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TONG HOP HOA HOC CAC PEPTID CO KHA NANG NG
DUNG TRONG PHONG CHONG BENH SOT RET

Nguyén Thj Thanh Van'

TOM TAT

Muc tiéu: Téng hop héa hoc céc peptid c6 khd nang tng dung trong phong chéng sét rét (F1 va N-Me-F1),
phén tich kha néng lién két véi khédng nguyén xuyén mang 1 (AMA1) va chéng lai st xdm nhép héng céu
(RBC) cua céac peptid trén.

D6i twong, phwong phap: Céc peptid duoc téng hop bang phuong phap pha rén (SPPS), tinh ché béng
HPLC; sau d6 duoc phén tich bang phan tng mién dich véi enzyme (ELISA) va cdng hudng Plasmon bé
mat (SPR).

Két qua: F1 va 12 N-Me-F1 trtr Arg-3, Leu-4 va Pro-9 da duoc téng hop thanh céng. Trong s6 dé, G8, A10,
S11, S12, F13 va S14 cho két qua trc ché cao hon so véi F1 wt; W2, L5 va F7 lam gidm khé néng lién két
v6i AMA1; céc peptid con lai (G1, G6 va M15) cho két qua lién két véi AMA1 tuong tw nhw F1.

Két luan: Céc thir nghiém sinh hoc ban déu cta céc peptid nay da cho két qué kha quan véi 6 N-Me-F1
peptid cé i luc lién két véi AMA1 cao hon so véi F1. Cac peptid nay ciing tuong quan tét véi céc thiy
nghiém sinh héa.

T khoéa: Khang nguyén xuyén mang 1, N-Methyl scan, tdng hop peptid béng pha rén.

ABSTRACT

Objectives: To synthesize antimalaria peptides (F1 and N-Me-F1), then testing the ability to bind Apical
membrane antigen 1 (AMA1) and to inhibit the invasion of red blood cells of those analogues.

Subjects and methods: All peptides were synthesized via solid phase peptide synthesis (SPPS), purified
via high performance liquid chromatography (HPLC) and then tested the inhibition of ELISA and analyzed
Surface Plasmon Resonance (SPR).

Results: F1 and 12 N-Me-F1 except Arg-3, Leu-4 and Pro-9, have been successfully synthesized in which
G8, A10, S11, S12, F13 and S14 show better inhibition than F1 wt; W2, L5 and F7 reduced ability to bind
AMA1; the remaining methylations (G1, G6 and M15) exhibited similar binding to native F1 in this assay.
Conclusions: /nitial investigations into the biological activity of these peptides were performed with six
N-Me-F1 peptides have much better binding ability to AMA1 than the native F1 peptide. These peptides
also correlated well with these bioassays.
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Vién Y hoc dw phong Quan doi.
1. DAT VAN BE nhiéu phwong phap tiép can véi bénh SR dé tim
ra mot vac-xin hiéu qua va peptit la hop chat cé
céu truc protein nhd, cé kha nang dap ng duoc
muc tiéu nay.

Sét rét (SR) Ia mét bénh truyén nhiém do cac
loai ki sinh tring Plasmodium géy ra, 1ay truyén tiy
ngwdi ndy sang ngwdi khac qua trung gian truyén
bénh 1a mudi Anopheles. Bénh gay anh hwéng
nghiém trong t&¢i strc khde clia ca nhan va cong

Khang nguyén xuyén mang 1 (AMA1) la mét
mang protein phé bién chung cho tat ca cac loai ki

ddng, 1a ganh nang kinh t& déi véi nhiéu qubc gia
trén thé gi¢i. Theo WHO, hién nay, trén thé gidi
m&i cé hai loai vic-xin phong chéng SR cho tré
em duwoc khuyén nghi s& dung la RTS,S/AS01
(nam 2021) va R21/Matrix-M (nam 2023) [1]. Co
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sinh trung Plasmodium va da dwoc chirng minh la
quan trong véi ki sinh tring xam chiém héng cau
cta vat chi. Do do, day 1a mot muc tiéu hwéng dén
dé didu ché cac chét khang lai sy xam chiém trén
(hinh 1) [2, 3, 4]. Tuy nhién, ai lyc, hoat tinh sinh
hoc va sy &n dinh cla cac peptid nay thwong thép.
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Hinh 1. Peptid lién két véi khéng nguyén SR

va trc ché xam chiém hong cau.

Nghién ciru ctia Keizer va cac cong su [5] vé
F1-F3 va 3 peptid khac (hinh 2) d& danh gia mbi
quan hé vé ai lyc cta P. falciparum AMA1 vé&i canh
tranh thtr nghiém mién dich enzyme (ELISA). Két
qua cho thay, F1 1a chudi dai dién nhat trong cac
peptid nay cé &i luc cao nhat déi véi P. falciparum
AMA1 [4, 5], nhung F1 lai khong lién két voi P.
chbaudi AMA1.

F1 GWRLLGFGPASSFSM
tF1 GWRLLGFGPA

sF1 AMSPWFRSLGFGSLG
Fitbop CKIGFGPDPTFSSC
F2 TRLFRVPVLPSGVTS
F3 PFARAPVEHHDVVGL

Hinh 2. Trinh tw lién két cta céc peptid
tuong tac véi AMAT.

Két qua ciing chi ra rang F1 la peptid hiéu qua
nhat trong viéc khang lai merozoite xam chiém
héng cau. T kinh nghiém trong viéc lam tang do
6n dinh va kha nang lién két véi AMA1 cla peptid
R1 (VFAEFLPLFSKFGSRMHILK) b&i hé théng
cac N-methyl backbone clia Harris va cac cong sw
[4], N-methyl scan ctia F1 da dwoc téng hop theo
phwong phap tbng hop peptid theo pha ran véi
mong mudn mét sd peptid sé& tang kha nang lién
két véi AMA1 va chdng lai sw xam nhap hdng cau
cula cac peptid trén.

T thwe tién trén, chung téi thwe hién nghién
ctbu nay nhdm téng hop cac peptid co kha nang
&ng dung trong phong chéng sbt rét (F1 va
N-Me-F1), phan tich kha nang lién két voi khang
nguyén xuyén mang 1 (AMA1) va chéng lai sy xam
nhap héng ciu (RBC) clia cac peptid trén.

2. HOA CHAT, PHUONG PHAP NGHIEN CcUU

2.1. Héa chat nghién ctru

Chlorotrityl resin, N,N-diisopropylethylamine,
piperidine, hydroxybenzo-triazole, HBTU, HOBt,
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HATU/HOAt, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-
Ala-OH, Fmoc-Leu-OH, va Fmoc-Met-OH, Fmoc-
Ser(tBu)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-
OH, MTBD, 1,8-diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-ene,
methyl triflate, o-nitro-benzene-sulfonyl chloride,
chloranil, TFA, DTT, TIPS, TNBS, N-Me-Gly-1, Ala-
10, R1... va mét s6 dung méi.

2.2. Phuwong phap nghién ciru

- Fmoc-NMe-Gly-OH, = Fmoc-NMe-Phe-OH,
Fmoc-NMe-Ala-OH, Fmoc-NMe-Leu-OH va Fmoc-
NMe-Met-OH dworc tdng hop dwa vao phuong phap
tach khir cac 5-oxazolidinone twong (rng, str dung
BF,.Et,O va triethylsilane [6]. N&i Fmoc-Ser(tBu)-
OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH vao
mach peptid theo phwong phap N-methylation “on-
resin” cGia Miller and Scanlan [7]. Tat ca cac peptid
tbng hop riéng ré theo pha rén, kiém chirng bang
phd khéi ESIMS, tinh ché bang HPLC va sau dé
phan tich phan (rng mién dich véi enzyme (ELISA)
va phan tich cong huédng Plasmon bé mat (SPR).

- Téng hop 1,3-Oxazolidin-5-ones: trdn N-Fmoc-
axit amin (25 mmol) v&i PTSA (475 mg, 2,5 mmol),
lvong dw paraformaldehyde (3,0g) trong toluene
(20 mL) va hat molecular sieves 4 A (1,0 g). Cho
hén hop trén phan (rng trong 16 vi song (2.450 MHz)
roi pha loang trong lwong dw EtOAc. L&p dung dich
hiru co dwoc lam sa}ch béi dung dich Na,CO, t?éo
hoa (40 mL x 3). Tiép theo, lam khdé EtOAc bang
MgSO, va cb dac, tinh ché bang sac ki cot véi dung
moi EtOAc/hexane 20-40%.

- Téng hop N-Fmoc-N-methylated axit amin: Hoa
tan Oxazolidinone (20 mmol) trong dichloromethane
(DCM) (50 mL) cho vao hén hop trén BF,.OEt, (40
m[nol) va Et3SiH (40 mmol), khuay trff)n tlr 2-24 gio,
kiém tra bang TLC. C6 dac san pham tho roi hoa
tan trong EtOAc (150 mL) va chiét bang dung dich
NaHCO, 10% (3 x 50 mL). Lop dung dich nwéc
dwoc thu lai va axit héa t¢i pH 2 bang HCI loang
(10%), sau d6 chiét lai bang EtOAc (3 x 50 mL), lam
khé bang MgSO,, loc, cb dac, lam kho.

- Dan xudt cGa Resin: Ngam 2-Chlorotrityl
chloride (0,5 g, 0,5 mmol) trong DCM khé (10 mL)
khodng 15 phut. Trong mét binh khac, Fmoc-Met-
OH (0,5 mmol) hoac Fmoc-N-Me-Met-OH dwoc
hoa tan trong DCM khé va DIPEA (2,5 mmol) rdi
cho vao binh cha resin, rung lac 2 gi®, thém
MeOH (2 mL) va rung lac 30 phat. Sau d6, loc va
lam sach Resin bang DCM (3 x 10 mL), DMF (3 x
10 mL), DCM (3 x 10 mL) rdi lam khé.

- Phwong phap téng hop bang pha ran:

+ Loai bd nhém bdo vé Fmoc: cho dung dich 20%
piperidine DMF (10 mL) vao Fmoc-peptidyl resin,
rung l&c hdn hop phan tng trong 10 phat. Tiép theo
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lam sach va lam kho resin. + HBTU/HOB - két néi
trung gian: ngdm Peptidyl CITrt resin (0,31 mmol)
né trong dung dich DCM:DMF (6 mL, 1:1). Trong
mét binh khac, hoa tan Fmoc-axit amin (2 eq, 0,62
mmol), HBTU (2 eq, 0,62 mmol) va HOBt (2 eq, 0,62
mmol) trong dung dich DCM:DMF (10 mL, 1:1). Tiép
theo, cho DIPEA (4 eq, 1,24 mmol) vao dung dich
khéng mau trén va hén hop phan rng dwoc khuay
trén trong 5 phut [11]. Sau do, cho dung dich nay vao
peptidyl CITrt resin va rung l&c tr 5-12 gi& rdi lam
sach valam khé resin. Kiém ching s két thic phén
&ng hoan toan bang TNBS test [12].

+ N-Methyl héa trén Resin [7]: sau budc loai
bd nhom bao vé Fmoc, CITrt resin dwoc lam sach
va lam khd. Trong mét binh khac, hoa tan o-NBS
(3 eq, 0,93 mmol) va 2,4,6-collidine (5 eq, 1,55
mmol) trong DCM (10 mL). Cho dung dich nay
vao peptidyl CITrt resin va rung lac 2 gi®. Sau khi
lam sach va lam kho, cho DMF (10 mL) va TBD (4
eq, 1,24 mmol) vao CITrt resin. Dung dich DBU (5
eq, 1,55 mmol) va 2-mercaptoethanol (10 eq, 3,1
mmol) trong DMF (5 mL) dwoc cho vao resin trén
trong DMF (5 mL) va rung lac khoang 30 phut. St
dung Chloranil test dé kiém tra phan trng két thac.

+ Tach Peptid khoi Resin va tinh ché:

* Tach bé Resin khéi mach peptid tién than dé
phéan tich phc"5 khéi: cho mét lwong nhd hat resin
(1-2 mg) phan (rng v&i 3-5 giot dung dich TFA 2%
trong DCM vao 1 6ng Eppendorf khoang 1-2 phut.
Hat resin sé chuyén sang mau do twoi. C6 dac
hén hop trén bang dong khi N, va hoa tan lai trong
MeOH (0,6-1,0 mL), sau dé loc dé loai bd cac hat
resin. Mau nay dung dé& chay khéi phd ESIMS va
MS/MS dé kiém chirng mach peptid. V&i F1, sau
khi loai bd nhém bao vé Fmoc c6 phd M+1 2133.1,
M+Na 2155.1 va N-methylated F1 c6 phd M+1
2147.1, M+Na 2169.1.

* Tach déng thoi Peptid khéi Resin/loai bé nhém
bdo vé mach nhanh: loai bd nhdm bao vé N-cudi
cung cta amin, lam sach resin sau d6 lam khoé qua
dém. Cho Peptidyl CITrt resin (100 mg) phan (rng
v&i dung dich TFA/DTT/H,O/TIPS (95/2/2/1, 1 mL)
khoang 2-2,5 gi& trong m()i‘tru@ng khi N,. Tiép
theo, loc, lam sach lai resin bang TFA (3 x 0.3 mL).
Sau khi thé tich TFA dwoc lam gidm bang dong khi
N,, cho e’therllanh (-20°C, ,5 mL) vao éng trén tao
thanh chat két tda mau trang. Quay li tm peptid
dang huyén phu trén (-20 °C, 5mL), gan can than
I&p ether thu duoc peptid thé. Hoa tan peptid thd
trong 30% ACN/nwéc va lam khd lanh dung dich
trén, thu dwoc peptid thdé (40-50 mg).

* Phan tich va tinh ché bdng HPLC: hoa tan
Peptid kho trong dung méi 20% ACN:milliQ H,O
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(10 mL), sau d6 dwoc loc. LAy 10 pL dung dich
trén lam mau chay ESIMS nham kiém ching
peptid tbng hop co trong hén hop thoé trén (F1 cé
phd M+H 1612.2, M+Na 1634.2; N-Me-F1 c6 phd
M+H 1626.2, M+Na 1648.2). L4y 20 uL san pham
tho trén chay phan tich HPLC, c6t Apollo 5y, C .
(250 mm x 4,6 mm). San pham tho trén dwoc rira
gidi bang gradient t 0-60% buffer B (0,1% TFA
trong ACN) trong buffer A (0,1% TFA in H,O) trong
60 phut v&i toc do dong 0,5 mL/phat, buwéc séng
220 nm. Thu lai cac mau tach twong thich va lam
lanh khd, thu duwoc F1 (8%) va N-Me-F1 (5,5-8,0%).
L4y peptid sau khi lam kho dé chay phan tich véi
dé tinh khiét 14 92,5-100%.

- Phwong phap xét nghiém sinh hoc:

+ Phan (rng mién dich lién két enzyme (ELISA):
st dung 100 pl F1 gan biotin hodc R1 dé phi 96
giéng khoang nhwa pha streptavidin (Peirce) &
ndng do6 2 ug/ml (1,2 uM). Céac khang nguyén duwoc
pha trong buffer (0,1% albumin huyét thanh bo,
0,05% Tween 20 trong phosphate buffered). Cac
dia dwoc U tinh qua dém & 4°C, sau do rira sach
bdn 1an véi 200 pl dung dich rira dém. 3D7 AmA1
dwoc tang liéu t&r 1 ug/ml (~ 15 nM) trong dung
dich dém rcra va 100 pl cdia khang nguyén dwoc U
trong cac giéng cho 1,5 gi®. D& danh gia kha nang
lién két 3D7 AMA1 véi immobilized peptid, 100 pl
huyét thanh da gia thé chéng lai 3D7 AMA1 va pha
loang 1/3.000 trong dung dich dém rira da dwoc ap
dung vao tirng giéng va G & nhiét dd phong trong 1
gi®. 100 pl horseradish peroxidase lién hop chéng
khang thé thd (Chemicon) da dwoc pha loang
1/2.000 trong dém rtra, sau do ap dung cho tirng
giéng va t trong 1 gi®. 150 ul chat nén ABTS (0,98
mM 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic
axit), axit citric 0,98 mM va 0,003% H,0,) da dwogc
thém vao tlrng giéng va U trong 45 phut trwde khi
phan tich quang phd & 414 nm. 100 pl peptid Grc
ché/hén hop AMA1 dwoc ap dung vao cac giéng
chtra immobilized F1 hoac R1 peptid.

+ Phan tich cong hudng Plasmon bé mat (SPR):

* Lwong t6i thiéu dé gan biotin: AMA-1 (3D7)
protein dwoc thay déi dung dich dém béi kich
thwdc sac ki trén cot Superde x 200 (10/300 GL)
trwdc can bang trong dung dich dém HBS-P (10
mM HEPES, pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,05% (v/v)
Tween 20). Cac peak monomer protein dwoc thu
lai va dwoc co6 d&c bang may li tam Pall Nanosep
Omega (MWCO = 3 kDa) bang cach quay 14.000
x g trong ~ 10 phut. Lwong AMA1 (3D7) c¢6 dac (~5
x 10-'%) 1a gan biotin “tdi thiéu” trén da lanh trong 2
gio, str dung ti 1€ 1: 1 clia EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-
LC-Biotin (Pierce) va AMA1 (3D7) protein.
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* Biotin CAPture Chip tai va chup cua
biotinylated AMA1 (3D): céac Biotin chip cam bién
CAP duwgc nap chay véi dung dich dém HBS-P (10
mM HEPES; pH 7,4; 150 mM NaCl, 0,005% (v/v)
polysorbate 20). Tiém cac giai thudc thir trén tat ca
4 cell dong chay trong 5 phut, tbc dd dong 2 ml/phut
& 25°C dan dén lwong cb dinh ctia ~3.600 RU trén
tht ca 4 cell dong chay (1 RU = 1 pg protein/mm?).
Céac AMAT1 biotinylated (3D7) dwoc pha loang dén
~1 mg/ml va tiém véi tbc d6 10 pL/phit véi lwong
nhd aliquots trén dong cell 2 cho dén khi dat mac
dd mong (~2.000 RU).

* Thi nghiém lién két SPR va phén tich di
liéu: tht ca cac thi nghiém lién két SPR duwoc thuc
hién & 25°C trong dung dich dém lién két SPR
(50mM HEPES, pH7,4, 150 mM NaCl, 0,05% (v/v)
Tween20, 5% (v/v) DMSO). Dau tién hoa tan cac
peptid trong DMSO 100% v&i 50 mM, sau d6 pha
lodng 2 lan tir 64 uM t&i 1 uM. Loat mau nay bao
gbm ca méau “zero buffer blank” dworc 1an lwot tiém
tai 60 pL/min qua chip cdm bién CAP chira AMA1
gan biotin (3D7). Theo dbi giai doan peptid lién két
va phan ly vé&i thoi gian twong ng la 30 gidy va
60 giay.

- Cac ki thuat thwc nghiém thwe hién tai Phong
thi nghiém Khoa Hoa, Trwdng Dai hoc La Trobe,
thanh phé Melbourne, Australia, tir thang 01/2006
dén thang 11/2010.

3. KET QUA NGHIEN C(rU VA BAN LUAN

3.1. Téng hop peptid theo pha ran

Gin Resla

lép acid wmin l

Kbt nhim b v N

Ay 1 -~ o

fesl

TNBSChloranil

Dhwermgg tink

fest

: {0
—(w)

L

s ché |
Hinh 3. So dé téng hop peptid [8].

Hinh 3 mé t& cac nguyén tic chung ctia SPPS
la mét trong nhirng chu ki [3p di l1ap lai clia cac
mbi ghép ddi-rira-khr bao vé-rira [8]. Dién hinh la

40

N-cudi cung ctia amine ctia peptid gan trén pha ran
da ty do ghép doéi véi mét axit amin céd N- dwoc
bao vé [9]. Tiép theo 1a qua trinh khr bdo vé cua
chat nay dé tao thanh mét N-cudi ciing méi cla
amin ma mot axit amin khac cé thé dwoc ghép doi.
Cac bwdc ghép doéi va khir bao vé dwoc lap di lap
lai va kiém tra cho dén khi tAt ca cac axit amin trong
chudi peptid da thém vao va peptid mong muén
dworc tao thanh sau khi loai bd resin.

3.2. Téng hop peptid chéng SR F1 va cac dan
xuéat N-Methylated-scan cta F1 bang pha rén

3.2.1. Téng hop cac N-Methylated axit amin bang
pha Iéng

Buwéc dau tién clia nghién clru nay 1a tdng hop
cac N-methylated peptid. Fmoc-N-methylated
cta 5 axit amin ki nwéc (Gly, Ala, Leu, Phe, Met)
duwoc tdng hop thanh cong thdng qua sw tao thanh
oxazolidinone [10] twong &ng 1-5 (so d& 1) cho
hiéu suat phan ng tét (80-92%) (bang 1) trong 16
vi séng (2.450 MHz) tlr 3-5 phut, voi viéc str dung
cac dung méi nhu toluen, xuc tac PTSA va mot
lwong dw clia paraformaldehyde.

R R R
F”“’C\”Jw("' _ 3, Fmoc\N*fO b) Fmoc\NJw(OH
R=H 1 R=H 6
R=CHj 2 R=CHj 7
R = CH,CH(CHy), 3 R = CH,CH(CHy), 8
R=CHzPh 4 R=CHzPh 9
R=(CHp),SCH; 5 R=(CHy),SCH; 10

So d6 1. Téng hop N-Methyl axit amin.
a) (CH,O) , xuc tac PTSA, toluene, 10 vi séng
2450 Mf—lz, 3-5 phut; b) Et.SiH, BF,.Et,0, DCM.
Giai doan tiép theo, tach khir 5-oxazolidinones
1-5 dé tao thanh N-methyl axit amin 6-10 v&i hiéu
suét phan &ng cao (85-95%) (bang 1) béng cach
cho phan &ng voi Et,SiH va céac axit Lewis BF,.
Et,O trong dichloromethane (DCM).

Bang 1. Hiéu suat phan ng téng hop
N-Methyl-a-axit amin qua Oxazolidinones

- N-Methyl-a-
. . Oxazolidinones T
Axit amin ” .
STT | % higu | STI | % hiéu
chat suat chat suat
Fmoc-Gly 1 80 6 90
Fmoc-L-Ala 2 90 7 91
Fmoc-L-Leu 3 90 8 93
Fmoc-L-Phe 4 92 9 85
Fmoc-L-Met 5 80 10 95
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3.2.2. Téng hop N-Methylated axit amin bang pha ran

Phuwong phap trong phan 3.2.7 khéng ap dung
dwoc cho cac Fmoc-axit amin ¢c6 nhom chic &
mach nhanh, mac du, nhém chirc da dwoc bao vé
vi trong diéu kién phan tng cé tinh axit khi tham
gia qua trinh tach khr thi cac nhém bao vé doé sé
bi pha v&. Do dé, phwong phap ba buwéc ctia Miller
va Scanlan [7] dung trong téng hop N-methylated
axit amin bang pha ran da dwoc (ng dung cho
cac axit amin con lai (Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-
Trp(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH). Resin-peptid 11
(so dd 2) vé&i Fmoc da dwoc loai bd cho phan tng
véi 0-NBS va 2,4,6-collidine tao thanh hop chét
12. Tiép theo, hop chat 12 phan (rng v&i methyl
p-nitrobenzenesulfonate v&i sw cd mat cia TDB
tao thanh hop chét 13. G& bd nhém o-nosyl bang
phan rng véi 2-mercaptoethanol va bazo (DBU)
tao thanh amin bac 2 N-Me trong hop chat 14 va
cac budc ghép doi tiép theo dé ndi dai manh peptid
dwoc tiép tuc thye hién [7].

N
i

R
PEPTIDE —O
HN NO,
)

—_—

R
050
7 PEPTIDE —O
|
0
N

H
24,6-Coliidine 0,

12
N
Nt
N Some
PN
NN ON
8D

1"

R

050
7 PEPTIDE —O

N

\

Me O

NO.
13

Me O

R
PEPTIDE 2-Mercaptoethanol
HN -—
| DBU
14

So db 2. Téng hop N-Methyl-F1 “trén resin”.
3.2.3. Téng hop F1 va céc dan xuat N-Methylated F1

So d6 3 mb ta ciu tao, thir tw lién két clia Peptid
F1 gdm 15 axit amin. Sau khi axit amin cubi ghép
vao mach peptid, resin va cac nhom bao vé nhom
chirc duoc loai bd va tinh ché bang HPLC.
HN:‘C’NHz

"
S/
0 3 o
H JL 0 0 0 0 0
N f H HJL H H
W
HzNT " Ju¢‘ﬂu N\)LQTN \ NJLH NJLH o
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So db 3. Céu truc cua peptid F1.

Céac dan xuat cia F1 véi moét N-Methyl cla
mdbi axit amin trir Arg-3, Leu-4 va Pro-9 dwoc téng
hop & bang 2. Proline chira amin bac 2 nén néu
N-Me & Pro-9 thi s& cham dit cac lién két tiép cla
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peptid. N-Me-Arg-3 and N-Me-Leu-4 khéng téng
hop thanh cdng do cé sy khé lién két gilra resin-
bound N-methylated peptid v&i cac axit amin bén
canh (Trp, Arg). Do d6 F1 va 12 N-methylated dan
xuét ctia F1 dwoc tdng hop riéng ré bang phuwong
phap tébng hop peptid bdng pha rén nhw sw khoi
dau cta “N-methyl scan.”

Bang 2. The tw lién két cia F1 va cac
N-Methylated F1.

Peptid Trinh tw lién két
Native F1 GWRLLGFGPASSFSM
N-Me-Gly-1 | (N-Me)GWRLLGFGPASSFSM
N-Me-Trp-2 | G(N-Me)WRLLGFGPASSFSM
N-Me-Leu-5 GWRL(N-Me)LGFGPASSFSM
N-Me-Gly-6 | GWRLL(N-Me)GFGPASSFSM
N-Me-Phe-7 | GWRLLG(N-Me)FGPASSFSM
N-Me-Gly-8 GWRLLGF(N-Me)GPASSFSM
N-Me-Ala-10 | GWRLLGFGP(N-Me)ASSFSM
N-Me-Ser-11 | GWRLLGFGPA(N-Me)SSFSM
N-Me-Ser-12 | GWRLLGFGPAS(N-Me)SFSM
N-Me-Phe-13 | GWRLLGFGPASS(N-Me)FSM
N-Me-Ser-14 | GWRLLGFGPASSF(N-Me)SM
N-Me-Met-15 | GWRLLGFGPASSFS(N-Me)M

3.3. Phan rng mién dich lién két enzyme (ELISA)

Mét lwgng khong d6i F1 phage (hinh 4A va 4B)
va R1 phage (Hinh 4C) twong tac v&i immobilized
3D7 AMA1 véi ndng dd ngay cang tang cta F1 va
dan xuat N-Me-F1 peptid. Cac dd thi cho thdy mot
loat nhirng thay ddi trong hoat dong lién két cla
N-Me-F1 v&i AMA1. Kha néng lién két cia R1 voi
AMAT1 I&n hon so véi kha nang lién két véi AMA1
clia F1 va cac dan xuat N-Me-F1.

Dwa vao cac anh hwédng cla sy metyl hoa, cac
peptid c6 thé dwoc chia thanh ba loai: Cac dan xuét
N-Me-F1 c6 kha néng e ché cao hon so véi F1 wt
la G8, A10, S11, S12, F13 va S14. biéu d6 cé thé
khang dinh rang cac dan xuat N-Me-F1 trong ving
céac axit amin tir 8-14 cho két qua tang ai luc lién
két. Hinh 4A ciing chi rd peptid N-Me-A10 cé &nh
hwdng I&n nhéat trong lién két véi AMA1. Peptid ¢
2 axit amin da metyl hoa & vi tri G1, A10 (Hinh 4B)
cho thdy mirc dd (rc ché cao nhét, diéu d6 la phu
hop v&i dan xuat don N-Me-A10 peptid. Cac peptid
da metyl hoa & axit amin W2, L5 va F7 lam giam
ai lwc lién két voi AMA1. Trong thi nghiém nay, cac
peptid da metyl héa & G1, G6 va M15 cho két qua
lien két véi AMA1 twong tw nhw cla peptid F1.
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Hinh 4 So séanh kha nang lién két ctia F1, R1 va
cac dan xuét N-Me-F1 véi AMA1. Tén céc peptid
turong tng vai vi tri axit amin da N-methyl hoa.

3.4. Phan tich céng hwéng Plasmon bé mit (SPR):

Lién két cam bién gram SPR clia méi peptid Vi
AMA1 duoc thé hién & Hinh 5A. Hinh anh cling cho
thay rd sw gia tang lien két thé hién & ting bién do
lien két chat ché cua pept|d G8 and A10 v&i AMA1
trong khi L5 va F7 khéng co s lién két véi AMA1. Cac
peptid con lai cé nhirng d4u hiéu | tong tac voi AMAT,
mot s6 peptid co kha nang lién két yéu. Cu thé, lién ket
cam bién gram da cho két qua nhw sau: Cac pept|d
W2, G6, G1 va M15 da khong dap (rng du yéu cau
cho d6 phu hop chinh xac cua cac lién ket & mirc can
bang chotilé don g|an (1: 1) lien két ddng nhiét. V& sé
hoc ai lyc, lién két clia tt ca cac peptid F1 duogc tinh
dua trén sb liéu lién két phu hop véi gia tri ¢d dinh R .
(kha nang lién két toi da immobilized AMA1 voi pept|d
F1) va tir thyee nghiém cho cac peptid ¢ lién két tot
nhat, G8 va A10 (Hinh 5B, 5C).
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Hinh & (A) Két qua lién két cua F1 va cac dan
xuét N-Me-F1 véi AMA1.(B) Mang béo vé lién
két cam bién gram cua F1 lién két voi AMA1. (C)
Tuwong tac & mirc cén bang T=25-28 gidy, D6 thi
dwa vao ndng dé cua céc peptid) cho ti 1é don

gian 1:1 lién két dang nhiét.
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Két qua ai luc lién két tr 3 phan &ng lién két
dwoc trinh bay trong bang 3, dwéi dang trung binh
+ d6 léch chuan. Két qua cho thay, dd tang ai luc
lién két cta F1 (15 mer) tr G8, A10, S12 va F13
metyl hda véi két qua tét nhat & G8, diéu d6 co thé
do c4c axit amin ky nwéc gan G8 da lam tang ai luc
lién két cta hé théng metyl héa.

Bang 3. Uéc tinh ai lwc (K,) cho Methylated F1
lién két véi AMA1 (3D7) dworc xac dinh tai 25°C
(n = 3, lap lai thi nghiém 3 1an).

Peptide K, (UM) Rank
G8 3,604 1
A10 6,0 £ 0,8 2
S12 12,4+0,4 3
F13 12,5+1,5 4
F1 22,0+31 5
S14 23,4+1,3 6
SN 23,5+0,6 7
M15 55,7+29 8
G1 99,2+54 9
G6 140 + 44 10
W2 335+ 86 11
L5 No binding 12
F7 No binding 13
4. KET LUAN

F1 va 12 dan xuét methyl héa N-methylated cla
F1 da dwoc tbng hop thanh cong bang phwong
phap tébng hop SPPS. Céac thir nghiém sinh hoc
ban dau cuia cac peptid nay cho két qua kha quan
véi 6 N-Me-F1 peptid co ai lwc lién két véi AMA1
cao hon so v&i F1.

Cac ki thuat quét (scan) N-metyl héa dwoc mo
ta trong nghién ctvu nay cé thé ap dung cho tat ca
20 axit amin phé bién va cac axit amin khéng co
trong ty nhién.

KT thuat nay két hop véi hién thi phage thw vién
cac peptid cé thé cung cap mét phwong phap cod
kha nang cung cép cac peptid/protein (ng dung
trong diéu trj va con cé thé téi wu hoa dwoc dong
hoc clia cac phan tir.
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