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NGHIEN CUPU MOT SO POLYME B| PHAN HUY SINH HQC
TREN CO SO L-AXIT GLUTAMIC

PHAN 1. NGHIEN C(FU SiY PHAN HUY SINH HQC CUA MQT SO
HOP CHAT MAU TREN CO S& CUA L-AXIT GLUTAMIC VA DAN XUAT

PHAM HOU LY, BO THI BICH THANH, LE BUC GIANG

I. DAT VAN BE

Ngudi ta biét rang, vé nguyén tac dé mot polyme bj cic vi smh vét phan huy, trude tién
chiing phai bj céc enzim phan huy. biéu nay nay sinh mét y tuéng gin mot s6 lién két d bj phan
huy enzim vao trong mach cia polyme tbng hop khong bi phén huy sinh hoc nhung cé céc tinh
ning co li tét. Néu y twong khoa hoc dé 14 hién thirc, ngudi ta ¢ thé tng hop duge rét nhidu
loai polyme bj phan huy sinh hoc mai.

Trong cac cong trinh trude, chiing tdi da nghién ciru thiét ké ché tao mot s6 loai polyme bj
phan huy sinh hoc m&i chira cac mit xich bj phan huy sinh hoc 13 L-axit glutamic [1, 2]. S& di
chon L-axit glutamic lam mét mit xich bi phan huy sinh hoc dé ghep vao mach polyme vi thir
nhét, L-axit glutamic rit sin va ré, thir hai, vi céc polypeptld noi chung va L-axit glutamic da
duoc thir nghiém va chimg minh Ia cac chét protein chuén c6 rat nhiéu chirc nang sinh hoa quan
troM va c6 rit nhidu (g dung quan trong trong nhiéu linh virc.Cac nghién ciru lién quan dén -
cac loai poly-a- axit amin da chimg minh kha ning céc lién két amit -CO-NH- bj enzim phan
huy [3 - 5]. Dén nay, mét sé loai polyme tdng hop nhu polyethylen glycol (PEG), copolyme
polystyren-anhydrid maleic anhydrid, copolymer N-(2hydroxypropyl)-methacrylamit, and
poly(L-axit glutamic) (PG) da dugc (g dung rdng rii trong 1am sang.

Trong sb cac loai o-axit amin, ngudi ta rat quan tdm nghién ctru sir dung L-axit glutamic va
cac din xudt [6 - 17) & tng hop cac loai polyme va copolyme bi phan huy sinh hoc.

Dé hiéu dugc mdt cach sau séc s phan huy sinh hoc, kha nang phén huy sinh hoc coa céc
loai polyme va copolyme trén co s& L-axit glutamlc va cic dan xuat, trudc tién ching tdi téng

hop va nghién ciru sy phén huy enzim cia mét so hop chit miu téng hop tir L-axit glutamic va
céc din xuét.

II. PHAN THU'C NGHIEM

1. Hoa chit

s y-benzyl L-glutamat(Aldrich)

C¢HsCHOCOCH,CH,CH(NH,)-COOH, Phén tir lrgng: 237,26,

P.n.c: 181-182°C; [a]p™: +27,7° ( ¢=2,5, IN HC1).

e Cic dung mdi va hoa chit khac: metanol (CH;CH), clorua tionyl'(SOClz),etanol, cte
etylic, sulfat magnhé, hexametylen diisocyanat, toluen, n-hexan; etylengiycol...

* Cac loai enzim sau dwge mua tir Sigma Chemical Co.,: urease, pepsin, a-chymotrypsin,
elastase;
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e Papain (Boehringer-New York), axit protease (Miles Lab, USA).
2. Téng hyp
a.Tong hop hop chdt mdu L, L-dieste diurea (1) (so dé 1)

e Tong hop y-benzyl-L-glutamat menyl este hydrochlorua.

Lam lanh 48,9 ml (~1,21 mol) methanol dén 0°C. Vira khuéy va nho tir tir 8,70 mi{ 0,21
mol) chlorua tionyl. Tiép tuc khudy thém 1 gid & nhiét d¢ 0°C roi sau d6 cho thém (28,7 g,
~0,121 mol) y-benzyl -L-glutamat. Hén hqp phan img dugc dun hdi luu 6 gidr va duge Jam lanh.
Chung cht chan khéng dé loai dung méi. San phim thé rdn dugc két tinh va tai két tinh trong
ho_n hop cdn-ete thu duoc 20,4 g (~71%) y-benzyl -L-glutamat mety| este hydrochlorua la tinh
thé mau vang sang.

Phan tich nguyén t6: Cy3H70N: Li thuyét: C, 62,15; H, 6,77; 0, 25,50; N, 5,58.

Thye nghiém: C, 62,04; H, 6,71; O, 25,42; N, 5,53.

IH-NMR (D,O): 82,13 ppm {(m, 2H, B-CH;); 2,47 ppm {m, 2H, y-CH,); 4,24 ppm {m,1 H,
a-CH); 5,08 ppm (m, CH cta nhém benzyl); 7,36 ppm (s, CH trong nhén benzen cia nhém
benzyl); 1,18 ppm (m, -OCHs); 5,71 ppm (m, -NH,)

e Tong hop  hop chdt mdu LL-dieste diurea, dimethyldi  y-benzy-L-
ghutamatehexamethylenediurea, ttr y-benzyl-L-glutamat(1)

y-benzy]l Laglutamat metyl este hydrochlorua (tong hop & phan trén) (7 g, ~0 0244 mol)
dugc trung hoa bang dung dich nudc cua natri bicac-bonat. y-benzyl -L-glutamat metyl este thé
dirgc chiét bang ete va phin chiét ete dugc 1am khé bang MgSO;. Cét logi ete trong chén khéng
thu duoc (6,8 g, 0,0270 mol) y-benzyl -L-glutamat mety! este. Este nay dugc hoa tan trong 50 ml
toluen khd va duge dua vao binh ciu 3 ¢ trang bj sinh han hdi Iuu, éng lim khé, phéu nho gidt,
dudng din khi tro (N,).Hexamethylen diisocyanat (98%), 2,10 g, 0,0125 mol hoa tan trong 10
ml toluen va nho giot vao hdn hgp phan g trén & nhiét do 60°C, sau do tiép tuc nho giot
hexametylen diisocyanat trong vong 10 phiat. Hon hop phan (g cang ngay cang dac nhu sap va
duoc gitt & nhiét d6 khoang 60°C trong vong 2 gi. Hon hgp phan img dugce 1am lanh, loc hit va
rira nhidu 1an véi n-hexan. San phidm thé thu duge (7,4 g, ~81%) mau tring nga duoc tam khé
qua dém trong chin khdng & 45 — 50°C. Tai két tinh trong hén hop toluen-ety] axetat s& thu duoc
7 g (~77%) hop chéit mau L, L-dieste diurea tinh thé mau tring.

Phén tich nguyén t&: C34HyO1oNy: Li thzgze""t: C, 60,90; H, 6,87; O, 23,88; N, 8,36.

Thye nghiém: C, 60,81; H, 6,80; O, 23,82; N, 8,27,

IH-NMR (C¢D¢): 62,13 ppm (m, 2H, B-CH,), 2,47 ppm (m, 2H, y-CH,); 4,24 ppm (m,1H,
o-CH); 5,08 ppm (m, CH cua nhém benzyl); 7,36 ppm (s, CH trong nhan benzen cia nhém
benzyl); 1,18 ppm (m, -OCH;3); 8,10 ppm, -NHCO-

b. Tong hop polv(L, L--y-benzyl-L-glutamat/etylenglycol/1,6-diisocyanatohexan) (3) (so s 2)
e Tong hop L,L-y-benzyl-L-glutamat etylenglycol dieste p-toluensulfonat(2)

Cho 52,85 g (0,223 mol) y-benzyl-L- glutamat va 47,3 g (0,232 mol} p-toluensulfonat, 6,1
ml (0,11 mol) etylenglycol va 300 ml benzen vao binh 3 ¢d trang bj sinh han hdi hwu, éng lam
khé va may khody tir. H3n hop huyén phit dugce dun hdi luu trong 34 gio. Cit loai dung méi
trong chan khéng thu dugc 107 g hdn hyp chét sau phan ung. Két tinh trong nude cho 50,4 g
(~48%) hgp chét miu L,L-y-benzyl-L-glutamat etylenglycol dieste p-toluensulfonat sach.
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Phén tich nguyén t6: CaoHsoO1N,Sy: Lf thuyét: C, 56,74; H, 591: 0, 26,48; N, 3,31; §,7,57.
Thue nghiém: C, 56,65; H, 5,80; O, 26,32; N, 3,42; §, 7,66.

1H-NMR (D;0): 62,13 ppm (m, 2H, -CH,); 2,47 ppm (m, 2H, y-CH;); 4,24 ppm (m,1H,
a-CH); 5,08 ppm (m, CH cia nhém benzyl); 7,36 ppm (s, CH trong nhan benzen ciia nhom
benzyl); 2,75 ppm (m, ~CH,); 5,71 ppm (m, -NH;).

s T6ng hop poly(L,L--y-benzyl-L-glutamat/etylenglycol/1,6-diisocyanatohexan) (3).

Dung dich 15 m! nuée cét cua 9,64 g (~0,0114 mol) L,L-y-benzyl-L-glutamat etylenglycol
dieste p-toluensulfonat (tdng hgp phdn trén) dwoc trung hoa bing 1,92 g (~0,0228 mol)
bicacbonat natri. L,L-y-benzyl-L-glutamat etylenglycol dieste duge chiét bing chlorofooc, 7 lan,
mdi lin 25 ml. Dung dich chiét chlorofooc durge lam khé bing magnhé sulfat khan. Loc va loai
dung méi trong chan khong thu duge L,L-y-benzyl-L-glutamat etyleng‘iycol dieste dang diu, 5,2
g (~0,0103 mol). Hoa tan lugng diu nay trong 70 ml toluen khé va dua vao binh 3 ¢d trang bi
phéu nho giot, dudomg dan khi nito, éng 1am khd chia CaSO,. Nhd giot 20 ml dung dich toluen
cia 1,8 g (~0,0105 mol) 98% 1.6- dnsocyanatohexan vao trong vong 10 phiit & nhiét d phong.
Sau khoang 20 phat thdy xuét hién ta tréng, Khuay trong vong 12 gio. Loc va rira nhiéu lan
bing n-hexan. Tiép theo san phim duge rira nhidu 1an voi hdn hop nude-metanol 50/50 (ti 16 thé
tich). Sau cling, san phim dugc rira bing metanol va siy kho trong chan khong,

Phan tich nguyén t6: CsoHsO14N, (don vi mit xich): Li thuyér: C, 56,74; H, 5,91; O, 26,48,
N, 3,31; §,7,57. Thuc nghiém: C, 56,65; H, 5,80; O, 26,32; N, 3,42.

IH-NMR (C;DsCD;): 62,13 ppm (m, 2H, pB-CH,); 2,47 ppm (m, 2H, y-CH;); 4,24 ppm
(m,1H, a-CH); 5,08 ppm (m, CH ctia nhom benzyl); 7,36 ppm (s, CH trong nhidn benzen cua
nhém benzyl); 2,75 ppm (m, -CH,); 8,10 ppm (-NHCO).

3. Pisir nghiém phin huy enzim

Cho khoang 100 — 200 mg méu thir phan huy enzim vio lo thuy tinh. M3i mau chuin bj 2
hoic 3 lo va 2 mau déi chimg. Dung dich dic cia mdi enzim la khoang (1 mg/ml) va duge bao
quén trong diéu kién pH va nhiét d6 thich hgp. Cir sau ngay thir hai hodc thé ba dung dich enzim
méi duge chuin bi. D& bét diu mot chudi phin huy, 10 ml tir dung dich dém 0,2 M ciia pH ma
trong d6 enzim cé hoat tinh cao nhét, dugc nhd vao trong mdi lo dung miu. Dung dich dém
duge bd sung mét lugng nhé “tac nhan vi khuan” 13 natri azid hoac toluen. Pdi véi mau doi
chung (khong co méu thir phan huy), thi cung lén luot thao tac bd sung nhur vlly va duge hang
ngay bd sung thém 1 ml dung dich dic ciia mi enzim thir nghiém. Cic mau d01 ching nay
dugc str dyng cho céc phep thir phén tich ninhydrin xéc dinh cac nhom amin cubi. Cac lo mau
khong chia dung dich enzim 1a cac miu dbi chirng thir hai dé xic dinh khéi luong méu b thuy
phan xic tac a xit hojc kiém chi do dung dich dém gy ra. TAt ca cac lo dugc dat trén may lic
(30 vong/ phut) & nhiét d¢ phong tir 6 - 15 ngay Trong giai doan nay, cur sau 24 gid, bé sung
thém 1ml dung dich enzim dic vao lo chira mau thir phén huy enzim va vao lo mau ddi chimg.
Trong ngay thir nghiém cudi cung, tit ¢a cac lo chira miu thir phin huy enzim déu dugc loc, lam
kho va can. Nude loc duge phan tich ninhydrin hodc phéan tich phd. Mau rén con lai duoc rira
véi khdi luong nude nhu nhau (50 ml), siy chin khéng & 60°C trong vong 48 gio. Nudc rira
ciing dugc giir dé phan tich.

Can phai nhin manh rang ban diu tit ca cic mau khdng w6t bai dung dich dém ma ndi lén
trén mit nude. Trong qua trinh thir nghiém, cac miu tham dung dich enzim, bj phan huy enzim
va dédn dan chim xudng day 1o, hodic bi huyén phu hoa trong méi trudng dém, trong khi d6 cac
mAiu ddi chimg thi van ndi trén mit nudc.
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4. Cac ki thuét phin tich xdc dinh mirc 3§ phin huy

o Phuong phdp trong lugng: Sau khi loc va rira v&i 50 ml mrére, sdy chin khéng & 60°C
trong vong 48 gid. Can dé xdc dinh lugng méu trude va sau khi da bj enzim phén huy.

. Phu-orng phdp phan tich ninhydrin: Phuong phap phén tich nay c6 thé phan tich cac
nhém amin bic mét cudi vdi ndng @ trong khoang micromol. Phuong phép ndy khong chi duge
trng dyng voi cac axit amin ma con ¥ng dung duge déi voi tat ca cac hop chit amin bac mét.
Trong phuong phap nay, 46 thi chudn duge sir dung véi chét chuan 1a y-benzyl-L-glutamat béng
phuong phap so mau vai budce song khoang 520 - 540 nm.

* Phuong phdp UV-vis: Sy phan huy v6i enzim chymotrypsin cla hep chét méu poly
(ester urea) tao thanh san phdm chira nhém benzyl c6 kha ning hdp thu ¢ ving tir ngoai. St
dung 2 budc somg, 290 va 258 nm. Chét chuin ding la y-benzyl-L-glutamat. Enzim
chymotrypsm hap thu ¢ 290 nm, con y-benzyl-L-glutamat thi khéng. Ca enzim va y-benzyl-L-
glutamat déu hap thu & 258 nm.

e Phiwong phdp VPO (may Knauer-K7000): Xéc dinh Mn cia miu polyme.
e Phurong phdap 1H-NMR: Xac dinh trén may NMR-Brucker-S00MH.

IIL. KET QUA VA THAO LUAN

Hop chit miu dieste diurea (1) trén co s& cia y-benzyl-L-glutamat da dugc tng hop theo
So db 1.

Khoang 150 mg cua hop chét trén duge thir nghiém phan huy enzim véi cac dung dich
enzim khac nhau (0,1 mg/ml) & nhi¢t d6 phong trong thoi gian 15 ngay. Mirc d¢ thuy phén
enzim dugc xac dinh theo 2 cach: Theo cach thir nhit thi sur mét trong lugng cua mau thir
nghiém duge so sanh voi mau dbi cht'mg (chi ¢6 dung dich dém, khéng c6 enzim). Theo cdch
thi hai thi dung dich phén huy enzim cla cac mAu thir nghiém dugc phan tich cac nhom amin
bac nhit bang phuo’ng phap ninhydrin. ‘Néu ham lugng cac nhém amin ting thi ¢6 nghla la sy
phin huy da xay ra & lién két urea. Nguge lai, néu khong xéac dinh dugc cac nhom amin thi sy
phédn huy chi c6 thé xay ra & céac lién két este. Cac két qua nghién ciru sy phan huy enzim cua
céc hop chit mau duoc tap hop trong bang 1.

H,N— CH—COOH SOCL, CH;0H_ HCLH;N—CH—COOCH,
CH,CH,COOCH,C¢H; CH,CH,COOCH,C¢H;
Benzyl -L-Glutamat 7 Benzyl -L-glutamat methyl este hydrochlorua
v 1. aq. NaHCO,
2.0CN(CH,)NCO

H;CO00C—CH—NHCONH(CH)iNHCO HN—CH—COOCH, m
CH;CH,COOCH,C:H; CH;CH,COOCH,C¢H;
Hop chat mau L,L-dieste diurea

So dé 1. Téng hop hep chét mau dieste diurea (1)
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Céc két qua trong bang 1 cho thiy, tir 6 enzim sir dung, chymotrypsin 1 mot loai enzim
hiéu qua nhat dé phén huy hop chat mau dieste diurea (1). Metanol da dugc phat hién trong hon
hop phén huy enzim bang phuong phap sic ki khi. Khéng phét hién thiy bat ki hgp chit chira
lién két este nao trong hén hop phan huy enzim. Cling khong phat hién thay s ting cia gid trj
nhém chirc amin, Diéu nay chimg t6 sy thuy phan li€én ket este tao thanh hop chét diaxit 1a
nguyén nhén chinh gy ra sy suy giam khdi lucmg clia mau thir nghiém phan huy enzim. Diéu
ndy ciing phul hop v&i nhimg két qua nghién ciru vé sy phan huy chymotrypsin cia méi lién két
acyl trong mach nhanh thom [18].

Bdang 1. Sy phan huy enzim cta hop chit miu dieste diurea (1)*

. L Hop chitmiu dieste-diurea
Loai enzim Dung djch dém, pH :
%mat trong luong % tang NH,

Chymotrypsin imidazole, 7,8 84,7 ¢
Papain Phosphat, 6,5 1,2 4,5
Elastase Tris,8,8 12,1 3,7
Axit protease glycine HC, 3,1 - -

Phthalat HC], 3,1 1,5 -
Pepsin HCI, 2,2 ¢ -
Urease Phosphat, 7,0 d 1,8

%é' tri trung binh cia 3 lin do; "Tris = tris(hydroxymethyl)aminomethan; ¢ Khéng déng ké;
0i luong rat nhé chat ran con lai sau khi li tim.

2H,N—CH—COOH + HOCH,CH,0H + 2CH;C¢H,SOsH

R

R=CH,CH,COOCH,C,H;
Benzyl -L-Glutamat

H,;N—CH—CO0—CH,CH,0CO——CH—NH, 2CH,C¢H,S0,H

2)
R R
toluen | 1 N2HCO;
2.0NC(CH,)$NCO
—I—HN-—-—CH——-COO——CH,CHZOCO——CH—NHCONH(CH2)6NHCO— — 3
n
R R

So dé 2. Tong hop hop chét trung gian L,L-y-benzyl-L-glitamat etylenglycol dieste p-toluensulfonat(2) va
poly(L,L--y-benzyl-L.-glutamat/etylenglycol/1,6-diisocyanatohexan)(3)
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Tir cac két qua trong bang 1 ta ciing thiy ring, enzim elastase ciing ¢6 kha ning phan huy
lién két este ciia hop chit mau dieste diurea (1), tuy mirc d6 c6 thip hon nhiéu so véi enzim
chymotrypsin. Ba loai enzim khac la axit protease, pepsin va urease 14 khong c6 kha ni&ng phén
huy hop chit miu dieste diurea (1) trong khodng ndng dd sir dung.

Tir céc két qua nghién ciru su phan huy enzim cia hop chit miu dieste diurea (1), ching
t61 da tiép tuc tdng hop va nghién ciru sy phin huy enzim cua poly(este urea) ¢6 trong lurong
phén tir trung binh thip (3) trén co s& ctia y-benzyl-L-glutamat (so db 2).

Vi cac két qua nghién ctru phin trén da cho thdy enzim chymotrypsin la mét loai enzim
hiéu qua nhit dé phan huy hop chit miu dieste diurea (1), nén ching t6i chi sir dung
chymotrypsin dé phén huy poly(L,L-y-benzyl- L—glutamat/etylenglycol/ 1,6- dusocyanatohe-
xan)(3)- mét loai polyme c6 chu triic twong tu hop chat miu dieste diurea (1) va 6 trong lugng
phén tir trung binh thap (~2.800, xdc dinh bang phuong phap VPO). Mau poly(L,L-y-benzyl-L-
glutamat/etyleniglycol/1,6-diisocyanatohexan) (3) dda dugc phoi v6i dung dich enzim
chymotrypsin & pH 7,8 (bang 2). Sau 15 ngay phoi, miu phian huy enzim méit khoang 22,6%
trong lugng ban ddu. Cac két qua phan tich UV-vis ham lugng hop chit bi phan huy chira manh
y-benzyl-L- a xit glutamic (~21,7%) ciing khéng dinh thém sy phén huy ndy. Chi ¢6 khoang
0,4% sy tang ham lugng nhom amin duge xac dinh bang phuong phap phén tich ninhydrin. Cac
két qua nghién citu nay ching t6 ring cac loai polyme tdng hop chira cic mit xich 1a mét loai
a-axit amin (trong trudng hop nay 13 y-benzyl-L-axit glutamic) hoan toan ¢6 thé bi phan huy
enzim va sy phan huy enzim xay ra chi yéu & lién két este trong mach dai phan tir ciia polyme
tong hop.

Bang 2. Su phan huy bang enzim chymotrypsin ciia hgp chat mau dieste diurea (1)
va poly (L,L-y-benzyl-L-glutamat/etylenglycol/1,6-diisocyanatohexan) (3)

Hopchit | Mn | S6lién kéteste | Théigian phiin huy | % mét trong lugng

Monome (1} | 670 4 15 84,7 £ 0,2%

Polyme (3) | 4680 28 15 22,6 £0,1%

IV. KET LUAN

» Di tong hop dugc mét loai hop chdt miu dieste diurea la dimethyldi y-benzy-L-
glutamatehexamethylenediurea chira 4 lién két este va mét loai oligome co trong lugng phén tir
trung binh 4680 chira khoang 28 lién két este;

» Di thir nghiém phén huy enzim cta 2 hop chat trén véi 6 loai enzlm. Céc két qua nghién
ciru cho thiy trong 6 loat enzim sir dung, dung dich a-~chymotrypsin & pH = 7,8 la mét loai
enzim ¢6 kha ning phan huy manh nhit doi voi 2 hop chit thir nghiém. Sau 15 ngay phoi miu
vOi dung dich enzim 0,1 mg/ml & nhiét dd phong, hop chét m;lu dieste diurea la dimethyldi y-
benzy-L -glutamatehexamethylenedlurea chira 4 lién két este mit t6i 84,7% trong lugng; con hop
chét oligome €0 trong luong phén tir trung binh 4680 chira khoang 28 lién ket cste trong dai
phén tir chi mét khoang 22,6% trong lugng. Sy phén huy enzim xay ra chu yéu & méi lién két
este trong mach dai phén tir ciia polyme téng hop.

Loi cdm on. Ching t6i xin chan thanh cam on Chuwong trinh Nghién clru co ban Nha nudc vé
Khoa hec Ty nhién da giup dé thire hign céng trinh nay.
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