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1. GIOI THIEU LUAN AN

a. Ly do va tinh cén thiét cia nghién ciru

Céc bénh thoai hoa than kinh, dic biét 1a bénh Parkinson
va Alzheimer, dang tré thanh ganh ning y té toan cau do xu
hudng gia héa dan sb. Trong d6, bénh Parkinson dic trung boi
su thoai hoa cac té bao than kinh dopaminergic, dan dén suy giam
nong d6 dopamin va gay ra cac rdi loan van dong nghiém trong.
Enzym monoamin oxidase B (MAO-B) dong vai tro quan trong
trong qua trinh chuyén hoa dopamin; sy gia ting hoat tinh cua
enzym nay khong chi 1am giam nong d6 dopamin ma con tao ra
cac san phiam oxy hoa giy stress oxy hoa, gop phan thiic day qua
trinh thodi héa than kinh.

Uc ché chon loc MAO-B 1a mét chién luge diéu trj hiéu
qua nhim bao tdon dopamin va lam chidm tién trién bénh
Parkinson. Tuy nhién, cho dén nay chi c6 mot s6 rat han ché cac
thudc e ché MAO-B dugc phé duyét 1am sang. Viéc phét trién
céc chét e ché méi gip nhiéu thach thire, ddc biét 1a nguy co mat
tinh chon loc gitta MAO-B va MAO-A, dan dén cac tac dung
khong mong mudn nghiém trong.

Bén canh d6, cac phuong phap sang loc hoat tinh truyén
thong doi hoi chi phi cao va thoi gian dai, gdy han ché 16n trong
diéu kién nghién ctru trong nuée. Do do, viéc mg dung cac
phuong phép sang loc 4o két hop tri tu¢ nhan tao, cing voi viée

cha dong xay dung hé théng biéu hién enzym MAO-B nguoi tai
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t6 hop dé phuc vu thir nghiém sinh hoc, 14 hudng tiép cn can
thiét, co y nghia khoa hoc va thyc tién cao.
b. Muc tiéu nghién ciru

Muc tiéu tong quat: Nghién ctru tich hop da phuong
phap nham tim kiém, tong hop va xac nhan hoat tinh ctia cac hop
chét trc ché chon loc MAO-B méi, ¢6 tiém nang phat trién thanh
thudc diéu tri bénh Parkinson.

Muc tiéu cu thé:

- Xay dung va ung dung cic md hinh sang loc &o
(pharmacophore, QSAR, docking, mé phong dong luc hoc
phan tir va m6 hinh mang no-ron tich chap) dé tim kiém cac
chat trc ché MAO-B tiém ning.

- Khao sat didu kién biéu hién va danh gia hoat tinh cua
enzym MAO-B nguoi tai t6 hop trén hé théng ndm men
Pichia pastoris.

- Tbong hop cac hop chit tiém nang dugc lwa chon tir qua trinh
sang loc va danh gia tac dung c ché MAO-B in vitro.

c. Doi twong va phwong phap nghién ciru

Poi twong nghién ciru cia luin an bao gdm enzym
MAO-B ngudi va cac hgp chat hoa hoc tiém ning c6 kha ning
{rc ché chon loc enzym nay.

Phuwong phap nghién ctru dugc trién khai theo hudng
tich hop, bao gom:

- Cac phuong phép in silico nhu x8y dung md hinh
pharmacophore, QSAR, docking phan tir, m6 phéng dong



lyc hoc phan tir va mé hinh hoc sau dya trén mang no-ron
tich chap dé sang loc hop chét.

- Céc phuong phép sinh hoc phan tir nhim biéu hién va tinh
sach enzym MAO-B nguoi tai to hop trén hé thong Pichia
pastoris.

- Céc phuong phép tong hop hoa hoc va danh gia hoat tinh trc
ché enzym MAO-B in vitro.

d. Nhirng déng gép méi ciia nghién ciru vé mit 1y ludn va
thue tién
Luén an da xay dung thanh céng mot quy trinh nghién
ctru tich hop tir sang loc o, biéu hién enzym tai to hop dén tong
hop va kiém chig hoat tinh sinh hoc, gép phan lam phong phu
co s6 1y luén trong nghién ctru phat trién thude trc ché MAO-B.
V& mit thyc tién, ludn an da:

- Xay dyng va ing dung hiéu qua cic mo hinh sang loc ao két
hop tri tu€ nhan tao trong tim kiém chét rc ché MAO-B chon
loc.

- Thiét 1ap thanh cong hé thong biéu hién enzym MAO-B
ngudi tai td hop c6 hoat tinh sinh hoc, gop phan giam su phu
thudc vao cac bo kit thuong mai dét tién.

- Phat hién va xac nhan mot $6 hop chét tiém nang co6 hoat
tinh rc ché MAO-B in vitro, tao tién dé cho cac nghién ciru
phat trién thudc tiép theo.

e. Bo cuc cita luin 4n
Luén an dai 149 trang, trong do:

- Dat van d€ va muc tiéu nghién ctru: 2 trang.



- Tbng quan tai liéu: 36 trang.

- Ddi tugng va phuong phap nghién ciru: 22 trang.

- Két qua nghién ciru: 45 trang.

- Ban luén: 41 trang.

- Két luan: 2 trang.

- Kién nghi va déng gop mai ciia luan an: 1 trang

Luén an c6 36 bang, 32 hinh va dd thi, cung 169 tai liéu

tham khao.

2. TONG QUAN TAI LIEU

2.1. Enzym monoamin oxidase va vai trd trong bénh ly than
kinh

Monoamin oxidase (MAO) la enzym ndi bao, khu tra ¢
mang ngoai ty thé, dong vai tro trung tAm trong didu hoa ndng do
cac chat dan truyén than kinh monoamin théng qua phan mg khir
amin oxy hoa [1-4]. O nguoi, MAO ton tai dudi hai dong dang
1a MAO-A va MAO-B, c6 su khac biét vé ciu triic, phan bdé mo
va tinh d3c hiéu co chit.

MAO-B phan b chii yéu ¢ nio, dic biét trong cac té bao
than kinh dém, va tham gia tryc tiép vao qua trinh chuyén hoa
dopamin. Trong bénh Parkinson, sy gia tang hoat tinh MAO-B
khong chi 1am suy giam ndng do dopamin ma con tao ra cac san
pham phu phén tmg nhu hydrogen peroxide va aldehyd, gop phan
gdy stress oxy hoa va thoai héa té bao than kinh [5-9]. Do do,
MAO-B dugc xem 1a mot dich tic dung quan trong trong chién

luge diéu tri bénh Parkinson.



2.2. Cac chit trc ché MAO-B va méi lién hé cdu tric — tac
dung

Céc chat e ché MAO-B di va dang duoc nghién ctru
thuoc nhidu nhém céu trac khic nhau nhu propargylamin,
coumarin, chalcone, indole, benzamid va cac hop chit dj vong
thom [10-25]. Trong s do, selegilin, rasagilin va safinamid 1a
cac thude e ché MAO-B di duoc tmg dung trén 14m sang, tuy
nhién van ton tai cac han ché vé tac dung phu va tuong tac thube
— thire an khi sir dung kéo dai.

Nhiéu nghién ciru SAR cho thiy hoat tinh va tinh chon
loc cua cac chét (rc ché MAO-B phu thudc manh vao kha nang
hinh thanh céc twong tac ky nude, lién két hydro va twong tac m—
7 vOi cac acid amin trong khoang hoat dong cua enzym [26—33].
Chu trac khoang hoat dong cia MAO-B gém khoang gén co chat
va khoang ctra, dugc ngian cach bdi mdt vong acid amin linh
dong, 14 co so quan trong dé thiét ké cac chat trc ché chon loc so
véi MAO-A.

Céc dan xuit benzamid dd dwgc chimg minh 1a nhom
hop chét tiém ning trong nghién ciru phat trién chit tc ché MAO-
B chon loc. Nghién ciru ctia Tzvetkov va Nikolay da bao cao mot
s6 dan xuit benzamid thé hién hoat tinh trc ché MAO-B dang chu
y [146]. Bén canh d6, Ahmed Elkamhawy va cong su ghi nhan
mot dan xudt benzamid c6 ICso = 42 nM va chi s chon loc (SI)
> 2.375, cao hon nhiéu lan so véi rasagilin [147]. Ngoai ra, cac
dan xuét quinolin dya trén khung cdu trac cua safinamid ciing

cho thdy tiém ning 16n, dién hinh 1a hop chat (R)-3-F-



benzyloxytetrahydroisoquinolin véi ICso = 17 nM va SI = 2.941
[149].
2.3. Cac phwong phap sang loc 4o trong nghién ctru phat trién
thudc

Sang loc 4o 1a cong cu quan trong trong nghién ctru phat
trién thudc hién dai, cho phép sang loc nhanh c4c ngan hang dir
lidu hop chét 16n voi chi phi thip. Cac phuong phéap phd bién bao
gdbm mo hinh pharmacophore, QSAR va docking phan tir [34—
52].

Trong nghién cttu MAO-B, cic md hinh 3D-
pharmacophore va 2D-QSAR thuong duoc xay dung tir cac tap
hop hop chét c6 hoat tinh d duoc cong bb. Tap dit liéu gdm 397
hop chét co gia tri ICso thyc nghiém trén MAO-B, thu thép tur cac
cong trinh da cong bd [114-135], dugc st dung rong rai dé xay
dung va danh gia cac mé hinh sang loc truyén thdng.

Docking phén tir va mo6 phong dong luc hoc phan tir cung
cép thong tin quan trong vé co ché gin két va do 6n dinh cua
phtrc hop protein — phéi tir, gop phan 1y giai mdi lién hé cau trac
— tac dung va hd tro lua chon cac hop chét tiém nang.

2.4. Ung dung tri tu¢ nhin tao trong sang loc chét e ché
MAO-B

Su phat trién cta tri tué nhan tao (AI), dic biét 1a cac md
hinh hoc may va hoc sau, ¢ md ra hudng tiép can méi trong sang
loc va thiét ké thudc. Cac mé hinh mang no-ron tich chap (CNN)

¢6 kha nang tu dong trich xuét dic trung tu dir liéu cAu tric phan



tur, gitp nang cao do chinh xac trong du doan hoat tinh va tinh
chon loc ctia hop chat [53-70].

Nhiéu nghién ctru gan ddy cho thay viéc két hop cac
phuong phép sang loc o truyén théng v6i cac mo hinh hoc sau
gitip cai thién dang ké hiéu suit sang loc, giam ty 1¢ duong tinh
gia va tang kha nang phat hién cac hop chat tiém ning. Tuy nhién,
vi€c xay dung va hi€u chinh cac mé hinh Al doi hoi dir liéu chét
lwong cao va chién lugce danh gia phu hop.

2.5. Biéu hién enzym MAO-B ngudi tai t6 hop va danh gia
hoat tinh in vitro

Pé xac nhan hoat tinh sinh hoc cta cac hop chit tiém
nang, viéc xay dung hé thong biéu hién enzym MAO-B ngudi tai
t6 hop 1a budc quan trong. Hé thong ndm men Pichia pastoris
duogc st dung rong rdi nho kha ning biéu hién protein ngoai lai
v6i mire do cao, chi phi hop 1y va kha ning thuc hién cac bién
d6i sau dich ma can thiét [71-85].

Céc phuong phap danh gia hoat tinh tc ché MAO-B in
vitro thuong dua trén viéc theo ddi su thay ddi tin hidu quang phd
lién quan dén qua trinh oxy hoa co chét. Tuy nhién, cac bo kit
thuong mai thudng c6 chi phi cao va phu thudc ngudn cung, gy
kho khan cho viée trién khai nghién ctru 1au dai.

Tir tong quan tai liéu cho thdy, mic du dd cé nhiéu
nghién ctru vé cht trc ché MAO-B, nhung van con khoang trong
16n trong viéc phat trién cac hop chat méi c6 tinh chon loc cao,
hi€u qua va an toan hon. Viéc tich hop cac phuong phap sang loc

ao tién tien voi hé thong bi€u hién enzym tai t6 hgp va thu



nghiém sinh hoc in vitro 1a hudng tiép can hop 1y va c6 nhiéu

tiém ning.
3. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN
cUu

3.1. Thiét ké nghién ciru

Quy trinh nghién ctru dugc trién khai theo chudi tich hop
gbém: xay dung mo hinh sang loc 4o, lya chon cc hop chit tiém
ning, biéu hién va tinh sach enzym MAO-B ngudi tai t6 hop,
téng hop hop chét va danh gia hoat tinh trc ché enzym in vitro.

Ngan hing di¥ liéu hop chit

f—%

Hubng truyén théng Ung dung Al

Mang no-ron tich chip

M hinh chon foc

Tao MAO-B tai té hop

Téng hgp chat
tiem nang

L //,)

— _—

So d6 quy trinh nghién ciru
3.2. Pdi twong nghién ciru

- Enzym monoamin oxidase B (MAO-B) ngudi téi t6 hop.



- Cac hop chat hoa hoc tiém ning c6 kha ning trc ché chon
loc MAO-B, dugc lya chon tir qua trinh sang loc 4o trén cac
ngan hang dir liéu hoa hoc.

- Céc chung vi sinh vét va hé thdng sinh hoc phuc vu cho biéu
hién va danh gia hoat tinh enzym.

3.3. Phwong phap sang loc 4o (in silico)
3.3.1. Xay dung va danh gia mé hinh pharmacophore

Cac mo hinh 3D-pharmacophore dugc xay dung theo hai
huéng: dua trén ciu tric protein va dya trén phéi tir da biét. Cac
mo hinh duoc danh gia thong qua kha niang phan biét chét c6 hoat
tinh va khong hoat tinh bang cac chi sé thong ké phu hop. Mo
hinh ¢6 hiéu suét cao nhat duoc lva chon dé sang loc cac ngan
hang dir liéu hop chét 16n.
3.3.2. Xay dung m6 hinh QSAR

Mo hinh QSAR hai chiéu (2D-QSAR) dugc xiy dung
nham khao sat mdi lién hé dinh luong gitra cac thong sd mo ta
c4u trac phan tir va hoat tinh ttc ché MAO-B. Cac md hinh duoc
danh gia thong qua cac tham s thong ké va mién tng dung dé
dam bao d¢ tin cay khi du doan cac hop chit méi.
3.3.3. Docking phéan tir va mé phong dong luc hoc phan ti

Cac hop chit duoc docking vao vi tri hoat dong cua
MAO-B va MAO-A nhim d4nh gi kha ning gin két va tinh
chon loc. Nhitng hop chit c6 két qua docking tot dugce tiép tuc
khao sat bing mo phong dong luc hoc phan tir 4 danh gia d6 on
dinh cta phtrc hop protein — phdi tir theo thoi gian, thong qua cac
chi s6 nhu RMSD, RMSF va ban kinh quay.
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3.3.4. Ung dung mé hinh hoc sau

M& hinh mang no-ron tich chap (CNN) duoc xay dung
va huén luyén nhim dyu doan hoat tinh va tinh chon loc cta cac
hop chat ddi voi MAO-B. Két qua tir mo hinh CNN duoc két hop
v6i cac phuong phap sang loc truyén thong nham ting d6 chinh
xac va giam ty 1¢ duong tinh gia trong qué trinh lya chon hop
chat tiém ning.
3.4. Biéu hién va tinh sach enzym MAO-B ngui tai té hop

Gen mi héa MAO-B ngudi dugc biéu hién trén hé thong
nam men Pichia pastoris. Cac didu kién cam tng, pha té bao va
tinh sach protein dugc khao sat nham thu nhan enzym MAO-B
c6 do tinh khiét va hoat tinh sinh hoc phut hop. Enzym sau tinh
sach dugc kiém tra bang cac phuong phép dién di va phén tich
mién dich dé x4c nhan kich thuée va tinh dic higu.
3.5. Tong hop cac hop chit tiém ning

Trén co sé két qua sang loc a0, mot sé hop chit tiém
nang va cac dan xuit ciia chiing duoc Iya chon dé tong hop. Qué
trinh téng hop duoc thuc hién theo cic quy trinh hoa hoc phu
hop, dam bao d6 tinh khiét cua san phdm trude khi tién hanh déanh
gia hoat tinh sinh hoc.
3.6. Panh gia hoat tinh wc ché MAO-B in vitro

Hoat tinh {rc ché enzym MAO-B dugc danh gia in vitro
thong qua viéc theo doi sy thay doi tin hiéu quang phd lién quan
dén phan tng oxy héa co chét. Cac thong sb nhu d6 doc phan

ung, phan tram c ché va gia tri ICso dugc xac dinh dé so sanh
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hi€u lyc cua cac hop chét nghién ctru. Cac thi nghiém duoc tién

hanh Iip lai nhim dam bao do tin cay cua két qua.
4. KET QUA NGHIEN CUU

4.1. Xay dung mé hinh sang loc 4o truyén thong va ap dung
sang loc cac chit rc ché MAO-B chon loc
4.1.1. Xay dung va danh gia cac moé hinh 3D-pharmacophore

Nghién ctru di tién hanh xdy dung cac mo hinh 3D-
pharmacophore duwa trén ciu triic protein va cau trac phdi tir.
Pharmacophore dya trén cdu trac: Tir phic hop MAO-B va
safinamid (PDB ID: 2V5Z), ba mé hinh S01, S02 va S03 da duoc
thiét 1ap dwa trén cac tuong tic ky nudc, cho hydro va nhan
hydro. Pharmacophore dua trén phdi tir: Str dung tap xdy dung
gdm 4 hop chat, phan mém LigandScout d tao ra cac mé hinh
tir LO1 dén LO4. M6 hinh L04 di dugc chon do ty 18 hoat tinh
(Ya) cao nhét (0,9783).
4.1.1. Xay dung va tham dinh m6 hinh 2D-QSAR

Mo hinh 2D-QSAR duoc xdy dung ¢ hé s6 twong quan
R? = 0,88 va cin bac hai ciia tong binh phuong cac phan du
RMSE = 0,42. Phuong trinh m6 hinh 2D-QSAR thu dugc nhu
sau: pICso = 6,69709 — (0,31977 a nH) — (0,04221 a nN) +
(1,34494 GCUT _PEOE 0) — (0,54578 h pKa) + (1,00641
h_pKb) —(2,22940 PEOE_VSA+3) — (0,60484 Rsynth)

Panh gia mo hinh: Céc chi s6 danh gia ndi (Q*> 0,5) va

ngoai (R%pred > 0,5) déu thoa man trén tat ca cac bo dir liéu khao



12

sat. Két qua phan tich Roy véi r’n > 0,5 va Ar’, < 0,2 dd khing
dinh kha nang du doan 6n dinh cia mé hinh trén toan tap du ligu.
4.2. Ung dung mang no-ron tich chiap (CNN) trong sang loc
cac chat e ché MAO-B

4.2.1. Xay dung m6 hinh CNN hoat tinh va chon lgc

Mo hinh hoat tinh: C4u hinh t5i uu duoc xac dinh gdbm
256 no-ron, 30 epoch, tdc dd hoc 0,0005 va ty 1¢ dropout 0,6. M6
hinh dat d6 chinh xéac 0,82 va chi s6 AUC 1a 0,88.

M6 hinh chon loc: Pugc thiét 14p dé wu tién cac chat tc
ché dac hiéu trén MAO-B, mé hinh nay dat hiéu suit v6i do ding
0,84 va AUC 0,88.

4.2.2. Két qua sang loc 40 quy mé 16n

Qua trinh sang loc duwoc thyc hién trén co s dit li¢u
ChemDiv v6i quy trinh nghiém ngit qua nhiéu 16p loc. Tir
1.459.919 hop chét ban diu, mé hinh hoat tinh loc dugc 214.587
chét, va sau d6 md hinh chon loc tiép tuc gitr lai 60.257 chét tiém
nang. Sau khi danh gia ADMET, 46.410 hop chat thoa mén cac
nguong rui ro da dugc dua vao phan tich docking.

4.2.3. Docking phan tir va kha nang xuyén qua hang rao mau nao

Docking chon Igc: Nghién ctru da xac dinh dugc 7 hop
chit tiém nang nhat c¢6 ai luc lién két manh voi MAO-B nhung
yéu voi MAO-A. Chénh léch diém sé docking (ADS) cao nhat
dat 46,4 kJ/mol (chat G502-0026 va T226-1029).

Panh gi4 tinh thAm qua hang rio mau nio: Thong qua
mé hinh BOILED-Egg, 3 hop chat G502-0026, T226-1029 va
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V014-9312 duoc du doan c6 kha ning hip thu thy dong qua

duong tiéu hoa va vuot qua hang rao mau nao.

4.3.2. Tong hop cac chit tiém ning

Dua trén két qua sang loc va diéu kién thuc té cua phong

thi nghiém, nghién ciru da tap trung tong hop thanh cong cac cau

tric tiéu biéu.

Hop chit

Cau truc

G502-0026
[N-(1-acetyl-3,4-dihydro-2H-quinolin-
6-yl)-4-(trifluoromethyl)benzamid]

DAin xuit fluoro ciia G502-0026
[N-(1-acetyl-3,4-dihydro-2H-quinolin-
7-yl)-4-(trifluoromethyl)benzamid]

=

Pong phin amid ciia G502-0026
[N-(1-acetyl-3,4-dihydro-2H-quinolin-
7-yl)-4-(trifluoromethyl)benzamid]

G851 -0627
[N-(4-(5-methyl-4H-imidazol-2-
yl)phenyl)-4-
(trifluoromethyl)benzamid]

ZINC21285023
[2-(naphthalen-1-yl)-N'-(2-nitro-4-
(trifluoromethyl)phenyl)acetohydrazid]

o, o
N °
H
N
Sy
H
CFy

4.4. Biéu hién va tinh sach enzym MAO-B nguoi tai t6

hgp

Qué trinh nghién ciru da thiét 1ap thanh cong quy trinh

biéu hién va tinh sach enzym MAO-B nguoi tai to hop trén hé
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théng nam men Pichia pastoris, dat @ tinh sach va hoat tinh cao
phuc vu cho cac thir nghiém trc ché.

4.4.1. Khao sat diéu kién sinh truong va biéu hién trén Pichia
pastoris

Giai doan tang sinh khdi: Qua khao sat duong cong sinh
truong, chiing nim men dat pha log manh mé nhat tir gio thir 4
dén tha 12. Thoi diém 8 gio dugc lya chon dé chuyén moi truong
vi té bao dang & giita pha ting trudng, c6 hoat tinh trao ddi chat
manh nhét va chua chiju tac dong ti€u cyc tr viéc can ki€t dinh
dudng.

Lua chon h¢é moéi trudng: Mdac du moi truong giau dinh
dudng (BMGY-BMMY) cho sinh khéi cao gip 5,5 lan, nhung
moi truong tbi thiéu (BMG-BMM) méi 14 diéu kién cho hoat tinh
enzym MAO-B tdi wu. Hoat tinh ghi nhan dwoc trong méi trudng
t6i thiéu dat 536,68 U/L, cao gip 5 lan so voi mdi truong giau
dinh dudng.

Diéu kién cam tmg: Nong d6 methanol 0,5% (b sung
mdi 12 gid) dugc xac dinh 1a diém t6i wu dé kich hoat promoter
AOX1 ma khong gy doc cho té bao. Thoi gian cam tmg tot nhat
la 24 gio, dat hoat tinh cyc dai 755,47 U/L. Kéo dai thoi gian hon
s& lam suy giam chét lvong enzym do hién twong bién tinh hoic
thoai hoa noi bao.

4.4.2. Hiéu suat pha té bao va tinh sach enzym

Quy trinh pha té bao va tinh sach qua cot sic ky da duoc

t6i wu hoa dé giai phong toi da enzym bam mang va loai bo

protein tap.
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Téi wu hoa pha té bao: Sir dung tac dong co hoc cua bi
thity tinh voi diéu kién 6 chu ky (mdi chu ky 6 phut pha, 10 phut
nghi trong d4) gitip dat ndng do protein bao hoa tai 4,05 mg/mL.

Hoa tan mang va tinh sach: Enzym MAO-B lién két
mang dugc hoa tan hiéu qua bﬁng chit hoat dong bé mat Triton
X-100. Qua trinh tinh sach bang sic ky trao doi anion trén cot
HiTrap Q FF cho thy enzym tip trung chu yéu & phan doan rira
giai 30% va 40% dém High-QB.

Thé Nong dd  Tong Hoat Téng Hoatdd Hiéu
tich protein protein  tinh hoat  riéng suat
(mL) (mg/mL) (mg) (U/L) tinh (U/mg (%)
) protein)

Dich pha 40 3,11 124,4 770 30,8 0,25 100

té bao

Dich 6 8,33 49,98 4371 26,2 0,52 85,06

Triton hoa

tan mang

té bao”

F3 va F4 0,5 5,86 2,93 9.983 4,99 1,7 16,21

sau khi c6

dic

*Dich Triton: dich hoa tan mang té bao sau ly tim

Sau qua trinh ¢6 dac, hoat tinh enzym dat 9.983 U/L.
Téng luong MAO-B tai td hop thu duogc dat 1,41 mg. Pay la
ngudn nguyén lidu chit luong cao, san sang cho cac nghién ciru
sang loc hoat chat trc ché tiép theo.

Pinh danh va dd tinh sach: Pién di SDS-PAGE va
Western blot xac nhéan sy hién dién cia mdt bang protein duy
nhit bit cip dic hiéu voi khang thé khang MAO-B tai vi tri ~60
kDa (phu hop v6i khéi lugng 1y thuyét 59,7 kDa). Tin hiéu bing
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manh, ddng nhét va khong c6 bang phu chimg to enzym thu duoc
c6 do tinh sach cao, khong bi dit gy trong qua trinh xur 1y.

180
130

[MIF[F2]F3]Fa]Fs]|F6]F7]F8]Fo[F10
w

Két qua dién di SDS — PAGE cac  Két qua phan tich Western
phén doan tinh sach MAO-B blot ciia enzym MAO-B nguoi
sau tinh sach

4.5. Panh gia tac dung rc ché MAO-B in vitro ciia céc
chit tiém ning
Sau giai doan sang loc 4o va tong hop hoa hoc, nghién
ctru thyc hién khao sat tac dung uc ché MAO-B in vitro trén
enzym tai to hop cho 5 hop chét: (1) G502-0026, (2) din xuat
fluoro ctia G502-0026, (3) dong phan vi tri nhom amid ctia G502-
0026, (4) G851-0627 va (5) ZINC21285023. Cac phan ung dugc
do dong hoc va udc tinh gia tri ICso bang mé hinh phi tuyén 4
tham sd. Tat ca cac gia tri duoc biéu thi dudi dang trung binh +
d6 léch chuén cua ba phép do doc 1ap (n=3). Két qua khao sat
nong d6 wc ché trung binh cta cac chit duoc tong hop va chat

dbi chiéu rasagilin duoc tong hop dugc thé hién dudi day.

Chit khio sat ICso (uM)

Rasagilin 0,09847

G502-0026 0,0875

Dan xuat fluoro ctia G502-0026 1,25

Pdng phan vi tri amid ciia G502- Khéng ghi nhan tac dung tic ché &

0026 ndng d6 <90 uM
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Chit khio sit ICso (M)
G851-0627 16
ZINC21285023 26,04

Hop chat G502-0026 thé hién hoat tinh trc ché MAO-B
manh véi gia tri ICso 12 0,0875 uM. Trong cung diéu kién thir
nghiém, hoat tinh ctia G502-0026 tuong duong rasagilin (ICso =
0,09847 uM). Tai nong d6 0,6 uM, G502-0026 wc ché 81,83%
hoat tinh enzym MAO-B. Khi thay thé nhém trifluoromethyl
bang nhom fluoro, gia tri ICs ting 1én 1,25 pM. Thay ddi vi tri
nhom amid 1am mét hoat tinh trc ché enzym & ndng do khao sat

(ICso > 90 ],LM).

o ZINC21285023
G502-0026 1Co = 26,04 M

100 1Cay = 0.08705 pM.

hé (%)

£ . , A
Sl v 1 3 . /!-lj
2 2 |
S Aok . H .2
g o 1 =0 .
E 40 Rasagilin E " —
£ 100; 1€ = 0,09847 uM -
E= e _ u 2
i : . : £ ow A ‘ ‘ r ,
oov0t 0801 oot o4 E o oo 10
Log[Néng da (uM)] P Log[Néng d& (uM)]
£ / Diin xuiit Muoro cia G502-0026
GE51-0627 F -~ ICy = 1.25 M
ICq = 16 pM —— =125 pM
150 T T T T 1 b
3 00001 0001 [ [ 1 = T /}-i
= . Log[Néng d§ (4M)] S : =
Tl o2 : £
H o : H
: H ¥
5 s E
3 g S
£ - £ -
-
T 1 .
0.1 1 1 100 0.01 wi 1 0 0
Log|Néng d§ (u¥)] Log[Néng do (uM)]

D6 thi biéu dién lién quan phan trim ic ché véi nong do

wre che cia cac chat tong hop
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5. BAN LUAN

5.1. Sang loc in silico chit irc ché MAO-B chon loc
5.1.1. Huéng sang loc truyén thong va mé hinh 2D-QSAR

Két qua nghién ctu cho thdy cac mo hinh
pharmacophore dua trén phéi tir, dac biét 1a mo hinh L04, ¢6 do
nhay va do chinh xac cao hon so véi cac mo hinh dua trén ciu
trac protein. M6 hinh L04 ndi bat véi ty 1€ hoat tinh dat 0,9783,
cho phép bao quat dugc nhiéu hop chat irc ché tiém ning nho su
két hop da dang cac diém twong tac ky nuéc, vong thom va lién
két hydro. Piéu nay ching minh rang viéc mo phong cac dic
trung dic thu ciia phdi tir 1 chia khoa dé loc ra s lugng 16n cac
chat c6 hoat tinh tiém ning.

Song song v&i pharmacophore, md hinh 2D-QSAR duoc
xdy dyng tr 7 thong s md ta quan trong (a_nH, a nN,
GCUT PEOE 0, h pKa, h pKb, VSA+3, Rsynth) da thé hién
mdi tuong quan rat cao giira gié trj pICso thuc nghiém va du doan
v6i R? = 0,88. Phan tich sdu hon vé cac théng sd nay gitp hiéu
16 co ché hoat dong & cAp do phan tir: thong s6 GCUT_PEOE 0
cho thiy phan bd dién tich dong vai trd quan trong trong viéc 6n
dinh lién két giita phdi tr va ving hoat déng ciia enzym. Péang
chu y, thong sb Rsynth c6 hé sé 4m goi ¥ rdng nhitng cu trac co
hoat tinh trc ché manh thudng cé ciu tao phic tap, khé tong hop
hon cac ciu trac don gian. Mic di mé hinh 2D-QSAR c¢6 uu
diém d& thyc hién va ap dung dugc cho cac chét chua cé ciu trac
tinh thé, n6 van ton tai han ché 13 chua tinh dén céc yéu t5 hinh

hoc ba chiéu hay linh dong phan ti.
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5.1.2. banh gia ADMET va docking phén tir

Qué trinh sang loc ADMET d4 loai bo nhitng chat khong
phu hop vé duoc dong hoc va doc tinh. Trong cac co s¢ dir liéu
dugc khao sat, ZINC 1a tap dir lidu 4n twong nhat véi ty 1& vuot
qua dat 82,8%, phan anh su phong phu va tinh kha thi cao cua
cac hop chét nay khi [am thude. Nguoc lai, cac hgp chét tir y hoc
cb truyén Trung Hoa (TCM) gip khé khén trong viée hip thu (chi
43% dat yéu ciu), co thé do ban chit Ia cac phan tir ty nhién kho
di qua mang té bao.

Két qua docking phan tir cho thay mot ty 1& nho cac hop
chat co diém sb docking rat am (dudi -30 kJ/mol), hira hen kha
nang gan két manh mé véi MAO-B. Bang cach thuc hién docking
kép trén ca MAO-B va MAO-A, nghién ctru da chon loc dugc
1.905 hop chét ¢ tinh dic hiéu cao, khong gy tac dong ngoai
dich.

5.1.3. Ung dung md hinh mang no-ron tich chap (CNN)

Luén 4n x8y dung thanh cong hai mo6 hinh CNN véi do
chinh x4c cao (0,82 va 0,84) dua trén nén tang DEEPScreen.
Khac v6i cac nghién ciru tdng quat, mé hinh nay duogc t6i uu hoa
chuyén biét cho MAO-B thong qua viéc tinh chinh céc si€u tham
s6 nhu sb lwong no-ron (256), téc do hoc (0,0005) va ty 18
dropout (0,6). Uu diém 16n nht ctia cach tiép can nay 1a kha ning
tu dong trich xuat ddc trung tir hinh dnh cau tric 2D va quy trinh
tién xir Iy nghiém ngit bang RDKit, gitp loai bo cac sai s6 vé
huéng va xoay phén tir. D bd dit liéu huin luyén con khiém ton

so voi cac nghién ctru quoc té, viéc két hgp CNN véi docking va
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mo phong dong hoc phan tir (MD) da xac dinh dugc 7 ting vién
tiém ning c6 kha nang tuong tac thuan loi voi 16ng thom tao boi
Tyr435 va Tyr398 trong khoang gin két cia MAO-B.
5.2. T6i wu héa biéu hién MAO-B ngudi trén nim men Pichia
pastoris
5.2.1. Lya chon hé thdng biéu hién va kiéu hinh MutS

Luan 4n d3 lya chon chung Pichia pastoris KM71 (kiéu
hinh Mut®) dé biéu hién MAO-B nguoi. Hé théng nay khéc phuc
dugc nhuge diém cua E. coli — noi protein thudng ton tai & dang
thé viii khong hoat tinh va thiéu FAD. So véi S. cerevisiae, P.
pastoris giup tranh dugc hién tuong hyperglycosyl hoa va dam
bao viing C-tan cta protein dugc bao toan, von 1a yéu to then chdt
dé neo enzym vao mang ty thé. Kiéu hinh Mut® véi téc d6 oxy
hoa methanol cham d3 tao diéu kién cho céc chaperon c6 du thoi
gian xtr Iy va gip cudn cic protein mang phirc tap nhu MAO-B,
d@)ng thoi han ché su tich tu cia cac san phém phu doc hai nhu
formaldehyd
5.2.2. Tbi wu héa diéu kién nudi cdy va cam tmg

Maéi truong tdi thiéu (BMG-BMM) du cho sinh khéi thap
hon moi truong phic hop (BMGY-BMMY) nhung lai mang lai
hoat tinh enzym cao hon gip 5 1an (536,68 U/L so véi 110,29
U/L). Piéu nay cho thay trong méi truong tdi thiéu, té bio phan
bd ngudn luc hiéu qua hon cho viée tong hop va gan cofactor
FAD thay vi wu tién ting sinh. Nong d¢ methanol 0,5% dugc xac
dinh 13 diém can bang 1y tudong dé duy tri promoter AOX1 ma

khong gay stress oxy hoa lam hong protein. Ngoai ra, thoi gian



21

cam ung 24 gio cho hoat tinh cao nhit; viéc kéo dai thoi gian sau
d6 dan dén giam hoat tinh do tac dong cla protease ndi bao va sy
mat mat cofactor FAD trong méi trudng oxy hoa kéo dai.
5.2.3. Khao sat pha té bao va tinh sach protein

Do thanh té bao nAm men rat bén viing, phuong phép co
hoc bang bi thity tinh d dugc tdi wu héa véi 6 chu ky (6 phut pha
va 10 phut nghi trong d4) dé giai phong t6i da protein ndi bao ma
khong 1am bién tinh do nhiét. Quy trinh tinh sach hai budc gébm
hoa tan mang bang Triton X-100 va sic ky trao ddi anion di thu
dugc MAO-B c¢6 d6 tinh sach tang 6,8 lan. Két qua Western blot
va phd hép thu tai 456 nm xac nhan enzym thu duoc & dang
homoenzym (chtra FAD) véi khdi lugng 59,7 kDa, hoan toan phu
hop v6i 1y thuyét. Mic du hidu suét thu hdi con han ché (16,21%),
quy trinh nay d gitip giam chi phi san xuit enzym xudng dudi
100 USD/mg so véi mirc gia hang ngan USD khi nhép khau.
5.3. Hoat tinh trc ché va mdi quan hé ciu tric - hoat tinh
(SAR)
5.3.1. Hiéu luc ctia hop chat din dau G502-0026

Trong sb cac hop chét thir nghiém, G502-0026 1a tng
vién sang gia nhit vai gia tri ICso dat 0,0875 uM, twong dwong
v6i thude ddi chimg rasagilin (0,0985 pM). Su twong dwong niy
chimg minh hiéu qua cua chién lugc thiét ké dya trén khung
dihydroquinolin. Két qua nay cling vuot trdi hon hin so véi

lazabemid, mot chat ting that bai trong thir nghiém 1am sang.
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5.3.2. Phan tich cac yéu t cdu trac quyét dinh (SAR)

Phan tich SAR cho thiy ba yéu t6 then chdt quyét dinh
hoat tinh rc ché MAO-B: (1) Nhom trifluoromethyl (-CF3): Viéc
thay thé -CF3 bang -F 1am hoat tinh giam t&i 14 1an. Nhém -CF3
khong chi ting tinh ky nudc ma con chiém khong gian tét hon
trong tii ky nudc cia enzym, tao ra cac tuong tac Van der Waals
va tuong tac m-w manh hon. (2) Vi tri nhdm amid: Sy thay dbi vi
tri gan amid tir vi tri 6 sang vi tri 7 trén khung dihydroquinolin
1am mat hoan toan hoat tinh (ICso > 90 pM). Piéu nay khang dinh
yéu cau khat khe vé dinh hudng khong gian trong trung tam hoat
dong dang ong hep ciia MAO-B. (3) Khung dihydroquinolin
ctg nhic: G502-0026 c6 khung cau tric cing nhic gitp giam
mat entropy khi gin két, tao ra sy 6n dinh cao hon hin so véi
khung phenyl-imidazol linh dong cua G851-0627 hay mach
acetohydrazid cia ZINC21285023.

6. KET LUAN VA KIEN NGHI

6.1. Két luan

Nghién ctru da hoan thanh cac muc tiéu d& ra, bao gdm
viéc thiét ké, sang loc, téng hop va danh gia hoat tinh sinh hoc
ctia cac hop chét e ché chon loc MAO-B, dong thoi 1am cha quy
trinh biéu hién enzym MAO-B ngudi tai td hop. Thong qua hai
hudng tiép can in silico, luan 4n da xac dinh duoc nhiéu ung vién
tiém ning; trong do, hudng truyén thong tim ra 6 hop chét c6
nang lugng lién két trong duong safinamid. Hudng sir dung md
hinh hoc sdau CNN xac dinh dugc 7 hop chét chu dao thudc khung
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quinolin, quinoxalin va benzamid c6 kha nang tuong tac manh,
chon loc vo1 MAO-B.

Vé thuc nghiém thyc té, hop chat G502-0026 duoc xac
dinh 1a Gng vién trién vong nhét v6i hoat tinh trc ché manh nhét
(ICso=0,0875 uM). Qua trinh nghién ctru cac dan xuat da ching
minh rd rét vai tro cia nhom trifluoromethyl va tinh dinh hudng
khong gian ctia nhém amid d6i voi kha nang gin két enzym. Bén
canh do6, cac hop chat G851-0627 va ZINC21285023 ciing da
duoc téng hop va xac nhén hoat tinh trc ché in vitro. Tét ca cac
céu trac déu duge minh chimg do tin ciy thong qua hé thong phd
MS va NMR.

Song song véi viée tim kiém hop chit, nghién ctu da
biéu hién thanh cong enzym MAO-B ngudi tai té hop trong
chung ndm men Pichia pastoris KM71. Céac diéu kién cam tng
da duoc t6i uu hoa véi ndong do methanol 0,5% trong 24 gid cting
quy trinh pha té bio nghiém ngit trong méi trudng lanh. Sau cac
budc tinh sach b?mg sdc ky trao ddi ion, luan 4n da thu duoc 1,41
mg enzym MAO-B tinh khiét, c6 vach dic trung 1 rang trén
Western blot, dam bao chat lwong cho cac nghién ctru duoc ly
sau hon.

6.2. Kién nghi

Luén 4n dé xuat mot s6 huéng phat trién tiép theo nham
nang cao hi¢u qua nghién ciru. Dau tién c6 thé nang cap quy trinh
biéu hién enzym tir quy md binh lac 1én hé thong fermentor va
thir nghiém thém cac cot sic ky khac nhau dé ting hiéu sut thu

hoi va do tinh khiét. Quy trinh tdng hop héa hoc ciing can duoc
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cai tién didu kién phan tmg va khao sat cac phuong phép amid
hoa méi. Ngoai ra, viée xdy dung hé thdng danh gia in vitro
chuén hoa bang enzym tai to hop va mo rong biéu hién MAO-A
s tao tién dé cho viée phat trién cac thude diéu trj Parkinson thé

hé méi dua trén cac khung quinolin va benzamid da xac dinh.
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