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(54) CO CHAT PEPTIT DAC HIEU PE XAC PINH HOAT PO PROTEAZA HIV-1

(57) Giai phap hiru ich dé cap dén co chat peptit dac hiéu dé x4c dinh hoat dd cua
proteaza, trong d6 co chét nay 1a doan peptit ¢ trinh tir bao gdm: Arg-Lys-Ile-Nle-Nph-
Leu-Asp-Gly-Nle, trinh ty nay dugc nhan biét dic hiéu boi enzym proteaza HIV-1 tai vi tri
Nle-Nph, hap thy cuc dai tai budc song tir ngoai. Co chat peptit ddc hiéu theo giai phap
hitu ich con dugc axetyl hoa tai ddu Arg cling nhu bo sung Gly-Nle-NH, tai ddu Asp dé
tang cudng do 6n dinh cta co chat.
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Linh vue ky thuit dwoe dé cip
Giai phap hitu ich thudc linh vuc sinh hoa, cu thé 1a giai phap hiru ich dé cap dén
co chét peptit dac hiéu dé xac dinh hoat d6 proteaza HIV-1 va phuong phép x4c dinh

hoat d6 ctia proteaza HIV-1 bang co chat nay.

Tinh trang ky thuat cia giai phap hiru ich

Virut typ 1 gy suy giam mién dich & ngudi (HIV-1) 13 tac nhan chinh gy nén hoi
ching suy giam mién dich méc phai & ngudi (AIDS). Trong chu trinh tai ban cua virut,
proteaza co vai trd quan trong trong viéc phén cit cic polyprotein tién than gag va gag-
pol thanh nhiing protein cau triic va chirc ning can thiét cho qua trinh trudng thanh cia
virut. Vi vy, proteaza ctia HIV-1 (proteaza HIV-1) dugc xem nhu mdt trong cac dich
quan trong nhat cho liéu phép dung thude trc ché proteaza (PI) khang HIV-1. Cho dén
nay, viéc st dung cac chét tic ché enzym ctia HIV-1 trong do6 ¢ proteaza van la phuong

thirc didu tri phd bién cho ngudi bi nhidm HIV/AIDS.

Khéc véi cdc proteaza khac, proteaza HIV-1 ¢6 tinh ddc hiéu cao trong nhan biét
va phan cit cic co chit, enzym chi thay phan cac co chét c6 lién két dic hidu tuong tu
nhur cdc Vi tri cat cia né trong cdu tric clia protein gag va gag-pol trong HIV-1. Vi vay,
phén 16n co chét cia proteaza HIV-1 13 cac chudi peptit gdm tir 7 axit amin P4-P3’c
trinh tu gidng véi mot trong cac vi tri cit dic hiéu cua proteaza HIV-1 trén cic chudi
polyprotein nay. Mat khac, cac nghién ctu ciing cho thay kich thuge, trinh tu va dic
tinh clia céc axit amin déu anh hudng dén cdu hinh ctia co chat vdi trung tdm hoat dong
cta proteaza HIV-1, qua d6 anh huéng dén 4i lyc clia co chét v6i enzym. Hién nay, co
nhiéu loai co chat huynh quang hodc co chit cai bién tai vi tri phan cét khac nhau cho
xac dinh hoat d¢ cta proteaza HIV-1 da dugc thuong mai héa. Tuy nhién, trinh tu axit
amin cla cac co chit nay thudng khéng dugce cong b. Ngoai ra, gia thanh cla céc co
chit nay kha cao va can ¢ trang thiét bi may moc phu hop. Trong d6, co chat peptit cai
bién 1a co chit ¢6 axit amin tai vi trf P1-P1' bi bién ddi so v&i trinh tu nguyén ban ban
déu cta HIV; P1 ludn 1a Leu hodc Nle va P1' 13 Nph dé tao lién két hép thu cuc dai tai

bude séng tr ngoai. Hoat d§ cua proteaza HIV-1 duge dénh gia dya trén sy giam do hép
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thu clia co chét theo thoi gian trén may quang phd thong thuong va cé thé phu hop véi

nhiéu phong xét nghiém.

Do d6, can ¢6 co chit dic hiéu 6 éi luc cao dbi véi proteaza HIV-1 st dung trong
phan tich hoat d6 ctia enzym nay dé sang loc va phat hién cac chit tic ché proteaza
HIV-1. Co chét cin 6n dinh, dic hiéu va c6 thé st dung duoc trong cac phong xét
nghiém c6 mdy quang phd thong thuong. Qua do, gdp phin tao co s& cho cic nghién

ctru nhdm phat trién cac thube e ché proteaza HIV-1.

Ban chit ky thudt ciia giai phap hitu ich
Dé giai quyét van dé néu trén, giai phap hitu ich d& xuit co chit dé xac dinh hoat
do cua proteaza HIV-1 va phuong phép xac dinh hoat d6 cua proteaza HIV-1 dua trén

co chat nay.

Theo khia canh tht nhét, giai phap hitu ich dé xudt co chit d& xac dinh hoat do
clia proteaza HIV-1, trong d6 co chat nay 1a doan peptit c6 trinh tu bao gdm: Arg-Lys-
Ile-Nle-Nph-Leu-Asp.

Theo mot phuong an wu tién, co chét theo giai phap da duoc cai bién tai vi tri
Nle-Nph dé dugc nhan biét ddc hiéu bdi enzym proteaza HIV-1, c6 4i luc cao véi
enzym va hap thu cuc dai tai budc séng Asg nm; dugc axetyl hoa tai dau Arg va gén
thém trinh tu Gly-Nle-NH, vao dau Asp, theo d6 co chit cé trinh tu bao gdm: Ac-Arg-
Lys-Ile-Nle-Nph-Leu-Asp-Gly-Nle-NH,.

Theo khia canh tht hai, gidi phap hitu ich ¢& xudt phuong phép x4c dinh hoat do

clia enzym proteaza HIV-1, trong d6 phwong phap nay bao gém cac budec:

a) chuin bi hdn hop phan tng cach 0 50-60 uM co chét theo diém 1 hoic 2 &
37°C véi 300 pl dém 2X bao g51n Na-axetat 200 mM, pH 4,7, EDTA 8 mM, -
mecaptoethanol 10 mM, NaCl 1,8 M, CaCl, 10 mM dé hoat héa co chét;

b) phan cit co chit boi enzym bang cach bd sung 300 ng proteaza HIV-1 vao hon
hop phan ung di hoat héa co chét thu dugc tir budce a) va tron déu; va

¢) x4c dinh hoat d ctia enzym proteaza HIV-1 bang cach do méat do quang cua
hon hop phan ting & budc séng Asg trong 5 phat & 37°C va x4c dinh don vi hoat d6 ctia

enzym proteaza theo ham lugng co cht bi phan hay.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1. Biéu d6 khao sat v& anh huéng cua lugng proteaza HIV-1 (A) va nong do
co chit theo giai phap hitu ich (peptit CH) (B) dén téc do phan Gng thuy phan boi
proteaza HIV-1.

Hinh 2. Biéu dd so sanh tdc d6 thily phan co cht theo giai phép hiru ich (peptit CH)
v6i san pham thwong mai L6525 (Sigma Aldrich).

Hinh 3: Biéu dd khéo sit anh hudng cua pepstatin (A) va saquinavir (B) dén hoat

tinh cta proteaza HIV-1.
M5 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau ddy, gidi phap hitu ich md ta chi tiét cdc phuong 4n cu thé, cc phuong 4n nay
chi nham muc dich nham bdc 16 giai phap hitu ich chtt khong nhim muc dich han ché
pham vi cua giai phap hitu ich.

Theo d6, gidi phap hitu ich dé xuét co chit dé x4c dinh hoat do cta proteaza HIV-
1 va phuong phap xac dinh hoat d¢ cua proteaza HIV-1 dua trén co chit nay.

Trir khi ¢6 quy dinh khdc, cc ky hiéu dugc sir dung trong ban mé ta ddi véi trinh

tu axit amin 14 ky hiéu chung da biét trong linh vuc k¥ thuét nay va dugc s dung theo

quy tac théng dung theo thong 18 quc té, cu thé 1a:

Viét tat Tén axit amin
Arg Arginin
Lys Lysin
Ile Isoleuxin
Nph 4-NO,-phenylalanin
Leu Leuxin
Asp Axit aspartic
Gly Glyxin
Nle Norleuxin

Trong qua trinh nghién ctu co chét cila enzym proteaza HIV-1, céc tic gid nhan

thdy rang co chét peptit cai bién véi P1 ludn 1a Leu hodc Nle va P1'1a Nph d tao lién két
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hép thu cyc dai tai budc song tir ngoai. Co chit nay thuong duoc thiét ké tai vi tri p24/p2
trén polyprotein gag véi trinh tu Lys-Ala-Arg-Val-Leu*Ala-Glu-Ala-NH, (* 14 vi tri cat
ctia proteaza HIV-1), trong d6 Leu thudng dugc cai bién thanh Nle, Ala duoc cai bién
thanh Nph. Cu thé, Nle khong c6 mach bén R phan nhanh; Nph c6 chira nhém NO, la
nhom hut dién tir 1im cho lién két CO*NH giita CO ctia Nle va NH ciia Nph tro nén 16ng
1¢0 hon so véi CO*NH ctia Leu va Nph, gitip ting hiu qua phan cit co chit boi enzyme.
Bén canh d6, Nph co6 kha nang hép thy cyc dai 4nh sang tai budc séng 300 nm gilip xac

dinh dugc hoat tinh ctia proteaza trén co s& giam do hép thu anh sang cta co chét.

Tuy nhién, trén chudi polyprotein gag-pol tién than, vi tri P°™-PR duoc phan cét
dau tién dé giai phong proteaza HIV-1 ¢6 hoat tinh cho cc buge thuy phan tai gag-pol
va gag tiép theo tao cac protein cAu triic va churc ning can thiét cho HIV-1. Mt khéc,
mot s6 nghién ctru cho thdy, co chit dya trén trinh tw cit tai P°°-PR trén polyprotein
gag-pol lai c6 higu qua nhat. Kich thugc, trinh ty va dic tinh cdc axit amin déu anh
huong dén cdu hinh va 4i lyc cta co chét voi trung tam hoat dong cua proteaza HIV-1.
Do d6, c6 thé céc trinh ty phén cit trén gag-pol tao ra cac enzyme (proteaza, reverse

transcriptaza va integraza) cd i luc hon so voi céc vi tri khac trén gag.

Vi vay, céc tac gid phat hién ra réng dé hiéu qua cit cao boi proteaza HIV-1, vi tri
cét tai RT-IN ctia gag-pol véi trinh ty Arg-Lys-Ile-Leu*Phe-Leu-Asp trén gag-pol duoc
lwa chon dé thiét ké co chét peptit cai bién. Trong d6, tai P1*P1' 12 Leu*Phe duoc bién
d6i thanh Nle*Nph lam cho lién két khéng bi thay ddi nhiéu so v&i ciu tric ty nhién.
Ngoai ra, khi duoc gén doan Gly-Nle-NH, vao diu Asp sé& gitip co chét 6n dinh hon.

Do d6, theo khia canh thtr nhat, giai phap hiru ich d& xuét co chit dé x4c dinh hoat
do6 ctia proteaza HIV-1, trong d6 co chat nay 14 doan peptit co trinh tu nhu sau:

Arg-Lys-Ile-Nle-Nph-Leu-Asp

Theo mot phuong 4n wu tién, co chit theo giai phap con dugc axetyl hoa tai diu
Arg ciling nhu duge gén doan Gly-Nle-NH, vio diu Asp va ¢6 trinh tu nhu sau (peptit
CH):
Ac-Arg-Lys-Ile-Nle-Nph-Leu-Asp-Gly-Nle-NH,
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Co chit nay c6 thé dugc téng hop bang phwong phap téng hop hoa hoc hoic duoc

biéu hién trong hé sinh vat chi bang con dudng chuyén gen.

Theo khia canh thir hai, giai phép hitu ich d& xuét phuong phép x4c dinh hoat do
clia enzym proteaza HIV-1, trong d6 phwong phap ndy bao gém cac bude: a) chuén bi
hén hop phan ung; b) phéan cit co chat bdi enzym; va c) xac dinh hoat d6 ctia enzym

proteaza HIV-1.

Trong budc chuén bi hén hop phan ting, 50-60 uM co chét (peptit CH) theo giai
phép hitu ich dugc 4 & 37°C véi 300 ul dém 2X bao gém Na-axetat 200 mM, pH 4,7,
EDTA 8 mM, B-mecaptoethanol 10 mM, NaCl 1,8 M, CaCl, 10 mM dé hoat hoa co

chit.

Trong budc phan cit co chit bai enzym, tién hanh bd sung 300 ng proteaza HIV-1

vao hdn hop phan Gng da hoat hoa co chit va tron déu.

Trong bude xac dinh hoat d6 ctia enzym proteaza HIV-1, hdn hop phan img duoc
do mat d§ quang & bude séng Asg trong 5 phat & 37°C, tiép do xac dinh don vi hoat do

clia enzym proteaza theo ham lwong co chit bi phan hiy.

Vi du thuc hién gidi phap hiru ich

Vi du 1. Xdc dinh hoat dp va di lwc ciia co chit theo gidi phap hitu ich déi véi enzym

proteaza HIV-1

Co chit (peptit CH) c¢ trinh tu Ac-Arg-Lys-Ile-Nle-Nph-Leu-Asp-Gly-Nle-NH,
duoc dit hang tong hop boi cong ty Genscrip (Hoa Ky) voi do tinh sach trén 95%, san

phdm ¢ dang bot tring.

Ché pham enzym proteaza HIV-1 (HIV-PrHis) c4n xac dinh hoat do 13 san pham
protein tai t6 hop ctia Phong protein téi t& hop, Phong thi nghiém Trong diém cong
nghé enzym va protein, truong Dai hoc Khoa hoc Ty nhién cung cip.

U 50 uM co chat & 37°C v6i 300 pl dém 2X bao gdm Na-axetat 200 mM, pH 4,7,
EDTA 8 mM, B-mecaptoethanol 10 mM, NaCl 1,8 M, CaCl, 10 mM dé hoat hoa co

chét trong cuvet. Tiép d6 bd sung 300 ng proteaza HIV-1 va tron déu. Sau d6 tién hanh

do mat do quang ctia hdn hgp phan tng & budc séng Asg trong 5 phiit & 37°C trén may
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quang phd kha bién DUS00 cua hing Beckman Coulter. S8 liéu dugc phén tich bing

phan mém Origin Pro.

Dé xéc dinh téc d6 phan mg thiy phan co chét (hoat dd) bdi enzym proteaza
HIV-1 thir nghiém. Tién hanh céc thir nghiém nhu trén nhung véi cac luong proteaza
HIV-1 (500 ng, 1000 ng, 1500 ng, 1700 ng, 2000 ng va 2500 ng proteaza) va nong do
co chét khac nhau (tr 50 dén 400uM). Két qua dwoc thé hién trén Hinh 1. Theo dé
nong do proteaza HIV-1 134 nM tuong duong vé6i 1 pg trong thé tich phan tng 1a 300
il 14 thich hop nhit di v&i phan Gng thiy phén co chét Peptit CH, dam bao sy bién ddi
tuyén tinh giita mirc d6 chuyén héa co chat theo thoi gian phan tmg. Nong d6 co chit
Peptit CH thich hop nhit trong phan ting trong khoang 50-60 uM dam bao muc do
tuyén tinh cta téc d¢ hinh thanh san phim. Phan tng thuy phén co cht (peptit CH) boi
proteaza HIV-1 t1 thich trong dém Na-axetat 100 mM pH 4,7; NaCl 0,9 M, EDTA 4
mM, B-ME 5 mM, CaCl, 5 mM.

Duya trén két qua Hinh 1B va phuong trinh Michalis-Menten cling tinh todn duogc
hoat d¢ riéng va ai luc (K,, - hing sb Michalis-Menten) cta peptit CH trong phan Gng bi

thuy phan boi proteaza HIV-1 tuwong tng 1a 904,35 U/ug va 67,3 pM.

Vi du 2. Ddnh gid téc dp thity phin co chit theo gidi phdp hivu ich va sin phim
thwong mai L6525 boi enzym proteaza HIV-1

D¢ danh gi4 ddc tinh clia co chit theo giai phap hiru ich (peptit CH) véi sén phdm
thuong mai c6 trén thi trudng. Tién hanh thir nghidém véi co chit 16525 cua hing Sigma
Aldric. Tién hanh thtr nghiém nhu trén véi co chit theo giai phap hitu ich (peptit CH)
v6i co chat L6525, Két qua dwoc thé hién trén Hinh 2.

Két qua cho thdy, hoat d6 riéng ciia proteaza HIV-1 trong phéan Umg thuy phén hai co
chit Ia tuong duong nhau (904,35 U/ug cta peptit CH va 1000,65 U/ug cta L.6525); trong
khi do 4i luc clia proteaza HIV-1 vé6i L6525 cao gap 3,2 so vdi co chét theo giai phap
(peptit CH), nhung tdc d6 cuc dai ctia co chét theo giai phap (peptit CH) cao gép 3,9 lan
toc dd ctia L6525,

Vi du 3. Thi nghi¢m vé khd ning tic dpng ciia chit trc ché proteaza lén phdn irng thiy

phén co chiit theo gidi phap hitu ich
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Pé x4c dinh kha ning st dung co chét theo giai phap hiru ich (peptit CH) trong
cac phan tmg sang loc chat rc ché ctia proteaza HIV-1. Tién hanh thir nghiém véi hai
chit wrc ché da biét pepstatin A va saquinavir trong diéu kién th nghiém nhu trén. Két
qua cho thiy cac chit Gc ché nay di Gc ché phén tng thuy phin co chét peptit CH cua
proteaza HIV-1 véi cic gid tri ICs, tuong tng 1a: 93,6 nM va 5,9 nM. Két qua dugc thé
hién trén Hinh 3. Theo d6 cho thiy enzym proteaza HIV-1 c¢6 kha ning thtiy phan dac
hiéu co chit theo giai phap hitu ich (peptit CH). Két qua nay twong tw nhu cac cong bd
trude ddy vé kha ning tc ché proteaza cua peptatin A va saquinavir khi st dung cac co
chit throng mai. Qua d6 cho thiy hoan toan c6 thé sit dung co chét thiét ké Peptit CH

cho cac phan tmg sang loc chat trc ché ciia proteaza HIV-1.
Hi¢u qua dat dugc cia giai phap hiru ich

Béng cach thiét ké co chat dic hiéu véi enzym proteaza HIV-1, co chét theo giai
phap hitu ich c6 kha nang dugc thay phén dic hiéu bdi enzym proteaza HIV-1. Bing
cach thay thé vi tri cit ddc hiéu Leu-Ala trong trinh ty gbc bang Nle-Nph cho phép co
chit theo giai phap hitu ich hép phu dwoc 4nh sang & budce song 300 nm, nhung van dic
hi¢u v61 enzym proteaza HIV-1, diéu nay cho phép xéc dinh duoc hoat d6 cta enzym,
trg gitip cho qua trinh sang loc cac hop chét ¢ hoat tinh proteaza HIV-1 d& uc ché qua

trinh phat trién ctia HIV.

Phuong phép xé4c dinh hoat d§ ctia proteaza HIV-1 bing céch sir dung co chét
theo gidi phap hitu ich duoc dva trén co s& do quang, hoat dd ctia proteaza HIV-1 dugc
xac dinh theo mat d6 quang, do d6 c6 kha nang ung dung trong cic co s& thtr nghiém

c6 thiét bi do quang ma khéng cin cac thiét bi do phuec tap.

Bing viée tmg dung co chit va phuong phap x4c dinh hoat d6 cta proteaza HIV-1
mang lai kha ning phat trién thudc didu tri HIV trén co s& phat trién, sang loc enzym
proteaza HIV-1 ma khong cén dau tu cic thiét bi chuyén dung, giam dugc chi phi thir

nghiém.
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YEU CAU BAO HO
1. Co chit peptit ddc hi¢u dé xac dinh hoat d¢ cta proteaza HIV-1, trong d6 co chat nay
la doan peptit co trinh tu bao gém:.Arg-Lys-Ile-Nle-Nph-Leu-Asp.
2. Co chat theo diém 1, trong d6 co chét nay con duoc axetyl hoa tai ddu Arg ciing nhu
dwoc gan doan Gly-Nle-NH, vao diu Asp va c6 trinh tu bao goém: Ac-Arg-Lys-Ile-Nle-
Nph-Leu-Asp-Gly-Nle-NH,.
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