys) thi chudi bén ctia n6 tao ra lién két amit v&i chudi bén Lys

(Glu/Asp) 6 vitri 1

Vi tri 15-17 hoidc 15-16 (phin kéo dai dau tan cung C): Tripeptit Lys-

Lys-Lys hodc dipeptit Lys-Lys.

Cic peptit twong tw véi PHB3 va PHB4: Day 1a cic peptit c6 do dong nhit
trinh tu 13 70% hodc cao hon (tt hon 12 80% hodc cao hon) so véi céc peptit
PHB3 va PHB4, trong d6 c4c peptit trong tu ndy c6 trinh tu bao gom:

Vi tri 1 (cu tric, déng vong): Cys hoic Lys hoic Asp hodc Glu, néu Cys

thi né tao thanh lién két disulfua v6i gbe Cys & vi tri 18, néu Glu/Asp

(Lys) thi chudi bén ctia né tao ra lién két amit v6i chudi bén Lys

(Glu/Asp) & vitri 18

Vi tri 2 (d& bién dbi “a”): Ile hoic Val hodc Trp hodc Phe hodc Tyr hodc
Met
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Vi tri 3 (chirc ning tiém ning): Glu hodc Asp

Vi tri 4 (d2 bién dbi “a”): Val hoic Ile hodc Trp hodc Phe hodc Tyr hodc
Met

Vi tri 5 (chirc ning tiém ning): Tyr hodc Asn

Vi tri 6 (d& bién d6i “a”): Trp hodc Val hoic Phe hodc Glu

Vi tri 7 (d& bién dbi “d”): Thr hodc Val hoac Ile (hai gbc sau 14 cic gbc

xuét hién trong cac trinh tw DENV tu nhién)

Vi tri 8 (d& bién d6i “a”): Arg hoic Ile hoic Val hodc Glu hodc Leu

Vi tri 9 (dé bién dbi “b”): d-Pro

Vi tri 10 (d& bién ddi “b”): Asp hodc Lys hodc Asn

Vi tri 11 (d& bién d6i “a” va “¢”): Trp hodc Lys hodc Met hodc Thr hodc
GIn

Vi tri 12 (chirc ning tiém ning): Lys

Vi tri 13 (d& bién d6i “a”): Val hozic Met hodc His hodc Leu

Vi tri 14 (chirc ning tiém ning): Asn hoic Asp hodc Ser hodc His

Vi tri 15 (vi tri thiét yéu): Trp

Vi tri 16 (chirc ning tiém ning): Phe hodc Tyr

Vi tri 17 (d& bién ddi “a”): Ile hodc Val hoic Trp hodc Phe hodc Tyr hodc
Met

Vi tri 18 (c4u tric, déng vong): Cys hodc Lys hodc Asp hodc Glu, néu

Cys thi n6 tao thanh lién két disulfua véi gbe Cys & vi tri 1, néu Glu/Asp

(Lys) thi chudi bén cia né tao ra lién két amit véi chudi bén Lys

(Glu/Asp) 6 vitri 1

Vi tri 19-21 hoiic 19-20 (phin kéo dai ddu tan cing C): Tripeptit Lys-

Lys-Lys hodc dipeptit Lys-Lys

Ciéc peptit twong tw voi PHB7: Day 1a cac peptit c6 do ddng nhat trinh tu 13
70% hoic cao hon (6t hon 12 80% hoic cao hon) so véi peptit PHB7, trong d6
cac peptit trong tu nay cé trinh tr bao gom:

Vi tri 1 (cu tric, dong vong): Cys hoic Lys hoic Asp hoic Glu, néu Cys

thi né tao thanh lién két disulfua voi gbe Cys & vi tri 14, néu Glu/Asp

(Lys) thi chudi bén ciia né tao ra lién két amit v&i chudi bén Lys

(Glu/Asp) ¢ vi tri 14

Vi tri 2 (d& bién dbi “a”): Val hoic Ile hoic Trp hoic Phe hodc Tyr hodc
Met
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Vi tri 3 (chirc ning tiém ning): Tyr hoic Asn

Vi tri 4 (d& bién ddi “a”): Val hoic Ile hoic Phe hoic Tyr hodc Leu

Vi tri 5 (d& bién dbi “d”): Thr hodc Val hoic Ile (hai gbc sau 1a cac gbc
xuét hién trong cac trinh tw DENV tur nhién)

Vi tri 6 (d& bién d6i “a”): Ile hodc Val hoic Tyr, His hozc Lys

Vi tri 7 (d& bién @i “b”): Asn hodc Asp

Vi tri 8 (d& bién ddi “b”): Gly

Vi tri 9 (d& bién dbi “a” va “e”): Lys hodc His hoic Arg hodc Val hodc
Tyr hodc Glu hodc Met

Vi tri 10 (chirc nang tiém ning): Lys

Vi tri 11 (dé bién ddi “a”): Tyr ho#ic Val hodc Gln hoic Trp, Phe

Vi tri 12 (chirc ning tiém ning): Asn hodc Asp hoic Ser hodc His |

Vi tri 13 (vi tri thiét yéu): Trp

Vi tri 14 (cdu tric, déng vong): Cys hoic Lys hodc Asp hoic Glu, néu
Cys thi n6 tao thanh lién két disulfua v&i gbe Cys & vi tri 1, néu Glu/Asp
(Lys) thi chudi bén cta né tao ra lién két amit v6i chudi bén Lys
(Glw/Asp) 6 vitri 1

Vi tri 15-17 hodc 15-16 (phan kéo dai dau tan cing C): Tripeptit Lys-
Lys-Lys hodc dipéptit Lys-Lys

Céc peptit twong tl_l" v6i PHBS va PHBY: Dy 1a cac peptit c6 do dong nhét
trinh tu 13 70% hodc cao hon (t6t hon 12 80% hodc cao hon) so véi cac peptit

PHBS8 va PHBY, trong d6 cac peptit tuong tu nay cd trinh ty bao gom:

Vi tri 1 (cdu tric, déng vong): Cys hodc Lys hodc Asp hodc Glu, néu Cys

thi né tao thanh lién két disulfua v6i gbec Cys & vi tri 18, néu Glu/Asp

(Lys) thi chudi bén cta né tao ra lién két amit v6i chudi bén Lys

(Glu/Asp) & vi tri 18

Vi tri 2 (d& bién dbi “a”): Ile hodc Val hozc Trp hodc Phe hodc Tyr hodc
Met

Vi tri 3 (chirc ning tiém ning): Glu hodc Asp

Vi tri 4 (dé bién ddi “a”): Val hoic Ile hoic Trp hodc Phe hodc Tyr hodc
Met

Vi tri 5 (chirc ning tiém ning): Tyr hodc Asn

Vi tri 6 (d& bién dbi “a”): Val hoic Ile hodc Phe hoic Tyr hodc Leu
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Vi tri 7 (d& bién dbi “d”): Thr hodc Val hoic Ile (hai gbc sau 1a cac gbc

xudt hién trong céc trinh tw DENV tu nhién)

Vi tri 8 (d& bién d6i “a”): Ile hodc Val hoic Tyr hoic His hodc Lys

Vi tri 9 (d& bién d6i “b”): Asn hodc Asp

Vi tri 10 (d& bién ddi “b”): Gly

Vi tri 11 (dé bién dbi “a” va “e”): Lys hodc His hodc Arg hodc Val hoic

Tyr hodc Glu hodc Met

Vi tri 12 (chirc nang tiém ning): Lys

Vi tri 13 (d& bién ddi “a”): Tyr hoic Val hoic Gln hoic Trp, Phe

Vi tri 14 (chirc ning tiém ning): Asn hodc Asp hoic Ser hoic His

Vi tri 15 (vi tri thiét yéu): Trp

Vi tri 16 (chirc ning tiém ning): Phe hodc Tyr

Vi tri 17 (d& bién dbi “a”): Ile hodc Val hodc Trp hoic Phe hoic Tyr hodc
Met

Vi tri 18 (cAu tric, déng vong): Cys hodc Lys hodc Asp hoic Glu, néu

Cys thi n6 tao thanh lién két disulfua v&i gbe Cys & vi tri 1, néu Glu/Asp

(Lys) thi chudi bén ciia n6 tao ra lién két amit v6i chudi bén Lys

(Glu/Asp) ¢ vitri 1

Vi tri 19-21 hoidc 19-20 (phin kéo dai du tan cing C): Tripeptit Lys-

Lys-Lys hodc dipeptit Lys-Lys |

Cic peptit twong tw véi PHB5 va PHB6: Dy 1a céc peptit c6 do dong nhét
trinh tu 14 70% hodc cao hon (t6t hon 12 80% hoic cao hon) so véi céc peptit
PHB5 va PHB6, trong do6 cac peptit tuong tu nay cd trinh tur bao gbm:

Vi tri 1 (chirc ning tiém ning): Phe hodc Tyr

Vi tri 2 (vi tri thiét yéu): Trp

Vi tri 3 (chtc ning tiém ning): Asn hoic Asp hodc Ser hoic His

Vi tri 4 (d& bién dbi “a”): Trp

Vi tri 5 (chirc ning tiém ning): Lys

Vi tri 6 (d2 bién db6i “a”): Trp

Vi tri 7 (chirc ning tiém ning, d& bién ddi “b”): Glu hoic Val hoic Arg
hodc Ile hodc Asp

Vi tri 8 (d2 bién dbi “b™): d-Pro hoic d-Lys

Vitri9 (d2 bién ddi “b”): Asn hodc Asp hoic Lys
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Vi tri 10 (chtc ning tiém ning, d& bién ddi “b”): Lys hodc Met hoidc Trp
hodc GIn hodc Thr

Vi tri 11 (dé bién ddi “a”): Trp

Vi tri 12 (d& bién dbi “d”): Thr hodc Val hoic Ile (hai gbc sau 14 cac gbc
xuét hién trong cac trinh tu DENV tu nhién)

Vi tri 13 (dé bién dbi “a”): Trp

Vi tri 14 (chirc ning tiém ning): Tyr hodc Asn

Vi tri 15 (dé bién dbi “a”): Ile hodc Val hoic Trp hoic Phe hoic Tyr hodc
Met

Vi tri 16 (chirc ning tiém ning): Glu hodc Asp

Vi tri 17-21 hoic 17-20 (phin kéo dai ddu tin cing C): Pentapeptit Gly-
Gly-Lys-Lys-Lys hodc tetrapeptit Gly-Gly-Lys-Lys

Tong hop peptit

Céc peptit duoc liét ké trong Bang 1 thu dugc bing cach tdng hop pha ran trén
nhua Fmoc-AM-MBHA, theo phuong phép Fmoc/tBu (Barany, G. & Merrifield, R. B.
(1977) J Am Chem Soc. 99 7363-7365). Quy trinh nay dugc thuc hién thu cong, trén
bom tiém dung tich 10 ml dwoc ldp miéng thuy tinh frit x8p, sao cho tat ca chét phan
ung va dung moi co thé dugc loai bé mot cach thudn tién béng cach loc trong chan
khong. Céc axit amin dugc ghép cip bang cach st dung phuong phap hoat héa
DIC/HOB, va su hoan thanh phan tng ghép cip dugc kiém tra bing thir nghiém
ninhydrin (Kaiser, E., et al. (1970) Anal Biochem. 34 595-598). Cac peptit tong hop
dugc dugc giai phéng ra bing cach xir Iy nhwa bing dung dich axit
trifloaxetic/EDT/H,O/TIS (94%/2,5%/2,5%/1%), két tiia bing ete va duoc dong khé
trong 72 gid, sau do, ching duoc cai bing cach tao ra lién két disulfua thong qua su
oxy héa biang dimetyl sulfoxit (DMSO) (4dndreu, D., et al. (Eds), Peptide Synthesis
Protocols, Methods in Molecular Biology, Totowa, NJ, 1994, pp. 91-169). Cac peptit
thu duge duge 1am sach bing RP-HPLC didu ché trong cot RP-C18, cic phin gom
dugc duge phan tich mét cach doc 14p bang RP-HPLC phan tich, va san pham peptit
cudi thu dugc bing cach gop cac phin cé do tinh khiét cao hon 99%. Khdi phd (ESI-
MS) dugc str dung dé kiém tra khéi luong phan tr cla san phém cudi.

Khéi phd duoc ghi lai bing may do khdi phé QTOF-2TM hinh tdm canh lai
(Micromass, UK) dugc 1&p ngudn ion héa bang phun dién tir phun Z. G6i phin mém

MassLynx, phién ban 3.5 (Waters, USA) dugc st dung dé thu nhan va xit Iy phé.
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Vi du 2. Uc ché bénh nhiém DENV & cac t€ bao Vero

Pé ching to rang cac pepﬁt ¢6 cAu tric kep toc beta theo sang ché c6 thé uc
ché bénh nhiém DENV in vitro, cac peptit ndy dugc dénh gia trong thir nghiém Iam
giam mang bang cch sir dung té bao Vero.

Céc té bao dugc phat trién trén dia c6 24 13 cho dén khi 16p don d3 dat dén muc
d6 nhap dong khoang 90%, sau d6, ching dugc rira hai 1dn bang méi truong MEM ma
khéng chta huyét thanh thai bo (Fetal Bovine Serum - FBS). Sau d6, céc dich peptit
lodng duoc bd sung vao va cac hdn hop té bao-peptit dugc 1 théng thudng trong 1 gid
& nhiét d6 37°C, tiép theo bd sung ché phdm DENV kiéu huyét thanh 2 (NIBSC mi
S16803) & hé sb nhiém (multiplicity of infection - m.o.i.) 1a 0,001. Sau dé, cac té bao
dugc u trong 1 gio & nhiét do 37°C, va ngay khi khoang thoi gian u bang virut gay
nhiém két thuc, duoc rira lai dé loai bo cac virion khong gén két va dugce u trong 5
ngay & nhiét do 37°C trong mdi truong c6 mat do cao (MEM duoc bd sung cac axit
amin khong thiét yéu, 1% FBS, 1% carboxymetylxenluloza) dé cho cac méang virut tao
ra. Sau d6, cac té bao dugc nhuém bang Naphtol Blue Black 0,1% trong dung dich
natri axetat 0,15 M. Hai ban sao trén mdi diém thu nghiém dugc st dung trong mdi
thir nghiém, va ba lan xé4c dinh doc 1ap duge thuc hién di vi mi mAu.

Doc tinh cta cac peptit cé ciu tric kep toc beta duoc danh gid bang thir nghiém
MTT (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli bromua, Invitrogen, USA)
(Mosmann,T. (1983). J. Immunol. Methods 65, 55-63.), va bang cach dém té bao tha
céng bang cach st dung budng Neubauer. Pia ¢6 chin muoi sdu 16 (Costar, USA)
duge cdy 200 pl/giéng huyén ph chira té bao Vero ¢ 1x10° t& bao/ml va u cho dén
khi c4c 16p don dat dén mirc do nhap dong x4p xi 90%, thudng 13 trong 18-24 gid. Sau
khi rtra cic té bao hai 14n bing mdi truomg DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium - méi trudng Eagle cai tién ctia Dulbecco), bd sung 50 pl/1 dich pha lodng
peptit hodc chit phu gia can danh gia (Triton X-100™ dugc hoa tan trong PBS dugc
st dung lam dbi chirng ddc tinh duong) va céc dia duge u ¢ nhiét do 37°C dudi moi
truong 5% CO, trong 2 hodc 24 gio. Sau dd, hai quy trinh khac nhau duoc dung dé do
ddc tinh:

a) Dung dich 2 mg/ml chira MTT trong PBS dugc bd sung vio (50 pL/18) va
cac dia duogc U trong 4 gio nita & nhiét d6 37°C, 5% CO,. Sau d6, mdi truong nay

duogc loai bd, va 100 pL/15 DMSO dugc bd sung vao dé 1am hoa tan két tiia formazan.
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Cubi cing, mat d6 quang (optical density - OD) ctia dich ndi ¢ bude séng 540 nm
duoc do bang cach sir dung may doc dia (Sensident Scan™, Merck, Drc).

b) Céc dia dugc rira bang 200 pl/16 mdi trudng DMEM va sau d6, dung dich
trypsin (Sigma, USA) duogc bd sung vao & mtrc 50 ul/15. Sau khi lam bét hoat trypsin
bang cach bd sung 150 ul/16 DMEM di duge bd sung FBS 10%, céc té bao dugc dém
bang cach nhuém mau séng Trypan Blue (Gibco, USA). Dit liéu dugc xit Iy bang goi
phan mém théng ké Prism v5.3 (GraphPad, USA), bing cach sir dung hdi quy khong
tuyén tinh dé khép ching vé6i log;o(ndng d6) so véi duong cohg dap ung.

Bang 2 thé hién céc tri s6 IC50 tinh dwgc twong tng véi hoat tinh khang virut
clia cac peptit ¢ ciu triic kep toc beta chéng DENV?2 trong té bao Vero, ciing nhu doc
tinh va chi sb chon loc cda ching. TAt ca cac peptit dugc phan tich thé hién hoat tinh
khang virut c6 thé phat hién dugc trong hé nay. Céac peptit PHB2, PHB3, PHB4,
PHBS5, PHB8 va PHB9 thé hién hiéu luc khéang virut cao hon so v6i peptit HDIII3CL,
mac du trong trudng hop cac peptit PHB3, PHBS va PHBS, su chénh léch 1a nho.
Trong hé in vitro nay, cac peptit PHB1, PHB6 va PHB7 thuc su c6 hiéu lyc nhé hon
so v6i peptit HDIII3CL. Peptit PHB4 thé hién hoat tinh khéng virut trong pham vi
nanomol va chi s§ chon loc xudt sic 1a 4333. Do d6, peptit nay cdu thanh phan tir chi
huy c6 dic tinh xuét sic 1am hoat chét khang virut du tuyén chdng DENV.

Céac két qua nay con ching to ring vong lién soi c6 sau gbc cua peptit
HDIII3CL 13 hoan toan khéng can thiét, do né da duoc loai bo khoi trinh tu ciia céc
peptit c¢6 ciu triic kep téc beta theo sing ché va dugc thay thé bang vong ngoit beta c6
hai gbc trung tAm, ma khong cé su twong ddng, hoan toan hodc mot phan, véi trinh t
ban diu cua vong DIIIE, ma khong anh huong c6 hai dén hoat tinh khéng virut in -
vitro. Day la dac diém mong mudn néu cac peptit ndy dugc st dung dé diéu tri bénh
nhiém DENV tht phét, do vong nay cé tinh trdi mién dich trong dép Gmg khéang thé
ctia ngudi chdng DENV (Sukupolvi-Petty S, et al. (2007). J Virol.; 81(23):12816-26)
va do d6, c4c khang thé dang ton tai tir tréc ¢ thé trung hoa hoat tinh khéng virut
clia cac peptit trén co s kep toc beta FG néu vong nay khong bi loai bd. Vi vy, viée
loai bd vong ndy trong cac peptit theo sang ché 1am mét kha ning nay.

Dir liéu ndy con chi ra mot s§ dac diém chung giira cac peptit c6 cAu tric kep
téc beta c6 hiéu luc nhét, ma c6 thé dong vai tro quan trong trong viéc 1am tdng hoat
tinh khang virut cia chung. Mot trong s6 chiing, vi du, 1 su c6 mit ctia lysin (hogc d-

lysin) & vi tri trung tAm trén vong ngodt beta lién sgi. Peptit PHBS c6 hiéu luc hon so
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v6i PHB6, va su khac biét duy nhit cta chung 13 sy ving mit gbc lysin trén vong
ngoit beta cia PHB6 (Bang 1). Ngoai ra, PHB2 va PHB4 c6 hiéu luc hon so voi dbi
tac cua chung PHB1 va PHB3, va khong mot PHB1 hay PHB3 cé gbc lysin & cac vi
tri trung tAm cua vong nay (lysin nay dugc cho la bit chude vé mit chtc ning gbe
Lys386 cua DIIIE). Mot dac diém dé phan biét khac cta céc peptit c6 hidu luc nhit 1a
su ¢6 mit cua gdc tyrosin & vi tri trong dwong véi vi tri clia gbc 377 trong DIIIE (tung
do tir protein E cia DENV3). Vi dy, peptit PHB9 c6 hiéu lyc hon so véi PHBS, va su
khéc biét duy nhét ctia chiing 13 & chd Tyr5 da duoc thay thé bang Asn5 trong PHBS.
Ngoai ra, PHB2 (chtta Tyr3) va PHB4 (chta Tyr5) c6 hiéu luc hon so véi peptit d6i
tac cua chung PHB1 va PHB3, trong do céac gbc tyrosin nay di dugc thay thé bang céc
gbc asparagin.

Cubi cling, dir liéu nay x4c nhdn rang viéc kéo dai soi beta bang cach bd sung
bbn (hai gbc trén mdi soi) axit amin bd sung c6 tac dung c6 loi dén hoat tinh khang
virut cta cac peptit thu dugce. Hiéu luc cua peptit PHB4, chéng han, 1a cao hon so véi
hiéu luc cua PHB2, va hiéu luc cta cac peptit PHB8 va PHBO 1a cao hon so véi hi€u
lgc cua PHB7. Peptit PHB4 1a c6 hiéu luc nhét trong toan bd chudi, va 1 peptit duy
nhét c6 trinh tu chta tit ca ba dic diém phéan biét cta cac peptit c6 hiéu luc dugc néu
trén ddy. Vi vay, dit liéu thir nghiém thu dugc trong vi du nay cung nhau chirng minh
rang cac tiéu chuin dugc theo trong viéc thiét ké peptit c6 ciu tric kep toc beta theo

sang che 1a dugc lya chen sang sudt.

Bang 2. Hiéu luc, doc tinh in vitro va chi so chon lgc doi véi cac peptit ¢6 clu trac

kep toc beta

Hoat tinh khang virut trong té bao

Vero
Peptit
Ctox50,
IC50%*, uM SI
uM

PHB1 75 >>1000F  >>13
PHB2 12 85 7
PHB3 17 >>1000F  >>59
PHB4 0,003 13 4333
PHBS5 17 259 15
PHB6 33 411 12
PHB7 79 1911 24
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PHBS 15 300 20
PHB9 7 216 31
HDII3CL 20 1000 50
HDII3CL2 20 1000 50
HDII3CLW- NA ND ND
HDII3CLK- NA ND ND
HDII3CLC- NA ND ND

* Hoat tinh khang virut (hoat tinh ¢ ché 50%), N4,
khong c6 hoat tinh phat hién dugc & cac ndng do thap hon
hodc bing 100 pM. ¥, khong giy doc & 1000 pM. ND,
khong xac dinh duogc

Tiép theo, da quyét dinh so sanh hoat tinh _khéng virut cta cac peptit PHB4 va
HDII3CL chéng tt ca bén kiéu huyét thanh DENV, véi muc dich 12 so sénh céc tri
s6 ICs, tuong tng ctia ching. So sanh ndy dugc thyc hién bang thir nghiém 1am giam
mang trén cac fté bao Vero, bd sung virut gy nhiém ddi v6i mdi kiéu huyét thanh
(DENV1, NIBSC md West Pac 74, DENV2, NIBSC, ma S16803; DENV3, NIBSC,
ma CH53489; DENV 4, NIBSC ma TVP360) & m.o.i. 1a 0,001. Nhu co thé quan sat
thay trong Bang 3, peptit PHB4 c6 hoat tinh chéng bbn kiéu huyét thanh, va nhiéu hon
~ nhiéu so v6i peptit HDIII3CL (c6 hiéu luc hon 4000 dén 7500 14n, tuy thude vao kiéu
huyét thanh). Thuc t& 1a PHB4 bidu hién hoat tinh trc ché chdng bén kiéu huyét thanh
14 phit hop véi vai trd duge d& xuit cta phitc hop a2M*/LRP1 1am thu thé ndi bao dbi
v6i tht ca cac kiéu huyét thanh DENV va véi bang chting thir nghiém chimg minh su
gin két cta peptit PHB4 v6i c4c protein ndy, nhu dugc thé hién duéi day trong ban

mo ta nay.

Bang 3. Hoat tinh khang virut ciia cac peptit PHB4 va HDII3CL chéng bén kiéu
huyét thanh ciia virut Dengue

Hoat tinh khéng virut IC50, pM

Peptit P . . .
°PH chong chong chong chong
DENV1 DENV2 DENV3 DENV4
PHB4 0,002 0,003 0,005 0,01
HDII3CL 15 20 20 50
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Vi du 3. Su trc ché gin két cia DIIIE v6i a2M* béi céc peptit c6 cdu tric kep toc beta

Lam sach va hoat hoa a2M cua nguoi

a2M cta nguoi duge 1am sach tir 380 ml huyét tuong ctia ngudi, thu duge bing
cach gom cic miu huyét twong tir ngudi tinh nguyén khée manh ¢ do tudi tir 30 dén
40. Huyét twong dugc thdm tach bang nudc di khir ion, véi cac thay d6i thuong
xuyén, trong 72 & nhiét do 4°C. Chat khong tan dugc loai bo ra khéi phan thdm téch
thu dugc bing cach ly tam & 10.000 x g (100.000 m/s”) trong 30 phut, va dich ndi
duoc lam can béng v6i PBS 6 do pH=6,0 béng céach thim tach va sau d6, duoc nap 1én
trén cOt XK 50/30 (Amersham, UK) da dugc nhdi 65 ml Chelating Sepharose Fast
Flow (Amersham, UK) dugc nap trudc bing Zn>* va dugc 1am can bang bang PBS &
'dd pH=6,0. Sau khi nap mau, cot nay duoc rira bang PBS c¢6 dd pH=6,0 cho dén khi
d5 hép thu cta dung mdi rira giai bi gidm dén do hp thu nén, va céc protein gin két
duoc rua giai béng dung dich dém natri axetat 10 mM/natri clorua 150 mM c6 do
pH=5,0. Dich rtra giai gop lai duoc cd béng cach siéu loc va sau d6, dugce nap lén trén
cot loc gel Superdex 200 (Amersham, UK) duoc lam can béng bﬁng PBS d¢ pH=7.8.
Su ¢6 mit cta a2M trong phan c¢6 khéi hrong phan tir cao nhit duoc kiém tra bang
cach thAm tach Tay bing ché phdm khang thé da dong 02M khang nguoi (Sigma,
USA).

02M di 1am sach dugc hoat héa bing cach & né bang 200 mM metylamin trong
dung dich natri phosphat 50 mM, natri clorua 150 mM, c6 do pH=7.4. Ché phém
a2M MeNH, (a2M*) thu dugc duoc thAm tach bao quat bing dung dich natri
phosphat 50 mM/natri clorua 0,5 M ¢6 d6 pH=7,8.
Thik nghiém canh tranh

Kha nang cia cac peptit PHB1-9 va HDIII3CL Gc ché su tuong tac ctia DIIIE1]

tai td hop v6i 02M* duge phan tich bang cach sir dung khudn mau ELISA canh tranh.
Cac dia dugc phu bé‘lng a2M* da sach va dugc u béng DIIE1J da dugc lam sach tu
trudc va duogc biotin héa (DIIE1Jbiot) voi sy c6 mat clia cac peptit thir nghiém
va/hogic DIIELJ t4i td hop & cac ndng d khac nhau, phat hién DIIIE1Jbiot da gén véi
02M* bing thé tiép hop streptavidin-peroxidaza. Chi tiét v& quy trinh thir nghiém
dugc theo dé thu duge DINIELJ t4i t8 hop (SEQ ID No. 19) dugc thé hién dudi day,
nhung vé co ban, phan tir nay dugc cAu thanh tir cac gbc 289-400 (d4nh sb theo trinh
tu PIR:A32401) cta protein E cia DENV1, ching 1636 (Chu, M. C., et al. (1989).
Journal of General Virology 70 (Pt 7), 1701-1712.), tuong ung v&i mién IIT tiép theo

12 nhan c6 su histidin d4u tan cing C.
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O cac ndng do peptit trong pham vi thip tr micromol dén duéi
micromol/nanomol, cic peptit cé cdu tric kep toc beta PHB5, PHB7, PHBS va PHB9
trc ché mot phan su gin két cua DIIIE1Jbiot v6i 02M* (Fig. 3), va ty 18 phan trim tc
ché ting mot cach don diéu véi ndng do peptit. Cac peptit PHBS, PHBS va PHBY 1a
cac chit e ché c6 hiu luc nhét ciia nhém nay, thé hién ty 18 ph?m tram trc ché nam
trong khoang tir 23 dén 50%, twrong tu nhu ty 1 phan trim wc ché ciia DIIIE1] tai t6
hop. O cac khoang ndng d duge phan tich, ba peptit nay 14 cac chit e ché tt hon
(gAp 2 dén 12 13n, tuy thudc vao ndng d6 chinh x4c cia ching) cia viéc gin két
DIIE1Jbiot v4i a2M* so véi peptit HDIII3CL.

Ty 1& phan trim e ché 16n nhét tinh duoc dbi véi peptit HDIII3CL trong cac
thir nghiém ndy chi 13 18%; thdp hon ty 1& phan trim @c ché ngay ca cia PHB7, 1a
peptit c6 céu tric kep téc beta nhéd nhét. Piéu nay ching t6 ring trén thuc té, cac gbe
clia vomg lién soi cta kep toc FG cta DIIIE 13 khong can thiét nhim muc dich tuong
tdc v6i protein a2M*, do vong dai c6 6 gbc ban déu di duoc thay thé trong peptit
PHB7 b&i vong ngoit beta typ IP chi ¢6 hai gdc trung tAm. Trinh tu ctia vong ngoit
beta nay khéng cé su tvong ddng —toan bd hodc mot phén- véi trinh tu ctia vong ban
dau, cac gbc ciia nd da dugc chon trén co so cac tiéu chudn cdu tric (khuynh huéng
tao ra vong ngoit beta typ IP cao, cac dau nbi kep téc beta). Géc duy nhit tir vong
HDII3CL ban ddu ma van con trong peptit PHB7 (va ca PHB8 va PHBY) 14 Lys11
(danh sb HDIIT3CL), ma vai tr6 chic ndng cta n6 duge Lys9 cua PHB7 bét chuér,
chiém vi tri khong gian tuong tu (twong dwong vé mit ciu tric).

Ngoai Lys9 (ma bét chude Lys11 tir HDII3CL), ¢6 gbc PHB7 khéac bat chude
vai trd ciia cac gbe HDII3CL: a) Asn3, Lys10 va Asnl2 tir PHB7 bét chuée cac gde
Asn3, Lys14 va Asnl6 tir HDIII3CL (déy 1a cac gbc kep téc beta khong tao ra lién két
hydro), ma chudi bén cia chiing nhd vao bé mit tiép xuc ctia kep toc FG ctia DIIIE va,
do d6, c6 chirc ning tiém ning; b) Trpl3 tir PHB7 twong duwong vé&i Trpl7 tir
HDIII3CL, va tuong tmg v6i gbe Trp ma duogc bao toan nghiém ngit qua tat ca cac
flavivirus; ¢) Cys1 va Cys14 tir PHB7 tao ra cu ndi disulfua tuong duong vé6i cau nbi
duogc tao ra boi Cys1-Cyl8 tir HDIII3CL. Thyc té 1a PHB7 qua thuc git dugc, va trén
thuc té, cai thién, hoat tinh trc ché DENV cua HDIII3CL, goly réng cac diac diém ma
dugc gift lai trong qua trinh thiét ké PHB7 d6ng vai trd quan trong dbi véi hoat tinh

chirc ning ciia cac peptit theo sang ché.
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Céc peptit PHB8 va PHBO 1a c4c chét trc ché t6t hon so véi peptit PHB7. Diéu
nay chimg t6 rang viéc bd sung bdn gdc (hai gbc trén mdi soi) vao PHBS va PHB9
g6p phan c6 lgi cho hoat tinh e ché DENV ciia cac peptit theo sang ché.

Nhu ¢6 thé quan sat thiy trén Fig. 4, 4i luc biéu kién cua tuong tac giita peptit
c6 céu tric kep téc beta PHBS va a2M* 1a twong tu nhu 4i luc biéu kién cua twong tac
gitta DIIIE v 02M*, do ty 18 phan tram trc ché d6i v6i mdi ndng d6 PHBS dugc thir
nghiém chi thip hon mét chut so véi ty 1& phén trim e ché thu dwgc boi DIIIELT.
Céc két qua nay chimg t6 ring c6 thé st dung peptit c6 cdu trac kep toc beta ma cdu
tric lién két cia nd dugc dao ngugc so voi cAu tric lién két cta kep téc beta FG
nguyén thé cua DIIIE va van c6 thé e ché twong tac DIIE-a2M*. Két luan tuong tu
¢6 thé dugc rut ra dbi véi loai vong ngoat beta duoc thiét ké trong peptit, c6 tinh dén
vong ngoat typ IIP dugc st dung trong PHBS, con cac peptit PHB7-9 sir dung vong
ngoit typ IP. Pidu quan trong 13 bao tdn dugc su twong duong vé ciu tric cia cac gbe
ma cin thiét d6i véi tuong tac nay, tirc 1a ching duoc bb tri theo kiéu khong gian
turong tu ngay ca khi ¢6 mét trong trudng hop khung khéc nhau vé mit ciu tric. Ngoai
ra, PHB5 ching t0 ring vai trd ma lién két disulfua dong trong viéc 1am 6n dinh cdu
hinh cta céc peptit PHB8 va PHBY c6 thé dugc gianh quyén kiém soat béi cac motip
chu tric khac, nhu khéa kéo Trp dugc dung trong PHBS.

Mot yéu t6 thiét yéu ctia sang ché 1 phan tich hoat tinh sinh hoc cta céc peptit
theo sang ché & pham vi nanomol. C4c peptit ¢6 hiéu luc cao cho phép viéc sir dung
v6i lidu didu tri thip hon va cac wu diém ching mang lai xét v& mit chi phi thdp hon
va kha nédng xuit hién mot s6 van dé lién quan dén liéu cao thép hon, nhu su két tu,
twong tac khong dic hiéu, tinh khang nguyén va kha ning sinh mién dich. Nhu dugce
thé hién trén Fig. 5,6 pham vi nanomol/du¢i micromol, cac peptit PHB2, PHB4,
PHBS5, PHB8 va PHBY vin 1a céc chét tc ché tét hon dbi vé6i gin két ciia DIIIE1J
duoc biotin héa (DIIIE1Jbiot) v4i a2M* so vdi ban than DIIIEL] (ty 1€ phén tram tc
ché t6t hon g?ip 1,5 dén 3 lfin). Mat khéc, & khoang néng do do, muc do e ché dugc
bidu hién béi peptit HDIII3CL 1a rat thap so véi DIIIEL].

Vi du 4. Lap ban db cac gbc thiét yéu dbi voi gin két cia DIIIE v6i a2M*
Chudn bi thu vién cua thé dot bién alanin doi véi DIIIE (DIIIEIPRS)
Dé x4c dinh xem gdc nao trong DIIIE tir DENV1 déng vai trd quan trong trong

su tuong tic cua phin tir nay voi mdt s6 phoi tr khac nhau, thu vién cac thé dot bién
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mot gbe duge chuin bi trong d6 méi gbc tiép xuc dung méi duge thay thé mot cach cé
hé théng bang gbc alanin (k§ thuat dugc biét phd bién hon 13 ‘quét alanin’) dé nghién
ctru tip theo gin két ctia bién thé dot bién nay véi phdi tr cAn phan tich. Trong loai
thtr nghiém nay, sy bién ddi bat ky lién quan dén su gén két clia bién thé cy thé véi
phéi tir dugc hiéu 13 bang ching cia su tham gia cla gbc dugc gay dot bién trong
tuong tac cta protein kiéu dai véi phéi tir ndy.

Pé chuén bj thu vién nay, phan tich ban dau duogc giéi han & céc géc 289 dén
395 (danh s theo ngin hang gen: AAN32775.1) clia protein v cia DENV1, ching
PRS 288690 (Gonéalvez,A.P., et al. (2002), Virology 303 (1), 110-119.). Trong ban
mo ta nay, trinh tu twong mg v4i manh nay cla polyprotein cua virut dugce xac dinh la
DIIIE tir DENV1 chung PRS 288690 (DIIIE1PRS), dugc néu trong SEQ ID No. 15.
Luea chon cdc gbc can dwoc gdy dot bién trong DIIIEIPRS

Thay cho chién lugc thiét ké giai thuat brute-force trong d6 moi gbc dugc thay
thé bang gbc alanin & mot thoi diém, dd quyét dinh thuc hién lya chon trude dya trén
kha ning tiép can dung mdi twong d6i, nhu dugc ude luong bang cach sir dung gbi
phdn mém WHAT IF phién ban 20050919-1718 (Vriend, G., (1990), J.Mol.Graph. §,
52-6), va dua trén viéc udc luong su chénh léch do 6n dinh ctia mdi bién thé c6 thé
dbi véi protein kiéu dai, dugc biéu dién dudi dang AAG tinh duoc béng FoldX phién
ban 6.0 (Schymkowitz, J., et al. (2005). Nucleic Acids Res. 33, W382-W388). Ca hai
- phép tinh toén déu dya trén md hinh d6 twong ddng ciia DIIIEIPRS (cac gbc 1-105
trong SEQ ID No. 15), thu dugc tir cac toa do tinh thé hoc cua protein E tr DENV3
(Modis, Y., et al. (2003). Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 100, 6986-6991) va dugc dua vao
quy trinh 1am giam ning lugng dén mirc t6i thidu.

Tiéu chuén duoc st dung dé Iua chon cac gbc can duogc gay dot bién thanh Ala
13 kha nang tiép can tuong dbi cao hon 15% va AAG nho hon 4 kcal/mol. 79 vi tri
thoa man tiéu chuln niy va cac két qua cia viée tinh toan cac thong sb néu trén dugc

thé hién trong Bang 4.
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Bang 4. Céac gbc dugc chon dé& quét alanin ctia DIIIE1PRS.

289 MET 784 - - 343 LYS 722 34 3
290 ASP 856 2,4 2,4 344 GL 314 = 47 43
291 LYS 882 2,5 24 345 VA 608 32 22
292 LEU 704 23 22 346 THR 582 2,7 2,7
293 THR 828 2,8 2,8 347 GL 553 2,6 2,9
294 LEU 70,6 23 2,1 348 ASN 514 3,1 3
295 LYS 766 3.4 33 350 AR 69 4 3,7
296 GLY 267 3,6 22 [351 IBU 211 54 = 55
297 MET 58,7 2,1 2,1 352 ILE 363 3.4 3,6
298 SER 91,1 2,5 2,3 353 THR 42,7 3,6 2,8
299  TYR 325 3,7 32 355 ASN 26 2,6 2,7
300 VAL 65,7 2,4 2 357 ILE 24,1 3,8 3,8
301 MET 57,8 2,2 24 359 TRH 66,6 2,5 2,6
303 THR 76,8 2,8 2,9 360 ASP 315 3,1 2,2
304 GLY 232 4,6 3,7 361 LYS 38,5 1,8 2,9
305 SER 185 32 3,1 362 GL 653 22 22
307 LYS 51,3 3,9 3,7 363 LYS 61,1 33 3,1
S Ea s el 0 s aane. gy ) e
309 GLU 32,1 2,2 2,6 365 VA 154 4 4
310 LYS 679 32 3,1 366 ASN 558 2,7 2,8
311 GLU 79,1 2,8 2,6 368 GL 269 3,1 32
312 VAL 19 3,8 4 370 GL 29 32 3,1
314 GLU 422 1,7 1,5 372 PRO. 951 e
315 UOR 878 s 47 © 373 PHE 629 2,7 2,5
316 GLN 906 2,8 27 34 GL s a4
317 HIS 79,1 1,8 22 375 GL 554 3,6 3,6
391 I[BU 4397 41 4 379 VA 177 4 4
323 GLN 23,7 23 2,8 383 GL 758 3,4 3.9
325 LYS 30 3,3 3,1 384 GL 683 3 3
327 GLU 59,1 3.3 3,1 385 LYS 672 33 3
329 THR 84,2 22 2,6 387 LEU 228 3,6 3,7
330 ASP 295 0,5 2 388 LYS 60,6 3.4 3,5
332 PRO 405 3,9 3.8 389 LEU 23,1 a7 = 5%
334 LYS 15,1 1,8 1,7 390 SER 544 25 2,4
- 336 PRO 215 49 49 391 TRP 176 4,2 5
338 SER 28 23 23 392 PHE 63,8 3 3
340 GLN 176 2 22 394 LYS 618 2,7 2,7
342 GLU 618 1,8 1,1

AAG: d6 chénh 1éch trong AG gap cudn gifta thé dot bién Ala va protein kiéu dai (1: mé hinh
khong dugc 1am giam dén muc ti thidu, 2: mé hinh dwoc 1am gidm dén mirc t6i thidu);
%AAC: ty 18 phin tram kha ning tiép c4n dung mdi. Cac gbc dugc t6 ddm twong img véi cac

vi tri trong 6 AAG cao hon 4 kcal/mol.
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Chudn bi thir vién ciia cdc plasmit tdi t6 hop dé biédu hién DIIIELPRS va bién thé dot

bién cua nd ¢ Escherichia coli

‘Sau khi Iya chon cac géc DIIIEIPRS d dugc dung dé quét alanin, cac plasmit
tai t6 hop duoc chuin bi dé bidu hién khac loai mdi bién thé dot bién Ala cta thu vién
ndy & E. coli. Piéu nay dugc thuc hién bang céach tdng hop, bing phuong phép cia
Agarwal va cdc dong tdc gia (Agarwal KL, et al. (1970), Nature 227, 27-34), va bit
ddu tir cac oligonucleotit tbng hop duoc trén pha rin thong qua héa hoc
phosphoramidit (Beaucage SL & Caruthers MH (1981). Tetrahedron Letters, 22,
1859), phan t¢ ADN soi kép ma hda céc gbc 289-400 (danh s theo ngén hang gen:
AAN32775.1) cuia protein E cia DENV1, ching PRS 288690 (Goncalvez,A.P., et al.
(2002). Virology 303 (1), 110-119), tip theo 13 nhin 6 histidin dau tin ciung C;
protein ti td hop dwoc x4c dinh & day 13 DIIIE1PRS tai td hop ({DIIIE1PRS, SEQ ID
No. 17). Phan t&r ADN soi kép nay (SEQ ID No. 16) chira cac vi tri nhan biét ddi véi
c4c enzym gi6i han Nde I va Xho 1, dugc thiét ké sao cho manh nay c6 thé dugc cai
xen vao trong plasmit pET22b (Novagen Inc., USA) trong cung mdt khung doc lam
codon m& diu dugce tao ra boi plasmit nay. Sau khi phén cit, phan t&@ ADN sg1 kép
nay véi cac enzym gi6i han Nde I va Xho I trong diéu kién dugc quy dinh bdi nha san
xuét chung, manh phan cit duoc duoc nbi, bang cach sit dung T4 ADN ligaza duéi
diéu kién dugc quy dinh béi nha san xudt chung, vao plasmit pET22b (Novagen Inc.,
USA) di dugc phén cit tir trude theo cach tuong tu. Hdn hop nbi thu dugc tir d6 duge
bién nap vao trong ching XL-1Blue cta E. coli (Bullock WO, et al. (1987).
Biotechniques; 5: 376-8) nhu duge mo td bdi Sambrook va cdc dong thc gia
(Sambrook J, et al. Molecular cloning: A laboratory manual. New York, USA: Cold
Spring Harbor Laboratory Press; 1989), va cac plasmit tir cac khuén lac dd phat trién
trong moi truong chon loc dugce sang loc, 1am sach va dugc gidi trinh tu dé thu dugc
plasmit ma trinh tg cia né tuong Gng véi trinh tu ky vong. Plasmit nay duoc goi tén la
pET-DIII DENV1 (SEQ ID No. 18), va duoc biéu dién dudi dang so d6 trén Fig. 6.
Viéc tao ciu tric cua cac plasmit tai t6 hop dé biéu hién 79 thé dot bién Ala da duoc
Iwra chon truée cia DIITIPRS dugc thuc hién nhu da dugce mo ta trén day d6i véi pET-
DIII DENV1, nhung trong mdi trudng hop, tong hop duoc phan tir ADN soi kép khéc
nhau, trong d6 codon tuong tmg véi gbe cin dugc giy dot bién dugc thay thé bang bd
ba GCG, tuwong tng v6i codon alanin. Codon ma di dugc thay thé trong mdi bién thé,

cung vdi axit amin ma nd ma hda, duoc thé hién trong Bang 5.
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Bang 5. Gbc duoc thay thé bing alanin va codon tuong tng, dugc thay thé bang GCG
trong mdi bién thé cia thu vién cac thé dot bién DIIIEIPRS.

| Gocdugcibay Vi tri [y Vitri

Bl.ezl,l e o Codon | trong SEQ Ble;n il iy e Codon troné SEQ

e (SEQIISJ)) o, | DNo.16| il (SEQlE)) ity . Db
D290 D2 GAT 7-9 K343 K55 AAA | 166-168
K291 K3 AAA 10-12 G344 G56 GGA | 169-171
1292 L4 CTG 13-15 V345 V57 GTG 172-174
T293 T5 ACT 16-18 T346 T58 ACC 175-177
1294 L6 TTA 19-21 Q347 Q59 CAG | 178-180
K295 K7 AAA 22-24 N348 N60 AAT 181-183
G296 G8 GGG 25-27 R350 R62 AGA | 187-189
M297 M9 ATG 28-30 L351 L63 TTG 190-192
S298 S10 AGC 31-33 1352 164 ATA 193-195
Y299 Y11 TAT 34-36 T353 T65 ACA | 196-198
V300 V12 GTG 37-39 N355 N67 AAT | 202-204
M301 M13 ATG 40-42 1357 169 ATA | 208-210
T303 T15 ACA 46-48 T359 T71 ACT | 214-216
G304 G16 GGC 49-51 D360 D72 GAC | 217-219
S305 S17 TCA 52-54 K361 K73 AAA | 220-222
K307 K19 AAG 58-60 E362 E74 GAA | 223-225
L308 L20 CTA 61-63 K363 K75 AAA | 226-228
E309 E21 GAG 64-66 P364 P76 CCA | 229-231
K310 K22 AAG 67-69 V365 V77 GTC | 232-234
E311 E23 GAA 70-72 N366 N78 AAC | 235-237
V312 V24 GTG 73-75 E368 E80 GAG | 241-243
E314 E26 GAG 79-81 E370 E82 " GAA | 247-249
T315 T27 ACC 82-84 P372 P84 CCT | 253-255
Q316 Q28 CAG 85-87 F373 F85 TTT 256-258
H317 H29 CAT 88-90 G374 G86 GGT | 259-261
L321 L33 CTA | 100-102 | E375. E87 GAG | 262-264
Q323 Q35 CAG | 106-108 | V379 Vo1 GTG | 274-276
K325 K37 AAA | 112-114 | G383 G95 GGT | 286-288
E327 E39 GAA | 118-120 | E384 E96 GAA | 289-291
T329 T41 ACA | 124-126 | K385 K97 AAA | 292-294
D330 D42 GAT | 127-129 | L387 L99 TTG | 298-300
P332 P44 CCA | 133-135 | K388 K100 AAA | 301-303
K334 K46 AAG | 139-141 | L389 L101 CTA | 304-306
P336 P48 CCC | 145-147 | S390 S102 AGC | 307-309
S338 S50 TCG | 151-153 | W391 w103 TGG | 310-312
Q340 Q52 CAA | 157-159 | F392 F104 TTC 313-315
E342 E54 GAG | 163-165 | K3% K106 AAA | 319-321
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Bién nap cdc plasmit ciia thu vién cdc thé dét bién DIIIEIPRS vao trong E. coli va

bdo quan lanh sdu cde dong vo tinh thu dwoc

Pé thu duoc cac dong vo tinh cua té bao E. coli chira plasmit dé biéu hién trong
vat chd nay, cac bién thd DIIIE1PRS dirge chon, cac té bao c6 kha ning bién nap cia
E. coli chung BL21(DE3) (Studier, F. W. & Moffatt, B. A. (1986) J.Mol.Biol. 189(1),
113-130) duoc chudn bi va duoc chia thanh cac phin phan uéc, mdi phan dugc bién
nap riéng r& bang 20 ng ciia mot trong sb cac plasmit ctia thu vién thé dot bién, bang
cac phuong phap di biét dbi véi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay
(Sambrook, J., et al. Molecular cloning: A laboratory manual. 1989. New York, US4,
Cold Spring Harbor Laboratory Press). Phin phan u6c da dugc bién nap dugc dit
riéng r& 1én trén dia thach LB chira ampicillin & 100 pg/ml. Sau khi 1 trong 12 gi¢ ¢
nhiét do 37°C dé cho phép vi khuén sinh truéng, mot khudn lac dugc tach thich hop tir
mdi dia dugc gy nhiém vao trong cac dng nghiém riéng, mdi 6ng chira 5 ml canh LB,
duoc bd sung ampicillin & 100 pg/ml, va duge i & nhiét do 37°C két hop khudy (200
vong/phat) cho dén khi xuét hién sy van duc nhin thdy duoc. Sau d6, mdi trudng nudi
cly duoc ly tAm vo tring & 3000 x g (30000 m/s%) trong 20 phut & nhiét d§ 25°C, méi
moi truomg duge tao huyén phu lai trong 250 pl canh LB méi + 250 pl glyxerol 40%
(thé tich/thé tich), va sau d6 chia thanh cac phan phan uéc 100 pl ma duoc bao quan &
nhiét 6 -70°C.

Lam sach cdc bién thé dot bién DIIIEIPRS

Sau khi chudn bj thu vién cac dong vo tinh E. coli duoc bao-quan lanh siu biéu

hién mdi trong s6 céc bién thé cua thu vién thé dot bién DIIIE1PRS, quy trinh quy md
nho6 duoc sir dung dé 1am sach cac bién thé DIIIEIPRS ndy. Néi ngén gon, ddi véi
mdi bién thé, mot phan phan udc duge bio quan lanh siu cia dong vo tinh E. coli
chira plasmit tuong tmg duoc sit dung dé gdy nhiém 50 ml méi truong ZYMS50502
(Studier, F. W. (2005). Protein Expr.Purif. 41(1), 207-234) dugc bd sung ampicillin &
100 pg/ml trong binh Erlenmeyer dung tich 1 L, sau d6, dugc 0 trong 12 gid ¢ nhiét
d6 37°C, 300 vong/phut. Sau d6, mdi trudng nudi ciy dugc ly tim & 3000 x g (30000
m/s?), 25°C trong 20 phit, dich ndi dugc loai bd, va sinh khéi thu duge duge dung
giai bang cach tao huyén phu lai vao trong 19 ml dung dich dém AG (PBX 1X, NaCl
0,3 mol/l, imidazol 20 mM) chra guanidini hydroclorua (GuHCl) 6 M, lam mit do
nhét cua dich treo m6 ddng thé bang ééch siéu am nhanh trong 30 véi dau do thich
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hop. Sau khi 1am trong dich treo md déng thé bang céch ly tim & 3000 x g (30000
m/s®), 25°C trong 45 phit, dich nbi duge u trong 1 giér & nhiét do 25°C trong may lic
quay cham bing 0,3 ml nhua Ni*"-axit nitrilotriaxetic-agaroza (Ni-NTA agaroza,
Qiagen, buc) va huyén phu dédc thu dugc dugce nhdi theo trong luc vao cot NAP-10
rong (GE Healthcare, USA) va rira lién tiép bang dung dich dém AG chita GuHCI véi
‘ndng dd giam dan (6 M dén 1,2) va, cudi cung, bang dung dich dém A (PBS 1X, NaCl
0,3 M, imidazol 20 mM). Sau do, protein dugc ria giai bang 0,9 ml dung dich dém E
(PBS 1X, NaCl 0,3 M, imidazol 300 mM), va dich rtra gidi dugc dua ngay sang trao
dbi chit dém véi PBS 1X bang cach loc gel trén Sephadex G25 bang cach st dung cot
PD-10 d3 dugc nhdi trude (Amersham, UK). Nong do protein toan phan ctia ché phim
thu duoc duoc xac dinh bing phuong phap axit bicinchoninic (BCA) (Smith, P. K.
(1985). Anal. Biochem. 150(1), 76-85), va do tinh khiét dugc danh gid bang SDS-
PAGE duéi diéu kién giam (Laemmli, U. K. (1970). Nature 227(259), 680-685), dé
bao dam rang khoéng c6 miat cac san phdm phan hiy. Thu vién cac bién thé
DIITE1PRS da 1am sach duogc bdo quan & nhiét 4o -20°C cho dén khi duoc str dung.

Thir nghiém canh tranh

Kha ning cia mdi thé dot bién alanin DIIEIPRS tc ché sy twong tic cta
DIIIE t4i t§ hop v6i a2M* duoc phan tich bang cach sir dung khuén mau ELISA canh
tranh. Cac dia dugc phu bang a2M* di sach va dugc 1 bing DIIIE1PRS dugc biotin
héa (DIIIE1PRSbiot) véi sy ¢6 mit ciia mdi thé dot bién alanin DIIIEIPRS & céc
ndng do thay ddi, sau d6, phat hién DIIIE1PRSbiot di gin v6i a2M* bang thé tiép
hop streptavidin-peroxidaza. Cac chi s6 mat do quang so v6i ndng d6 duoc lam khép
voi dudng cong dap ung lidu, duge sit dung dé tinh toan ICs, ctia mdi thé dot bién
ciing nhu cta DIIIEIPRS tai t6 hop kiéu dai.

Nhu quan sat duge trén Fig. 7, su thay thé bang alanin ctia mdi mot trong s6
nam gbc (Lys361, Glu262, Pro264, Val365 va Lys385) ctia mién III, trong mdi truong
hop, 1am tiang ICs, (gidm &i luc ctia twong tac) hon mot bac vé do 16n. Liy mirc ting
gép 2 14n vé& ICs, 1am ngudng, cac dot bién thanh alanin cta tdng s 13 gdc anh huong
dén su tuong tac. Céac gbc trong nhém gdém 13 gdc ndy, ngoai nim gbc néu trén, 13
Glu342, Thr34, Arg350, Lys363, Asn366, Pro372, Gly374 va Glu375.

Céac két qua nay ngu ¥ ring gan két ctia DIIIE véi a2M* bao gdm hai manh bé mat
doc 1ap trong DIIIE (c4c fig. 7 va 8): mot manh nim trén mit trén ctia né (trong d6
dAu tan cling N dugc tim thdy) va méanh kia ndm trén mét dudi ciia n6 (manh dbi dién

gn v6i ddu tan cing C). Manh bén trén chira cac gbc gop phén chu yéu vao sy tuong
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tac, bao gdm nhom gdm nim gbc ma su thay thé chiing bang alanin lam giam ai luc
xudng hon 10 1in. Vi vdy, méanh nay c6 thé dugc coi 13 vi tri chinh ddi v6i su twong
tac gitta DIIE va a2M*. Cac gdc thiét yéu ciia n6 1a doan tuyén tinh lién ké cua
Lys361-Asn366 va gbc Lys385.

Manh thir hai néu trén, nim & mit dudi cia DIIIE (c4c fig. 7 va 8) duoc tao ra
boi chc gbe Glu342, Thr346, Arg350, Pro372, Gly374 va Glu375. Viée thay thé méi
trong sb cac gdc nay bang alanin tao ra mirc gidm 4i lyc nhé hon so véi su thay thé
tuong tu trén cac géc cia manh bén trén; do d6, manh bén dudi nay céd thé dugc coi 1a
vi tri twong tac phu.

Céc két qua thu dugc trong thtr nghiém nay nhim vao viéc 1ap ban dd cac vi tri trén bé
mat cia DIIIE lién quan dén tuong tac cia nd voi a2M* thé hién su ding dén cta céc
nguyén 1y dugc theo dé thit ké cac peptit c6 cdu tric kep téc beta theo sang ché. Vi
du, su than trong dwoc luu ¥ khi bao gdm céc gbc lysin ma ciu thanh gbc bit chude
chu tric/chirc niang cia Lys385 cta DIIIE, va néu bat rang ddy 1a gbc gop phan riéng
biét cha yéu vao su tuong tac (d6t bién cta né thanh alanin 1am giam ai luc cla su
tuong tac xudng hon 22 1an). Cac gbe peptit bét chuéc gde nay 1a: Lys8 trong PHB2
va d-Lys8 trong PHBS5, Lys9 trong PHB1, PHB6 va PHB7, Lys10 trong PHB4 va
Lys11 trong PHB3, PHB8 va PHB9. Theo mot vi du khéc, bdn peptit c6 ciu tric kep
téc beta ma e ché ¢ hiéu luc nhit su tuong tac cua DIIE véi 02M* (PHB4, PHBS,
PHBS8 va PHBY, Fig. 5, vi du 3) c¢6 gbc ma bit chude cu tric/chirc niang Glu375 cua
DIIIE, 14 gbc quan trong nhét cta vi tri gin két phu dwgc x4c dinh trong vi du nay.
Céc gbe trong cac peptit c6 ciu tric kep toc beta ma bét chude Glu375 14 Glu3 trong
PHB3, PHB4, PHBS va PHB9Y, va Glul6 trong PHB5 va PHB6. N6i cach khéc, cac
peptit c6 cAu triic kep toc beta theo sang ché ma trc ché c6 hiéu luc nhit su gin két cta
DIIIE v6i a2M* 13 cAc peptit chira, dong thoi, hai gbc quan trong nhét cia cac vi tri

tuong tac chinh va phu dugc md ta trong vi du nay.

Vidu 5. Tao ra céc cau trac si€u phan tu

Déng hoc su két tu clia peptit PHB4

Su tan xa anh sang dugc st dung dé giam sét su két tu cia peptit PHB4. Cac
phép do duoc thuc hién trén thiét bi phan tich quang phé huynh quang Shimadzu™
RF-5301PC (Shimadzu, Nhat Ban), thu nhan dir liéu bing phin mém dugc cung cip
bdi nha san xuét thiét bi. Cac bude song ciia chim anh séng t6i (kich thich) va detecto

(phat xa) dugc thiét 1ap & 320 nm, béng cach st dung cac 16 kich thich va phat xa cé
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& 5 nm. Mirc do tan xa 4nh sang do peptit duogc tinh bang cach 1y cuong d6 anh sang
dugc phan tan bdi peptit trir di cuong d6 anh séng dugc phén tan béi dung dich khong
chtra peptit (mau tring). Cac thay ddi v& mic do tan xa 4nh séng do su hoa tan clia
peptit trong PBS dugc nghién ctru bang cach thu nhan dir lidu in time course mode,
v6i tAn suét do 14 1 hodc 2 14n trén mdi gidy. Cac dung dich PHB4 trong PBS dugc
chudn bi bing cach tron mot phan dung dich chira peptit trong nuéc véi mot phan
dung dich PBS 2X.

Dit liéu thu dugc trong thir nghiém nay cho thdy rang ngay khi dugc hoa tan
trong PBS, va sau mdt khoang thoi gian tré ngan hon 2 phit, cuong d6 anh séng duoc
phan tan bdi peptit ting nhanh chéng trong 30-40 phut dau va sau do, tiép tuc ting
cham & tdc d6 tuyén tinh dén 300 phut, khi phép do két thic. Fig. 9 thé hién tap tinh
cta ty 1é cua anh sang dugc phéan tan so voi anh sang duoc phan tan tai thoi diém

7

1,

khéng [ j d6i vé6i cac ndng d6 peptit 1 5 va 10 pM. Kiéu ctia ca hai nong dd 1a

1

tuong tw, mic du gia tri 16n nhit cta L"J ¢ 5 uM 12 16n hon (11 so vdi 7) so véi gia
tri nay & 10 uM, goi y rang su két tu xay ra & cac ndng do peptit nho hon din dén tao
ra két tu c6 kich thu6e trung binh 16n hon so vé6i kich thude trung binh ban diu. Céc
d6 thi duoc x4y dung bang SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., USA).

Phan tich bang kinh hién vi dién tir truyén qua vé hinh thai hoc cua cau truc siéu phan

tr dwoce tao ra boi peptit PHB4

Dé phan tich hinh thai hoc ciia céc két tu dugc tao ra béi peptit PHB4, cac dung
dich peptit duoc xt ly thir nghiém khéc nhau trong d6 cac diéu kién nhu nhiét do, thoi
gian U va su c6 mdt cua chét dién phan duogc thao tac dé tao thuan lgi cho su két tu
(Fig. 10). Béi v6i nghién ciru cu thé nay, hai dung dich peptit (2 mg/ml, 0,73 mM)
duoc chuén bi, mot trong nudc va mot trong PBS. Sau do, mau dugc léy tr mbi dung
dich, dugc cb dinh truc tiép trén duong ké 6 va duge quan sat dudi kinh hién vi (cac
mau TO). Phén con lai duge u trong 1 gio ¢ nhiét 4o 50°C va sau do, cac mau dugc le‘iy
va duoc ¢b dinh ngay lap tirc (cac miu T1). Sau d6, phan con lai dugce 1 trong 2 gidy
nita & nhiét d6 trong phong, va tiép theo duoc c¢b dinh (cac mau T2).

Nhu quan sat thdy trén Fig. 10A, khi dugc hoa tan trong nuéc, peptit tao ra cac
hat ¢6 duong kinh nim trong khoang 5-20 nm & nhiét do trong phong. Ciing véi céc
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hat, viéc x ly & nhiét do 50°C lam xudt hién cic cdu trac dang soi kiéu
protofibril/fibril ¢ kich thuc nim trong khoang 5-10 nm (Fig. 10E). C6 m6t khoang
thoi gian tré dbi véi su tao ra céc soi fibril trong nuéce, do ching duoc phat hién trong
mau T2 chi sau khi x Iy béng nhiét. Su tao ra soi fibril duge vu ti€én & cuong do ion
cao hon (PBS), do cdu tric dang soi dai hon (5-20 nm) dugc tao ra ngay sau khi hoa
tan peptit nay trong PBS (Fig. 10B), ma tiép tuc ting vé sb luong sau khi gia nhiét
mau ndy trong 1 gid & nhiét dd 50°C (Fig. 10D va 10F). Cac két qua nay ching té
réng nhiét d0 va cuong do ion cao hon lam thuén loi cho su két tu peptit PHB4.

Ngoai ra, nghién cru nay chi rd rang peptit PHB4 tao ra két tu siéu phan tir ma
hinh thai hoc cua né phy thudc vao thanh phan mai truong chinh xdc va nhiét d. Kich
thudc cua cac cdu tric dang soi quan sat duoc 13 phu hop véi kich thuée cia cAu trac
kidu dang tinh bdt, ma thudong phat trién dudi dang céc s¢i kéo dai thong qua viéc tao
ra cac tim beta kéo dai.

Két qua cua cac qua trinh két tu protein phu thudc vao su can bang chinh x4c
giita luc ddy va luc hat gitta cac phan tir protein (Judrez, J., et al. (2009) Biophysical
Journal 96[6], 2353-2370). D3 biét ring viéc bd sung cac chit dién phan vio dung
dich protein thuong lam tang tde dd tao ra soi, do su chin Iuc déy tinh dién gifta cac
phan tir protein boi cac chit dién phan nay, do d6 déy su can bing vé phia tuong tc
lién phan tir hip dan va, vi vy, tao ra két tu (Judrez, J., et al. (2009) Biophysical
Journal 96[6], 2353-2370; Sagis,L.M., et al. (2004). Langmuir 20, 924-927). Dong
hoc ctia qua trinh tuong tac lién phéan tir cling dugc 1am thuin lgi bdi nhi€t 4o, ma da

biét tir 1au 14 d6ng vai trd co ban trong viéc tao ra két tu protein.

Vi du 6. Nghién ctru su trong tac cta cac peptit ¢é ciu triic kep téc beta véi manh thu
thé LRP1

D3 biét rang bénh nhim DENV ¢6 thé duoc phong bé béi cac phan tir ma can
tr& su tuong tac gitra cac virion DENV va thu thé t& bao da biét 1a LRP1 (Huerta H. et
al, WO 2007/124698). LRP1 1a protein mang nguyén ven (Fig. 11A) dugc tao ra béi
chudi o x4p xi 500 kDa dugc lién két khong dong héa tri véi chudi B 85 kDa (4nna P.
Lillis, et al. (2008) Physiol Rev 88: 887-918). Viing ngoai bao cua thu thé nay dugc
tao ra boi toan bd chudi a va mét phan chudi B, chira doan xuyén mang va hai métip
NPxY dé twong tic v6i cac protein noi bao tham gia trong viéc tao tin hiéu thu thé va
nhip bao. LRP1 14 thy thé ndi bao co dinh c6 thé ndi hoa trén 30 phdi tir khic nhau,
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va d3 duoc biét 1a tham gia trong mot sé qua trinh quan trong bao gdm su chuyén héa
lipit, cAm mau, hoat héa cac enzym lysosom va su dan truyén than kinh.

Chudi a cia LRP1 tuong tac voi cac phdi tir LRP1 ngoai bao. Chudi nay thé
hién kién tric mién dién hinh cta cac thanh vién thudc ho thu thé lipoprotein ty trong
thap, 12 ho ma LRP1 thudc. Dic biét, chudi a cia LRP1 chira bén nhém chira 2 (nhém
1), 8 (nhém II), 10 (nh6ém III) va 11 (nhém IV) vi tri gén két phdi tir ¢6 lién quan vé
mit ciu tric véi cac ving gidu Cys ciia cc protein cua dot bd thé. Sau mdi nhém vi
tri gin két phdi tir c6 mién gidng yéu 6 sinh truong biéu bi (Epidermal Growth Factor
- EGF), dugc tao ra béi cac ving giau Cys va mién YWTD.

D8 xé4c dinh xem céc mién gin két phdi tir cia LRP1 c6 twong tac véi DIIIE tir
DENV hay khéng, c4c protein DIIIE tai tb hop dugc tao ra tir céc gbc 289-399 cua
protein E tr DENV1 ching Jamaica/CV1636/1977 (DIIE1J); cac gbc 289-399 clia
protein E tort DENV2 ching Jamaica 1409 (DIIIE2); cac gbc 287-397 cua protein E tir
DENV3 chung H-87 (DIIIE3) va cac gdc 289-399 clia protein E tir DENV4, ching
Dominica 814669 (DIIIE4), dugc dung hop v6i nhan hexahistidin dau tan cung C
(SEQ ID No. 19-22), nhu dugc thé hién trén Fig. 11C. Céc protein DIIIE1J va DIIIE2-
DIIIE4 dugce thu lai bing céch biéu hién khac loai trong E. coli va 1am sach bang cach
sic ky 4i luc kim loai ¢d dinh (immobilized metal affinity chromatography - IMAC),
san phdm thu dugc c6 do tinh khiét trén 90%, nhu dugc ching minh bang phén tich
SDS-PAGE (Fig. 11D).

Ngoai ra, thir nghiém nay st dung ba protein tai t6 hop chira cac nhém II, 111
hoac IV tr LRPI, lan luot duge goi tén 1a sSLRP1-CII (SEQ ID No. 23), sLRP1-CIII
(SEQ ID No. 24) va sLRP1-CIV (SEQ ID No. 25), dugc dung hop véi vung 6n dinh
cta phén tir IgG1 cia nguoi (R&D Systems, USA) (Fig. 11B).

Viéc dénh gia cac tuong tic DIII/LRP1 dugc thuc hién bang thir nghiém
ELISA, trong d6 dia 96 15 dugc phu bang cac protein DIIIE1J hogc DIIIE2-DIIIE4 &
10 pg/ml, sau do, dugc phong bé bing albumin huyét thanh bd (Bovine Serum
Albumin - BSA) va u trong 1 gio & nhiét 46 37°C véi sLRP1 CII, sLRP1 CIII hodc
sLRP1 CIV ¢ 10 pg/ml trong duhg dich HEPES 20 mM c6 d6 pH=7,5/NaCl 150
mM/CaCl, 1 mM/Tween 20 0,05%. Sau khi rira, cic dia dugc G trong 1 gid ¢ nhiét do
37°C v6i dich pha loang theo ty 1€ 1:1000 cua thé tiép hop IgG khang ngudi-
peroxidaza va dugc lam hién hinh bang o-phenylendiamin/H,0,. Dit liéu thu duge cho
thdy kiéu tuong tu cta cac tuong tac dbi véi DIIIE tir tat ca bdn kiéu huyét thanh,
trong d6 SLRP1-CIV biéu hién muc d6 gin két manh nhét tiép theo 13 SLRP1-CII con
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SLRP1-CIII cho thdy khong c6 gin két c6 thé phat hién dugc véi phan tir DIIIE bat ky
(Fig. 12).

Su tuong tac cla cac peptit co ciu tric kep téc beta v6i cic manh hoa tan cia
thu thé LRP1 duoc nghién ctru bang cong huéng plasmon bé mit (Surface Plasmon
Resonance - SPR), bang cach st dung don vi Biacore X. Trong k¥ thuat nay, mot
trong sb cac dbi tac tuong tac can dugc nghién ctru dugc giit ¢b dinh trén bé mat cia
chip, va ddi tac tuong tac kia duge hoa tan trong dung dich ma chay qua té bao do bén
trén clia bé mit twong tac, dudi cac didu kién chay c6 kiém soat. Su lién két va phan ly
clia cac dbi tac tuong tac duoc do theo don vi cong hudng (resonance unit - RU) va
duge v& dd thi, dusi dang ham theo thoi gian, trén dd thi duge goi la ‘dd thi cam
bién’. Do d6, SPR cho phép ngudi thir nghiém thu dugc théng tin chi tiét vé sy tuong
tac ma khong cin phai danh diu mdi ddi tac twong tac.

Trong vi du nay, mdt kénh cia chip CMS5 (GE Healthcare, USA) dugc st dung
dé 1am bét dong protein sSLRP1-CIV trén bé mit ciia né & mat do cao (xem Bang 6) va
albumin huyét thanh nguoi tai td hop (tHSA, Sigma-Aldrich, USA) dugc giit ¢ dinh
trén kénh kia. Dua trén mat dd RU dat duoc ddi v6i mbi phan tir, va gia st rang c6 11
vi trf trong téc tiém ning déi v6i mdi phéan tir SLRP1-CIV va mdt vi tri tuong téc tiém
nang d6i v6i mdi phan tir HSA, do d6, cac bé mit & ca hai kénh s& thé hién mat do

tuong tu cua cac vi tri gén ket trén moi don vi dién tich bé mat (pmol/mmz).

Bang 6. Tém tit cac dic didm cua bé mit gin két trong chip CMS5 dugc ding dé danh
gia céac tuong tac véi sSLRP1-CIV

‘. Nong do
Khoi lugng . . . ) 5
. RU duogc gilt | Vi trf gan két protein & bé

Kénh Phoi tur phén ti - 5 .
co dinh (pmol/mm”) mat cta chip

(kDa)
(mol/1)
Fcl | sLRP1_CIV 77 1.665 0,2 2,2x10™
Fc2 rHSA 67 10.108 0,2-0,1 1,5x10”

Kha ning phan tng cua protein dugce giit c¢b dinh duoc danh gia bang cach sir
dung hai phéi tir LRP1 d3 biét; cu thé 13, a2M va protein di biét 1a protein lién két thu
thé (Receptor-Associated Protein - RAP). Truéc day da chimg minh dugc ring ca hai
phan tir trong tic v6i nhom IV cta thu thé LRP1 (Jaap G. Neels, et al. (1999).
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Journal of Biological Chemistry, 274, 44: 31305-31311). Fig. 13 thé hién cac két qua
kiém chimg nay. Nhu c6 thé quan sat thdy, viéc nap a2M hoic RAP lam ting tin hiéu
do dugc (RU) trén kénh sLRP1-CIV, nhung khong tao ra su ting cuong d¢ tin hiéu
trén kénh rHSA. Két qua nay ching té ring sSLRP1-CIV dugc giit ¢d dinh c6 kha ning
thiét 1ap tuong tac dic hiéu véi ca hai phéi tir.

Mic di, d3 quyét dinh 1am bt dong sSLRP1-CIV & mét do cao do didu kién nay
lam d& dang hon cho viéc phat hién twong tac tiém ning bat ky bang cic hop chit ma
khéi luong phan tir ctia chung thip hon khdi lugng phan tir ciia cac protein trung binh
(nhu céac peptit ma thir nghiém nay du dinh nghién ctru), phai nhén manh ring trén cac
bé& mit c6 mat do cao, s han ché chuyén khéi va kha nang gin két da hoa tri gy kho
khan cho viéc xac dinh chinh xac cac héng sb dong hoc. Do do, va dé mo ta diac diém
chi tiét hon v& bé mit gin két SLRP1-CIV, cac dich pha loéng RAP khac nhau (0,6-20
uM) dugc nap, va RU dugc ghi dudi cac diéu kién cia su cin bing twong tac (250
gidy, xem Fig. 13B). T4p tinh duoc biéu dién bsi dudng cong RU 16n nhét thu dugc
so véi ndng do 13 khép t6t v6i tap tinh ctia mé hinh vi tri kép trong d6 ¢6 su tuong tac
ai luc cao vai Kd 1a 4,2 nM va su tuong tac ai luc thép véi Kd 13 1,1 pM. Dit liéu nay
12 pht hop véi cac két qua khac thu duge trong cac nghién ctru khéc nhau phan tich su
gin két cia RAP v6i LRP1, chi ra ring RAP thiét l4p twong tac nhidu diém véi céc
nhém 11 va IV caa LRP1 véi ai luc ndm trong khoang 6-18 nM, va su mét da hoa tri
tfong trong tac nay dan dén hing sb 4i luc trong pham vi micromol. Vi vy, trong thir
nghiém nay, sy c6 mat cuia tuong tdc ma ai luc ciia né thudc pham vi micromol ¢ thé
duogc giai thich boi mat d§ cao ctia SLRP1-CIV duogc gitt cd dinh & bé mdt cua chip,
tao thuén loi cho viéc lam mat tuong tac da hoéa tri & néng dd RAP cao. Dit liéu nay
con chi ra rang SLRP1-CIV dugc giir ¢6 dinh sao chép chinh x4c cic dic diém da
dugc bao cao trude day cia tuong tic LRP1-RAP.

Su gin két cia cac peptit cé cau tric kep toc beta véi SLRP1-CIV duge nghién
ctru bang cach nap dich pha lodng 20 pM trong dung dich &ém chay cua céc bién thé
peptit khac nhau 1én trén chip sSLRP1-CIV dugc mo ta trén ddy. Cudong do cao cua tin
hiéu thu dugc 13 phi hop véi su gin két cia dang duge két tu hon 13 dang monome
clia cac peptit nay. Do d6, cac bién ddi quan sat duge gitta cac peptit khac nhau c6 thé
phan 4nh su khac biét v& 4i lyc cta tuong tac peptit don nhit hogc su khac biét vé sb
lwong va/hodc hinh dang két tu ma din dén cac thay dbi vé sé lugng don vi peptit c6
thé gén ddng thoi v6i phan tir SLRP1-CIV dugc gitt ¢d dinh theo cach da hoa tri.
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Trong trudmg hop cac peptit thudc ho HDIII3CL (cac peptit 10-14 trong Bang
1), bién thé HDIII3CL2 thé hién mirc d6 gin két manh nhét. Ciing c6 gan két dic hiéu
c6 thé phat hién dugc trong truong hop cac bién thé HDIII3CLW va HDIII3CLK, mic
di cudng d6 cua twong tac 1a thip hon nhiéu, goi y rang su thay thé cac gbc Trpl7 va
Lys14 c6 tac dung co hai dén gan két voi sSLRP1-CIV. C6 tuong tac bén 18 nhiéu nhét
trong truong hop bién thé HDIII3CLC, chi ra ring su thay thé cac gbe C1 va C18 (ndi
“céch khac, su 1am mét cdu ndi disulfua) anh huéng dot ngot dén cuong do cia tuong
tac ciia peptit v6i SLRP1-CIV. Két qua nay 1a phit hop véi dit liéu trude d6 vé hidu luc
cia hoat tinh khang virut dugc thé hiéri bdi cac peptit nay, vi HDIII3CLC,
HDIII3CLW va HDIII3CLK, ma viéc gin két ctia ching v6i SLRP1-CIV bi giam so
v6i HDIII3CL, khong thé hién hoat tinh khing virut in vitro chéng DENV2 trong cic
té bao Vero (xem Bang 2). Mit khac, su gan két manh hon véi sSLRP1-CIV dugce thé
hién boi HDII3CL2 khong chuyén thanh hoat tinh khang virut ¢6 hi€u luc hon so vé1
HDIII3CL (xem Béng 2), chimg to ring su gin két thu thé bdn than né 14 can thiét
nhung khong du di véi hoat tinh khang virut. Mot giai thich c6 thé vé phat hién nay
12 ¢4 mdt phan HDIII3CL2 ma gin két véi cac vi tri trén sSLRP1-CIV khong déng vai
tro lién quan trong tuong tac virut-thu thé, va/hodic né gin két v6i 4i luc rat thip; mot
gia thuyét hop 1y ¢6 tinh dén kién tric nhiéu mién cta thu thé LRP1 va cac nhém clia
n6. Su khéc biét gifta cac peptit HDIII3CL2 va HDIII3CL & chd peptit HDIII3CL2 c6
lysin dau tan cﬁhg C bd sung va do d6, co tinh chit cation manh hon, ma c6 thé tao
thuén loi cho cac tuong tac tinh dién bd sung vdi thu thé LRP1 tich dién am. Ngoai ra,
phai chi ra ring Lys21 khong tao ra phan cta kep téc ma 1a ving cAu tric lién két bat
chuéc manh chic nang trong DIIE da dugec md ta trude day (Huerta V. va cdc dong
tdc gid, WO 2007/124698) va trong sang ché nay.

Quy trinh tuong tu dugc thuc hién dé danh gia sy tuong tac cia cic peptit c6
cAu truc kep toc beta PHB1, PHB2, PHB3, PHB4, PHB5, PHBS va PHB9 véi bé mat
sLRP1-CIV. Nhu duoc thé hién trén cac fig. 14B va 14D, peptit PHB4, ma trong cac
thir nghiém trudc 1a peptit khang virut cé hiéu luc nhét cta chudi ndy, con thé hién
mirc do gin két manh nhit bsi SPR véi sLRP1-CIV. Cac peptit PHB2, PHB4 va
PHBY ciing thé hién mirc d6 gin két 16n nhit so véi mirc do gin két cua peptit
HDIIB3CL (cac fig. 14A va 14C), tuong Gmg v6i hoat tinh khang virut in vifro cua
ching. St so sanh mirc d6 gan két 16n nhét cta céc peptit c6 cung kich thudc va loai
vong ngodt beta (PHB1-2, PHB3-4 va PHB8-9) cho thdy rang cac peptit PHB2, PHB4
va PHBY 1a chét gén két t6t hon so véi ddi tac cia ching (PHB1, PHB3 va PHBS),
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twong duong vai tip tinh ctia ching trong cac thtr nghiém danh gi4 hoat tinh khéng

virut (xem vi du 2).

Vi du 7. Su twong quan gitra hoat tinh khang virut ctia cac peptit c6 ciu tric kep téc
beta va mutrc d6 gin két ctia ching v6i thu thé LRP1 va protein a2M*

Trude day thu th8 LRP1 dd duoc dé xudt 1am thu thé nodi bao gia dinh dbi véi
DENV, va vai trd ‘ciu ndi’ hodc ‘chit mang’ duoc cho 13 do protein 02M* (phbi tir
LRP1) trong qué trinh x4m nhap virut vao trong t& bao (Huerta V. va cdc dong téc
gid, WO 2007/124698).

Vi du trén (vi du 6) ching minh ring céc peptit c6 ciu tric kep toc beta theo
sang ché c6 thé gin v6i manh cta thu thé LRP1. Vi du nay kiém tra xem hoat tinh
khang virut thu dugc trong vi du 2 c6 lién quan dinh lugng v6i kha nang cua céac
peptit nay dé gan két voi thu thé LRP1. Nhu c6 thé quan sat thay trén Fig. 15, logarit
clia cac tri s& ICsy (-pIC50) cua hoat tinh khang virut clia cac peptit trong té bao Vero
thé hién su phu thudc tuyén tinh vao tri s6 cua tin hiéu Biacore thu dugc véi thoi gian
chay 1a 400 gidy (RUrem). Trong truong hop nay, chi cac peptit PHB c6 cung chu tric
lién két, theo Bang 1, dugc thé hién. Khoéng chi hiéu luc cta hoat tinh khang virut cia
peptit PHB4 cao hon nhiéu so v6i céc peptit con lai, ma peptit PHB4 1am t5t hon dang
ké cac chi tiéu khac xét v& mit gin két LRP1. D6 tuyén tinh ctia mdi quan hé quan sét
dugc trén day con khong doi ngay ca khi dit liéu PHB4 dugc loai trir (dd thi 16ng trén
Fig. 15), do hé sb hdi quy tuyén tinh (R®) 12 0,99 véi dit liéu ctia PHB4 va 12 0,97 véi
di liéu khong c6 nd. Phén tich ditr liéu dd thi léng, ¢6 thé du doan réng, néu su phu
thudc tuyén tinh duoc duy tri dbi véi PHB4 thi cac tri s6 gin két Biacore s& tuong Ging
v6i hiéu luc khang virut trong pham vi nanomol, 1a phu hop véi hiéu luc dugce xac
dinh bang thtr nghiém trong vi du 2. |

Dit liéu pIC50 dbi v6i hoat tinh khang virut ctia cac peptit c6 cdu tric lién Kkét
chung thé hién sy twong quan c6 ¥ nghia thong ké véi cac tri s6 RUrem (r(Pearson) =
- 0,9957 va P < 0,0001). Néu dir liéu peptit PHB4 dugc loai trir, cac tri s& ctia hé sb
twong quan cia Pearson van tuong tu (r(Pearson) = - 0,9868, P = 0,0018). C4c phan
tich v& su tuong quan, hoi quy tuyén tinh va dd thi dugc thuc hién bf"mg Prism v5.03
(GraphPad Software Inc., USA).

Céc két qua nay 13 phi hop véi co ché tac dung khang virut nhd d6 céc peptit
PHB can trd su tuong tac gifta cac virion va thu thé LRP1, din dén su Gc ché xam

nhdp virut c¢6 hiéu qua vao trong t€ bao.
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Phan tich tuong tu duoc thuc hién ddi v6i kha ning ciia cc peptit PHB Gc ché
su gin két ciia DIIIE véi protein a2M* trong pham vi dugi micromol/nanomol. Nhu
dugc thé hién trong vi du 3, & khoang ndng do do, cac peptit nay tc ché mot phan su
gin két cia DIIIE1J duge biotin héa (DIIIE1Jbiot) v6i a2M*, véi cac peptit PHB2,
PHB4, PHBS, PHBS va PHBY c6 ty 16 phan trim e ché tét hon (gip 1,5 dén 3 14n) so
véi DITELT don 1€. Trong truong hop nay, kha nang trc ché cua cac peptit (so v6i kha
ning cta DIIE1J t4i tb hop trc ché su gin két ciia DIIIE1Jbiot v6i 02M*) con lién
quan véi hoat tinh khang virut cia ching chéng DENV2 trong té bao Vero, nhu duge
thé hién trén Fig. 16. Hé sb twong quan ctia Spearman giita tri s& ICsy va ty 1& phan
trim Gc ché 02M* (so v6i ty 1& phin tram tc ché cta DIIELJ tai t6 hop) 1a Rs = -
0,9762, P=0,0004; két qua nay goi ¥ ring cac peptit c6 cAu tric kep téc beta theo sang
ché c6 thé can trd vai tro cla protein a2M* trong qua trinh xAm nhdp cua virut vao té

bao.

Vi du 8. Tac dung ctia cac chit anh huéng dén su két tu dén hoat tinh khang virut cta
peptit PHB4

Hoat tinh khéang virut cta peptit PHB4 dugc danh gia sau khi xir ly tao thuan
loi cho sy két tu ctia né hodic v6i su ¢6 mit clia cac chét khac nhau ma diéu bién su két
tu, v6i muc dich kiém tra tdc dung ctia ching trén hoat tinh tc ché ctia peptit nay dbi
v&i bénh ciia cac té bao Huh7.5 nhidm DENV2 chung $16803. Huh7.5, dong té bao
c¢6 ngudn gdc tir u gan ciia ngudi, dugce chon khong chi do né dugc chép nhén trong
DENV2, ma con vi su thich hgp ctia né lam hé thir nghiém theo quan diém vé sinh
bénh hoc DENV (Lin YL, et al. (2000) J Med Virol.; 60(4):425-31).

Dua trén cac két qua duoc thé hién trong vi du 5, ma ching to rang céc thay dbi
vé cuong dd ion gy ra cac thay ddi vé kich thuée va hinh thai hoc cta két tu peptit,
thtr nghiém dugc thiét ké trong do, bat dau tir dung dich dic ctia PHB4 trong nudc,
peptit ndy dugc hoa tan trong (i) moi trudong MEM hodc (ii) PBS (chira lan luot 6,8 g/l
va 8,0 g/l NaCl, va ¢6 do pH dugc diéu chinh dén 7,4) va duge dua vao cac diéu kién
khac nhau dé danh gia.

Hoat tinh khang virut dugc danh gia trong thir nghiém vé tac dong cla virut,
trong d6 céac 16p don Huh7.5 ¢6 mitc d§ hop dong 80-90% duoc rira hai 14n bang moi
truong DMEM khéng duoc bd sung va sau d6, duge gy nhiém & m.o.i 12 0,01 trong 2

gi® & nhiét do 37°C va 5% CO, vé1 su ¢6 mét cua cac ché pham peptit khac nhau, sau
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d6, virut gdy nhidm duoc loai bé bang cach rira bang mdi truong DMEM khéng duoc
bd sung, va cac té bao duogc phat trién trong DMEM duoc bd sung 2% FBS. Dich ndi
té bao dugc gom lai & 24 gidy p.i., va mic do tac dong cua virut dugc x4c dinh bang
cach chudn d6 dich ndi nay trong thir nghiém tao mang (Morens D. M., et al. (1985).
N. J. Clin. Microbiology; 22: 250-254).

D3 biét ring nhiét d6 anh hudng dang ké dén su két ty, hoic su tu 1ap rap cac
peptit thanh cAu truc siéu phan to (Sabaté R, et al. (2012). Biomacromolecules;
13(2):474-83). Do d6, chudi thir nghiém thir nhét duoc thiét 1ap trong do, bt dau tir
dung dich peptit 20 pM trong nude, cac dich pha lodng dugc pha ché trong MEM véi
khoang ndng d6 trai dai tir 10-0,01 pM, sau d6, duge U song song & nhiét do 10°C va
37°C trong 2 gio va sau do6, dugc st dung trong thr nghiém tc ché virut. Cac dich
peptit loang khong duoc u (tirc 1a duge pha ché ngay trudce thir nghiém tc ché virut)
duoc st dung lam ddi chimg.

Cac két qua thé hién rang peptit khong duogc 1, duge hoa tan trong moi trudng
MEM, trc ché su nhiém virut theo cach phu thude lidu, véi ICsy 14 0,16 pM va IC; o 12
10 uM (Fig. 17, Bang 7). Tuy nhién, viéc 0 trugc peptit ndy trong MEM & nhiét do
10°C tao ra murc tang hiu luc ro rét, véi ICs gidm xuéng 0,037 uM, con viéc u nd &
nhiét do 37°C tao ra tac dung di lap, v6i ICs, ctia n6 duoc ting dén 0,89 uM. Céc két
quéa ndy ching to rang nhiét o dong vai tro quyét dinh trong qué trinh két tu peptit,

nhu trong thit nghi€ém so bd nay, nd tao ra su thay dbi vé hiéubluc 16n dén 24 1an.

Bang 7. IC50 cua peptit PHB4 dugc t & nhiét d§ 10°C hodc 37°C.

) X ly
Chat phu gia
Khéng u 2 gio-10°C 2 gio-37°C
- 0,16 (0,83%) 0,037 (0,60) 0,89 (0,87)

ICs trong mdi diéu kién thir nghiém duoc xac dinh tir sy khép khong tuyén tinh cta dit lidu,
dugc thuc hién béng cach sir dung Prism v5.03. *S6 trong ddu ngodc don 1a tri s6 cua hé sb

hoéi quy dbi véi su khép (R?).

Thtr nghiém tht hai dugc thiét ké dé x4ac dinh su anh hudng cia thoi gian két tu dén
hiéu luc khang virut ciia peptit PHB4 (Fig. 18). Trong thir nghiém nay, peptit dugc u
trong PBS trong céic khoang thoi gian khac nhau, va sau do, dugc pha loang trong mot
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thé tich dung dich HSA 80 mg/ml trong DMEM nhidm muc dich 1am ngimg qué trinh
két tu (HSA 1 chét didu bién su két tu c6 hiéu luc da dugc thé hién 13 Gc ché ca su tao
mam ban dau va su sinh trudng cua sgi peptit dang tinh bot B, xem Reyes 4., et al.
(2009) Journal of Biological Engineering, 3:5) trudc khi danh gid hoat tinh khang
virut ctia hdn hop thu duoc. Viée t bang HSA nay dugc thuc hién song song & nhiét
d6 10°C hodc 37°C (Fig. 18), va cac dich pha 105ng hon cta cac mau peptit nay dé
danh gia hoat tinh khang virut cia ching dugc thuc hién trong dung dich HSA 40
mg/ml trong DMEM.

Nhu duoc thé hién trén Fig. 19, duéi cac diéu kién cta tht nghiém, céc tri sb hoat tinh
khang virut ctia peptit tao ra duong cong dap tmg liéu c6 dang chudng cho thdy su ton
tai cia mot khoang ndng do peptit t6i wu ddi v6i hoat tinh e ché ciia n6. Loai dap ung
nay duoc thiy phd bién trong hoat tinh clia nhiéu hé sinh hoc khac nhau, va mic du
khéng c6 co ché tac dong duy nhét cho tap tinh nay, yéu t6 chung trong tat ca cac
trudng h(jp 13 su ton tai clia cac tuong tac da hoa tri gitta cac phén tir trong truong hop
do.

Céc két qua nay chung to rang hoat tinh tic ché clia peptit 12 nhay cam véi thoi gian o
trong PBS dé tao ra cac két tu c6 hiéu luc cao hon, trong d6 hiéu luc duge hiéu, trong
truong hop ndy, 12 ndng do peptit thip nhét 1am giam 50% tac dong cta virut ctia dbi
chirng nhiém bénh trong thir nghiém nay. Mit khéc, viéc u béng HSA & nhiét d6 10°C
din dén tao ra cac bién thé c6 hiéu luc thip hon so véi cac két qua thu dugc bang cach
1 & nhiét @6 37°C. Piéu nay xac nhan rang c6 thé c6 tuong tac gitta peptit, hozic cac
két tu van dang phét trién cia no, v6i HSA, trong d6 tién trinh cta qua trinh két tu
duogc thay ddi, dan dén tao ra cac bién thé c6 hiéu luc cao nhu céc bién thé thu duoc
bing cach 1 trong 45-60 phit trong PBS va sau d6, i bang HSA & nhiét do 37°C, ma
c6 thé tao ra tong mirc d6 e ché bénh nhiém béi DENV trong dang thit nghiém nay &
cac ndng do peptit thip dén 1 nM-10 pM.

- Nong d6 peptit ban diu 13 mot théng sd khac ma cé thé anh huéng dén dong hoc va
cac két qua cudi cua qua trinh két tu theo cach dang ké. Dé phan tich k§ cach ma
thong s6 ndy anh huéng dén hoat tinh khang virut ciia peptit PHB4, mot thir nghiém
dugc thiét 1ap (dugc bidu difn dudi dang so dd trén Fig. 20) trong d6 céc dung dich
peptit trong nuGe & cac ndéng dd nim trong khoang tir 100 pM dén 2 uM dugc pha
lodng b?lng mot thé tich MEM 2X va duoc u trong 2 gi® & nhiét 46 25°C, sau do, cac
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dich pha loang trong méi truong DMEM khong dugc bb sung dugc pha ché va thir
nghiém hoat tinh khang virut.

Céc két qua nay chimg to rang c6 mdi quan hé giita hoat tinh khang virut va ndng do
peptit PHB4 ban diu trong nudc trude khi bd sung né vao dung dich c6 cudng df ion
cao hon dé khoi mao qua trinh sinh truéng két tu (Fig. 21). Ngoai ra, dit liéu nay con
chimg to su thay dbi vé tap tinh dap tng theo liéu, xac nhan sﬁ tién trién vé phia cac
cAu trac két tu ma khac nhau, tuy thudc vao cic diéu kién ban diu cua viéc hoa tan
peptit trong nude. Cac dang c6 hidu Iuc nhat mot lan nira thé hién duong cong dap
g liéu c¢6 dang chudng, va thu dugc trong diéu kién trong d6 peptit ndy duoc tim
thiy & dich pha lodng trong nudc ban d4u cao nhét dugc danh gia trong thir nghiém
nay.

Trong tat ca, cac két qua chimg té rang peptit PHB4 ¢6 thé 14p rap thanh dang két tu
cé hiéu luc khang virut & pham vi nanomol/duéi nanomol, tuy thudc vao céc diéu kién
két tu. Cin nhén rhanh réng phéan tich hoat tinh khang virut dugc st dung trong cac
thir nghiém nay 13 mét trong s6 céc thir nghiém nghiém ngit nhat nhim muc dich nay,
do phén tr dugc danh gia chi cé mat trong giai doan ban dau cta bénh nhiém va sau
d6 dugce loai bé trong qua trinh rra tiép theo ciia 16p don té bao. Do d6, thuc té 13 hoat
tinh khang virut c6 thé phat hién dugc bang thiét 1ap thir nghiém nay 1a phu hop véi
co ché tac dong cta peptit PHB4 nhd d6 né trc ché mot trong sb cac giai doan sém cua
qua trinh xdm nhdp virut vao trong té bao; cu thé 13 viéc gin két voi bé mit té bao, su

ndi héa hodc dung hop mang.

Vidu 9. Bdo vé md hinh dong vat khoi su nhiém virut

Thir nghiém duoc thiét 1ap dé danh gia hoat tinh khang virut in vivo cta peptit
PHB4 va so sanh né véi hoat tinh khéng virut ciia peptit HDIII3CL. Nhim muc dich
nay, cac nhém gdm 12 con chudt Balb/c trudng thanh (thé trong trung binh 20 g) duoc
giy mé bang cach cho hit ete va dugc gdy nhiém trong so bang 20 pl ché phdm virut
chira 10 14n lidu gy chét trung binh ctia m6 hinh nay va peptit cin danh gia. Céc con
chudt d3 hdi phuc mot cach nhanh chéng va da c6 vé tinh tdo ndm phut sau khi xtr ly,
va dugc giam sat sau d6 trong 21 ngay. Dit liéu nay duoc danh gia bang cach sir dung

kiém dinh logarit rank Kaplan-Meier.
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Béng 8 thé hién céc két qua cua thir nghiém duoc thuc hién véi bon kiéu huyét
thanh DENV. O liéu dugc thir nghiém, peptit PHB4 tao ra su bdo v€& hoan toan cho
chudt, va do d6, cé hiéu luc hon so vai peptit HDIII3CL. Trong truong hop ching
DENV?2, thir nghiém nay dugc lap lai ba lan.

Bang 8. Tom tat cac ket qua cda thir nghiém béao vé in vivo

Mirc d6 bao vé (%)
Peptit Liéu
DENV1 DENV2 DENV3? DENV4
PHB4 30 pg 100*** 100 *** 100 *** 100***
HDIII3CL 30 pug 50% 4%* ND 17%**

Y nghia théng ké: *** P <0,005; **, P<0,01, * P<0,05. ND, khéng xac dinh dugc

a: Liéu gy chét dbi v6i chung DENV3 duoc dung trong thir nghiém nay khong thé xac
dinh duge. Do d6, ty 1é mic bénh duoc danh gia thay thé, giam st chudt vé su xuét hién
cac triéu ching sau: by 1ong xu lén, 1iét chan, va tu thé gap cong, va chudt co céac dau
hiéu nay dugc lam chét. bd 16ng xu 1én, tu thé gap cong, mét nam up sép, va liét chén sau;

va vé thoi gian cua chung trong ngay.

Vi du 10. Dung hop peptit PHB4 v6i nhén polyhistidin dé lip rdp thanh hat nano trén
co so kim loai

Trén day céc tic gia sang ché da chi ra ring céac peptit co cAu tric kep toc beta
theo sang ché co6 thé dugc san xudt, bang cach st dung cong nghé tdng hop héa hoc
hodc ADN tai td hop, riéng r& hoic duge dung hop véi protein/peptit khac. Ngoai ra,
d3 chimg minh dugc trong vi du 5 ring cac peptit c6 chu trtc kep toc beta theo sang
ché c6 thé két tu va tuan theo cc ciu truc béc bdn khéc nhau, tuy thudc vao néng do
peptit ban déu, loai dung mdi va céac diéu kién thur nghiém nhu nhiét 49, do pH, cudong
do ion, siéu am, su c6 mat cia cac chét phu gia, su gén két khong déng hoa tri véi céc
protein nhu HSA, v.v.. Su tao ra céic c4u tric siéu phan tir nay lam ting manh hoat
tinh khang virut ctia peptit c6 ciu triic kep téc beta (xem vi du 8), c6 thé do thuc té 13
kha luc cta cac tuong tac cla cac hat nano trén co s& peptit véi thu thé gia dinh cta
chung 14 cao hon nhiéu do gin két da héa tri (su twong tic dong thoi ctia mot sd
monome trong cung hat nano v§i mot s6 mién gén két phéi tr trong thu thé, hodc véi

nhiéu hon mot thu thé trén bé mit té bao). Ngoai ra, su tao ra cac hat nano cé thé gop
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phén tich cuc vao cac dic tinh duoc dong hoc ctia peptit bang cach 1am ting thdi gian
bén thai ctia né trong huyét thanh, dem lai tinh khéng proteaza huyét thanh, v.v..

Céc hat nano ma céc peptit c6 cu tric kep toc beta theo sang ché di biét 13 tao
ra c6 thé duoc 1am 6n dinh hon nita biang cach dung hop cac peptit nay véi cac nhom
‘nhin’ (A) ma c6 thé gin két khong ddng hoa tri véi phan tir hoic nguyén tir ‘dém’
(E), v6i hé s ty lugng 13 hai hodc nhiéu nhém ‘A’ d6i v6i mdi nhém “E’. Thiét ké
nhu vdy s€ cho phép su lién két hai hodc nhiéu peptit PHB véi mot dém ‘E’. Do do,
theo mot phuong 4n cta sang ché, cac tac gia sang ché da ndi, thong qua su tdng hop
héa hoc, nhin bao gébm nim gdc histidin vao peptit PHB4 (Fig. 22). Nhan poly-
histidin ¢6 thé c6 chic ning nhu nhém ‘A’ ddi véi cac ion kim loai da héa tri, nhu
Zn(II), Cu(Il), Cu(Il), Cs, v.v.. Trong truong hop nay, cdc nguyén tir cila nhém
imidazol ma cdu thanh chudi bén cta gbc histidin thiét 14p lién két phdi tri v6i ion kim
loai v&i hé sb ty luong 1én dén bén nhém imidazol trén mbi ion kim loai. Do dé, & cac
ndng do nhat dinh, ion kim loai gin polyhistidin c6 thé tic dong nhu nhém E va thic
d4y su nhi tring héa peptit.

Fig. 23 thé hién dudi dang so dd cach ma ion kim loai ¢6 thé duogc str dung dé
lién két v6i nhau, ca truc tiép va gian tiép, cac peptit khac nhau mang cac nhom
imidazol kha dung, bang cach phdi tri v6i cac nhom tao chelat phu tro nhu cac hop
chét tetraanion EGTA (axit etylen glycol-bis(2-aminoetylete)-N,N,N’ N’-tetraaxetic)
va EDTA (axit 2-({2-[bis(carboxymetyl)amino]etyl}(carboxymetyl)amino)axetic).
Trong céc truong hop nay, ion kim loai tao ra phirc hop EGTA(Me), va EDTA(Me)z
v6i hé sb ty luong cia hai nguyén tr kim loai trén mdi phin tr axit
diamintetracacboxylic, trong d6 cac ion kim loai ndy van c6 thé tao ra cac lién két
phdi tri v6i cac nhém imidazol bd sung, tir d6 tic dong nhu nhém ‘E’ ma 6 thé 1am
6n dinh lién két chéo ciia cac peptit va cac két tu clia ching (Fig. 23).

Fig. 22 thé hién hai phan tir dung hop dugc bdc 16 trong sang ché; mot phan tir
trong d6 nhén poly-histidin dugc gin vao peptit PHB4 thong qua lién két amit diu tin
cung C (PHB4HS5) va phan ti kia trong d6 nhén ndy dugc ndi qua dau tan cing N véi
peptit theo cach tuong tw (HSPHB4). Ca hai peptit dung hop dugc téng hop va dugc
lam sach theo cac quy trinh dugc mo ta trén day trong vi du 1, va dugce sir dung dé
chuén bi dung dich 200 pM ciia mdi peptit trong dung dich dém MES 10 mM c6 do
pH=6,8-7,5 chita ZnCl, 2 mM (cung cép ion kim loai) hoic phttc hop EGTA(Zn,) 2
mM, d3 thu dugce tir trude bang cach bd sung ZnCl, & ndng d6 cudi 1a 8 mM vao dung
dich chira EGTA 4 mM.
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Céac ché pham peptit nay (PHB4HS va HSPHB4, riéng ré hoidc trong phirc hop
v6i Zn hoic EGTA(Zny)) sau d6 dugc thir nghiém danh gia hoat tinh khang virut d6i
v6i DENV?2 (ching M2C) trong céc t& bao Vero. Néi ngin gon, cac té bao nay dugc
trong 1 gio & nhiét do 37°C véi su c6 mét cua céac ché phém peptit, va sau do, virut
gy nhiém dugc bd sung vao & m.o.i. 12 0,001. Hai gio sau, 16p moi trudng c6 mat do
cao duoc bd sung vao va cc dia duge U trong 3 ngdy & nhiét @ 37°C, 5% CO,. Cac
t& bao chi duge @ bang dung dich chtra ZnCl, va EGTA(Zn,) & cac ndng do tuong tmg
trude khi gdy nhiém bang virut duoc sir dung 1am d6i chtng 4m tinh. Cac méang virut
duoc phat hién bing cach st dung k§ thuat tdp trung mién dich (immunofoci) bang
khang thé don dong dic hiéu dbi vi vo virut, va ty 1& phan trim e ché duge tinh

bang cong thirc sau:
I = 100 - 100 X NPpeptit/NPDéi chimg 4m tinh

Trong d6 I 14 ty 16 phin tram tc ché va NP 13 s6 lugng mang virut, duge tinh
trung binh qua céc ban sao.

Nhu c6 thé quan st thy trén Fig. 24, mic du peptit dung hop (riéng r&, khong
c6 chét phu gia kim loai) @rc ché t6t & ndng d6 20 pM (ty 1& phan trim tic ché gn
100%), nhung hoat tinh khang virut bién mit & cac ndng d6 peptit 13 4 hozc 0,16 pM.
Tuy nhién, & cac ndng dd ndy, cac phirc hop ciia peptit voi chit dém EGTA(Zn2) van
thé hién hoat tinh khang virut trong khoang ty 1& phan trim trc ché 14 50-70% . Peptit
H5PHB4 ¢6 ty 18 phan trim trc ché 13 33% & 0,16 uM.

Céc két qua nay chimg t6 ring cic thé dung hop cla peptit PHB4 v6i nhan
poly-histidin thé hién hoat tinh khang virut ¢6 hiéu luc hon khi dugc tao phirc véi chat
dém, dac biét 13 véi chit dém EGTA(Zn,).
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YEU CAU BAO HOQ

1. Peptit ¢6 chu tric kep toc beta, cé hoat tinh khang virut chdng virut Dengue, khac
biét & chd, cé trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém cac trinh tg néu trong
SEQ ID No. 1 dén SEQ ID No. 9 hoac trinh tu tuong tu ctia nd; trong do trinh tu
tuong tu nay: ’

(i) c6 do6 ddng nhét trinh ty it nhit 80% so v6i SEQ ID No. 1 hoic SEQ ID No. 2,
~ trong d6 trinh tu nay bao gdm:

vi tri 1: Cys, Lys, Asp, hodc Glu;

vi tri 2: Val, Ile, Trp, Phe, Tyr hodc Met;

vi tri 3: Tyr hodc Asn;

vi tri 4: Trp, Val, Phe hodc Glu;

vi tri 5: Thr, Val hoic Ile;

vi tri 6: Arg, Ile, Val, Glu hoic Leu;

vi tri 7: d-Pro;

vi tri 8: Asp, Lys hodc Asn;

vi tri 9: Trp, Lys, Met, Thr hodc Gln;

vi tri 10: Lys;

vi tri 11: Val, Met, His hoac Leu;

vi tri 12: Asn, Asp, Ser hodc His;

vi tri 13: Trp;

vi tri 14: néu vi tri 1 1a Cys, vi tri 14 12 Cys, thi n6 tao thanh lién két disulfua
v6i Cys & vi tri 1; néu vi tri 1 12 Glu hoic Asp, vi tri 14 1a Lys, thi n6 tao thanh
lién két amit v6i Glu hodc Asp ¢ vi tri 1; néu vi tri 1 13 Lys, vi tri 14 13 Glu
hodc Asp, thi né tao thanh lién két amit voi Lys & vi tri 1; va,

13 phén kéo dai dau tan cliing C, & cac vi tri 15-16: dipeptit Lys-Lys, hodc & céac

vi tri 15-17: tripeptit Lys-Lys-Lys; hodc

(i) c6 d6 ddng nhét trinh ty it nhit 80% so v6i SEQ ID No. 3 hoic SEQ ID No. 4,
trong d6 trinh tr ndy bao gdm:

vi tri 1: Cys, Lys, Asp, hodc Glu;
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vi tri 2: Ile, Val, Trp, Phe, Tyr hodc Met;

vi tri 3: Glu hodc Asp;

vi tri 4: Val, Ile, Trp, Phe, Tyr hodc Met;

vi tri 5: Tyr hodc Asn;

vi tri 6: Trp, Val, Phe, Glu;

vi tri 7: Thr, Val hoic Ile;

vi tri 8: Arg, Ile, Val, Glu hodc Leu;

vi tri 9: d-Pro;

vi tri 10: Asp, Lys hodc Asn;

vitri 11: Trp, Lys, Met, Thr hodc Gln;

vitri 12: Lys;

vi tri 13: Val, Met, His hoac Leu;

vi tri 14: Asn, Asp, Ser hoac His;

vitri 15: Trp;

vi tri 16: Phe hodc Tyr;

vitri 17: Ile, Val, Trp, Phe, Tyr hodc Met;

vi tri 18: néu vi trf 1 12 Cys, vi tri 18 14 Cys, thi né tao thanh lién két disulfua
v6i Cys & vi tri 1; néu vi tri 1 13 Glu hodic Asp, vi tri 18 13 Lys, thi n6 tao thanh
lién két amit v6i Glu hodc Asp & vi tri 1; néu vi tri 1 13 Lys, vi trf 18 13 Glu
hodc Asp, thi n6 tao thanh lién két amit voi Lys ¢ vitri 1; va,

13 phén kéo dai ddu tan cing C, & cac vi tri 19-20: dipeptit Lys-Lys, hodc & cac
vi tri 19-21: tripeptit Lys-Lys-Lys; hodc

(iii) c6 d6 ddng nhat trinh tu it nhit 80% so véi SEQ ID No.7, trong d6 trinh tu

nay bao gom:

vitri 1: Cys, Lys, Asp, hodc Glu;

vi tri 2: Val, Ile, Trp, Phe, Tyr, Met;
vi tri 3: Tyr hodc Asn;

vi tri 4: Val, Ile, Phe, Tyr hodc Leu;
vi tri 5: Thr, Val hoac Ile;

vi tri 6: Ile, Val, Tyr, His hodc Lys;
vi tri 7: Asn hodc Asp;

vi tri 8: Gly; |
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vitri 9: Lys, His, Arg, Val, Tyr, Glu hodc Met;

vi tri 10: Lys;

vitri 11: Tyr, Val, Gln, Trp hodc Phe;

vi tri 12: Asn, Asp, Ser hodc His;

vi tri 13: Trp;

vi tri 14: nu vi tri 1 1a Cys, vi tri 14 13 Cys, thi n6 tao thanh lién két disulfua
v6i Cys ¢ vi tri 1; néu vi tri 1 13 Glu hoic Asp, vi tri 14 1a Lys, thi n6 tao thanh
lin két amit v6i Glu hodc Asp & vi tri 1; néu vi tri 1 1a Lys, vi tri 14 1a Glu
hodic Asp, thi né tao thanh lién két amit v6i Lys & vi tri 1; va, |

13 phin kéo dai dau tan ctng C, & cac vi tri 15-16: dipeptit Lys-Lys, hodc & cac

vi tri 15-17: tripeptit Lys-Lys-Lys; hoac

(iv) ¢6 d6 ddng nhét trinh tir it nhit 80% so véi SEQ ID No. 8 hodc SEQ ID No. 9,
trong do trinh ty nay bao gom:

vi tri 1: Cys, Lys, Asp, hodc Glu;
vi tri 2: Ile, Val, Trp, Phe, Tyr hodc Met;
vi tri 3: Glu hodc Asp;
vi tri 4: Val, Ile, Trp, Phe, Tyr, Met;
Vi tri 5: Tyr hodc Asn;
vi tri 6: Val, Ile, Phe, Tyr hodc Leu;
vi tri 7: Thr, Val hoic Ile;
vi tri 8: Ile, Val, Tyr, His hodc Lys;
vi tri 9: Asn hodc Asp;
vitri 10: Gly;
vi tri 11: Lys, His, Arg, Val, Tyr, Glu hodc Met;
vitri 12: Lys;
vi tri 13: Tyr, Val, Gln, Trp hodc Phe;
vi tri 14: Asn, Asp, Ser hodc His;
vi tri 15: Trp;
vi tri 16: Phe hodc Tyr;
vi tri 17: Ile, Val, Trp, Phe, Tyr hodc Met;
vi tri 18: néu vi tri 1 12 Cys, vi tri 18 14 Cys, thi n6 tao thanh lién két disulfua
v6i Cys & vi tri 1; néu vi tri 1 13 Glu hoic Asp, vi tri 18 1a Lys, thi n6 tao thanh
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lién két amit v6i Glu hodic Asp & vi tri 1, néu vi tri 1 13 Lys, vi tri 18 12 Glu
hodc Asp, thi n6 tao thanh lién két amit v6i Lys & vi tri 1; va,

13 phan kéo dai dau tan cing C, & cac vi tri 19-20: dipeptit Lys-Lys, hodc & cic
vi tri 19-21: tripeptit Lys-Lys-Lys; hodc

(v) ¢6 @6 ddng nhat trinh tur it nhit 80% so v6i SEQ ID No. 5 hoic SEQ ID No. 6,
trong do trinh tr ndy bao gom:

vi tri 1: Phe hoac Tyr;

vitri 2: Trp;

vi tri 3: Asn, Asp, Ser hodc His;

vi tri 4: Trp;

vitri 5: Lys;

vi tri 6: Trp;

vi tri 7: Glu, Val, Arg, Ile hodc Asp;

vi tri 8: d-Pro hodc d-Lys;

vi tri 9: Asn, Asp hodc Lys;

vi tri 10: Lys, Met, Trp, Gln hodc Thr;

vitri 11: Trp;

vi tri 12: Thr, Val hoac Ile;

vi tri 13: Trp;

vi tri 14: Tyr hodc Asn;

vi tri 15: Ile, Val, Trp, Phe, Tyr hodc Met;

vi tri 16: Glu hodc Asp; v, 12 phan kéo dai dau tan cing C, & céc vi tri 17-20:
tetrapeptit Gly-Gly-Lys-Lys, hodc & cac vi tri 17-21: pentapeptit Gly-Gly-Lys-
Lys-Lys.

2. Dugc phdm, khéc biét & chd, duge pham nay chira mét hogdc nhidu peptit theo diém

1 va it nh4t mét ta duge duoc dung.
3. Dugc phim theo diém 2, trong d6 duoc phdm nay chira albumin huyét thanh ngudi.

4. Dugc phdm theo diém 2, trong d6 céc peptit ndy tao ra két tu siéu phén tu.
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DANH MUC TRINH TU

<110> CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA

<120> PEPTIT O CAU TRUC KEP TOC BETA CO HOAT TINH KHANG VIRUT DENGUE VA
DUQC PHAM CHUA PEPTIT NAY

<130>

<140>
<1l41>

<150> CU 2014-0026
<151> 2014-03-03

<160> 25
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhi3n tao

<220>

<221> MOD_RES

<222> (7)

<223> chit déng phan 14p thé D-Prolin

<220>

<221> MOD_RES

<222> (17)

<223> Sy amit hdéa & diu tan C

<220>
<223> MO ta trinh tu nhdn tao: Peptit kep téc beta,
thiét ké hop 1y

<220>
<221> DISULFUA
<222> (1)..(14)

<400> 1 .
Cys Val Asn Trp Thr Glu Pro Asp Lys Lys Val Asn Trp Cys Lys Lys
1 5 10 15

Lys

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<221> DISULFUA
<222> (1)..(14)

<220>
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<221> MOD_RES
<222> (7)
<223> chit ddng phin 1lap th& D-Prolin

<220>
<221> MOD_RES

<222> (17)

<223> Su amit héa & diu tan C

<220>
<223> MO ta trinh ty nh8n tao: Peptit kep tdéc beta,
thiét k& hop 1y

<400> 2
Cys Val Tyr Trp Thr Arg Pro Lys Trp Lys Val Asn Trp Cys Lys Lys
1 5 10 15

Lys

<210> 3

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> DISULFUA
<222> (1) ..(18)

<220>

<221> MOD_RES

<222> (9)

<223> chit ddng phan 1lap th& D-Prolin

<220>

<221> MOD_RES

<222> (21)

<223> Su amit héa & dau tan C

<220>
<223> M6 td trinh ty nhin tao: Peptit kep tdc beta,
thiét k& hop 1y

<400> 3 .
Cys Ile Glu Val Asn Trp Thr Glu Pro Asp Lys Lys Val Asn Trp Phe
1 5 10 .15

Ile Cys Lys Lys Lys
20

<210> 4

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<221> DISULFUA
<222> (1)..(18)

<220>

<221> MOD_RES
<222> (9)
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<223> chit ddng phan 1lap thé D-Prolin

<220>

<221> MOD_RES

<222> (21)

<223> Sy amit héa & dau tan C

<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Peptit kep tbéc beta,
thiét k& hop 1y '

<400> 4 )
Cys Ile Glu Val Tyr Trp Thr Arg Pro Lys Trp Lys Val Asn Trp Phe
1 5 10 15

Ile Cys Lys Lys Lys
20

<210> 5

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8)

<223> chit ddng phan 14p thé D-Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (21)

<223> Su amit héa & diu tan C

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhln tao: Peptit kep tdéc beta,
thiét k& hop 1y

<400> 5
Phe Trp Asn Trp Lys Trp Glu Lys Asn Lys Trp Thr Trp Asn Val Glu
1 5 10 15

Gly Gly Lys Lys Lys
20

<210> 6

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8)

<223> chit dbng phan 1l4p thé D-Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (21)

<223> Su amit héa & diu tan C

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit kep téc beta,
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thiét k& hop 1y

<400> 6
Phe Trp Asn Trp Lys Trp Glu Pro Asn Lys Trp Thr Trp Asn Val Glu
1 5 10 15

Gly Gly Lys Lys Lys
20

<210> 7

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<221> DISULFUA
<222> (1) ..(14)

<220>

<221> MOD_RES

<222> (17)

<223> Su amit hdéa & ddu tan C

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhdn tao: Peptit kep tdc beta,
thiét k& hop 1y

<400> 7
Cys Val Asn Val Thr Ile Asn Gly Lys Lys Tyr Asn Trp Cys Lys Lys
1 5 10 15

Lys

<210> 8

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<221> DISULFUA
<222> (1)..(18)

<220>

<221> MOD_ RES

<222> (21)

<223> Su amit héa & diu tan C

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhdn tao: Peptit kep tbc beta,
thiét k& hop 1y

<400> 8
Cys Ile Glu Val Asn Val Thr Ile Asn Gly Lys Lys Tyr Asn Trp Phe
1 5 10 15

Ile Cys Lys Lys Lys
20

<210> 9
<211> 21
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> DISULFUA
<222> (1)..(18)

<220>

<221> MOD RES

<222> (21)

<223> Su amit héa & dau tan C

<220>
<223> M& ta trinh tu nhdn tao: Peptit kep tdc beta,
thiét k& hop 1y

<400> 9
Cys Ile Glu Val Tyr Val Thr Ile Asn Gly Lys Lys Tyr Asn Trp Phe
1 5 10 15

Ile Cys Lys Lys Lys
20

<210> 10

<211l> 20

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> DISULFUA
<222> (1)..(18)

<220>

<221> MOD RES

<222> (20)

<223> Su amit hdéa & diu tan C

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhln tao: Peptit kep tdc beta,
thiét k& hop 1y

<400> 10
Cys Ser Asn Ile Val Ile Gly Ile Gly Asp Lys Ala Leu Lys Ile Asn
1 5 10 15

Trp Cys Lys Lys
20

<210> 11

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>
<221> DISULFUA
<222> (1) ..(18)

<220>

<221> MOD_RES

<222> (21)

<223> Su amit héa & diu tan C
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<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit kep tdc beta,
thiét k& hop 1y

<400> 11
Cys Ser Asn Ile Val Ile Gly Ile Gly Asp Lys Ala Leu Lys Ile Asn
1 5 10 15

Trp Cys Lys Lys Lys
20

<210> 12

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<221> DISULFUA
<222> (1)..(18)

<220>

<221> MOD_RES

<222> (21)

<223> Sy amit héa & diu tan C

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhdn tao: Peptit kep tdc beta,
thiét k& hop 1y

<400> 12
Cys Ser Asn Ile Val Ile Gly Ile Gly Asp Lys Ala Leu Lys Ile Asn
1 5 10 15

Ala Cys Lys Lys Lys
20

<210> 13

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<221> DISULFUA
<222> (1)..(18)

<220>

<221> MOD_RES

<222> (21)

<223> Su amit héa & diu tan C

<220>
<223> M6 t& trinh tu nhdn tao: Peptit kep tdc beta,
thiét k& hop 13y

<400> 13
Cys Ser Asn Ile Val Ile Gly Ile Gly Asp Lys Ala Leu Ala Ile Asn
1 5 10 15

Trp Cys Lys Lys Lys
20
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<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

31934

14

21

PRT

Trinh ty nhdn tao

MOD_RES
(21)
Su amit hdéa & diu tan C

M& ta trinh tu nhln tao: Peptit kep tdc beta,

thiét k& hop 1y

14

Ser Ser Asn Ile Val Ile Gly Ile Gly Asp Lys Ala Leu Lys Ile Asn

1

Trp S

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

<222>

<400>

5

er Lys Lys Lys

15

106

PRT

Virut g4y bénh sbt xuidt huyét

DISULFUA
(14) .. (45)

15

Met Asp Lys Leu Thr Leu Lys Gly Met

1

Ser P

he Lys Leu Glu Lys Glu Val Ala
20 25

Leu Val Gln Val Lys Tyr Glu Gly Thr

Phe S

35 40

er Thr Gln Asp Glu Lys Gly Val
50 55

Thr Ala Asn Pro Ile Val Thr Asp Lys

65

70

Thr Glu Pro Pro Phe Gly Glu Ser Tyr

85

Lys Ala Leu Lys Leu Ser Trp Phe Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

100 105

16

342

ADN

vVirut gidy bénh sbt xudt huyét

CDS
(1)
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10

typ 1

Ser Tyr
10

Glu Thr

Asp Ala

Thr Gln

Glu Lys

75

Ile Val
90

Lys

typ 1

val

Gln

Pro

Asn

60

Pro

val

Met

His

Cys

45

Gly

val

Gly

Cys

Gly

30

Lys

Arg

Asn

Ala

15

Thr

15

Thr

Ile

Leu

Ile

Gly
95

Gly

val

Pro

Ile

Glu

80

Glu
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<223> mdnh Nde I/Xho I md hdéa rDIII DENV1
<220>
<223> ADN, soi kép théng
<400> 16
catatggata aactgacttt aaaagggatg agctatgtga
ctagagaagg aagtggctga gacccagcat ggaactgttc
ggaacagatg cgccatgcaa gatccccttt tcgacccaag
aatgggagat tgataacagc caatcccata gttactgaca
gagacagaac caccttttgg tgagagctac atcgtggtag
aaactaagct ggttcaagaa aggaagcagc atagggctcg
<210> 17
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<221> VI TRI
<222> (114)..(119)
<223> nhdn histidin
<220>
<223> M6 ta trinh ty nhadn tao: rDIII DENV1,
mién III tai td hop tlt DENV1
<400> 17
Met Asp Lys Leu Thr Leu Lys Gly Met Ser Tyr
1 5 10
Ser Phe Lys Leu Glu Lys Glu Val Ala Glu Thr
20 25
Leu Val Gln Val Lys Tyr Glu Gly Thr Asp Ala
35 40
Phe Ser Thr Gln Asp Glu Lys Gly Val Thr Gln
50 55
Thr Ala Asn Pro Ile Val Thr Asp Lys Glu Lys
65 70 75
Thr Glu Pro Pro Phe Gly Glu Ser Tyr Ile Val
85 90
Lys Ala Leu Lys Leu Ser Trp Phe Lys Lys Gly
100 105
Asp His His His His His His
115
<210> 18
<211> 5700
<212> ADN
<213> Trinh tu nhidn tao

74-

tgtgcacagg
tagtgcaggt
atgagaaagg
aagaaaaacc
gggcaggtga

ag

Val Met

Gln His

'Cys
45

Asn
60

Gly
Pro Val
val Gly

Ser Ser

Cys

Gly

30

Lys

Arg

Asn

Ala

Ile
110

ctcatttaag
taaatacgaa
agtgacccag
agtcaacatt

aaaagctttg

Thr
15

Gly

Thr Val

Ile Pro

Leu Ile

Ile Glu

80
Gly Glu
95

Gly Vval

60

120

180

240

300

342



<220>
<223> ADN,

<220>

31934

sgi kép, vong

<223> MO ta trinh tu nhdn tao: plasmit
pET-DIII DEN1 m3 hdéa rDIII DENV1

<400> 18

catatggata
ctagagaagg
ggaacagatg
aatgggagat
gagacagaac
aaactaagct
tgagatccgg
caataactag
ggaggaacta
cgggtgtggt
ctttcgcttt
atcgggggct
ttgattaggg
tgacgttgga
accctatctc
taaaaaatga
caatttcagg
aaatacattc
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgeggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgagceg
gtatcgtagt
tcgctgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtcgg
ggcggagcect
ggccttttge
ccgcctttga
tgagcgagga
tttcacaccg
ccagtataca
acacccgcetg
gtgaccgtct
aggcagctgc

aactgacttt
aagtggctga
cgccatgcaa
tgataacagc
caccttttgg
ggttcaagaa
ctgctaacaa
cataacccct
tatccggatt
ggttacgcgc
cttcccttec
ccctttaggg
tgatggttca
gtccacgttc
ggtctattct
gctgatttaa
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
ccttecctgtt
gggtgcacga
tcgcceccgaa
attatccecgt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
tcgeccttgat
cacgatgcct
tctagcttcc
tctgcgcteg
tgggtctcge
tatctacacg
aggtgcctca
gattgattta
tctcatgacc
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttaggc
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgcett
aggagagcgc
gtttcgccac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agcggaagag
catatatggt
ctccgctatc
acgcgccctg
ccgggagctg
ggtaaagctc

aaaagggatg
gacccagcat
gatccccttt
caatcccata
tgagagctac
aggaagcagc
agcccgaaag
tggggcctct
ggcgaatggg
agcgtgaccg
tttctecgeca
ttccgattta
cgtagtgggc
tttaatagtg
tttgatttat
caaaaattta
cggggaaatg
ccgctcatga
agtattcaac
tttgctcacc
gtgggttaca
gaacgttttc
attgacgccg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gcagcaatgg
cggcaacaat
gceccttecgg
ggtatcattg
acggggagtc
ctgattaagc
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttctt
ccgctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgctg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacg
tttcectgegt
accgctcgcec
cgcctgatgce
gcactctcag
gctacgtgac
acgggcttgt
catgtgtcag
atcagcgtgg

agctatgtga
ggaactgttc
tcgacccaag
gttactgaca
atcgtggtag
atagggctcg
gaagctgagt
aaacgggtct
acgcgccctg
ctacacttgc
cgttcgecegg
gtgctttacg
catcgccctg
gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaattt
tgcgcggaac
gacaataacc
atttccgtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgc
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggctggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagcggtce
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggccttttt
tatccecctga
gcagccgaac
ggtattttct
tacaatctgc
tgggtcatgg
ctgctcccgg
aggttttcac
tcgtgaagcg

-75-

tgtgcacagg
tagtgcaggt
atgagaaagg
aagaaaaacc
gggcaggtga
agcaccacca
tggctgctge
tgaggggttt
tagcggcgca
cagcgcccta
ctttcccegt
gcacctcgac
atagacggtt
ccaaactgga
gccgattteg
taacaaaata
ccctatttgt
ctgataaatg
cgcccttatt
ggtgaaagta
tctcaacagc
cacttttaaa
actcggtcgce
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggcg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgttccac
ttttctgecgce
tttgccggat
gataccaaat
agcaccgcecct
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatgc
acggttcctg
ttctgtggat
gaccgagcgce
ccttacgcat
tctgatgcceg
ctgcgccceg
catccgctta
cgtcatcacc
attcacagat

ctcatttaag
taaatacgaa
agtgacccag
agtcaacatt
aaaagctttg
ccaccaccac
caccgctgag
tttgctgaaa
ttaagcgcgg
gcgcccgcete
caagctctaa
cccaaaaaac
tttcgcecectt
acaacactca
gcctattggt
ttaacgttta
ttatttttcet
cttcaataat
cccttttttg
aaagatgctg
ggtaagatcc
gttctgctat
cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag
aagccctccce
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctgct
caagagctac
actgtccttc
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttcgt
cagcgtgagce
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gccttttgcet
aaccgtatta
agcgagtcag
ctgtgcggta
catagttaag
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgcg
gtctgcctgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240



tcatcecgegt
cgggccatgt
tttctgttca
actgatgatg
atgcggcggg
gtaggtgttc
cagggcgctg
gttgttgctc
ggtgattcat
aggagcacga
ccgaaacgtt
aataccgcaa
atgacccaga
agtgcggcga
ctcaagggca
ttgcgctcac
ggccaacgcg
cagtgagacg
gcggtccacg
- gatataacat
gcgcagcccg
cagcatcgca
catggcactc
tttatgccag
cgcgatttge
atgggagaaa
~aacattagtg
gatcagccca
gccgcettegt
aatcgeccgecg
cagcaacgac
cgccatcgec
cacgcgggaa
tggtttcaca
aaaggttttg
gcattaggaa
gtgcatgcaa
cgccgaaaca
cggcgatata
cggcgtagag
gtgagcggat

<210>
<211>
<212>
<213>

19
119
PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

ccagctcgtt
taagggcggt

tgggggtaat
aacatgcccg

accagagaaa
cacagggtag
acttccgegt
aggtcgcaga
tctgctaacc
tcatgcgcac
tggtggcggg
gcgacaggcce
gcgctgeegg
cgatagtcat
tcggtcgaga
tgcccgettt
cggggagagyg
ggcaacagct
ctggtttgcc
gagctgtctt
gactcggtaa
gtgggaacga
cagtcgcecctt
ccagccagac
tggtgaccca
ataatactgt
caggcagctt
ctgacgcgtt
tctaccatcg
acaatttgcg
tgtttgcceg
gcttecactt
acggtctgat
ttcaccaccc
cgccattcga
gcagcccagt
ggagatggcg
agcgctcatg
ggcgccagcea
gatcgagatc
aacaattccc

TUONG TU
(114) .. (119)
nh3n histidin

31934

gagtttctcc
tttttcctgt
gataccgatg
gttactggaa
aatcactcag
ccagcagcat
ttccagactt
cgttttgcag
agtaaggcaa
ccgtggggcec
accagtgacg
gatcatcgtc
cacctgtcct
gcccecgcegcec
tccecggtgcece
ccagtcggga
cggtttgegt
gattgccctt
ccagcaggcg
cggtatcgtc
tggcgcgcecat
tgcccteatt
ccecgtteege
gcagacgcgce
atgcgaccag
tgatgggtgt
ccacagcaat
gcgcgagaag
acaccaccac
acggcgcgtg
ccagttgttg
tttcccgegt
aagagacacc
tgaattgact
tggtgtccgg
agtaggttga
cccaacagtc
agcccgaagt
accgcacctg
tcgatcccgce
ctctagaaat

Trinh tu nhdn tao

agaagcgtta
ttggtcactg
aaacgagaga
cgttgtgagg
ggtcaatgcc
cctgcgatge
tacgaaacac
cagcagtcgce
cccecgcecagce
gccatgccgg
aaggcttgag
gcgcteccagce
acgagttgca
caccggaagg
taatgagtga
aacctgtcgt
attgggcgcce
caccgcctgg
aaaatcctgt
gtatcccact
tgcgcccagce
cagcatttgc
tatcggctga
cgagacagaa
atgctccacg
ctggtcagag
ggcatcctgg
attgtgcacc
gctggcaccc
cagggccaga
tgccacgcgg
tttcgcagaa
ggcatactct
ctctteecggg
gatctcgacg
ggccgttgag
cccecggecac
ggcgagececg
tggcgccggt
gaaattaata
aattttgttt

atgtctggct
atgcctccgt
ggatgctcac
gtaaacaact
agcgcttcgt
agatccggaa
ggaaaccgaa
ttcacgttcg
ctagcecgggt
cgataatggc
cgagggcgtg
gaaagcggtc
tgataaagaa
agctgactgg
gctaacttac
gccagctgceca
agggtggttt
ccctgagaga
ttgatggtgg
accgagatat
gccatctgat
atggtttgtt
atttgattgc
cttaatgggc
cccagtcgcg
acatcaagaa
tcatccagceyg
gccgetttac
agttgatcgg
ctggaggtgg
ttgggaatgt
acgtggctgg
gcgacategt
cgctatcatg
ctctcectta
caccgccgcec
ggggcctgec
atcttcccca
gatgccggcecc
cgactcacta
aactttaaga

tctgataaag
gtaaggggga
gatacgggtt
ggcggtatgg
taatacagat
cataatggtg
gaccattcat
ctcgcgtatc
cctcaacgac
ctgcttctcg
caagattccg
ctcgccgaaa
gacagtcata
gttgaaggct
attaattgcg
ttaatgaatc
ttcttttcac
gttgcagcaa
ttaacggcgg
ccgcaccaac
cgttggcaac
gaaaaccgga
gagtgagata
ccgctaacag
taccgtctte
ataacgccgg
gatagttaat
aggcttcgac
cgcgagattt
caacgccaat
aattcagctc
cctggttcac
ataacgttac
ccataccgcg
tgcgactcct
gcaaggaatg
accataccca
tcggtgatgt
acgatgcgtc
taggggaatt
aggagatata

M6 ta trinh tu nhin tao: protein tdi td hop chtta mién III

ctia protein vé tl virut gdy bénh sbét xudt huyét typ 1

<300>

<400> 19

Met Asp Lys Leu Gln Leu Lys Gly Met Ser Tyr Ser Met Cys Thr Gly

1

5

10

-76-

15

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
45560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700



Lys Phe
val Ile
Phe Glu

50

Thr Val
65

Ala Glu

Gly Gln

Glu His

<210> 20

Lys

Arg

35

Ile

Asn

Pro

Leu

His
115

<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<221> VI TRI

Ile

20

Val

Met

Pro

Pro

Lys
100

His

val

Gln

Asp

Ile

Phe

85

Leu

His

<222> (114)..(119)
<223> nh3n histidin

<220>

Lys

Tyr

Leu

Val

70

Gly

Asn

His

Glu

Glu

Glu

55

Thr

Asp

Trp

His

31934

Ile

Gly

40

Lys

Glu

Ser

Phe

Ala

25

Asp

Arg

Lys

Tyr

Lys
105

Glu

Gly

His

Asp

Ile

90

Lys

Thr

Ser

val

Ser

75

Ile

Gly

Pro

Leu

60

Pro

Ser

His
Cys
45

Gly

Gly

Ser

Gly

30

Lys

Arg

Asn

val

Ile
110

Thr

Ile

Leu

Ile

Glu

95

Gly

<223> M& ta trinh tu nhan tao: protein tdi td hop chtta mién
chia protein vé tir virut gdy bénh sbét xudt huyét typ 2

<400> 20
Met Asp
1

Ser Phe
Leu Val
Phe Ser

50

Thr Ala
65

Thr Glu

Lys Ala

Glu His

Lys

Lys

Gln

35

Thr

Asn

Pro

Leu

His
115

Leu

Leu

20

Val

Gln

Pro

Pro

Lys

100

His

Thr

j=]

Glu

Lys

Asp

Ile

Phe

85

Leu

His

Leu

Lys

Tyr

Glu

Val

70

Gly

Ser

His

Lys

Glu

Glu

Lys

55

Thr

Glu

Trp

His

Gly
Val
Gly

40
Gly
Asp

Ser

Phe

Met Ser Tyr

Ala

25
Thr
Val
Lys

Tyr

Lys
105

-77-

10

Glu

Asp

Thr

Glu

Ile

90

Lys

Thr

Ala

Gln

Lys

75

Val

Gly

val

Gln

Pro

Asn

60

Pro

Val

Ser

Met Cys Thr

His

Cys

45

Gly

Val

Gly

Ser

Gly

30

Lys

Arg

Asn

Ala

Ile
110

15

Thr

Ile

Leu

Ile

Gly

95

Gly

Ile

Pro

Ile

Glu

80

Leu

ITI

Gly

val

Ile
Glu
80

Glu

Leu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
C«<223>

<400>
Met As
1

21
119
PRT

Trinh ty nhdn tao

vI TRI

(114) ..(119)
nhdn histidin

31934

M8 ta trinh tu nhin tao: protein tai td hop chia mién
ctia protein vé tit virut gdy bénh sét xuit huyét typ 3

21
p Lys

Thr Phe Val

Leu Il

Phe Se

5

Thr Al
65

Ala Gl

Asn Al

Glu Hi

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

e Lys
35

r Thr
0

a Asn

u Pro

a Leu

s His
115

22
119
PRT
Trinh

vI TRI

Leu

Leu

20

Val

Glu

Pro

Pro

Lys

100

His

5

Lys

Glu

Asp

Val

His

tu nhan

(114) .. (119)
nhdn histidin

Leu

Tyr
Gly
Val

70
Gly

Asn

His

tao

Lys

Glu

LY S

Gln

55

Thr

Glu

Trp

His

Gly

val

Gly

40

Gly

Lys

Ser

Tyr

Met

Ser

25

Glu

Lys

Lys

Asn

Lys
105

Ser

10

Glu

Asp

Ala

Glu

Ile

90

Lys

Tyr

Thr

val

His

Glu

75

Val

Gly

Ala

Gln

Pro

Asn

60

Pro

Ile

Ser

Met Cys Thr

His
Cys
45

Gly

Val

Gly

30

Lys

Arg

Asn

Ile

Ile
110

15

Thr

Ile

Leu

Ile

Gly

95

Gly

II1

Asn

=
'_.l
(0]

Pro

Ile

Glu

80

Asp

Leu

M6 ta trinh tu nhin tao: protein tdi t& hop ch@ta mién III
clia protein vé tir virut gdy bénh sét xubdt huyét typ 4

22

Met Glu Lys Leu Arg Ile Lys Gly Met Ser Tyr Thr Met Cys Ser Gly

1

5

10

15

Lys Phe Ser Ile Asp Lys Glu Met Ala Glu Thr Gln His Gly Thr Thr

20

25

-78-

30



vVal val

Ile Glu

50

Ser Ser

Leu Glu

Ser Ala

Glu His

<210> 23

Lys

35

Thr

Pro

Leu

His
115

<Z211> 617
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

Val

Arg

Pro

Pro

Thr

100

His

Lys

Asp

Leu

Phe

85

Leu

His

Tyr

val

Ala

70

Gly

His

His

Glu

Asn

55

Glu

Asp

Trp

His

31934

Gly
40

Lys

Ser’

Phe

<223> nhém II of LRP1 cua ngudi

<400> 23

Arg Pro
1

vVal Gly

Cys Leu

Val Leu

50

Pro Pro
65

Cys Ile

Asn Ser

Asp Arg

Cys Asp

130

Thr Cys
145

Gly Arg

Gly Asp

Pro

Thr

Ala

35

Asp

Pro

Gln

Asp

Phe

115

Gly

Ser

Cys

Arg

Ile Phe Glu

Asn

20

Thr

Ala

Gln

Glu

Glu

100

Lys

Asp

Ala

Ile

Ser
180

5

Lys

Pro

Asp

Cys

Arg
85

Ala F

Cys

Asn

Arg

Pro

165

Asp

Cys

Gly

Gly

Gln

70

Trp

Glu

Asp

Thr

150

Ile

Glu

Ile

Arg

Ser

vVal

55

Pro

Lys

Ala

Asn

Cys

135

Cys

Ser

Ser

Arg

Val

Arg

40

Thr

Gly

Cys

Leu

Asn

120

Gly

Pro

Trp

Ala

Ala

Glu

Thr

Tyr

Arg
105

Met

Asn
25

Glnb

Cys

Glu

Asp

Cys

105

Arg

Asn

Pro

Thr

Ser
185

-79-

Gly

Lys

Asn

Ile

90

Lys

Tyr
10

Asn

Cys

Leu

Phe

Gly

90

His

Cys

Ser

Asn

Cys

170

Cys

Ala

Val

Ser

75

val

Gly

AsSp

Gly

Ala

Ala

Ala

Asp

Gln

Ile

Glu

Gln

155

Asp

Ala

Pro

Val

60

val

Ile

Ser

Ala

Gly

Cys

Asn

60

Cys

Asn

His

Pro

Asp

140

Phe

Leu

Tyr

Cys

45

Gly

Thr

Gly

Ser

Cys

Ala

45

Pro

Ala

Asp

Thr

Asn

125

Glu

Ser

Asp

Pro

Lys Val

Arg Ile

Asn Ile

Val Gly
95

Ile Gly
110

Gln Gln
15

Ser Ser
30

Glu Asp

Ser Tyr

Asn Ser

Cys. Leu
95

Cys Pro
110

Arg Trp
Ser Asn
Cys Ala
Asp Asp

175

Thr Cys
190

Pro

Ile

Glu

80

Asn

Leu

Gln

Leu

vVal
Arg
80

Asp

Ser

Ala
Ser
160

Cys

Phe



Pro

Trp

Gly

225

Arg

Asp

Pro

Leu

Asp

305

Pro

Ala

Asn

Met

385

Ala

Pro

val

Val

Gln

465

Gln

Ala

Pro

Leu

Arg

210

Cys

Cys

Tyr

Pro

Cys

290

Ser

Ser

Trp

Asn

370

Asp

Pro

Lys

Val

Asp

450

Tyxr

Asp

Leu

Arg

Thr
195
Cys
Ser
Ile
Ser
Gly
275
Ile
Ser
Val
Val
Cys
355
Thr
Pro
Glu
Asp
Asp
435
Gly
Asn
Trp

Pro

Glu
515

Gln

Asp

His

Pro

Asp

260

Gly

Pro

Asp

Lys

Cys

340

Glu

Ser

Lys

Leu

Thr

420

Val

Val

Ser

Leu

Ala

500

Pro

Phe

Asn

Ser

Glu

245

Glu

Cys

Leu

Glu

Phe

325

Asp

Ser

vVal
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Fig. 19
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Fig. 21
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Fig. 23
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