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ABSTRACT 

Human immunodeficiency virus (HIV) inherits the active mutation, which 

promotes the viral survival in human and is the main hurdle of vaccine development.  

The mutations on HIV surface i.e. CD4 binding site on HIV gp120, cause the 

sneaking from the immune-surveillance but still retain the infectivity for CD4+ T 

cells.  Formerly, Designed Ankyrin Repeat Protein (DARPin) technology has been 

innovated to inhibit the HIV infection.  The CD4-specific DARPin specifically 

excludes the adhesion step of HIV to CD4 molecule and efficiently prevents HIV 

infection in vitro by competing with gp120.  Moreover, the basis T cell functions are 

not disturbed, although DARPin can block binding of CD4 to MHCII.  However, HIV 

still infects to CD4+ T cells in animal model maybe because of weak interaction 
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between CD4 and DARPin.  Therefore, insight the interaction between CD4 and 

DARPin molecules may provide the information to improve the interaction affinity of 

DARPin for in vivo purpose.  In this study, the hot spots on CD4 bound to DARPin 

23.2 were identified for clarifying the interaction of them.  The computational 

docking simulation, ZDOCK protocal, was available for generating the CD4-DARPin 

23.2 complex structures.  The 11 rational complex acheivement was convinced from 

the docking scores and the overlapping area on CD4 between DARPin 23.2 and 

gp120 as well as MHCII.  All of 11 poses were carried out to identify the hot spots 

using computer programming to manage the complicated data.  The desigining 

algorithm manipulated ZDOCK databases into histogram values based on five 

criteria.  The combination of five criterion was available to identify the hot spots.  The 

results showed that Lys35, Gln33, Gln40, and Arg59 are hot spots of CD4 to DARPin 

23.2.  Especially, Lys35 was the most important hot spot because (1) it located on 

critical residue on CD4 recognizing gp120 and also MHCII studied by biochemical 

mutagenesis; and (2) it had maximum histogram value of criteria combination in two 

out of three good complexes (p16, p26, and p1513).  Our algorithm was confirmedly 

reliable for identifying hot spots because our prediction accorded to two servers which 

exhibiting different method with ours.  The accordance was that hot spots of CD4 

bound to DARPin predicted by three methods were somewhat hydrophilic residues.  

Moreover, our prediction has high identity residue with both methods by calculating 

the PIDpredict.  The advantage of this study is not only getting hot spots of CD4 to 

DARPin but also exhibiting the procedure to filter the rational complex and creating a 

new algorithm for identifying hot spots. 
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บทคัดย่อ 

เช้ือไวรัสเอชไอวีมีความสามารถในการกลายพนัธ์ุตลอดเวลาท าให้เช้ือด ารงอยูใ่นร่างกาย
มนุษยไ์ดแ้ละเป็นอุปสรรคส าคญัต่อการพฒันาวคัซีนต่อเช้ือเอชไอวี การกลายพนัธ์ุท่ีผิวเซลล์ของ
เอชไอวี เช่น บริเวณท่ีใช้จบักบัโมเลกุลซีดีโฟร์บนจีพีหน่ึงร้อยยี่สิบของเอชไอวี จะท าให้เช้ือหลบ
หลีกการตรวจจบัของระบบภูมิคุม้กนัและยงัคงสามารถติดเช้ือในทีเซลลท่ี์มีโมเลกลูของซีดีโฟร์บน
ผวิเซลล์ได ้ในช่วงเวลาท่ีผา่นมาไดมี้การใชโ้ปรตีนดาร์ปินซ่ึงเป็นวิทยาการผลิตใหม่เพื่อท่ีจะยบัย ั้ง
การเขา้สู่เซลล์เป้าหมายของเช้ือเอชไอวี ส าหรับโปรตีนดาร์ปินท่ีจ าเพาะต่อโมเลกุลซีดีโฟร์นั้นจะ
เขา้ไปจบักบัโมเลกุลซีดีโฟร์โดยเขา้ไปแยง่จบักบัจีพีหน่ึงร้อยยี่สิบของตวัเช้ือเอชไอว ีส่งผลให้เกิด
การขดัขวางการจบักนัของเอชไอวีกบัโมเลกุลซีดีโฟร์บนผิวของทีเซลล์ซ่ึงการทดลองน้ีเกิดข้ึนใน
หลอดทดลอง นอกจากน้ีทีเซลล์ยงัคงท างานไดเ้ป็นปกติแมว้า่การจบักนัของดาร์ปินกบัซีดีโฟร์จะ
ไปขดัขวางการจบักันของซีดีโฟร์กับเอ็มเอชซีชนิดสอง แต่อย่างไรก็ตามเม่ือน าไปทดสอบใน
สัตวท์ดลองพบว่าดาร์ปินไม่สามารถป้องกนัการติดเช้ือในทีเซลล์ท่ีมีซีดีโฟร์ได้ สาเหตุอาจเป็น
เพราะซีดีโฟร์และดาร์ปินจบักนัไม่แขง็แรง ดงันั้นความเขา้ใจลกัษณะการจบักนัระหวา่งโปรตีนดาร์
ปินและโมเลกุลซีดีโฟร์อย่างถ่องแท้จะเป็นข้อมูลส าคญัเพื่อช่วยเพิ่มความชอบในการจบัของ
โปรตีนแองไครินรีพีทต่อโมเลกุลซีดีโฟร์ให้ดีข้ึนส าหรับการทดลองในสัตว ์งานวิจยัน้ีจะท าการ
คน้หากรดอะมิโนท่ีส าคญับนซีดีโฟร์ท่ีใชจ้บักบัดาร์ปินยีสิ่บสามจุดสองเพื่อใชใ้นการอธิบายการจบั
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กนัของซีดีโฟร์และดาร์ปินให้กระจ่างชดัข้ึน วิธีการทางคอมพิวเตอร์จะใช้การจ าลองด็อกกิงด้วย    
ซีด็อกโปรโตคอลในการท านายลกัษณะการจบักนัของโครงสร้างซีดีโฟร์และโปรตีนดาร์ปิน จาก
การทดลองจะได้ลักษณะการจับกันของสองโปรตีนจ านวนสิบเอ็ดโครงสร้าง ซ่ึงทั้ งสิบเอ็ด
โครงสร้างน้ีมีความน่าเช่ือถือเน่ืองจากมีบริเวณพื้นท่ีทบัซอ้นบนซีดีโฟร์ระหวา่งดาร์ปินยีสิ่บสามจุด
สองกบัจีพีหน่ึงร้อยยีสิ่บและดาร์ปินกบัเอม็เอชซีชนิดสอง จากนั้นโครงสร้างทั้งสิบเอด็โครงสร้างน้ี
จะถูกน าไปหากรดอะมิโนท่ีส าคญับนซีดีโฟร์โดยการใชศ้าสตร์ท่ีเก่ียวกบัการเขียนโปรแกรมเขา้มา
จดัการขอ้มูลท่ีซับซ้อน แอลกอริทึมท่ีออกแบบข้ึนมาน้ีจะเป็นการน าขอ้มูลของซีด็อกมาใช้ในการ
สร้างเกณฑ์โดยให้อยู่ในรูปของฮีสโตแกรม จากนั้นเกณฑ์ทั้งห้าท่ีถูกสร้างข้ึนจะถูกน ามาจดักลุ่ม
ใหม่เพื่อใชใ้นการหากรดอะมิโนท่ีส าคญัของซีดีโฟร์ ผลจากการทดลองพบวา่กรดอะมิโนชนิดไล
ซีนต าแหน่งท่ีสามสิบห้า กลูตามีนต าแหน่งท่ีสามสิบสาม กลูตามีนต าแหน่งท่ีส่ีสิบ และอาร์จินีน
ต าแหน่งท่ีห้าสิบเก้าเป็นกรดอะมิโนท่ีส าคัญบนซีดีโฟร์ท่ีใช้จับกับดาร์ปินยี่สิบสามจุดสอง  
โดยเฉพาะอย่างยิ่งกรดอะมิโนไลซีนต าแหน่งสามสิบห้าถือว่าเป็นกรดอะมิโนท่ีส าคัญท่ีสุด
เน่ืองจาก (1) กรดอะมิโนน้ีเป็นกรดอะมิโนท่ีส าคญับนซีดีโฟร์ท่ีใชจ้บักบัจีพีหน่ึงร้อยยี่สิบและยงัใช้
จบักบัเอ็มเอชซีชนิดสองซ่ึงเป็นการศึกษาจากการท ามิวเตชัน (2) กรดอะมิโนน้ีมีค่าฮีสโตแกรมท่ี
มากท่ีสุดของกลุ่มของเกณฑท์ั้งหา้ในจ านวนสองในสามของโครงสร้างท่ีดี (พี16, พ2ี6, และพี1513) 
แอลกอรึทึมของเราไดรั้บการยืนยนัว่ามีความน่าเช่ือถือในการหากรดอะมิโนท่ีส าคญัเน่ืองจากผล
การท านายของเราสอดคลอ้งกบัอีกสองโปรแกรมท่ีมีวิธีการท่ีต่างจากแอลกอรึทีมน้ี ส่ิงท่ีสอดคลอ้ง
ของสามวิธีการคือกรดอะมิโนท่ีส าคญับนซีดีโฟร์ท่ีจบักบัดาร์ปินถูกท านายวา่เป็นกรดอะมิโนชนิด
ไฮโดรฟิลิก นบัไดว้า่ผลการทดลองของเรามีความน่าเช่ือถือในการหากรดอะมิโนท่ีส าคญัเน่ืองจาก
มีความสอดคลอ้งกบัอีกสองโปรแกรมค่อนขา้งสูง จากการศึกษาคร้ังน้ีนอกจากจะไดท้ราบกรดอะมิ
โนท่ีส าคญัท่ีซีดีโฟร์ใช้ในการจบักบัดาร์ปินแลว้ ยงัเป็นการน าเสนอวิธีการท่ีใชใ้นการคดัเลือกหา
โครงสร้างท่ีสมเหตุสมผล และไดแ้อลกอริทึมใหม่ส าหรับการหากรดอะมิโนท่ีส าคญั 


