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v 

 

Từ viết tắt Từ viết đầy đủ bằng tiếng Anh Nghĩa tiếng Việt 

ITC Isothermal Titration Calorimetry Chuẩn độ nhiệt lượng đẳng 
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mIL33R-

Fc 
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fused with human IgG1 Fc 
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hợp với miền hằng định của 
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MixMD Mixed-solvent molecular 

dynamics 

Động lực học phân tử với hỗn 

hợp dung môi 
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Molecular mechanics – 

Generalized Born surface area 

Cơ học Phân tử – Diện tích bề 

mặt Born Tổng quát 

MM-
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Molecular mechanics Poisson – 

Boltzmann surface area 

Cơ học Phân tử – Diện tích bề 
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MyD88 Myeloid differentiation 

primary‑response protein 88 

Protein đáp trả sơ cấp với sự 

biệt hóa tế bào dòng tủy 88 
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NMR Nuclear Magnetic Resonance Cộng hưởng từ hạt nhân 

NoMA Normal Mode Analysis Phân tích Chế độ Bình thường 

NRF2 Nuclear factor erythroid 2–related 

factor 2 

Yếu tố 2 liên quan yếu tố hạt 

nhân erythroid 2 

NST  Nhiễm sắc thể 

OD Optical density Mật độ quang 

OECD The Organization for Economic 

Cooperation and Development 

Tổ chức Hợp tác và Phát triển 

Kinh tế 

OSA Obstructive sleep apnea Ngưng thở khi ngủ do tắc 

nghẽn 

PAINS Pan-assay interference compounds Các hợp chất gây nhiễu liên thử 

nghiệm 

PC Predictiveness curves Đường cong dự đoán 

PCA Principal component analysis Phân tích thành phần chính 

PDB Protein Data Bank Ngân hàng Dữ liệu Protein 

PDBe-KB The Protein Data Bank in Europe-

Knowledge Base 

Ngân hàng Dữ liệu Protein tại 

Châu Âu – Cơ sở tri thức 

PH4 Pharmacophore  

PLD Phospholipase D  

PPI Protein-protein interaction Tương tác protein-protein 

QSAR Quantitative Structure-Activity 

Relationship 

Mối liên quan định lượng giữa 

cấu trúc và tác động  

RA Rheumatoid arthritis Viêm khớp dạng thấp 

Rg Radius of gyration Bán kính quay 

RMS Root Mean Square Căn bậc hai trung bình bình 

phương 

RMSD Root Mean Square Deviation Căn bậc hai trung bình bình 

phương độ lệch 

RMSF Root Mean Square Fluctuation Căn bậc hai trung bình bình 

phương độ dao động 

ROC Receiver Operating Characteristic Đặc trưng của bộ nhận tín hiệu 

ROCS Rapid Overlay of Chemical 

Structures 

Sự chồng phủ nhanh các cấu 

trúc hóa học 
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SAR Structure-Activity Relationship Mối liên quan giữa cấu trúc và 

tác động 

SASA Solvent Accessible Surface Area Diện tích bề mặt tiếp cận dung 

môi 

SAXS Small-angle X-ray scattering Tán xạ tia X góc nhỏ 

SBP Structure-based pharmacophore Pharmacophore dựa trên cấu 

trúc mục tiêu 

Se Sensity Độ nhạy 

SEAP Secreted embryonic alkaline 

phosphatase 

Phosphatase kiềm tiết ra bởi 

phôi 

SLE Systemic lupus erythematosus Lupus ban đỏ hệ thống 

SMILES Simplified molecular-input line-

entry system 

Hệ thống nhập liệu đơn giản 

dạng dòng cho phân tử 

SMPPII Small-molecule protein-protein 

interaction inhibitor 

Chất phân tử nhỏ ức chế tương 

tác protein-protein 

Sp Specificity Độ đặc hiệu 

SPHK Sphingosine kinase  

SPR Surface plasmon resonance Phổ cộng hưởng plasmon bề 

mặt 

SSc Systemic sclerosis Xơ cứng bì hệ thống 

sST2 Solube ST2 Thụ thể ST2 dạng hòa tan 

ST2 Suppression of tumorigencity 2 Ức chế khối u 2 

ST2ECD ST2 ectodomain Miền ngoại bào của thụ thể 

ST2 

ST2L Transmembrane ST2 receptor 

form 

Thụ thể ST2 dạng xuyên màng 

SVM Support Vector Machine Máy vector hỗ trợ 

TG Total gain Tổng mức thu được 

TH T helper cell Tế bào T hỗ trợ 

THP-1 Tohoku Hospital Pediatrics-1 Dòng tế bào đơn nhân được 

phân lập từ máu ngoại biên của 

bệnh nhân mắc bệnh bạch cầu 

đơn nhân cấp tính 

TIR Toll-interleukin-1 receptor Thụ thể IL-1 chứa protein Toll 

TNF Tumor necrosis factor Yếu tố hoại tử khối u 

TRAF6 Tumor necrosis factor receptor 

associated factor 6 

Thụ thể yếu tố hoại tử khối u 

liên quan yếu tố 6 
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t-SNE t-Distributed Stochastic Neighbor 
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ĐẶT VẤN ĐỀ 

Interleukin (IL)-33 được phát hiện từ năm 2003 và là thành viên thứ 11 của họ 

cytokin IL-1. IL-33 đóng vai trò quan trọng trong sự cân bằng và sửa chữa nội mô, 

tham gia vào các phản ứng miễn dịch loại 2, quá trình viêm, dị ứng, nhiễm trùng và 

ung thư. Được giải phóng khi có sự tổn thương mô hoặc tế bào, IL-33 hoạt động bằng 

cách gắn kết với thụ thể ức chế khối u 2 (suppression of tumorigencity 2 – ST2) biểu 

hiện trên bề mặt các tế bào đích, đặc biệt là các tế bào miễn dịch. Sự gắn kết giữa IL-

33 và ST2 là một tương tác protein-protein (PPI). Phức hợp IL-33/ST2 tiếp tục liên 

kết với đồng thụ thể IL-1RAcP để kích hoạt đường truyền tín hiệu phụ thuộc protein 

đáp trả sơ cấp với sự biệt hóa tế bào dòng tủy 88 (Myeloid differentiation primary 

response 88 − MyD88) bên trong tế bào đích và gây ra các đáp ứng sinh học.1 

Trong 20 năm được nghiên cứu, sự đóng góp của IL-33 vào cơ chế sinh bệnh học 

của các bệnh lý viêm như hen suyễn, bệnh phổi tắc nghẽn mạn tính (COPD), viêm 

khớp và viêm ruột đã được chứng minh.2-4 Bên cạnh đó, protein này còn có liên quan 

đến các bệnh tự miễn như viêm khớp dạng thấp, viêm ruột tự miễn, lupus ban đỏ và 

xơ cứng bì hệ thống;5,6 các bệnh lý thần kinh trung ương như bệnh Alzheimer và đa 

xơ cứng.7,8 Con đường IL-33/ST2 cũng liên quan đến nhồi máu cơ tim, suy tim và 

bệnh mảnh ghép chống chủ.9-11 Mối liên quan của IL-33/ST2 đến những bệnh lý kể 

trên đã được chứng minh qua các thử nghiệm lâm sàng hoặc trên mô hình chuột loại 

bỏ gen. Từ đó, IL-33 và thụ thể ST2 không chỉ trở thành các dấu ấn sinh học dùng 

trong chẩn đoán và theo dõi các bệnh viêm và tự miễn,12 mà còn được xem là mục 

tiêu tác động tiềm năng để phát triển các thuốc điều trị những bệnh lý liên quan. 

Thống kê năm 2019 của Tổ chức Y tế Thế giới (WHO) cho thấy hen suyễn ảnh hưởng 

đến 262 triệu người và gây ra 455.000 ca tử vong, trong khi COPD là nguyên nhân 

gây tử vong hàng thứ 3 trên thế giới với 3,23 triệu ca. Mặc dù ít gặp hơn, nhưng các 

bệnh tự miễn như viêm khớp dạng thấp gây ảnh hưởng đến 18 triệu người và lupus 

ban đỏ hệ thống có tỉ lệ lưu hành lên đến 3,4 triệu ca.13,14 Với những gánh nặng y tế 

như vậy, việc tìm kiếm các tác nhân trị liệu mới và hiệu quả hơn cho các bệnh lý này 

là cần thiết. Ức chế hoạt tính cytokin của IL-33 là một trong những hướng nghiên cứu 

tiềm năng, mở ra cơ hội điều trị các bệnh viêm và tự miễn với một cơ chế mới. 

Trong những năm gần đây, IL-33 và ST2 đã trở thành các protein mục tiêu hấp 

dẫn và được quan tâm nghiên cứu. Hiện nay, các ứng viên được đưa vào thử nghiệm 

lâm sàng đều là những tác nhân sinh học, gồm kháng thể đơn dòng trung hòa IL-33 

như torudokimab, itepekimab, tozorakimab và kháng thể kháng ST2 như 

astegolimab, melrilimab.15-19 Mặc dù thể hiện ái lực cao với IL-33/ST2, kháng thể 

đơn dòng vẫn là những liệu pháp đắt tiền, phải sử dụng bằng đường tiêm, yêu cầu đặc 
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biệt về điều kiện bảo quản và các phản ứng phụ trên miễn dịch. Ngược lại, thuốc phân 

tử nhỏ có các ưu điểm về sinh khả dụng đường uống, tính chất dược động học dễ điều 

chỉnh, dễ phân liều và bảo quản. Các tác nhân này có thể tổng hợp lượng lớn và từ đó 

góp phần giảm chi phí điều trị. Mặc dù một số hợp chất phân tử nhỏ ức chế IL-33 và 

ST2 đã được báo cáo,20-24 việc tìm kiếm các hợp chất mới gắn kết ái lực cao và chọn 

lọc với các mục tiêu này vẫn là một nhu cầu cấp thiết. 

Là những mục tiêu PPI, IL-33 và ST2 liên kết với nhau tại những bề mặt nông và 

rộng, đặt ra các thách thức cho quá trình tìm kiếm chất ức chế phân tử nhỏ. Khám 

phá thuốc mới là một quá trình tiêu tốn nhiều thời gian và chi phí, đặc biệt với những 

mục tiêu khó khăn như PPI. Với sự phát triển của khoa học máy tính, quá trình này 

đã được thúc đẩy một cách mạnh mẽ. Dù vậy, các nghiên cứu in silico trên IL-33/ST2 

vẫn còn hạn chế, chủ yếu là những nghiên cứu sàng lọc ảo sử dụng phương pháp gắn 

kết phân tử vào các vị trí giả định trên IL-33 của Kim và cộng sự (2016), Adamu và 

cộng sự (2021), Le và cộng sự (2023) và trên ST2 của Ramadan và cộng sự 

(2018).20,22,25,26 Cho đến nay, vẫn chưa có nghiên cứu sàng lọc ảo nào được thực hiện 

dựa trên sự đánh giá toàn diện các vị trí gắn kết trên IL-33 và ST2. Bên cạnh đó, mặc 

dù một số phân tử nhỏ ức chế IL-33/ST2 đã được báo cáo, vẫn chưa có một công bố 

nào về các mô hình in silico dựa trên phối tử. Nhằm đóng góp những tiến bộ mới 

trong lĩnh vực này, đề tài được thực hiện với mục tiêu sàng lọc in silico và in vitro 

các cấu trúc phân tử nhỏ có khả năng tương tác với IL-33 và thụ thể ST2. Trong 

đó, việc tìm kiếm chất ức chế được thực hiện theo cả hướng dựa trên cấu trúc mục 

tiêu lẫn dựa trên phối tử. Cụ thể, các nội dung nghiên cứu sau đây được thực hiện: 

1. Xây dựng cơ sở dữ liệu cấu trúc hóa học định hướng cho nghiên cứu sàng lọc 

in silico chất ức chế PPI 

2. Khảo sát tương tác protein-protein của IL-33/ST2 và xác định các vị trí gắn 

kết cho phối tử phân tử nhỏ trên mỗi protein bằng các công cụ máy tính 

3. Xây dựng các mô hình sàng lọc in silico dựa trên cấu trúc mục tiêu IL-33 và 

ST2, bao gồm mô hình pharmacophore, gắn kết phân tử, mô phỏng động lực 

học phân tử và tính toán năng lượng tự do gắn kết 

4. Xây dựng các mô hình in silico dựa trên các phối tử đã biết của IL-33 và ST2, 

bao gồm truy vấn tương đồng hình dạng phân tử 3 chiều, mô hình 

pharmacophore và mô hình mối liên quan định lượng giữa cấu trúc và tác động 

(QSAR) 

5. Thử nghiệm in vitro đánh giá hoạt tính ức chế tín hiệu IL-33/ST2 của các chất 

được sàng lọc từ nghiên cứu in silico. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Tổng quan về interleukin-33 và thụ thể ST2 

1.1.1. Cytokin, interleukin và họ interleukin-1 

Cytokin là các protein có trọng lượng phân tử thấp, được tiết ra từ tế bào, hỗ trợ 

cho sự giao tiếp giữa tế bào với tế bào nhằm đáp ứng với một số kích thích. Thuật 

ngữ “cytokin” là sự kết hợp của hai từ Hy Lạp, “cyto” có nghĩa là tế bào và “kinos” 

có nghĩa là sự chuyển động. Cytokin kích thích sự di chuyển của tế bào đến các vị trí 

viêm, nhiễm trùng và chấn thương.27,28 Chúng có thể truyền nhiều tín hiệu sống còn 

khác nhau, bao gồm tăng sinh, biệt hóa và hoạt động chức năng của tế bào. Vì vậy, 

đây được xem là nhóm tác nhân quan trọng trong sự điều hòa hoặc thay đổi các phản 

ứng của hệ miễn dịch.29,30 Mức độ cao bất thường hoặc sự sai sót trong quá trình 

truyền tín hiệu của cytokin có thể thúc đẩy nhiều bệnh lý khác nhau như bệnh tự miễn, 

rối loạn viêm và ung thư. Việc nghiên cứu các cytokin và thụ thể của chúng sẽ góp 

phần thúc đẩy quá trình khám phá và phát triển của các thuốc mới để mở rộng tác 

nhân điều trị cho các nhóm bệnh lý kể trên.28,31 

Là một loại cytokin, interleukin (IL) ban đầu được cho là chỉ biểu hiện bởi các tế 

bào bạch cầu, nhưng sau đó đã được phát hiện cũng được sản xuất bởi nhiều loại tế 

bào khác trong cơ thể. IL đóng vai trò quan trọng trong sự kích hoạt và biệt hóa, cũng 

như thúc đẩy sự tăng sinh, trưởng thành, di cư và bám dính của các tế bào miễn dịch. 

Kể từ khi IL-1 được phát hiện lần đầu tiên năm 1977, hiện nay đã có hơn 40 loại IL 

được khám phá.32 IL-1 là một trong những họ IL lớn nhất với 11 cytokin thành viên, 

được phân loại thành 3 phân họ chính dựa trên sự tương đồng về trình tự và thụ thể 

(Bảng 1.1).33,34 Các cytokin này được xếp vào họ IL-1 bởi một số lý do. Thứ nhất, 

gen mã hóa cho hầu hết các thành viên họ IL-1 đều nằm trên nhiễm sắc thể (NST) số 

2, ngoại trừ IL-33 ở NST số 9 và IL-18 ở NST số 18. Thứ hai, về cấu trúc, tất cả thành 

viên họ IL-1 đều có chung cấu trúc dạng tứ diện gồm 12 phiến β. Thứ ba, về cơ chế 

sinh tổng hợp, các cytokin này đều được tổng hợp ở dạng tiền chất (hay còn gọi là 

dạng đầy đủ) trước khi được biến đổi thành các dạng trưởng thành (tức dạng có hoạt 

tính cytokin). Cuối cùng, bằng việc gắn kết vào các thụ thể và đồng thụ thể tương ứng 

để tạo thành phức hợp xuyên màng có cấu trúc dimer dị thể, các cytokin họ IL-1 làm 

khởi phát tín hiệu sinh học mà trong cơ chế đều có sự tham gia của các phân tử bên 

trong tế bào như MyD88, IRAK và TRAF6.34,35 Hơn bất kỳ một họ cytokin nào khác, 

các IL-1 có mối liên hệ chặt chẽ với tình trạng viêm và tổn thương, nhưng một số 

thành viên cũng có chức năng tăng sức đề kháng không đặc hiệu đối với nhiễm trùng 

và giúp phát triển đáp ứng miễn dịch đối với các kháng nguyên lạ. Các IL-1 liên quan 
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chủ yếu đến miễn dịch bẩm sinh, được biểu hiện bằng tình trạng viêm và có thể hoạt 

động như một cơ chế bảo vệ vật chủ.33 

Bảng 1.1. Sự phân loại, thụ thể, đồng thụ thể và chức năng chính của các cytokin họ IL-1 

Thành 

viên họ 

IL-1 

Tên gọi 

khác 

Phân 

loại 

Thụ thể 

đặc hiệu 

Đồng 

thụ thể 
Chức năng 

IL-1α IL-1F1 

Phân họ 

IL-1 

IL-1R1 

IL-1R2 

IL-1R3 

(IL-1RAcP) 

Báo động, tiền viêm, 

kích thích tế bào TH17 

IL-1β IL-1F2 

Phản ứng với nhiễm 

trùng, tiền viêm, kích 

thích tế bào TH17 

IL-1Ra IL-1F3 IL-1R1 - Ức chế viêm 

IL-33 IL-1F11 
IL-1R4 

(ST2) 
IL-1RAcP 

Tiền viêm, kích thích tế 

bào TH2 

IL-18 IL-1F4 Phân họ 

IL-18 

IL-1R5 

(IL-18Rα) 

IL-1R7 

(IL-18Rβ) 

Tiền viêm, kích thích tế 

bào TH1 

IL-37 IL-1F7 IL-18Rα - Ức chế viêm  

IL-36α IL-1F6 

Phân họ 

IL-36 

IL-1R6 

(IL-36R) 

IL-1RAcP Viêm da và hô hấp IL-36β IL-1F7 

IL-36γ IL-1F8 

IL-36Ra IL-1F5 - Ức chế viêm 

IL-38 IL-1F10 - Ức chế viêm 

Bên cạnh đó, các IL-1 có vai trò quan trọng trong việc khuếch đại một cách đầy 

đủ các phản ứng miễn dịch thu nhận bằng cách tăng cường chức năng của các tế bào 

T hỗ trợ (T helper cell) TH1, TH2, TH17 và CD8. Nhưng từ đó, các IL-1 đồng thời 

cũng là các tác nhân thúc đẩy phản ứng viêm rất mạnh trong cơ thể. Qua 40 năm 

nghiên cứu, vai trò của các cytokin họ IL-1 đã và đang được nghiên cứu một cách 

đầy đủ hơn để phục vụ cho quá trình khám phá thuốc mới.36 Hiện nay, các thành viên 

IL-1 đã được xác định mối liên quan đến các bệnh viêm cấp và mạn tính, bệnh tự 

miễn, hội chứng chuyển hóa và ung thư.37 Kể từ khi anakinra (một protein tái tổ hợp 

đối kháng thụ thể IL-1R) được khám phá vào năm 1985 cho đến nay, nhiều tác nhân 

sinh học khác đã được phát triển để điều trị các bệnh lý kể trên.33 Tuy nhiên, việc 

thiết kế chất ức chế phân tử nhỏ cho các mục tiêu tiềm năng này vẫn còn gặp nhiều 

thách thức và do đó chưa có thuốc hóa dược nào được chính thức chấp thuận cho việc 

điều trị các bệnh lý do rối loạn hoạt động của các cytokin họ IL-1. 

1.1.2. Interleukin-33 và thụ thể ST2 

1.1.2.1. Interleukin-33 

Năm 2003, một protein được phát hiện và báo cáo lần đầu tiên bởi Baekkevold 

và cộng sự với tên gọi “yếu tố nhân của tiểu tĩnh mạch giàu nội mô” (Nuclear Factor 
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- High Endothelial Venules, NF-HEV).38 Đến năm 2005, Schmitz và cộng sự nhận 

thấy trình tự của NF-HEV có sự tương đồng với các thành viên họ IL-1 đã được xác 

định trước đó. Do vậy, protein này được đặt tên là IL-33 và trở thành thành viên thứ 

11 của họ IL-1.39 Một thời gian dài trước khi IL-33 được khám phá, ST2 được xem 

là thụ thể “mồ côi” bởi chưa rõ phối tử đặc hiệu và được mô tả như một chất điều hòa 

âm tính tín hiệu của thụ thể IL-1R. Tuy nhiên, ST2 được quan sát thấy có chức năng 

như một phân tử tín hiệu quan trọng trong các phản ứng của tế bào TH2.10,40 Công 

trình của Schmitz là một bước ngoặt quan trọng, xác định IL-33 là thành viên mới 

của họ IL-1 và đồng thời chứng minh ST2 là thụ thể đặc hiệu của protein này. 

Sự liên kết ái lực cao của IL-33 với ST2 kích hoạt các kinase để hoạt hóa yếu tố 

nhân tăng cường chuỗi nhẹ kappa của các tế bào B hoạt động (NF-κB) và protein 

kinase được kích hoạt bởi mitogen (MAPK). Đồng thời, tín hiệu IL-33/ST2 cũng thúc 

đẩy quá trình sản xuất các cytokin liên quan khác từ các tế bào TH2 phân cực. Trên 

mô hình động vật, Schmitz và cộng sự báo cáo rằng IL-33 thúc đẩy sự biểu hiện của 

IL-4, IL-5, IL-13 và dẫn đến những thay đổi bệnh lý nghiêm trọng ở niêm mạc của 

các cơ quan. Năm 2007, Chackerian và cộng sự đã khám phá thêm rằng phức hợp IL-

33/ST2 cần liên kết với một đồng thụ thể có tên IL-1RAcP mới có thể truyền tín hiệu 

vào bên trong tế bào thông qua sự triệu tập phân tử MyD88.41 Ngoài sự cảm ứng tế 

bào TH2, IL-33 còn kích thích sự sản xuất các cytokin khác ở tế bào mast.42 Qua hai 

thập kỷ được nghiên cứu, cấu trúc, vai trò sinh học và tiềm năng phát triển thuốc mới 

của IL-33 đã dần được làm sáng tỏ. 

IL-33 hiện diện mức độ cao trong tế bào nội mô mạch máu của phế quản, phế 

nang, da và bạch huyết; tế bào biểu mô vùng mũi họng, phế quản, mô tuyến đường 

tiêu hóa; tế bào sừng ở da; nơ-ron thần kinh, tế bào hình sao ở não và tế bào sụn ở 

khớp.1 Gen IL-33 mã hoá cho IL-33 ở người bao gồm 8 exon nằm trên NST số 9 

(9p24.1) với độ dài hơn 42 kb (Hình 1.1A). Khi được phiên mã, gen này tạo thành 

sợi mARN 2,7 kb mã hoá cho một sợi protein dài 270 acid amin.43,44 Protein này được 

gọi là IL-33 dạng đầy đủ (IL-33 full-length − IL-33FL hay IL-331-270) và có khối lượng 

khoảng 30 kDa. Cấu trúc của IL-33FL gồm có ba vùng: đầu N là vùng chứa các acid 

amin có vai trò gắn kết với chất nhiễm sắc trong nhân, vùng thứ hai là miền tương 

đồng với các cytokin họ IL-1 tại đầu C (acid amin thứ 112−270) đóng vai trò gắn kết 

với thụ thể ST2 (Hình 1.1B).43,45 Vùng cytokin có cấu trúc 12 phiến β đặc trưng, sắp 

xếp thành cấu trúc nếp gấp β dạng cỏ ba lá.46,47 Nối liền giữa hai vùng này là một 

vùng trung tâm (acid amin thứ 65−112) mang tính dị biệt giữa các loài.44 Đây chính 

là vùng nhạy cảm và được nhận diện bởi các protease tiền viêm để phân cắt IL-33FL 

thành dạng trưởng thành. 
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Hình 1.1. Các thành phần cấu trúc gen mã hóa và protein của IL-33 

(A) Cấu trúc của gen IL-33. (B) Cấu trúc chứa 3 miền của IL-33 dạng đầy đủ. Màu sắc của 

các exon tương ứng với màu sắc của các vùng cấu trúc protein được mã hóa. 

Nguồn: Liew và cộng sự (2016)44 

Sự hiện diện của miền nhân gợi ý rằng ở trạng thái cân bằng, IL-33FL được dự trữ 

ổn định ở trong nhân tế bào và gắn kết với các histon.48 Việc loại bỏ miền nhân trên 

mô hình chuột biến đổi gen làm gia tăng đáng kể nồng độ IL-33 trong huyết tương và 

cơ chế viêm theo con đường IL-33/ST2.49 Những quan sát trên ủng hộ cho giả thuyết 

về sự lưu giữ IL-33 trong nhân tế bào đã được chọn lọc tự nhiên giữ lại trong quá 

trình tiến hoá để điều hòa hoạt tính thúc đẩy viêm của cytokin này.44 

Do không chứa trình tự tiết, IL-33 không thể được ngoại tiết thông qua con đường 

truyền thống nhờ lưới nội chất hạt và thể Golgi. Thay vào đó, IL-33 được tiết theo cơ 

chế hoại tử của tế bào dưới dạng IL-33FL, sau đó được biến đổi rồi tác động lên các 

tế bào đích (Hình 1.2A).50 Vì vậy, sự xuất hiện của IL-33 trong huyết tương và dịch 

ngoại bào được xem như một tín hiệu cảnh báo nội sinh cho sự tổn thương tế bào.51-

53 Các giả thuyết ban đầu cho rằng caspase-1 là enzym chịu trách nhiệm cho sự phân 

cắt IL-33FL thành IL-33112-270, tương tự như trường hợp của IL-1β.54 Tuy nhiên, các 

nghiên cứu sau này đã chứng minh rằng caspase-1 phân cắt IL-33 tại vị trí Asp178 

thay vì Ser111 và dẫn đến sự bất hoạt thay vì thúc đẩy tác động cytokin.55 Do đó, các 

enzym khác hiện nay được đề xuất cho vai trò này, gồm các protease tiền viêm có 

nguồn gốc từ tế bào mast (chymase và tryptase) hay bạch cầu trung tính (cathepsin G 

và elastase).52,56 Ngoài ra, caspase-3 và caspase-7 được phóng thích bởi từ các tế bào 

chết theo chương trình có thể phân cắt và bất hoạt IL-33 như một cơ chế kiểm soát.57  
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Như vậy, sau khi được sản xuất trong môi trường nội bào, IL-33FL có thể đi vào 

nhân hoặc được tiết ra ngoại bào và biến đổi thành dạng trưởng thành có hoạt tính 

sinh học như một cytokin.38 Nghiên cứu này tập trung vào dạng thứ hai, có trình tự 

159 acid amin (từ Ser112 đến Thr270) và khối lượng khoảng 18 kDa, được gọi là IL-

33112-270. 

 

Hình 1.2. Tác động cytokin của IL-33 

(A) Sự phóng thích của IL-33 dạng đầy đủ từ nhân của các tế bào bị tổn thương, nhiễm 

trùng hoặc dị ứng, được phân cắt bởi các protease tiền viêm từ tế bào mast hoặc bạch cầu 

trung tính để trở thành dạng trưởng thành và tác động trên tế bào đích có biểu hiện thụ thể 

ST2. (B) Sự liên kết của IL-33 với các thụ thể xuyên màng của tế bào đích gồm ST2L và 

IL-1RAcP dẫn đến sự triệu tập MyD88 để kích hoạt tín hiệu nội bào và thúc đẩy sự phóng 

hạt của tế bào mast và sự sản xuất các phân tử gây viêm khác. Dạng sST2 có tác động điều 

hòa âm tính tín hiệu IL-33, ngăn chặn sự tương tác hiệu quả của cytokin này với ST2L. 

Nguồn: Liew và cộng sự (2010, 2016)44,58 

1.1.2.2. Thụ thể ST2 

Thụ thể ST2 (còn có các tên gọi khác như IL-1RL1, IL-1R4 hoặc T1) là một 

thành viên thuộc họ thụ thể IL-1R. Năm 1989, ST2 được báo cáo lần đầu tiên và được 

gọi là thụ thể “mồ côi” vì không thể tìm thấy phối tử gắn kết tương ứng trong các 

nghiên cứu về chức năng trên mô hình tế bào TH2 ở các bệnh dị ứng.59 Gen ST2 được 

nhận thấy là mã hóa cho các protein tương tự như miền ngoại bào của các thụ thể IL-

1R1 và IL-1R2.60 Tuy nhiên, Kumar và cộng sự (1995) đã xác định rằng IL-1 không 

phải là phối tử của ST2 mà là một phân tử khác trên dòng tế bào Balb/c 3T3 và tế bào 
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nội mô tĩnh mạch rốn.61 Năm 1997, Kumar và cộng sự tiếp tục báo cáo các kích thích 

tiền viêm cảm ứng sự biểu hiện của ST2 và gợi ý vai trò của thụ thể này trong bệnh 

lý viêm.62 Löhning và cộng sự (1998) đã báo cáo sự biểu hiện của ST2 trên màng tế 

bào TH2. Tuy nhiên, khi thử nghiệm trên IL-4, IL-5 hay IL-10, các tác giả nhận thấy 

chúng không phải là phối tử của ST2.63 

Đến những năm 2000, Kuroiwa và cộng sự phát triển phương pháp ELISA để 

định lượng ST2, từ đó phát hiện sự gia tăng nồng độ của ST2 dạng hòa tan (sST2) 

trong huyết thanh của bệnh nhân mắc bệnh tự miễn.64,65 Sau đó, ST2 lần lượt được 

nhận thấy sự biểu hiện trên tế bào mast, bạch cầu ưa kiềm, lympho T CD4+, tế bào 

cơ tim và có liên quan đến các tình trạng viêm như hen suyễn hoặc chấn thương như 

nhồi máu cơ tim.10,66 Từ đây, ST2 có ứng dụng lâm sàng đầu tiên, là dấu ấn sinh học 

cho nhồi máu cơ tim và suy tim.10,67 Đến năm 2005, phối tử đặc hiệu IL-33 của ST2 

mới được xác định.39 Từ đó, tương tác protein-protein giữa ST2 và IL-33 đã trở thành 

một chủ đề nghiên cứu tiềm năng để phát triển thuốc mới nhằm điều trị các bệnh lý 

liên quan đến vai trò sinh học của hai protein. 

Về nguồn gốc, từ một gen quy định nằm ở vị trí 2q12 trên nhiễm sắc thể, ST2 là 

sản phẩm của quá trình mã hóa gen thành 4 đồng dạng do sự khác biệt trong quá trình 

cắt nối lựa chọn bởi hai promoter khác nhau.39,68,69 Trong đó, hai dạng quan trọng và 

được nghiên cứu nhiều nhất là ST2 xuyên màng (còn gọi là ST2L) và ST2 hòa tan 

(sST2). Ngoài ra, thụ thể này còn có hai biến thể ít quan trọng hơn là ST2V và 

ST2LV.70 Dạng xuyên màng ST2L biểu hiện chủ yếu ở nguyên bào sợi, tế bào đuôi 

gai và đặc biệt là các tế bào máu như bạch cầu ưa acid, bạch cầu ưa kiềm, tế bào mast, 

tế bào lympho TH2, đại thực bào và diệt bào tự nhiên. Dạng hòa tan sST2 có tính cảm 

ứng và biểu hiện ở chủ yếu ở các tế bào biểu mô và nguyên bào sợi.71 Khi được tiết 

vào tuần hoàn, sST2 có tác động gắn kết với IL-33 và cản trở tương tác giữa IL-33 

và ST2L trên tế bào đích. Do đó, sST2 còn được gọi là thụ thể “bẫy” (Hình 1.2B). 

Như vậy, hệ thống thụ thể ST2 không chỉ có vai trò như chất đáp ứng chức năng của 

IL-33 khi ở dạng xuyên màng, mà còn đóng vai trò của một chất ức chế IL-33 khi ở 

dạng hòa tan.72 Sự tăng nồng độ của sST2 trong huyết tương liên quan đến nhiều bệnh 

lý, bao gồm nhồi máu cơ tim cấp, đợt cấp của hen phế quản, viêm phổi tăng bạch cầu 

ái toan, xơ phổi vô căn, nhiễm trùng máu và chấn thương. Do đó, sST2 đã được 

nghiên cứu để làm dấu ấn sinh học cho một số bệnh lý như suy tim, bệnh động mạch 

vành, viêm cơ tim cấp và bệnh mảnh ghép chống chủ.11,73-75 

1.1.2.3. Tác động cytokin của IL-33 thông qua sự tương tác với ST2 

Hình 1.2B minh họa tác động cytokin của IL-33 lên tế bào đích. Đầu tiên, IL-33 

gắn kết với thụ thể ST2L trên bề mặt tế bào và sau đó là đồng thụ thể IL-1RAcP. Khi 
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miền TIR của hai thụ thể tiếp cận với nhau dẫn đến sự triệu tập MyD88 và các kinase 

hỗ trợ thụ thể IL-1R 1 và 4 (gọi tắt là IRAK1 và IRAK4). Từ đó, nhiều protein tín 

hiệu được kích hoạt, bao gồm NF-B, protein ức chế của tiểu đơn vị  của NF-B 

(IB), các kinase được điều hòa bởi tín hiệu ngoại bào (extracellular 

signal‑regulated kinase – ERK), protein p38 và JUN N‑terminal kinase-1 (JNK1). 

Trong tế bào mast, hoạt động của các kinase IRAK1 và IRAK4 làm hoạt hóa các 

enzym phospholipase D (PLD) và sphingosin kinase (SPHK) dẫn đến sự kích hoạt 

kênh calci và từ đó kích hoạt NF-B. Cơ chế này cần thiết cho sự phóng hạt của tế 

bào mast khi có sự kích thích của kháng thể IgE và sự tổng hợp các cytokin khác như 

IL-1, IL-3, IL-6, TNF, CXC chemokin ligand 2 (CXCL2), CC‑chemokin ligand 2 

(CCL2), CCL3, prostaglandin D2 và leukotrien B4. Đối với con đường hoạt hóa 

MAPKK, tế bào mast sản xuất IL-5, IL-13, CCL5, CCL17 và CCL24 mà không cần 

sự cảm ứng của kháng thể IgE.58 

1.1.3. Cấu trúc và tương tác protein-protein giữa IL-33 và ST2 

1.1.3.1. Cấu trúc của IL-33 

IL-33 của người ở dạng đầy đủ có khối lượng 30,7 kDa, với cấu trúc không gian 

được minh họa ở Hình 1.3A. Vùng nhân mang tính base, có khối lượng 12,8 kDa và 

điểm đẳng điện 10,28. Trong khi đó, vùng cytokin mang tính acid cao, có khối lượng 

18 kDa và điểm đẳng điện 4,80.76 

 

Hình 1.3. Cấu trúc không gian ba chiều của các dạng IL-33 

(A) Cấu trúc IL-33 ở dạng đầy đủ được dự đoán bởi AlphaFold. (B) Cấu trúc IL-33 ở dạng 

trưởng thành được xác định bằng phương pháp NMR (PDB: 2KLL). 

Nguồn: Lingel và cộng sự (2009)46 

Năm 2009, Lingel và cộng sự đã giải cấu trúc của IL-33 dạng trưởng thành (IL-

33112-270) trong dung dịch bằng phương pháp phổ NMR (PDB: 2KLL).46 Cytokin này 
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có sự tương đồng cao về cấu trúc không gian với các thành viên khác của họ IL-1, 

đặc trưng bởi 12 phiến β sắp xếp tạo thành cấu trúc nếp gấp cỏ ba lá β, tương tự như 

các nếp gấp hiện diện trong IL-1α, IL-1β, IL-1Ra và IL-18 (Hình 1.3B). Trong đó, 

12 phiến β được sắp xếp thành 3 đoạn lặp lại của 4 đơn vị phiến β. Những phiến β 

đầu tiên và cuối cùng được xếp song song ngược chiều trong một cấu trúc dạng thùng 

gồm 6 phiến β. Mỗi dạng lặp lại của các phiến β thứ 2 và thứ 3 tạo ra một nút kẹp tóc 

β ở chỏm của cấu trúc thùng β. Đây chính là các vị trí trên IL-33 để gắn kết với thụ 

thể ST2. Sự linh động về cấu dạng của các acid amin, chủ yếu thuộc các vòng β2-β3, 

β3-β4, β4-β5, β10-β11, và β11-β12, tham gia vào sự tương tác với ST2. Hai vòng 

xoắn ngắn α1 và α2 trong IL-33 đứng trước các chuỗi β8 và β12 cho thấy sự sắp xếp 

tương tự IL-1β và IL-18. 

1.1.3.2. Cấu trúc của thụ thể ST2 

Thụ thể xuyên màng ST2L chứa 556 acid amin và có cấu trúc tổng thể tương tự 

với cấu trúc của các thụ thể IL-1 loại 1 (Hình 1.4A). ST2L bao gồm phần nội bào là 

một đoạn TIR hay còn gọi là miền gian bào, phần xuyên màng và miền ngoại bào. 

Miền ngoại bào của ST2L tham gia gắn kết với IL-33, gồm 3 miền giống globulin 

miễn dịch G (IgG) liên kết với nhau. 

 

Hình 1.4. Cấu trúc của thụ thể ST2 

(A) Sơ đồ cấu trúc tổng thể của ST2 ở dạng xuyên màng. (B) Cấu trúc không gian miền 

ngoại bào của ST2 (minh họa dưới dạng ruy-băng màu xanh nhạt) được xác định bằng 

phương pháp tinh thể học tia X. 

Nguồn: Liu và cộng sự (2013)47 

Miền D1 và D2 được nối với nhau bởi các cầu nối disulfid, trong khi miền D3 

nối với mô-đun D1D2 chỉ bằng một cầu nối linh động. Dạng hòa tan sST2 có cấu trúc 



11 

 

ngắn hơn, chứa 338 acid amin, thiếu vùng nội bào và vùng xuyên màng, nhưng có 

chứa một đoạn 9 acid amin đặc thù ở đầu C.72  

Năm 2013, Liu và cộng sự đã giải cấu trúc phức hợp gắn kết giữa thụ thể ST2 và 

IL-33 bằng phương pháp nhiễu xạ tinh thể tia X với độ phân giải 3,27 Å (PDB: 

4KC3).47 Cấu trúc không gian miền ngoại bào của thụ thể ST2 (ST2ECD) đã được làm 

sáng tỏ (Hình 1.4B). Đồng thời, cấu trúc nếp gấp cỏ ba lá  của IL-33 cũng được xác 

nhận trong cấu trúc tinh thể này, với RMSD = 1,2 Å so với cấu trúc NMR. Do tín 

hiệu điện tử yếu nên các vòng β4-β5 và β11-β12 bị khuyết trong cấu trúc tinh thể. 

Đây cũng là những vùng có cấu trúc linh động nhất thể hiện trong cấu trúc NMR. 

1.1.3.3. Tương tác protein-protein giữa IL-33 và ST2 

Báo cáo của Liu và cộng sự (2013) đã làm rõ PPI giữa IL-33 và ST2.47 Để gây ra 

đáp ứng sinh học trên tế bào đích, IL-33 cần gắn kết với thụ thể chính ST2L và đồng 

thụ thể IL-1RAcP trên màng tế bào. Như minh họa tại Hình 1.5A, ST2L là một thụ 

thể bám màng có cấu trúc 3 miền linh động. IL-33 và ST2L tương tác với nhau tại 

hai vị trí riêng biệt. Đầu tiên, IL-33 gắn kết với vùng ngoại bào của ST2L tại miền 

D1D2, được gọi là vị trí 1. Sau đó, ST2L có sự thay đổi về cấu dạng, chủ yếu ở miền 

D3, để tiếp tục gắn kết với IL-33 tại vị trí 2. Vị trí 1 có độ bảo tồn cao hơn vị trí 2 do 

tính chất cứng của mô-đun D1D2. 

Bằng phép chuẩn độ nhiệt lượng đẳng nhiệt (Isothermal Titration Calorimetry − 

ITC), báo cáo của Lingel và cộng sự (2009) cho thấy IL-33 gắn kết với ST2 theo tỉ lệ 

1:1 và có hằng số phân ly KD = 4 nM.46 Trong thử nghiệm sử dụng phương pháp phổ 

cộng hưởng plasmon bề mặt (Surface plasmon resonance − SPR) của Liu và cộng sự 

(2013), ái lực gắn kết của hai protein là 0,74 nM.47 Sau khi hình thành, phức hợp IL-

33/ST2L tiếp tục liên kết với đồng thụ thể IL-1RAcP với tỉ lệ 1:1:1 và KD = 76 nM.46 

Cuối cùng, tương tác giữa hai miền TIR của ST2L và IL-1RAcP dẫn đến sự triệu tập 

các phân tử tín hiệu nội bào và kích hoạt các tác động sinh lý của IL-33. 

Như vậy, IL-33 tương tác với cả 3 miền cấu trúc của ST2. Bề mặt tương tác giữa 

hai protein rộng 1789 Å2 trên IL-33 và 1785 Å2 trên ST2.47 Tại vị trí 1, 13 acid amin 

của IL-33 thuộc chuỗi β3, các vòng β1-β2, β2-β3, β3-β4 và β10-β11 tương tác với 

mô-đun D1D2 của ST2. Trong những acid amin này, Glu144, Glu148, Asp149 và 

Asp244 tạo liên kết cầu muối tương ứng với acid amin Arg38, Lys22, Arg198 và 

Arg35 của ST2. Điều này phản ánh sự bổ sung điện tích của hai bề mặt: bề mặt IL-

33 tích điện âm, bề mặt ST2 tích điện dương. Tại vị trí 2, 8 acid amin của IL-33 thuộc 

chuỗi β1, β4, β5 và vòng β8-β9 tương tác với miền D3 của ST2. Trong đó, có một 

cụm kị nước quan trọng được hình thành bởi Tyr163 và Leu182 của IL-33 với 
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Leu246, Leu306 và Leu311 của ST2. Đồng thời, acid amin Glu165 tạo cầu muối với 

Arg313 của ST2 (Hình 1.5B).47 

Hình 1.5. Sự tương tác của IL-33 với các thụ thể để thể hiện hoạt tính cytokin 

(A) IL-33 liên kết với thụ thể ST2 và đồng thụ thể IL-1RAcP để tạo thành phức hợp truyền 

tín hiệu. (B) Hai vị trí tương tác giữa IL-33 và ST2, chủ yếu qua các cầu muối tại vị trí 1 và 

qua các tương tác kị nước tại vị trí 2. 

Nguồn: Liu và cộng sự (2013)47 

Trong PPI, các “điểm nóng” (hot spot) được tạo thành chỉ bởi một vài acid amin 

tại giao diện tương tác nhưng chúng lại có đóng góp lớn cho ái lực liên kết giữa hai 

protein.77 Để xác định các điểm nóng như vậy trong PPI giữa IL-33 và ST2, Liu và 

cộng sự đã đột biến điểm các acid amin trên bề mặt tương tác của IL-33 và sau đó sử 

dụng phổ SPR để đo lường sự thay đổi ái lực liên kết với ST2. Trên bề mặt giao diện 

tương tác của IL-33 với ST2 tại vị trí 1, đột biến điểm tại các acid amin có tính acid 

như Glu144, Glu148 và Asp244 thành Lys làm tăng giá trị KD lên 1,89; 5,15 và 1,65 

nM, tức làm giảm ái lực lần lượt 2,6; 7,0 và 2,2 lần. Đột biến Asp149 thành Lys cho 

sự thay đổi ái lực đến mức không thể phát hiện bằng SPR. Tại vị trí 2, đột biến acid 

amin Glu165 có tính acid thành Lys làm giảm ái lực liên kết của IL-33 với ST2 gần 

8 lần (KD tăng đến 6,07 nM). Đồng thời, đột biến các acid amin kị nước Tyr163 và 

Leu182 thành Ala làm tăng giá trị KD lên lần lượt 1,1 và 1,91 nM, tức làm giảm ái 

lực lần lượt 1,5 và 2,6 lần.47 Trong nghiên cứu trước đó của Lingel và cộng sự, Glu144 
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cũng được chứng minh là một điểm nóng quan trọng, bởi sự đột biến acid amin này 

thành Lys làm giảm ái lực 5 lần qua phân tích phổ BLI và 7 lần trên phổ SPR.46 

1.1.4. Vai trò của IL-33 và ST2 trong các bệnh lý 

1.1.4.1. Vai trò của IL-33/ST2 trong các bệnh lý viêm và dị ứng 

Hen suyễn, bệnh phổi tắc nghẽn mạn tính và ngưng thở khi ngủ 

Được sản xuất bởi các tế bào cơ trơn đường hô hấp, nồng độ IL-33 ở nhóm bệnh 

nhân hen suyễn cao hơn so với nhóm khỏe mạnh, đặc biệt ở các bệnh nhân có mức 

độ hen nặng. Do đó, IL-33 đã được đề xuất là một dấu ấn sinh học mới cho tình trạng 

này.78 IL-33 cũng được sản xuất với nồng độ cao bởi các tế bào tổng hợp globulin 

miễn dịch trong huyết tương, góp phần vào tình trạng viêm dị ứng ở bệnh nhân hen 

suyễn.79 Bên cạnh đó, IL-33 đóng một vai trò quan trọng trong tình trạng viêm đường 

hô hấp bẩm sinh do bạch cầu ưa acid.2 Đồng thời, nồng độ sST2 cũng tăng cao trong 

máu và tương quan với mức độ nghiêm trọng của hen suyễn.40 Vì vậy, hướng tác 

động lên IL-33/ST2 được đề nghị như một phương pháp điều trị mới cho hen suyễn. 

IL-33 và ST2 góp phần vào cơ chế bệnh sinh của bệnh phổi tắc nghẽn mạn tính 

(COPD). Các tế bào biểu mô phế quản và tế bào lympho máu ngoại vi của bệnh nhân 

COPD tăng biểu hiện và giải phóng IL-33 để đáp ứng với các tác nhân kích ứng từ 

môi trường và liên quan đến tình trạng viêm đường hô hấp.80 

Ngưng thở khi ngủ do tắc nghẽn (obstructive sleep apnea – OSA) là một tình 

trạng mạn tính đặc trưng bởi sự ngưng thở tái diễn trong khi ngủ do sự biến dạng của 

đường hô hấp trên và có liên quan đến tình trạng viêm mạn tính. Nồng độ IL-33 được 

quan sát thấy sự gia tăng trong huyết tương và nước bọt của bệnh nhân OSA, cho 

thấy sự đóng góp của IL-33 đối với tình trạng viêm toàn thân trong bệnh lý này. Béo 

phì là một yếu tố nguy cơ quan trọng đối với OSA. Tế bào mỡ có khả năng sản xuất 

IL-33 và do đó mô mỡ ở bệnh nhân OSA sẽ sản xuất một lượng IL-33 dư thừa. Đồng 

thời, tỉ lệ mắc hen suyễn và COPD ở bệnh nhân OSA cũng tăng lên so với người bình 

thường. Việc đồng mắc OSA làm trầm trọng thêm diễn tiến của COPD. Tình trạng 

viêm toàn thân trong OSA cùng với sự tăng nồng độ của IL-33 được giả định là sẽ 

tăng cường các hiệu ứng miễn dịch liên quan đến sự tiến triển của COPD.81 

Dị ứng 

Sốc phản vệ được đặc trưng bởi sự gia tăng các kháng thể IgE truyền tín hiệu 

thông qua thụ thể IgE có ái lực cao (FcεR1) để giải phóng các chất trung gian gây 

viêm. IL-33 tăng rõ rệt trong huyết tương của bệnh nhân sốc phản vệ và trong mô da 
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bị viêm của bệnh nhân viêm da cơ địa. Với sự hiện diện và tiếp xúc của IgE, IL-33 

kích hoạt các tế bào mast và trực tiếp gây ra sự phóng hạt.82 

Trong dị ứng thức ăn, IL-33 góp phần gây sốc phản vệ thông qua các đường 

tiếp xúc gồm tiêu hóa và da. Sau giai đoạn nhạy cảm, IL-33 gây sốc phản vệ thông 

qua liên kết chéo giữa kháng thể IgE và sự phóng hạt của tế bào mast. Thử nghiệm in 

vitro cho thấy IL-33 kích hoạt tế bào mast ở niêm mạc tiêu hóa tiết ra IL-9, là chất 

đóng vai trò quan trọng trong sốc phản vệ do thức ăn. Trên mô hình động vật thử 

nghiệm, chuột thiếu IL-33 hoặc ST2, hoặc chuột bình thường được điều trị bằng sST2 

hay kháng thể đơn dòng kháng ST2 đều được bảo vệ khỏi sốc phản vệ do thức ăn.83 

Đối với viêm da cơ địa, nồng độ của IL-33 trong biểu bì và sự xâm nhập của các 

tế bào biểu hiện thụ thể ST2 trong lớp hạ bì đều tăng lên. IL-33 từ tế bào sừng kích 

hoạt tế bào bạch huyết bẩm sinh nhóm 2 (ILC2) trong da và hạch bạch huyết, kích 

thích sự sản xuất IL-4, IL-5 và IL-13 gây nên tình trạng viêm da.84 IL-33 còn cảm 

ứng sinh ra IL-31, do đó thúc đẩy hành vi ngứa và gãi. Ngược lại, gãi da thúc đẩy sự 

giải phóng IL-33 từ tế bào sừng và gây giảm biểu hiện của filaggrin và claudin-1, từ 

đó làm giảm chức năng hàng rào bảo vệ da. Sự phá hủy hàng rào này lại gây ra sự 

tiếp xúc với chất gây dị ứng và dẫn đến giải phóng IL-33. Do đó, IL-33 là một mắt 

xích chung tham gia vào chu trình ngứa−gãi của viêm da cơ địa.85 

Viêm ruột 

Ở đường tiêu hóa, IL-33 gây ra các biến đổi bệnh lý nghiêm trọng bao gồm sự 

xâm nhập của các tế bào miễn dịch, tăng sản biểu mô, phì đại tế bào hình đài và chất 

nhầy.39 Nghiên cứu về kiểu gen được thực hiện bởi Latiano và cộng sự (2013) cho 

thấy mARN của IL-33 và ST2 tăng lên trong mẫu sinh thiết của bệnh nhân viêm ruột. 

Đồng thời, các biến thể di truyền của gen IL-33 và ST2 được chứng minh là có liên 

hệ với bệnh viêm ruột do tự miễn, bao gồm viêm loét đại tràng và bệnh Crohn.86 

Sedhom và cộng sự (2013) đã báo cáo việc dùng kháng thể đơn dòng trung hòa con 

đường IL-33/ST2 giúp cải thiện viêm đại tràng trên mô hình thử nghiệm ở chuột.87 

Bệnh Alzheimer 

Sự biểu hiện của IL-33 và thụ thể ST2 trong não của bệnh nhân Alzheimer được 

báo cáo bởi Xiong và cộng sự (2014). Điểm nổi bật của bệnh Alzheimer là sự biểu 

hiện cao của các phân tử thúc đẩy viêm tại vùng lân cận của các mảng amyloid và 

đám rối sợi thần kinh. IL-33 và ST2 được biểu hiện trong vùng lân cận của các tổ 

chức này, kết hợp với tế bào thần kinh đệm, đóng vai trò quan trọng trong sự phát 

triển của các mảng bám gây nên bệnh Alzheimer. Các tế bào hình sao ở thần kinh 

trung ương không chỉ tiết ra IL-33 mà còn biểu hiện thụ thể ST2. Dưới sự kích thích 
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của các phân tử -amyloid, IL-33 và ST2 tăng biểu hiện trong não của bệnh nhân 

Alzheimer. IL-33 thể hiện tác động như một cytokin tự tiết và cận tiết, làm phóng 

thích các phân tử gây viêm từ các tế bào thần kinh đệm và làm trầm trọng thêm tình 

trạng viêm mô thần kinh.7 

1.1.4.2. Vai trò của IL-33/ST2 trong các bệnh tự miễn 

Viêm khớp dạng thấp 

IL-33 liên quan chặt chẽ đến cơ chế bệnh sinh của viêm khớp dạng thấp 

(rheumatoid arthritis – RA). Nghiên cứu của Xu và cộng sự (2008) cho thấy IL-33 

làm trầm trọng tình trạng viêm khớp bằng cách kích hoạt tế bào mast.88 Đồng thời, 

Matsuyama và cộng sự (2010) phát hiện thấy nồng độ IL-33 tăng cao trong huyết 

tương lẫn dịch khớp của bệnh nhân RA trong giai đoạn hoạt động.89 Sự gia tăng IL-

33 trong máu tương quan thuận với mức độ nghiêm trọng của RA và do đó IL-33 đã 

được đề nghị là dấu ấn sinh học trong chẩn đoán mức độ nghiêm trọng và theo dõi 

hiệu quả điều trị bệnh. IL-33 còn góp phần vào quá trình ăn mòn xương và có mối 

tương quan với việc sản xuất kháng thể IgM, vốn là nguồn gốc của các tự kháng thể 

gây nên RA.5,90 Về mặt trị liệu, một số nghiên cứu báo cáo việc sử dụng sST2 hoặc 

kháng thể kháng ST2 làm giảm mức độ nghiêm trọng của RA, bao gồm giảm thâm 

nhiễm tế bào ở khớp, tăng sản hoạt dịch và xói mòn khớp. Bên cạnh đó, việc điều trị 

bằng kháng thể kháng ST2 cũng làm giảm mức độ nghiêm trọng của bệnh và giảm 

sự phá hủy khớp trên mô hình chuột thử nghiệm được gây viêm khớp do collagen.91 

Lupus ban đỏ hệ thống 

Lupus ban đỏ hệ thống (systemic lupus erythematosus – SLE) là bệnh viêm tự 

miễn mạn tính và phức tạp, gây tổn thương ở nhiều mô và cơ quan. Mok và cộng sự 

(2010) đã báo cáo nồng độ ST2 tăng lên đáng kể ở những bệnh nhân mắc SLE tiến 

triển và tương quan với mức độ nghiêm trọng của bệnh.92 Các xét nghiệm lâm sàng 

cũng cho thấy sự đóng góp của IL-33 trong giai đoạn cấp tính của SLE.93 Mối tương 

quan giữa IL-33 trong huyết tương và chỉ số hoạt động của SLE đã được nghiên cứu 

trên mô hình chuột thử nghiệm. Chuột được điều trị bằng kháng thể đơn dòng kháng 

IL-33 giúp giảm đáng kể protein niệu và tự kháng thể kháng sợi kép ADN, giảm sự 

lắng đọng của các phức hợp miễn dịch cũng như các kháng thể lưu hành, từ đó giúp 

giảm viêm thận và tỉ lệ tử vong.94 Trên lâm sàng, Moreau và cộng sự (2022) báo cáo 

sự gia tăng nồng độ sST2 ở bệnh nhân SLE, gợi ý đây là một dấu ấn sinh học tiềm 

năng.95 Bên cạnh đó, Abd-Elazeem và cộng sự (2022) cũng đã phát hiện mối tương 

quan thuận của nồng độ IL-33 huyết tương với chỉ số hoạt động của SLE ở trẻ em.96 



16 

Đa xơ cứng 

Christophi và cộng sự (2012) đã báo cáo sự gia tăng nồng độ của IL-33 trong 

huyết tương của bệnh nhân đa xơ cứng (multiple sclerosis – MS) so với người bình 

thường. Các tế bào lympho và đại thực bào được nuôi cấy từ bệnh nhân MS cũng 

biểu hiện nồng độ IL-33 tăng cao bất thường. Việc điều trị bằng IFN-β-1a làm giảm 

đáng kể nồng độ IL-33 ở người mắc MS. Được kích hoạt bởi trục IL-33/ST2, NF-κB 

làm trung gian cho quá trình phiên mã và cũng tăng cao trong bạch cầu của bệnh nhân 

MS. IL-33 tăng cao ở các vùng mảng bám và chất trắng trong não bệnh nhân MS, 

trong đó, tế bào hình sao được xác định là nguồn biểu hiện IL-33 quan trọng.97 

Xơ cứng bì hệ thống 

Manetti và cộng sự (2010) nhận thấy IL-33 và ST2 biểu hiện bất thường ở vùng 

da và các cơ quan nội tạng bị ảnh hưởng của bệnh nhân xơ cứng bì hệ thống (systemic 

sclerosis – SSc). Nồng độ IL-33 trong tuần hoàn tương quan với diễn tiến của giai 

đoạn sớm bệnh SSc.98,99 Nồng độ IL-33 tương quan thuận với mức độ xơ cứng của 

da và mức độ nghiêm trọng của xơ phổi.100 Bên cạnh đó, Wagner và cộng sự (2015) 

đã mô tả các bệnh nhân SSc có thời gian mắc bệnh hơn 9 năm biểu hiện sự tăng nồng 

độ sST2 hơn là IL-33. Nồng độ sST2 trong huyết thanh giảm khi điều trị bằng 

iloprost. Do đó, sST2 được đề xuất như một dấu ấn sinh học cho quá trình xơ hóa 

mạch máu tiến triển. Đồng thời, kết quả của nghiên cứu cũng gợi ý sự tham gia của 

sST2 trong cơ chế bệnh sinh của SSc và có thể được khai thác về mặt trị liệu.101 

Bệnh mảnh ghép chống chủ 

Bệnh mảnh ghép chống chủ (graft-versus-host disease – GVHD) là một biến 

chứng có thể gặp sau dị ghép tế bào gốc. Hiện tượng này gây nên bởi các tế bào miễn 

dịch của người cho lẫn vào các đơn vị tế bào gốc và nhận diện cơ thể người nhận là 

ngoại lai. Từ đó, các phản ứng miễn dịch không mong muốn xảy ra và gây tổn thương 

trên các cơ quan khác nhau của người nhận. Các cơ quan bị ảnh hưởng nhiều nhất bởi 

GVHD là da, gan mật và đường tiêu hóa. Khoảng một nửa số bệnh nhân mắc ung thư 

máu ác tính được điều trị phương pháp bằng ghép tế bào gốc tạo máu sẽ mắc GVHD. 

Bệnh có tỉ lệ tử vong cao mặc dù đã điều trị bằng thuốc ức chế miễn dịch.102 

Trong GVHD, sự tăng nồng độ sST2 là một dấu ấn sinh học cho chẩn đoán và 

tiên lượng tỉ lệ tử vong. Reichenbach và cộng sự (2015) đã báo cáo IL-33 được tăng 

sản xuất bởi các tế bào không tạo máu trong đường tiêu hóa của bệnh nhân. Việc đưa 

IL-33 ngoại sinh vào cơ thể trong thời gian có phản ứng viêm cao nhất làm trầm trọng 

thêm GVHD.103 Nghiên cứu của Dwyer và cộng sự (2022) trên mô hình chuột biến 

đổi gen và mô hình GVHD do cấy ghép tế bào gốc tạo máu chứng minh IL-33 là một 
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phân tử kích thích quan trọng cho các tế bào TH1 trong GVHD.89 Sự phong tỏa tương 

tác của IL-33 với ST2 trong quá trình cấy ghép tế bào tạo máu bằng cách truyền ST2-

Fc ngoại sinh làm giảm tỉ lệ tử vong.103 Kháng thể đơn dòng trung hòa ST2 cũng giúp 

bảo vệ quá trình ghép trên mô hình bệnh bạch cầu dòng tủy cấp tính, làm giảm mức 

độ nghiêm trọng và tỉ lệ tử vong của GVHD.104 Những phát hiện kể trên chỉ ra rằng 

con đường IL-33/ST2 là một mục tiêu tiềm năng cho liệu pháp điều trị GVHD. 

1.1.4.3. Vai trò của IL-33/ST2 trong các bệnh lý tim mạch 

IL-33/ST2 thể hiện các vai trò đối lập nhau trong bệnh lý tim mạch, phản ánh 

tính đa hướng trong tác động của PPI này. Trên mô hình chuột thử nghiệm, sự sản 

xuất IL-33 ở nguyên bào sợi và tế bào cơ tim có chức năng bảo vệ nhằm đáp ứng với 

tình trạng quá tải và chấn thương. IL-33 làm giảm tình trạng phì đại và xơ hóa cơ tim, 

giảm apotosis và cải thiện chức năng cơ tim.70,72 Các tác động có lợi của IL-33 có 

được do sự tương tác với thụ thể ST2L. Khi có tổn thương tim, sST2 gia tăng nồng 

độ trong tuần hoàn do được tiết ra bởi nguyên bào sợi, tế bào cơ tim và tế bào nội 

mạc mạch máu. Hoạt động như một thụ thể mồi nhử, sST2 liên kết với IL-33 và điều 

chỉnh tín hiệu IL-33/ST2L, từ đó ngăn chặn các tác động có lợi của IL-33.72 Trên lâm 

sàng, nồng độ sST2 trong huyết tương tăng cao ở các bệnh nhân nhồi máu cơ tim cấp 

tính vào ngày đầu sau biến cố và giảm dần sau đó. Nồng độ sST2 tương quan thuận 

với creatin kinase (một dấu ấn của tổn thương cơ tim) và tỉ lệ tử vong sau 30 ngày, 

đồng thời tương quan nghịch với chức năng thất trái.70 Hiện nay, sST2 đã được sử 

dụng trên lâm sàng như một dấu ấn sinh học cho mức độ nghiêm trọng và tiên lượng 

cho các bệnh lý tim mạch, được công nhận bởi các hướng dẫn của Hội Tim mạch học 

Hoa Kỳ và Hiệp hội Tim mạch Hoa Kỳ từ năm 2013.105 

Ngoài ra, IL-33 còn làm giảm mảng xơ vữa động mạch chủ trên mô hình chuột 

thử nghiệm. Ngược lại, việc tiếp xúc với sST2 trước khi cho IL-33 làm tăng xơ vữa 

động mạch.70 Tác dụng này được giải thích bởi tín hiệu IL-33/ST2L gây ra sự chuyển 

đổi phản ứng miễn dịch, từ đáp ứng TH1 gây xơ vữa động mạch sang đáp ứng TH2.72 

Tuy nhiên, giả định rằng IL-33 có những tác động có lợi trên tim mạch và bị đối 

kháng bởi sST2 vẫn chưa được chứng minh ở người.105 Ảnh hưởng có lợi hoặc có hại 

của trục IL-33/ST2 trên tim mạch vẫn còn gây tranh cãi. Phân tích gộp của Liu và 

cộng sự cho thấy gen ST2 và IL1RAcP có liên quan chặt chẽ đến nguy cơ bệnh mạch 

vành, nhưng ảnh hưởng của gen IL-33 không có ý nghĩa thống kê bởi tính đa hình 

của nó. Gen IL-33 liên quan đến việc tăng nguy cơ bệnh mạch vành ở người Châu Á 

nhưng lại có tác dụng bảo vệ ở người da trắng.106 Việc sử dụng IL-33 ở giai đoạn cấp 

tính của nhồi máu cơ tim cho các tác dụng có lợi trên mô hình chuột thử nghiệm, 

nhưng việc sử dụng ở giai đoạn mạn tính làm tăng sự thâm nhiễm bạch cầu ưa acid, 



18 

 

mở rộng kích thước vùng nhồi máu và thúc đẩy vỡ buồng tim. Nồng độ IL-33 tăng 

cao kéo dài sau nhồi máu cơ tim thúc đẩy phản ứng TH2, gây tái cấu trúc quá mức, 

gia tăng tình trạng xơ hóa và suy tim. Các nghiên cứu hiện tại cho thấy vai trò kép 

của trục IL-33/ST2.107 Tác động của IL-33 trong các giai đoạn tiến triển khác nhau 

của bệnh cần được nghiên cứu thêm để định hướng phù hợp cho can thiệp lâm sàng. 

1.2. Các phương pháp in silico trong khám phá thuốc phân tử nhỏ 

1.2.1. Mô hình pharmacophore 

1.2.1.1. Khái niệm và các hướng tiếp cận pharmacophore 

Hiệp hội Quốc tế về Hóa học cơ bản và ứng dụng (IUPAC) định nghĩa 

pharmacophore là một tập hợp các yếu tố về không gian (steric) và điện tử 

(electronic) cần thiết để đảm bảo cho sự tương tác siêu phân tử với một đích tác động 

nhằm hoạt hóa hoặc ức chế tín hiệu sinh học tương ứng. Không đại diện cho một phân 

tử hoặc một tập hợp các nhóm hóa học nào, pharmacophore là một khái niệm trừu 

tượng và là mẫu số chung lớn nhất của một tập hợp các phân tử hoạt tính.108 Bất kỳ 

một loại nguyên tử hoặc nhóm nào trong phân tử thể hiện một số tính chất liên quan 

đến nhận dạng phân tử đều có thể được quy về các đặc tính pharmacophore. Các đặc 

tính thường gặp là khả năng cho hoặc nhận liên kết hydro, điện tích dương hoặc âm, 

khả năng tương tác với kim loại, tính thơm và kị nước (Hình 1.6A).109 

Mô hình pharmacophore là sự sắp xếp các đặc tính phân tử trong không gian ba 

chiều. Mô hình bao gồm một số điểm nhất định, mỗi điểm được biểu diễn dưới dạng 

hình cầu có bán kính xác định để thể hiện dung sai cho độ lệch so với tọa độ chính 

xác. Các điểm pharmacophore có thể biểu thị cho một đặc tính riêng lẻ hoặc bất kỳ 

tổ hợp logic nào (“và”, “hoặc”, “không”) để kết hợp các đặc tính vào cùng một điểm. 

Từ khi kĩ thuật tìm kiếm cấu dạng 3 chiều được phát triển, pharmacophore đã trở 

thành một trong những công cụ đơn giản nhưng hiệu quả trong lĩnh vực thiết kế thuốc 

với sự trợ giúp của máy tính (computer-aided drug design – CADD) nhằm sàng lọc 

ảo, thiết kế de novo và tối ưu hóa chất khởi nguồn. Trong đó, hai hướng tiếp cận chính 

của pharmacophore là dựa trên phối tử (ligand-based pharmacophore – LBP) và dựa 

trên cấu trúc mục tiêu (structure-based pharmacophore – SBP).110,111 

Mô hình pharmacophore dựa vào phối tử (Hình 1.6B) là một trong những chiến 

lược chính của thiết kế thuốc trong điều kiện cấu trúc mục tiêu chưa được xác định. 

LBP được tiến hành bằng cách xác định những đặc tính chung của một tập hợp cấu 

trúc 3D của các phối tử đã biết trước hoạt tính sinh học trên một đích tác động cụ thể. 

Quá trình xây dựng mô hình LBP dựa vào phối tử bao gồm hai bước chính: (i) tạo tập 

hợp cấu dạng không gian tương ứng của các phối tử trong tập chất huấn luyện nhằm 
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thể hiện sự linh động trong thực tế của các phối tử, (ii) gióng hàng các cấu dạng trong 

không gian 3 chiều nhằm xác định các “đặc tính chung” để đưa vào mô hình. Việc 

kiểm soát tính linh động về cấu dạng của phối tử và gióng hàng một cách hợp lý là 

các lưu ý quan trọng để tạo ra một mô hình LBP đáng tin cậy.110 Cuối cùng, mô hình 

cần được đánh giá khả năng phân biệt các phối tử có và không có hoạt tính bởi một 

tập kiểm tra phù hợp. 

Ngược lại, mô hình pharmacophore dựa trên cấu trúc mục tiêu được xây dựng 

bằng cách làm việc trực tiếp trên cấu trúc 3D của đại phân tử sinh học. SBP có thể 

được phân loại chi tiết hơn thành mô hình được xây dựng chỉ dựa vào cấu trúc của 

đại phân tử (tức apoprotein, Hình 1.6C) hoặc được thiết lập dựa trên phức hợp giữa 

đại phân tử và phối tử (tức holoprotein, Hình 1.6D).110 

 

Hình 1.6. Mô hình pharmacophore trong thiết kế thuốc với sự trợ giúp của máy tính 

(A) Một số đặc tính pharmacophore cơ bản. (B) Mô hình LBP. (C) Mô hình SBP ở dạng 

không có phối tử (apoprotein) và (D) có phối tử gắn kết (holoprotein). 

Hiện nay, nhiều phần mềm khác nhau có thể hỗ trợ xây dựng mô hình 

pharmacophore. Tiêu biểu là công cụ MOE Pharmacophore Elucidator và Editor, 

chương trình Catalyst trong gói phần mềm BIOVIA Discovery Studio, công cụ Phase 

trong gói phần mềm Schrödinger Suite, công cụ GASP của phần mềm Sybyl-X hoặc 

chương trình LigandScout. Ngoài ra, các công cụ trực tuyến cũng có thể hỗ trợ việc 

xây dựng mô hình và thực hiện sàng lọc ảo như PharmIT, ZINCPharmer, PharmaGist 

hay PharmMapper.112,113 
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1.2.1.2. Đánh giá mô hình pharmacophore 

Để đánh giá hiệu năng sàng lọc của một mô hình pharmacophore, các chỉ số 

thường được sử dụng bao gồm độ nhạy (Se), độ đặc hiệu (Sp), tỉ suất hoạt tính (Ya), 

điểm số Güner–Henry (GH), hệ số làm giàu (EF) và phân tích đường cong ROC.114 

Tập dữ liệu được sử dụng để đánh giá mô hình cần chứa các chất đã biết là có hoạt 

tính (active) và không có hoạt tính (inactive). Nếu không có sẵn các chất không có 

hoạt tính xác định bằng thực nghiệm, các hợp chất “mồi nhử” (decoy) có thể được sử 

dụng. Đây là các chất được giả định là không có hoạt tính và được tạo ra bằng các 

công cụ máy tính dựa trên cấu trúc của các chất có hoạt tính.115 Các chỉ số đánh giá 

mô hình pharmacophore được tính toán dựa trên ma trận nhầm lẫn trong sàng lọc ảo 

được minh họa ở Bảng 1.2.116 

Bảng 1.2. Ma trận nhầm lẫn của sàng lọc ảo trong thiết kế thuốc 

 Thực nghiệm 

Pharmacophore Chất có hoạt tính Chất không có hoạt tính 

Thỏa mô hình Dương tính thật (TP) Dương tính giả (FP) 

Không thỏa Âm tính giả (FN) Âm tính thật (TN) 

Độ nhạy, độ đặc hiệu, tỉ suất hoạt tính và điểm số GH lần lượt được tính theo các 

công thức (1)–(4).114 

Se =
TP

TP + FN
 (1) Sp =

TN

TN +  FP
 (2) 

Ya =
TP

TP +  FP
 (3) GH = (

3

4
Ya + 

1

4
Se) ×  Sp (4) 

Đường cong đặc trưng của bộ nhận tín hiệu (Receiver Operating Characteristic – 

ROC) là đồ thị biểu diễn cùng lúc sự thay đổi của độ nhạy (Se) và độ đặc hiệu (1 – 

Sp), hay nói cách khác là biểu diễn tỉ lệ dương tính thật so với tỉ lệ dương tính giả tại 

từng ngưỡng phân loại có thể xảy ra của một mô hình.117 Phần diện tích dưới đường 

cong (area under the curve – AUC) ROC có thể được sử dụng để đánh giá khả năng 

phân biệt của mô hình đối với các chất có và không có hoạt tính trong tập dữ liệu. 

Giá trị AUC = 0,5 tương ứng với đường thẳng y = x trên đồ thị cho biết mô hình 

không thể phân biệt giữa chất có và không có hoạt tính, tức sự phân loại là ngẫu nhiên. 

Một mô hình có ROC-AUC càng cao thì càng đáng tin cậy về hiệu năng sàng lọc. Giá 

trị AUC từ 0,7−0,8 cho thấy mô hình có thể chấp nhận được; 0,8−0,9 gợi ý một mô 

hình hoàn hảo; và >0,9 cho thấy mô hình tốt vượt trên sự mong đợi.118  

Hệ số làm giàu (enrichment factor – EF) là một chỉ số quan trọng trong đánh giá 

các mô hình sàng lọc ảo. Sau khi sàng lọc qua mô hình, các chất trong tập kiểm tra 
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được xếp hạng (ví dụ, theo giá trị RMSD so với mô hình pharmacophore). Giá trị 

EFx% là hệ số làm giàu ở x% được tính theo công thức (5).  

 
EFx% =

Hitx%/Nx%

Hitt/Nt

 (5) 

Trong đó, Nt là tổng số chất của tập kiểm tra, với Hitt là số lượng chất có hoạt 

tính thực sự. Nx% là số lượng tương ứng với x% số chất được xếp hạng tốt nhất của 

kết quả sàng lọc, với Hitx% là số chất có hoạt tính thực sự trong Nx%.119,120 Hệ số làm 

giàu nhỏ cho thấy kết quả phân loại bằng mô hình được sắp xếp một cách ngẫu nhiên 

và hầu như không có sự làm giàu nào đạt được bằng mô hình. Hệ số làm giàu lớn gợi 

ý rằng chỉ cần một tỉ lệ nhỏ của thư viện cần được sàng lọc có thể tìm một số lượng 

lớn các chất hoạt tính.120 

Bên cạnh đó, Empereur‑mot và cộng sự còn đề xuất đường cong dự đoán 

(predictiveness curves – PC) để bổ sung cho đường cong ROC trong việc đánh giá 

khả năng nhận dạng sớm các hợp chất có hoạt tính bởi mô hình sàng lọc ảo.119 Trong 

đó, sự phân tán của điểm số được mô tả rõ ràng bằng PC và giúp định lượng hiệu suất 

dự đoán của mô hình. Tổng mức thu được chuẩn hóa (standardized total gain – TG̅̅̅̅ ) 

được tính từ PC thể hiện mức độ phân biệt các hợp chất có hoạt tính do sự thay đổi 

của các điểm số sàng lọc trên toàn bộ tập dữ liệu. TG̅̅̅̅   > 0,25 kết hợp với ROC-AUC 

> 0,5 cho thấy sự thay đổi điểm số có ý nghĩa trong việc phân biệt các hợp chất có 

hoạt tính.121 

1.2.2. Truy vấn tương đồng hình dạng phân tử 3 chiều 

Các chất có sự tương đồng về hình dạng 3 chiều được cho là có khả năng cho 

hoạt tính tương tự nhau. Tuy nhiên, so sánh hình dạng phân tử đã từng là một tác vụ 

khó khăn cho các phương pháp tính toán dựa trên hàm nhị phân cho đến khi Grant và 

cộng sự đề xuất thuật toán sử dụng bộ mô tả Gaussian.122,123 Dựa trên hàm đặc tính 

Gaussian, OpenEye đã phát triển chương trình chồng phủ nhanh các cấu trúc hóa học 

(Rapid Overlay of Chemical Structures – ROCS). Triết lý của OpenEye cho rằng 

phân tử có hai thông số mô tả cơ bản: hình dạng và tĩnh điện. Các đặc tính về tĩnh 

điện như khả năng cho hay nhận liên kết hydro, điện tích âm hoặc dương, tính kị nước 

và vòng thơm được mô tả bằng các bộ màu sắc đơn giản (Hình 1.7). Nhờ đó, ROCS 

cho phép tính toán nhanh chóng sự tương đồng về hình dạng ba chiều và tính chất 

hóa học của phân tử thể hiện qua các màu sắc quy ước.124 ROCS vẫn đảm bảo được 

các ưu điểm của phương pháp tìm kiếm tương đồng 3D (so với 2D), nhưng có tốc độ 

sàng lọc rất nhanh (1000−2000 bộ cấu dạng mỗi giây). 
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Hình 1.7. Một ví dụ về truy vấn ROCS 

Hình dạng phân tử 3D được thể hiện bởi phần màu xám. Các màu sắc quy ước thể hiện cho 

các tính chất hóa học, trong đó màu xanh lá cây, xanh dương và đỏ lần lượt đại diện cho 

các đặc tính vòng, cation hoặc cho liên kết hydro, và nhận liên kết hydro. 

Truy vấn tương đồng hình dạng 3 chiều có thể ứng dụng trong sàng lọc ảo với 

hiệu quả cao hơn các bộ mô tả 2 chiều, và nhanh hơn nhiều so với mô phỏng gắn kết 

phân tử. Phương pháp này cũng có thể ứng dụng trong tìm kiếm khung cấu trúc mới 

cho chất khởi nguồn hoặc dự đoán tư thế gắn kết của phối tử trên vị trí hoạt động của 

protein. Do sử dụng thuật toán xấp xỉ Gaussian, ROCS có thể tính điểm cho sự tương 

đồng hình dạng và tính chất của hai phân tử, ví dụ như hệ số Tanimoto được tính bởi 

công thức (6): 

 
T(A, B) =

OAB

OAA + OBB − OAB

 
(6) 

với OAB là độ chồng phủ giữa phân tử A và B, OAA và OBB lần lượt là độ tự chồng 

phủ của A và B.124 

Một truy vấn tương đồng hình dạng 3 chiều chạy trên phần mềm ROCS có thể là 

một hoặc nhiều phân tử hoạt tính, một tập hợp các mảnh cấu trúc hay thậm chí là các 

nguyên tử giả. Mô hình lưới thu được từ mật độ điện tử trong tinh thể học tia X cũng 

có thể được sử dụng làm truy vấn cho ROCS. Đối tượng truy vấn đa dạng, tốc độ 

sàng lọc nhanh và có chức năng tính điểm là những ưu điểm quan trọng của ROCS. 

Trong một nghiên cứu so sánh, ngay cả khi không biết cấu trúc mục tiêu tác động, 

ROCS vẫn thể hiện hiệu năng sàng lọc bằng hoặc vượt trội hơn so với các chương 

trình mô phỏng gắn kết phân tử.125 Là một mô hình sàng lọc ảo, truy vấn ROCS cũng 

được đánh giá qua đường cong ROC và hệ số làm giàu. 

1.2.3. Mô hình mối liên quan định lượng giữa cấu trúc – tác động 

Mô hình mối liên quan định lượng giữa cấu trúc – tác động (QSAR) là một 

phương pháp hóa tin dựa trên phối tử và được sử dụng rộng rãi để xác định mối quan 

hệ toán học giữa hoạt tính sinh học của một phân tử và các đặc tính cấu trúc của nó 
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(thể hiện qua thông số mô tả hoặc dấu vân tay phân tử).126 Những thay đổi dù nhỏ 

nhất trong cấu trúc cũng có thể dẫn đến các thay đổi lớn về hoạt tính dược lực hay 

độc tính của một phân tử. Do đó, QSAR là một mô hình lý thuyết hữu ích để thiết kế 

các phân tử mới có các đặc tính mong muốn. Nhờ giảm thời gian và chi phí cho thực 

nghiệm, QSAR có ứng dụng quan trọng trong việc xác định và tối ưu hóa chất khởi 

nguồn.127 Mô hình QSAR có thể được biểu diễn dưới dạng toán học như sau: 

Hoạt tính = 𝑓(thuộc tính hóa học) = 𝑓(thông tin định lượng cấu trúc phân tử) 

Ở đây, hoạt tính là biến phụ thuộc và các thuộc tính hóa học là biến độc lập. Các 

thuộc tính hóa học được biểu diễn thành các thông tin định lượng dựa trên các phương 

pháp lý thuyết hoặc thực nghiệm. Mô hình QSAR với hoạt tính sinh học phụ thuộc 

nhiều biến thông số mô tả cấu trúc hóa học được biểu diễn bởi phương trình: 

Y = a0 + a1X1 + a2X2 + a3X3 + ⋯ + anXn 

Theo hướng dẫn của Tổ chức Hợp tác và Phát triển Kinh tế (Organisation for 

Economic Co-operation and Development – OECD), mô hình QSAR cần được xây 

dựng và thẩm định để đạt các tiêu chí: 

1. Một điểm cuối xác định (tức hoạt tính sinh học) 

2. Một thuật toán rõ ràng 

3. Một miền ứng dụng được xác định 

4. Các phương pháp đánh giá thích hợp đối với độ khớp, độ tin cậy và khả 

năng dự đoán của mô hình 

5. Một sự diễn giải mang tính cơ học nếu có thể.128 

Hai hướng tiếp cận thường gặp trong thiết lập mô hình QSAR là xây dựng mô 

hình hồi quy và mô hình phân loại. Các phương pháp xây dựng mô hình hồi quy 

thường được sử dụng bao gồm hồi quy đa biến, bình phương tối thiểu từng phần hay 

phân tích hồi quy thành phần chính. Mô hình phân loại có thể được thiết lập bằng các 

thuật toán phân tích phân biệt tuyến tính, hồi quy logistic hay thuật toán phân cụm. 

Hiện nay, với sự phát triển của dữ liệu lớn và trí tuệ nhân tạo, các mô hình QSAR còn 

có thể được huấn luyện với các thuật toán học máy và học sâu.127 

Để xác thực một mô hình QSAR hồi quy, các chỉ số thống kê cần được tính toán 

để đánh giá độ khớp của mô hình qua các giá trị R2, R2
hiệu chỉnh; độ ổn định của mô 

hình thông qua đánh giá chéo bỏ-ra-một (leave-one-out − LOO) với các chỉ số Q2
LOO, 

r2
m(LOO) và khả năng dự đoán ngoại của mô hình trên tập kiểm tra qua chỉ số R2

pred, 

r2
m(Test). Các chỉ số này được tính toán theo các công thức ở Bảng 1.3.127 
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Bảng 1.3. Các chỉ số đánh giá mô hình QSAR hồi quy 

 * Yexp: giá trị hoạt tính sinh học thực nghiệm, Ycalc: giá trị hoạt tính được mô hình dự đoán 

trên tập huấn luyện (train), Ypred: giá trị hoạt tính được dự đoán trên tập kiểm tra (test), n: 

số chất được sử dụng để xây dựng mô hình, p: số biến độc lập của mô hình, r2: bình phương 

hệ số tương quan của đường hồi quy giữa giá trị hoạt tính thực nghiệm và dự đoán, r0
2: bình 

phương hệ số tương quan của đường hồi quy với trục x là giá trị hoạt tính dự đoán, trục y 

là giá trị hoạt tính thực nghiệm và có hệ số chặn bằng 0, r0’2 có cùng cách tính như r0
2 nhưng 

hai trục x, y được đảo ngược. 

Chỉ số đánh giá mô hình QSAR Công thức tính 

Độ khớp của mô hình 

 

Hệ số xác định 

 

 

Hệ số xác định hiệu chỉnh 

 

 

Căn bậc hai sai số bình phương 

 

 

Sai số tuyệt đối trung bình 

 

R2 = 1 −
∑(Yexp − Ycalc)

2

∑(Yexp − Ytrain
̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅)

2 

Ra
2 =

{(n − 1) × R2} − p

n − p − 1
 

RMSEtrain = √
∑(Yexp(train) − Ycalc(train))

2

ntrain
 

MAEtrain =
1

n
× ∑|Yexp − Ycalc| 

Độ ổn định của mô hình qua đánh 

giá chéo nội QLOO
2 = 1 −

∑(Yexp(train) − Ypred(train))
2

∑(Yobs(train) − Y̅train)
2  

Khả năng dự đoán ngoại trên tập 

kiểm tra QF1
2 = 1 −

∑(Yexp(test) − Ypred(test))
2

∑(Yexp(test) − Y̅train)
2  

QF2
2 = 1 −

∑(Yexp(test) − Ypred(test))
2

∑(Yexp(test) − Y̅test)
2  

MAEtest =
1

n
× ∑|Yexp − Ypred| 

Hệ số tương quan phù hợp CCC =
2 ∑ (xi − x̅)(yi − y̅)n

i=1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 + ∑ (yi − y̅)2 + n(x̅ − y̅)n

i=1

 

Đánh giá dựa trên chỉ số r2
m 

rm
2̅̅̅̅ =

rm
2 + r′m

2

2
   ;   ∆rm

2 = |rm
2 − r′m

2 | 

với: 

rm
2 = r2 × (1 − √r2 − r0

2) 

r′m
2 = r2 × (1 − √r2 − r′0

2) 
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Sử dụng mô hình QSAR để dự đoán cho tất cả các loại hợp chất mới là không 

thực tế. Để có những dự đoán có ý nghĩa, mô hình QSAR phải được sử dụng cho các 

hợp chất nằm trong miền ứng dụng của nó. Miền ứng dụng của mô hình QSAR được 

xem là không gian hóa học của tập xây dựng mà dựa trên đó mô hình được phát triển, 

có thể được xác định dựa trên phạm vi giá trị của thông số mô tả, các phương pháp 

dựa trên hình học, khoảng cách hoặc phân bố mật độ xác suất.127 

1.2.4. Mô phỏng gắn kết phân tử 

1.2.4.1. Các phương thức gắn kết phân tử 

Gắn kết phân tử (molecular docking) là phương pháp đã được sử dụng từ những 

năm 1980 và hiện nay đã trở thành công cụ quan trọng và phổ biến nhất trong lĩnh 

vực SBDD. Phương pháp này mô phỏng sự gắn kết của một phối tử vào mô hình vị 

trí gắn kết của một đại phân tử sinh học khác (protein, enzym hay acid nucleic) trong 

không gian ba chiều (Hình 1.8). Các phần mềm dựa trên những thuật toán khác nhau 

đã được phát triển cho mô phỏng gắn kết phân tử. Hiểu biết chính xác về vị trí gắn 

kết trên đại phân tử sinh học là yếu tố giúp cho quá trình gắn kết phân tử được thực 

hiện hiệu quả và cho kết quả đáng tin cậy.129 

 

Hình 1.8. Nguyên tắc cơ bản của mô phỏng gắn kết phân tử 

Từ mô hình “ổ khóa và chìa khóa” được đề xuất bởi Fischer (1894)130 để mô tả 

cơ chế gắn kết giữa thụ thể và phối tử, các chương trình gắn kết phân tử đầu tiên đã 

áp dụng thuật toán mô phỏng dựa trên lý thuyết này. Các phần mềm quy định cả thụ 

thể và phối tử đều là những phân tử cứng nhắc. Sau đó, với sự phát triển của máy 

tính, các chương trình bắt đầu áp dụng thuật toán mô phỏng dựa trên thuyết gắn kết 

“phù hợp cảm ứng” được đề xuất bởi Koshland (1958).130 Lý thuyết này cho rằng cả 

thụ thể và phối tử thay đổi cấu dạng liên tục để gắn kết với nhau và gợi ý rằng thụ thể 

và phối tử cần được giữ linh động trong quá trình mô phỏng gắn kết. Từ đó, các thuật 

toán mô phỏng gắn kết “bán linh động” ra đời, trong đó chương trình xem phối tử là 

những phân tử linh động, còn protein mục tiêu vẫn là một phân tử cứng nhắc. Một 
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cách chính xác hơn nhưng cũng tiêu tốn tài nguyên máy tính hơn, các phương pháp 

mô phỏng gắn kết “linh động hoàn toàn” xem cả phối tử và cấu trúc mục tiêu là phân 

tử linh động. Để cân đối giữa độ chính xác và thời gian tính toán, gắn kết bán linh 

động là phương pháp được áp dụng phổ biến nhất hiện nay. 

Mục tiêu của gắn kết phân tử là dự đoán một cấu trúc phức hợp giữa mục tiêu tác 

động và phối tử. Quá trình này gồm hai bước liên quan đến nhau: (i) lấy mẫu các cấu 

dạng của phối tử trong vị trí hoạt động của protein mục tiêu, (ii) xếp hạng các cấu 

dạng gắn kết này thông qua một hàm tính điểm (Hình 1.8). Các phương pháp lấy mẫu 

cấu dạng điển hình gồm thuật toán so khớp, tìm kiếm hệ thống và tìm kiếm ngẫu 

nhiên. Đối với tác vụ tính điểm, các hàm có thể dựa trên trường lực, kinh nghiệm, 

kiến thức hoặc mô hình học máy. Lý tưởng nhất là các thuật toán chọn mẫu cấu dạng 

có thể tái tạo được cấu dạng gắn kết thực nghiệm của phối tử và hàm tính điểm cũng 

sẽ xếp hạng nó cao nhất trong số tất cả các cấu dạng mô phỏng gắn kết có thể tìm 

kiếm được.129,131,132 

1.2.4.2. Đánh giá quy trình mô phỏng gắn kết phân tử 

Các tiêu chí về hiệu quả gắn kết và hiệu năng sàng lọc thường được sử dụng để 

đánh giá mô hình gắn kết phân tử. Đối với hiệu quả gắn kết, các phương pháp thường 

được sử dụng là tái gắn kết và gắn kết chéo. Một mô hình có năng lực gắn kết tốt khi 

có thể tái tạo cấu dạng gắn kết thực nghiệm của phối tử, phản ánh qua giá trị RMSD 

giữa cấu dạng được mô phỏng gắn kết và thực nghiệm không quá 2 Å. Bên cạnh đó, 

hàm chấm điểm của phần mềm cũng phải dự đoán được ái lực gắn kết tương quan 

với dữ liệu thực nghiệm.133 Để đánh giá hiệu năng sàng lọc của mô hình, tập dữ liệu 

chứa các phối tử có hoạt tính và tập chất không có hoạt tính lần lượt được sàng lọc 

qua mô hình gắn kết. Nếu không có tập chất không hoạt tính thì tập “mồi nhử” (decoy) 

có thể được sử dụng. Điển hình là công cụ DUD (directory of useful decoys), được 

giới thiệu lần đầu tiên bởi Huang và cộng sự (2006), nhằm tạo ra các hợp chất mồi 

nhử để sử dụng cho mục đích đánh giá các mô hình gắn kết phân tử.134 Hiện nay, 

DUD có các phiên bản mới hơn gồm DUD-E và DUDE-Z.135,136 Sau khi sàng lọc, 

khả năng phân biệt chất có và không có hoạt tính của mô hình được đánh giá qua 

phân tích đường cong ROC, PC và hệ số làm giàu đã được mô tả tại Mục 1.2.1.2. 

1.2.5. Mô phỏng động lực học phân tử 

1.2.5.1. Mô phỏng động lực học phân tử trong khám phá thuốc 

Mọi sinh vật sống đều được cấu tạo từ các nguyên tử, và bản chất của sự sống 

chính là sự chuyển động “lắc lư” của các nguyên tử đó. Các định luật của cơ học 

lượng tử chi phối những chuyển động của thế giới vi mô một cách sâu sắc. Tuy nhiên, 
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các tính toán cần thiết để mô tả các chuyển động cơ học lượng tử và phản ứng hóa 

học của các hệ phân tử lớn thường rất phức tạp. Do đó, mô phỏng động lực học phân 

tử (molecular dynamics – MD) được phát triển vào cuối những năm 1970 để khắc 

phục hạn chế này. Bằng cách sử dụng các phép tính gần đúng và đơn giản dựa trên lý 

thuyết của vật lý Newton, MD mô phỏng chuyển động của các nguyên tử và làm giảm 

độ phức tạp trong tính toán. Quy trình chung của phép tính gần đúng được sử dụng 

trong mô phỏng MD được minh họa ở Hình 1.9A. 

 

Hình 1.9. Nguyên tắc cơ bản của mô phỏng động lực học phân tử 

(A) Các quá trình trong mô phỏng động lực học phân tử. (B) Một ví dụ về phương trình 

được sử dụng để xấp xỉ các lực chi phối sự chuyển động của phân tử. 

Nguồn: Durrant và cộng sự (2011)137 

Đầu tiên, một mô hình của hệ nguyên tử được sử dụng như điểm bắt đầu của quá 

trình mô phỏng. Sau đó, các lực phân tử chi phối sự chuyển động của hệ được ước 

tính từ phương trình như ví dụ ở Hình 1.9B, gồm các lực phát sinh từ sự tương tác 

giữa các nguyên tử liên kết và không liên kết. Các liên kết hóa học và góc nguyên tử 

được mô hình hóa như các lò xo đơn giản. Các góc nhị diện được mô hình hóa bằng 

cách sử dụng một hàm hình sin để tính toán xấp xỉ sự khác biệt năng lượng giữa các 

cấu dạng bị che khuất và những cấu dạng so le. Các lực không liên kết phát sinh do 

các tương tác Van der Waals được mô hình hóa bằng cách sử dụng thế năng Lennard-

Jones và các tương tác tĩnh điện được mô hình hóa bằng định luật Coulomb.137 
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Để mô phỏng giống nhất với “hành vi” của các phân tử thật trong chuyển động, 

các đại lượng năng lượng nêu trên cần được tham số hoá để phù hợp với tính toán cơ 

học lượng tử và dữ liệu thực nghiệm. Việc tham số hoá này bao gồm sự xác định độ 

cứng và độ dài của lò xo mô phỏng liên kết hoá học và góc liên kết, xác định điện 

tích nguyên tử được sử dụng để tính toán năng lượng tương tác tĩnh điện, xác định 

đúng bán kính tương tác Van der Waals và nhiều yếu tố khác. Những tham số này 

được gọi là “trường lực” (force field). Một số trường lực thường được sử dụng để mô 

phỏng MD như AMBER, CHARMM, OPLS hay GROMOS. Khi lực tương tác lên 

từng nguyên tử trong hệ được xác định, vị trí của các nguyên tử này sẽ được di chuyển 

dựa trên các định luật của Newton về sự chuyển động. Từ đó, gia tốc và vận tốc được 

tính toán để cập nhật vị trí mới của các nguyên tử. Mỗi lần mô phỏng sự chuyển động 

được thực hiện trong 1 hoặc 2 femto giây và quá trình này được thực hiện tiếp tục 

hàng triệu đến hàng tỉ lần cho đến khi hết thời gian mô phỏng được cài đặt trước. 

1.2.5.2. Các phân tích trên quỹ đạo mô phỏng động lực học phân tử 

Căn bậc hai trung bình bình phương độ lệch 

Căn bậc hai trung bình bình phương độ lệch (Root Mean Square Deviation – 

RMSD) được sử dụng để theo dõi độ dịch chuyển của phân tử (protein và phối tử) ở 

một thời điểm xác định trong quá trình mô phỏng so với một cấu trúc tham chiếu 

(thường là cấu trúc tinh thể hoặc cấu trúc tại thời điểm bắt đầu của quá trình mô 

phỏng). RMSD của phân tử trong khung hình x ở thời điểm t của quỹ đạo mô phỏng 

MD được tính bởi công thức (7): 

 

RMSDx = √
1

N
∑(ri

′(tx) − ri(ttc))2

N

i=1

 (7) 

Với N là tổng số nguyên tử của phân tử, ri(ttc) là tọa độ các nguyên tử của phân 

tử ở thời điểm tham chiếu, ri
′(tx) là vị trí của các nguyên tử tương ứng trong khung 

hình x ở thời điểm tx. Giá trị RMSD được tính toán cho mọi khung hình của quỹ đạo 

mô phỏng và biểu diễn thành đồ thị theo thời gian. Biểu đồ RMSD thường được sử 

dụng để đánh giá sự ổn định của phân tử protein và phối tử trong quá trình mô 

phỏng.138 

Căn bậc hai trung bình bình phương độ dao động 

Căn bậc hai trung bình bình phương độ dao động (Root Mean Square Fluctuation 

– RMSF) là thước đo động lực học của mỗi nguyên tử trong hệ mô phỏng. RMSF 
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được tính toán từ sự dao động của các vị trí nguyên tử dọc theo quỹ đạo MD theo 

công thức (8): 

 

RMSFi = √
1

T
∑〈(ri

′(t) − ri(ttc))2〉

T

t=1

 (8) 

Trong đó, T là thời gian của quỹ đạo mô phỏng cần tính toán, ri(ttc) là tọa độ 

của nguyên tử thứ i tại thời điểm tham chiếu, ri
′(t) là tọa độ của nguyên tử đó tại thời 

điểm t. Thông thường, giá trị RMSF được tính toán cho nguyên tử Cα của các acid 

amin trong cấu trúc protein và cho các nguyên tử nặng của phối tử.138 

Bán kính quay 

Sự phân tán khối lượng của protein xung quanh một trục quay có thể được đánh 

giá qua bán kính quay (Radius of gyration – Rg). Đại lượng này tương đương với bán 

kính của một quả cầu có khối lượng bằng với protein và được tính bởi công thức (9): 

 

Rg(t) = √
∑ mi(ri(t) − rtâm)2

i

∑ mii

 (9) 

Với t là thời gian, mi và ri lần lượt là khối lượng và vị trí của nguyên tử thứ i và 

rtâm là tọa độ của tâm protein.138 

Diện tích bề mặt tiếp cận dung môi 

Diện tích bề mặt tiếp cận dung môi (Solvent Accessible Surface Area – SASA) 

là phần diện tích mà protein có thể tiếp xúc với phân tử dung môi của môi trường mô 

phỏng. SASA là một trong các đại lượng để nghiên cứu sự cuộn gấp và độ ổn định 

của protein. SASA có thể được sử dụng trong tính toán năng lượng tự do hoặc khảo 

sát các tính chất lý sinh và nhiệt động của protein.139 

1.2.6. Năng lượng tự do gắn kết 

Sự mô tả đặc điểm cấu trúc và năng lượng của phức hợp phân tử là chìa khóa 

quan trọng để giải thích cho nhiều quá trình sinh học, trong đó có sự gắn kết giữa 

thuốc và protein mục tiêu. Sự phát triển của mô phỏng MD đã thúc đẩy lĩnh vực tính 

toán năng lượng tự do gắn kết (binding free energy – BFE) của phức hợp protein−phối 

tử.140 Nhiễu loạn năng lượng tự do và tích phân nhiệt động lực học là các phương 

pháp tính BFE nghiêm ngặt về lý thuyết nhưng lại tiêu tốn tài nguyên tính toán rất 

lớn. Trong khi đó, tính toán BFE ở trạng thái cuối yêu cầu năng lực tính toán ít hơn 

nhờ việc sử dụng mô hình dung môi không tường minh và bỏ qua các mô phỏng trạng 

thái trung gian. 
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Vì vậy, các phương pháp này đã được sử dụng rộng rãi trong các nghiên cứu sinh 

học tính toán. Trong đó, phương pháp Cơ học Phân tử – Diện tích bề mặt Poisson-

Boltzmann (MM-PBSA) và Cơ học Phân tử – Diện tích bề mặt Born Tổng quát (MM-

GBSA) tính toán BFE bằng cách tính chênh lệch năng lượng tự do giữa trạng thái gắn 

kết và không gắn kết của hai phân tử được solvat hóa (∆Ggắn kết,   đã solvat) theo chu kỳ 

nhiệt động ở Hình 1.10.141  

 

Hình 1.10. Chu kỳ nhiệt động trong tính toán năng lượng tự do gắn kết của phức hợp 

protein–phối tử 

Từ đó, ∆Ggắn kết,   đã solvat được tính toán theo công thức (10): 

∆Ggắn kết,   đã solvat = ∆Gphức hợp,   solv − (∆Gthụ thể,   solv + ∆Gphối tử,   solv) (10) 

Sự chênh lệch năng lượng tự do liên quan đến mỗi đại lượng ở vế phải của công 

thức (10) được ước tính theo công thức (11): 

∆Gđã solvat = Ekhí + ∆Gsolvat hóa − TSchất tan (11) 

Trong đó, năng lượng pha khí (Ekhí) được sử dụng là năng lượng cơ học phân tử 

(EMM) từ trường lực và đóng góp entropy (S) được ước tính từ các giá trị gần đúng 

đã biết. Năng lượng tự do solvat hóa (∆Gđã solvat) có thể được xem là tổng của các 

đóng góp tĩnh điện và không phân cực, được tính từ các mô hình dung môi không 

tường minh như Poisson-Boltzmann (PB) hoặc Born Tổng quát (GB). Để so sánh 

BFE của các phối tử trong phức hợp với cùng một protein, tức các hệ thống gần giống 

và có entropy gần bằng nhau, thì giá trị entropy có thể được bỏ qua trong quá trình 

tính toán.141 Với một mô phỏng MD đạt trạng thái cân bằng, ∆Ggắn kết,   đã solv được 

tính dựa trên tập hợp các khung hình của quỹ đạo mô phỏng. 

1.2.7. Dự đoán tính chất dược động học và độc tính 

Nguyên nhân quan trọng dẫn đến tỉ lệ thất bại cao khi phát triển một ứng viên 

thuốc là độc tính nghiêm trọng và các tính chất dược động học (ADMET) bất lợi. Để 

tăng tỉ lệ thành công, việc dự đoán sớm tính chất ADMET của các hợp chất “hit” và 
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chất khởi nguồn là cần thiết. Nhằm tiết kiệm thời gian và chi phí cho nghiên cứu thực 

nghiệm, các công cụ dự đoán ADMET in silico đã được áp dụng rộng rãi. Tuy nhiên 

các phần mềm thương mại chuyên dụng thường đắt tiền và nằm ngoài khả năng của 

các dự án học thuật. Những năm gần đây, nhiều công cụ trực tuyến miễn phí đã được 

giới thiệu như pkCSM, SwissADME, ADMETlab, admetSAR hay vNN-ADMET.142 

Nghiên cứu của Dulsat và cộng sự (2023) đã chỉ ra rằng không có công cụ trực tuyến 

nào có thể cung cấp toàn bộ các thông số về tính chất lý hóa và ADMET, nhưng máy 

chủ ADMETlab được xem là nơi cung cấp nhiều nhất các thông số dự đoán với độ 

chính xác tốt nhất.143 

1.3. Các phương pháp in vitro đánh giá tác động ức chế hoạt tính của IL-

33/ST2 

1.3.1. Thử nghiệm đánh giá sự gắn kết của kháng thể hoặc phối tử phân tử nhỏ 

với IL-33 và ST2 

Phổ cộng hưởng plasmon bề mặt (SPR) đã được sử dụng để khảo sát tác động ức 

chế của các đại phân tử sinh học (protein hoặc kháng thể đơn dòng) đối với sự tương 

tác của IL-33/ST2. Ví dụ, Osbourn và cộng sự (2017) đã báo cáo protein HpARI tiết 

bởi loài giun Heligmosomoides polygyrus ở chuột có tác động làm giảm đáp ứng dị 

ứng ở mô hình chuột bị hen suyễn. Phổ SPR đã được ứng dụng để xác định khả năng 

gắn kết của HpARI với IL-33 của chuột (mIL-33) và của người (hIL-33), thu được 

hằng số phân ly (KD) lần lượt là 0,56 nM và 260 nM.144 Tương tự, Murphy và cộng 

sự (2014) đã sử dụng phổ SPR để khám phá một số protein đối vận gắn kết IL-33 với 

KD < 5 pM.145 Trong nghiên cứu của Okragly và cộng sự (2021), phổ SPR được sử 

dụng để xác định ái lực gắn kết và độ đặc hiệu của các kháng thể đơn dòng với IL-

33, dẫn đến sự khám phá torudokimab.15 

Chuẩn độ nhiệt lượng đẳng nhiệt (ITC) là phương pháp được sử dụng bởi 

Holgado để xác định ái lực của protein bẫy IL-33. Đây là một protein tái tổ hợp được 

thiết kế từ cấu trúc của thụ thể ST2 và đồng thụ thể IL-1RAcP. Kết quả của thử 

nghiệm cho thấy protein bẫy có ái lực cao gấp 30 lần so với ST2 (KD = 0,125 nM). 

Kim và cộng sự (2016) đã ứng dụng phổ NMR để khảo sát sự gắn kết của các 

phối tử phân tử nhỏ với IL-33.20 Trong phương pháp này, độ biến đổi dịch chuyển 

hóa học ∆δ (chemical shift perturbations – CSP) gây nên bởi các tương tác không 

cộng hóa trị giữa protein và phối tử được dùng để ước tính hằng số phân ly KD. Kĩ 

thuật này yêu cầu protein được đánh dấu 15N. Với phổ HSQC được đo cho hỗn hợp 

protein–phối tử, nếu có tương tác xảy ra, các peak chéo 1H–15N trong phổ NMR sẽ bị 
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dịch chuyển ra khỏi vị trí ban đầu.146 Bằng phương pháp này, phân tử nhỏ BTB11086 

được xác định là phân tử nhỏ gắn kết đầu tiên trên IL-33.20 

Quang phổ huỳnh quang, cụ thể là phương pháp dập tắt huỳnh quang, cũng có 

thể được ứng dụng để khảo sát sự gắn kết của phối tử phân tử nhỏ với protein. Zazeri 

và cộng sự (2020) đã sử dụng phương pháp này để xác định ái lực gắn kết của piperin 

với IL-1β147 – một cytokin cùng họ với IL-33. Kỹ thuật này có ưu điểm là sử dụng 

thiết bị đo quang phổ huỳnh quang phổ biến và nhờ đó có thể áp dụng trong điều kiện 

Việt Nam. Tuy nhiên, dập tắt huỳnh quang cũng có những nhược điểm như không 

thể áp dụng với các protein không phát huỳnh quanh mạnh (do không chứa các acid 

amin phát huỳnh quang như Trp hoặc Tyr), có thể bị ảnh hưởng bởi hiệu ứng lọc nội 

tại hoặc các yếu tố gây nhiễu từ môi trường.148,149 

1.3.2. Thử nghiệm đánh giá sự ức chế cạnh tranh PPI của IL-33 và ST2 

AlphaLISA là một phương pháp cải tiến của ELISA, có thể được ứng dụng để đo 

lường sự tương tác của hầu hết các mục tiêu trong khám phá thuốc mới, trong đó có 

nghiên cứu chất ức chế tương tác IL-33/ST2. Yang và cộng sự (2016) đã sử dụng 

AlphaLISA để sàng lọc thông lượng cao (High-Throughput Screening – HTS) chất 

ức chế ST2.150,151 Trong đó, các protein IL-33 và ST2 cần được thiết kế khi tái tổ hợp 

sao cho có thêm các thẻ tương ứng với chất cho và nhận tín hiệu AlphaLISA. Khi có 

sự gắn kết giữa IL-33 và ST2, các hạt cho và nhận phát quang này sẽ ở một khoảng 

cách đủ gần để có thể phát xạ tín hiệu thứ cấp ở bước sóng 615 nm, giúp phát hiện sự 

tương tác giữa hai protein. Sự gắn kết của chất ức chế phân tử nhỏ làm cho ST2 không 

thể gắn kết với IL-33 và do đó sẽ làm giảm cường độ phát quang thứ cấp này. 

Huỳnh quang phân giải thời gian đồng nhất (Homogeneous Time Resolved 

Fluorescence – HTRF) là phương pháp đánh giá ái lực gắn kết tương tự AlphaLISA. 

HTRF dựa trên sự truyền năng lượng giữa hai chất phát huỳnh quang, một chất cho 

và một chất nhận khi ở gần nhau. Tuy nhiên, HTRF sử dụng các chất cho huỳnh 

quang đặc biệt chứa kim loại đất hiếm nhóm lantan. Bởi thời gian phát xạ dài hơn, 

các chất này tạo ra hiệu ứng phân giải theo thời gian và cho phép loại bỏ các tín hiệu 

huỳnh quang nền tồn tại trong thời gian ngắn. Phương pháp này đã được sử dụng bởi 

Yuan và cộng sự (2022) để khảo sát tác động ức chế tương tác IL-33/ST2 của các dẫn 

chất acid salicylic.152 

1.3.3. Thử nghiệm ức chế tín hiệu IL-33/ST2 dựa trên tế bào 

Trong nghiên cứu của Ramadan và cộng sự (2018), sau khi sàng lọc thông lượng 

cao bằng phương pháp AlphaLISA, các hợp chất phân tử nhỏ có hoạt tính ức chế PPI 

được xác nhận hiệu lực bằng thử nghiệm dựa trên dòng tế bào thận phôi người (HEK)-
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Blue IL-33.22 Đây là tế bào được biến đổi để phát hiện hoạt tính sinh học của IL-33 

thông qua việc theo dõi tác động kích hoạt con đường NF-B và protein hoạt hóa 1 

(AP-1). Dòng tế bào này đã được chuyển gen và biểu hiện thụ thể ST2 trên màng tế 

bào. Với sự hiện diện trong môi trường nuôi cấy, IL-33 gắn kết với thụ thể ST2 và 

kích hoạt lộ trình tín hiệu NF-B và AP-1, cuối cùng được dịch mã tạo thành 

phosphatase kiềm tiết ra bởi tế bào phôi (SEAP). Tín hiệu SEAP được định lượng 

bằng bộ kit QUANTI-Blue ở bước sóng 620-655 nm. 

Là một trong các đích tác động quan trọng của IL-33, tế bào mast có thể được sử 

dụng cho thử nghiệm ức chế hiệu lực của cytokin này. Kim và cộng sự (2021) đã 

đánh giá hoạt tính của các phân tử nhỏ trên dòng tế bào mast của người (Human mast 

cell-1 – HMC-1).21 HMC-1 được cảm ứng bởi IL-33 và sản xuất ra IL-6. Nguyên tắc 

của thử nghiệm là nếu chất ức chế có tác động ức chế IL-33 thì sẽ làm giảm nồng độ 

IL-6 sản xuất bởi tế bào mast. Nồng độ của IL-6 được định lượng bằng kit ELISA. 

Từ đó, hợp chất 7c được xác định là chất ức chế tốt nhất hiệu lực của IL-33, với khả 

năng ức chế 97,2% hoạt tính sản xuất IL-6 của HMC-1 ở nồng độ ~0,3 M.21 Tương 

tự, Park và cộng sự (2020) cũng đã sử dụng dòng tế bào HMC-1 để đánh giá tác động 

ức chế tín hiệu IL-33/ST2 của một số kháng thể. Nguyên tắc của thử nghiệm là IL-

33 gắn kết trên thụ thể ST2 làm kích hoạt con đường tín hiệu MAPK và NF-B. Nếu 

kháng thể có tác động ức chế sự tương tác IL-33/ST2 thì mức độ MAPK và NF-B 

sẽ giảm.153 Ngoài tế bào HMC-1, tế bào mast có nguồn gốc từ tủy xương (bone 

marrow-derived mast cells –  BMMC) hoặc từ da của thai nhi (fetal skin-derived mast 

cells – FSMC) cũng có thể được sử dụng để đánh giá hiệu lực ức chế IL-33/ST2.154,155 

1.4. Tình hình nghiên cứu chất ức chế IL-33 và ST2 

1.4.1. Các nghiên cứu trên thế giới 

1.4.1.1. Các nghiên cứu về tác nhân sinh học ức chế IL-33/ST2 

Một số tác nhân sinh học có tác dụng ức chế hoạt tính IL-33/ST2 đã được nghiên 

cứu và phát triển đến giai đoạn thử nghiệm lâm sàng. Các tác nhân này bao gồm 2 

nhóm chính: kháng thể đơn dòng và các protein ức chế. 

Kháng thể đơn dòng trung hòa IL-33/ST2 

Kháng thể kháng IL-33 có tác dụng ức chế viêm đường hô hấp trên mô hình chuột 

mắc bệnh hen suyễn dị ứng được báo cáo đầu tiên bởi Liu và cộng sự (2009).156 Sau 

đó, Kim và cộng sự (2012) báo cáo một kháng thể kháng IL-33 có tác dụng giảm 

viêm mũi dị ứng trên mô hình chuột.157 Gần đây, Okragly và cộng sự (2021) giới 

thiệu kháng thể torudokimab có khả năng gắn kết đặc hiệu với IL-33, có ái lực mạnh 
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hơn so với ST2 và không tương tác với bất kỳ thành viên nào khác của họ IL-1.15 

Trong khi đó, kháng thể itepekimab được phát triển bởi Regeneron Pharmaceuticals 

và Sanofi đã được thử nghiệm lâm sàng pha IIa ở bệnh nhân COPD từ trung bình đến 

nặng. Kết quả cho thấy itepekimab làm giảm tỉ lệ bùng phát đợt cấp và cải thiện chức 

năng phổi ở bệnh nhân từng hút thuốc mắc COPD.16 Một kháng thể đơn dòng khác 

là tozorakimab được phát triển bởi AstraZeneca và đang ở giai đoạn thử nghiệm lâm 

sàng pha III cho COPD. Tozorakimab gắn kết với IL-33 mạnh hơn so với thụ thể ST2 

và có khả năng ức chế mạnh các phản ứng viêm phụ thuộc ST2 do IL-33 cảm ứng 

trong các tế bào của người và trên mô hình tổn thương biểu mô phổi ở chuột.17 Một 

kháng thể đơn dòng kháng IL-33 khác có tên etokimab cũng đang được phát triển bởi 

hãng AnaptysBio và thử nghiệm lâm sàng pha IIa ở bệnh nhân viêm da cơ địa.158 

Đối với ST2, Nnane và cộng sự (2019) đã báo cáo đầu tiên kháng thể CNTO7160 

có tác dụng trung hòa thụ thể này và ứng dụng trong điều trị hen suyễn cũng như viêm 

da cơ địa.159 CNTO7160 tiếp tục được phát triển bởi GlaxoSmithKline với tên gọi 

melrilimab. Kết quả thử nghiệm lâm sàng pha I cho thấy kháng thể dung nạp tốt và 

tác dụng phụ ở mức độ nhẹ.19 Ở pha II, melrilimab thể hiện tác động giảm nồng độ 

sST2 tự do ở nhóm bệnh nhân thử nghiệm.160 Bên cạnh đó, kháng thể đơn dòng 

astegolimab kháng ST2 được nghiên cứu và phát triển bởi Genetech cũng đã được 

thử nghiệm lâm sàng pha IIb. Astegolimab đã thể hiện tính an toàn và dung nạp tốt, 

giúp làm giảm tỉ lệ trầm trọng của bệnh hen suyễn ở nhiều bệnh nhân, bao gồm cả 

nhóm có bạch cầu ưa acid thấp, bị hen nặng và không được kiểm soát đầy đủ.161 

Protein ức chế IL-33/ST2 

Murphy và cộng sự (2014) đăng ký bằng sáng chế WO2014/152195Al để bảo hộ 

cho một loạt các hỗn hợp protein có tác dụng đối vận IL-33. Đây là hỗn hợp của các 

protein tái tổ hợp như thụ thể sST2 và đồng thụ thể IL1-RAcP. Bằng phương pháp 

khảo sát ái lực gắn kết dựa trên phổ SPR, hằng số gắn kết của hỗn hợp protein đối 

vận này với IL-33 được xác định ở khoảng picomol. Chế phẩm đối vận tốt nhất sau 

đó được xác định bằng phương pháp ELISA và thử nghiệm dựa trên dòng tế bào biểu 

hiện thụ thể ST2, cho nồng độ ức chế 50% (IC50) lần lượt là 7,0 và 1,5 pM.145 Năm 

2017, một loại protein có tên HpARI tiết ra bởi loài giun Heligmosomoides polygyrus 

ở chuột có khả năng ức chế hoạt tính IL-33 được phát hiện bởi Osbourn và cộng sự. 

Protein này ức chế tác động của IL-33 trên tế bào ILC2 bằng hai cách: gắn kết trực 

tiếp với IL-33 để ngăn cản tương tác IL-33/ST2 và ức chế sự hoạt hóa của IL-33. Kết 

quả phân tích SPR cho thấy HpARI gắn kết với IL-33 của người với KD = 260 nM.144 
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1.4.1.2. Các nghiên cứu về phân tử nhỏ ức chế IL-33/ST2 

Phân tử nhỏ ức chế IL-33 

Hiện nay, các nghiên cứu về phân tử nhỏ ức chế IL-33/ST2 còn hạn chế. 

Funakoshi-Tago và cộng sự (2015) đã báo cáo đầu tiên về các phân tử nhỏ ức chế con 

đường tín hiệu của IL-33. Đó là các hợp chất tự nhiên có cấu trúc liên quan flavonoid 

trong keo ong Nepal, bao gồm 3’,4’-dihydroxy-4-methoxydalbergion, 4-

methoxydalbergion, cearoin và chrysin có tác động ức chế sự cảm ứng của IL-33 đối 

với sự biểu hiện của IL-6, TNF-α và IL-13 ở tế bào BMMC. Các hợp chất này cũng 

ức chế sự kích hoạt NF-κB gây ra bởi IL-33, từ đó góp phần giải thích cho tác dụng 

kháng viêm của keo ong.154 

Kim và cộng sự (2016) đã sàng lọc phân tử nhỏ BTB11086 từ thư viện hóa học 

Maybridge có khả năng gắn kết với IL-33. Bằng phương pháp phổ NMR, BTB11086 

(Hình 1.11A) được chứng minh là gắn kết với các acid amin tại vị trí tương tác thứ 

hai của IL-33 với thụ thể ST2.20 Trong một nghiên cứu nối tiếp, Kim và cộng sự 

(2021) đã tối ưu hóa cấu trúc của BTB11086 bằng cách thay đổi trên khung 

oxazolo[4,5-c]quinolinon. Trong các dẫn chất được tổng hợp, hợp chất 7c cho tác 

động tốt nhất thể hiện qua thử nghiệm gắn kết xác định bằng phương pháp phổ NMR 

và thử nghiệm in vitro trên dòng tế bào mast sản xuất IL-6. Hợp chất này có thể ức 

chế 97,2% hoạt tính sản xuất IL-6 của tế bào ở nồng độ ~0,3 M.21 Le và cộng sự 

(2023) báo cáo một số saponin triterpenoid từ rễ cây Astragalus membranaceus có 

tác động ức chế tín hiệu IL-33. Trong số 8 hợp chất được phân lập, 1, 5 và 6 ức chế 

lần lượt 37, 68 và 54% hoạt tính IL-33 trong thử nghiệm ELISA ở nồng độ 100 M.26 

Phân tử nhỏ ức chế ST2 

Yang và Paczesny (2016) đã đăng ký bằng sáng chế WO2017/083242Al, liệt kê 

hơn 60 hợp chất phân tử nhỏ có tác động ức chế sự gắn kết của IL-33 và ST2 xác 

định bằng phương pháp AlphaLISA và thử nghiệm dựa trên dòng tế bào HEK-Blue 

IL-33.150 Các chất này được chia thành 3 nhóm cấu trúc chính như Hình 1.11B. Sau 

đó, nhóm nghiên cứu của Yang tập trung phát triển các dẫn chất thuộc nhóm cấu trúc 

II. Hợp chất đại diện là iST2-1 (Hình 1.11C), có tác động ức chế sự gắn kết giữa IL-

33 và ST2 qua thử nghiệm AlphaLISA với IC50 = 47,7 M và tác động ức chế IL-33 

trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33 với IC50 = 56,24 M. Đồng thời, iST2-1 cũng thể 

hiện hiệu quả trên mô hình chuột được gây bệnh GVHD.22 Dựa trên phân tích SAR, 

Yuan và cộng sự (2023) tiếp tục tối ưu hóa cấu trúc và thu được các dẫn chất ức chế 

ST2 mạnh hơn, dẫn đầu là hợp chất 32 ở Hình 1.11C.23,162 
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Hình 1.11. Một số phân tử nhỏ có khả năng gắn kết và ức chế IL-33/ST2 

(A) BTB11086 là chất gắn kết với IL-33 được phát hiện bởi sự thay đổi độ dịch chuyển 

hóa học trên phổ NMR và được phát triển thành hợp chất 7c có tác dụng ức chế tác dụng 

IL-33 trên tế bào mast tiết IL-6. (B) Một số hợp chất ức chế ST2, với 3 khung cấu trúc 

chính. (C) Hợp chất iST2-1 thuộc nhóm II được phát triển lần lượt thành hợp chất 32 có tác 

động mạnh hơn trong thử nghiệm AlphaLISA và trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33. 

1.4.1.3. Các nghiên cứu in silico sàng lọc chất ức chế IL-33/ST2 

Trên IL-33, Kim và cộng sự (2016) đã sử dụng mô phỏng gắn kết phân tử để sàng 

lọc qua thư viện mảnh cấu trúc Maybridge. Mô hình gắn kết được xây dựng dựa trên 

vị trí 2 của bề mặt tương tác giữa IL-33 và ST2. Quá trình sàng lọc được thực hiện 

với phần mềm AutoDock Vina và 30 hợp chất tốt nhất được thực hiện thử nghiệm 

gắn kết bằng phổ NMR. Từ đó, BTB11086 được xác định là hợp chất có khả năng 

gắn kết với IL-33 thể hiện qua sự thay đổi độ dịch chuyển hóa học trên phổ HSQC. 

Sau đó, phần mềm Surflex-Dock đã được sử dụng để mô phỏng gắn kết linh động 

nhằm giải thích cơ chế gắn kết của BTB11086.20 Từ hợp chất này, Kim và cộng sự 

(2021) đã tổng hợp các dẫn chất và xác định khả năng gắn kết với IL-33 bằng phổ 

NMR. Giá trị CSP của Glu121 trên IL-33 đã được sử dụng như điểm cuối để xây 
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dựng mô hình 3D-QSAR. Cũng tại vị trí gắn kết kể trên của IL-33, Adamu và cộng 

sự (2021) đã sử dụng mô phỏng gắn kết và động lực học phân tử để sàng lọc các hợp 

chất dị vòng từ Universal Natural Product Database. Qua đó, UNPD36 được đề xuất 

là hợp chất gắn kết tiềm năng trên IL-33.25 Tương tự, Le và cộng sự (2023) đã sử 

dụng mô phỏng gắn kết và động lực học phân tử để giải thích tác động ức chế IL-33 

của các saponin triterpenoid từ rễ của Astragalus membranaceus.26 

Trên ST2, Yang và cộng sự (2016) đã sử dụng mô phỏng MD để lấy mẫu cấu 

dạng của protein và từ đó xác định các vị trí gắn kết tiềm năng trên thụ thể này.163 

Trong một nghiên cứu khác, Yang (2020) đã sử dụng kết hợp mô phỏng MD thông 

thường và MD được tăng tốc để so sánh cấu dạng giữa sST2 và ST2L, làm nền tảng 

cho các thiết kế chất ức chế chọn lọc trên mỗi đồng dạng của thụ thể.164 Ramadan và 

cộng sự (2018) đã sử dụng 4 hợp chất có hoạt tính thu được từ quá trình sàng lọc 

thông lượng cao để xây dựng mô hình pharmacophore chứa 4 điểm đặc tính. Mô hình 

đã được sử dụng để sàng lọc qua thư viện hóa học thương mại. Các hợp chất thỏa 

mãn mô hình pharmacophore được mô phỏng gắn kết vào vị trí 1 của ST2. Sau đó, 

các hợp chất tiềm năng được lựa chọn để thử nghiệm in vitro và một số chất có hoạt 

tính đã được báo cáo.22 Qua thử nghiệm HTRF, Yuan và cộng sự (2022) quan sát thấy 

acid salicylic, benzamidin và niacin thể hiện hoạt tính ức chế PPI IL-33/ST2 với IC50 

lần lượt là 1,77; 8 và 11 mM. Một số dẫn chất acid salicylic tiếp tục được đánh giá 

và cho hoạt tính tương tự. Từ đó, các tác giả đã ứng dụng phương pháp ánh xạ dựa 

trên mô phỏng MD đồng dung môi và phát hiện các mảnh cấu trúc nhỏ này có tiềm 

năng gắn kết với ST2 tại vị trí 1 trong PPI với IL-33.152 

1.4.2. Các nghiên cứu trong nước 

Tại Việt Nam, các nghiên cứu về chất ức chế IL-33/ST2 vẫn còn khiêm tốn. 

Nguyễn Thị Thanh Thảo và cộng sự (2015) đã tái tổ hợp thành công thụ thể sST2 của 

chuột dung hợp với miền hằng định của globulin miễn dịch gamma-1 (mIL33R-Fc) 

bằng cách biểu hiện trên chủng nấm men Pichia pastoris. Kết quả thử nghiệm trên tế 

bào HEK-293 cho thấy mIL33R-Fc ức chế cạnh tranh sự tương tác của mIL-33 với 

thụ thể ST2. Đồng thời, protein này còn ức chế sự sản xuất IL-2 ở dòng tế bào u 

lympho trên chuột.165 

Trong lĩnh vực CADD, nhóm của chúng tôi (2016) đã có nghiên cứu ban đầu trên 

IL-33 và ST2. Tuy nhiên, các nghiên cứu chỉ dừng lại ở sàng lọc in silico một cách 

giới hạn trên những cơ sở dữ liệu nhỏ như Ngân hàng thuốc hay Cơ sở dữ liệu các 

hợp chất từ bài thuốc cổ truyền Trung Hoa. Mô phỏng MD được thực hiện để đánh 

giá độ ổn định của protein với phối tử còn rất ngắn (1,2 ns) và chưa có thử nghiệm in 

vitro nào được thực hiện để xác nhận hoạt tính của các chất được sàng lọc. 
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1.4.3. Khoảng trống trong nghiên cứu thuốc phân tử nhỏ chất ức chế IL-33/ST2 

Các thử nghiệm trên mô hình chuột loại bỏ gen và thử nghiệm lâm sàng về vai 

trò của IL-33 và ST2 trong các bệnh viêm và tự miễn đã góp phần xác thực IL-33 và 

ST2 là những mục tiêu phù hợp cho phát triển thuốc mới. Các dự án khám phá thuốc 

mới của các công ty dược phẩm theo cơ chế ức chế IL-33/ST2 càng khẳng định tiềm 

năng làm thuốc của cặp protein này. 

Tổng quan tài liệu về chất ức chế IL-33 và ST2 cho thấy một số khoảng trống 

nghiên cứu. Trước hết, hướng nghiên cứu sử dụng các công cụ CADD trên IL-33/ST2 

dù đã được áp dụng nhưng vẫn còn hạn chế. Các acid amin điểm nóng được xác định 

bằng thực nghiệm trên bề mặt PPI của hai protein vẫn chưa được ứng dụng trong bất 

kỳ nghiên cứu mô hình hóa in silico nào. Đối với hướng thiết kế thuốc dựa trên cấu 

trúc mục tiêu (structure-based drug design − SBDD), xác thực vị trí gắn kết cho phối 

tử phân tử nhỏ trên bề mặt protein là một bước có ý nghĩa quan trọng. Trên IL-33 và 

ST2, chưa có nghiên cứu nào khảo sát một cách có hệ thống những vị trí gắn kết như 

vậy. Bên cạnh đó, các nghiên cứu in silico gần đây vẫn chưa giải quyết được tính linh 

động của các protein. 

Đối với nghiên cứu thực nghiệm, số lượng chất ức chế IL-33 vẫn còn hạn chế. 

Tác động của các chất ức chế đã biết trên IL-33 như hợp chất 7c vẫn còn ở mức trung 

bình. Với điểm bắt đầu là 7c, các nghiên cứu dựa trên phối tử có thể được thực hiện 

để tìm kiếm các hợp chất tương đồng và gia tăng cơ hội tìm kiếm những chất ức chế 

mạnh hơn trên IL-33. Trên thụ thể ST2, một số chất ức chế tiềm năng đã được công 

bố nhưng chưa có nghiên cứu nào thiết lập mối liên quan định lượng giữa cấu trúc và 

tác động của chúng. Mặc dù còn khiêm tốn, dữ liệu hiện tại về chất ức chế ST2 vẫn 

có thể là chất liệu quan trọng cho các nghiên cứu thiết kế thuốc dựa trên phối tử. Các 

mô hình máy tính có thể góp phần làm giàu hoặc tối ưu hóa các chất ức chế hiện tại 

để tạo ra các chất khởi nguồn mới cho IL-33/ST2. 

1.4.4. Những thuận lợi và thách thức trong nghiên cứu chất ức chế IL-33/ST2 

Việc tìm kiếm chất ức chế IL-33/ST2 có một số tiền đề thuận lợi. Trước hết, cấu 

trúc không gian ba chiều của IL-33 và ST2 ở người đã được xác định bằng phương 

pháp nhiễu xạ tinh thể tia X (PDB: 4KC3, độ phân giải 3,27 Å) và phổ NMR (PDB: 

2KLL).46,47 Trong cấu trúc thực nghiệm của phức hợp IL-33/ST2, sự tương tác giữa 

hai protein đã được làm sáng tỏ và một số acid amin đóng vai trò quan trọng cho PPI 

cũng được xác định bằng phương pháp gây đột biến.47 Bên cạnh đó, một số hợp chất 

cấu trúc phân tử nhỏ có khả năng gắn kết hoặc ức chế IL-33 và ST2 đã được báo 
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cáo.20,22-24,26,154,166 Đây là những dữ liệu có thể được sử dụng để thực hiện các nghiên 

cứu tìm kiếm chất ức chế IL-33/ST2 dựa trên cả cấu trúc mục tiêu và phối tử. 

Tuy nhiên, thiết kế phân tử nhỏ ức chế IL-33/ST2 cũng gặp phải những thách 

thức tương tự như các trường hợp PPI khác. Cả hai đều là các protein có tính linh 

động cao, tương tác với nhau trên những bề mặt nông, rộng và tích điện.47 Những đặc 

điểm này đặt ra các thử thách lớn cho khả năng tìm ra chất ức chế phân tử nhỏ sao 

cho vừa có tính chất phù hợp để làm thuốc hóa dược lại vừa có ái lực cao với protein. 

Bên cạnh đó, phân tử nhỏ ức chế IL-33 và ST2 còn hạn chế về số lượng, sự đa dạng 

cấu trúc và sự phân hóa giá trị hoạt tính ức chế. Quan trọng hơn cả, chưa có vị trí gắn 

kết nào của phối tử phân tử nhỏ xác định bằng phương pháp tinh thể học tia X được 

báo cáo trên IL-33 và ST2 (theo tra cứu tại cơ sở dữ liệu PDBe-KB,167 tính đến ngày 

01/06/2024). Việc không có sẵn những túi gắn kết như vậy dẫn đến khó khăn trong 

việc xây dựng các mô hình sàng lọc in silico dựa trên cấu trúc mục tiêu. 

Về vai trò sinh học, vấn đề cần lưu ý là trục IL-33/ST2 thể hiện tác động đa hướng 

trên các cơ quan khác nhau, thậm chính đối lập nhau trên cùng một hệ cơ quan.107 

Các nghiên cứu cho thấy việc ức chế tín hiệu xuôi dòng của con đường này là mục 

tiêu phù hợp cho các bệnh viêm, dị ứng và tự miễn theo cơ chế gắn kết với IL-33 

hoặc ST2L để bất hoạt PPI IL-33/ST2L. Theo hướng này, các công ty dược phẩm đã 

phát triển các kháng thể đơn dòng đến giai đoạn thử nghiệm lâm sàng pha II–III. Với 

bệnh lý tim mạch, các thử nghiệm in vivo ủng hộ hướng ức chế sST2 để ngăn cản 

dạng thụ thể hòa tan này gắn kết và làm mất tác dụng bảo vệ của IL-33 khi tương tác 

với ST2L. Tuy nhiên, các nghiên cứu trên người cần được thực hiện để đánh giá tác 

động toàn diện của IL-33 và sST2 nhằm xác định thời điểm can thiệp phù hợp. Ngoài 

hệ tim mạch, IL-33 còn tham gia điều hòa các chức năng bảo vệ mô trong pha phục 

hồi sau các tổn thương của hệ thần kinh trung ương và tiêu hóa. Vì vậy, tính đặc hiệu 

cần được chú ý để tránh các tác dụng không mong muốn của việc ức chế IL-33.168 

Về thực nghiệm, các bộ kit thử nghiệm hoạt tính ức chế PPI của IL-33/ST2 vẫn 

chưa được thương mại hóa. Do đó, việc thực hiện quy trình thử nghiệm đánh giá tác 

động ức chế con đường tín hiệu của cytokin này là một thách thức lớn trong điều kiện 

tại Việt Nam. 

Mặc dù không có nhiều thuận lợi khi tiếp cận một mục tiêu mới như IL-33/ST2, 

những trở ngại nêu trên đồng thời cũng là cơ hội cho đề tài giải quyết. Với sự phát 

triển của các phương pháp in silico, đặc biệt là các kĩ thuật mô phỏng hệ thống sinh 

học, quá trình tìm kiếm chất ức chế IL-33/ST2 có thể được thực hiện một cách hiệu 

quả và tiết kiệm hơn. 
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Thiết kế nghiên cứu 

Hiện nay, cấu trúc của mục tiêu tác động IL-33/ST2 đã được công bố và một số 

hợp chất phân tử nhỏ có tác động ức chế tương tác giữa hai protein này cũng đã được 

báo cáo. Dựa trên các dữ liệu hiện có, đề tài tiếp cận phương pháp sàng lọc in silico 

chất ức chế IL-33/ST2 như minh họa ở Hình 2.1. Cụ thể, hai hướng thiết kế thuốc 

chính được sử dụng: 

i. Thiết kế dựa vào cấu trúc mục tiêu, trước hết bằng việc nhận diện mục tiêu 

(gồm khảo sát tương tác protein-protein và xác định vị trí gắn kết cho phối 

tử phân tử nhỏ), sau đó là xây dựng các mô hình pharmacophore, thiết lập 

quy trình mô phỏng gắn kết và động lực học phân tử. 

ii. Thiết kế thuốc dựa trên phối tử, bằng cách xây dựng truy vấn tương đồng 

hình dạng phân tử 3 chiều, mô hình pharmacophore và mô hình mối liên quan 

định lượng giữa cấu trúc – tác động (QSAR). 

 

Hình 2.1. Hướng tiếp cận sàng lọc in silico chất ức chế tương tác IL-33/ST2 

Các mô hình in silico sau đó được ứng dụng để sàng lọc ảo qua các cơ sở dữ liệu 

hóa học và các hợp chất tiềm năng sẽ được lựa chọn để đánh giá hoạt tính ức chế IL-

33/ST2 in vitro. 

2.2. Đối tượng nghiên cứu 

2.2.1. Cấu trúc không gian 3 chiều của IL-33 và thụ thể ST2 

Hiện nay, có 3 cấu trúc protein liên quan đến IL-33 và thụ thể ST2 được lưu trữ 

tại Ngân hàng Dữ liệu Protein RCSB,169 bao gồm: (i) cấu trúc của IL-33 ở người trong 

dung dịch được xác định bằng phương pháp phổ NMR (PDB: 2KLL), (ii) cấu trúc 
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của phức hợp IL-33/ST2 ở người được xác định bằng phương pháp nhiễu xạ tinh thể 

tia X (PDB: 4KC3), và (iii) cấu trúc của phức hợp IL-33/ST2/IL-1RAcP ở chuột được 

xác định bằng phương pháp nhiễu xạ tinh thể tia X (PDB: 5VI4).46,47,170 Để xây dựng 

các mô hình sàng lọc in silico dựa trên cấu trúc mục tiêu, nghiên cứu này sử dụng cấu 

trúc tinh thể của IL-33 và ST2 trong phức hợp PDB 4KC3. Phức hợp này có độ phân 

giải 3,27 Å, chứa cấu trúc của hai protein có nguồn gốc từ người (với mã định danh 

UniProt lần lượt là O95760 và Q01638) và không có đột biến. Đồng thời, cấu trúc 

PDB 2KLL của IL-33 trong dung dịch cũng được sử dụng cho mục đích so sánh. 

Thông tin chi tiết về các cấu trúc này được bổ sung ở PHỤ LỤC 1. Bên cạnh đó, cấu 

trúc tinh thể của các thành viên khác thuộc họ IL-1 ở người cũng được sử dụng cho 

các nghiên cứu so sánh, bao gồm IL-1 (PDB: 1ITB, 3O4O, 4DEP, 5R8A, 5R8B, 

5R8C, 5R8D, 5R8E, 5R8F, 5R8G, 5R8H, 5R8I, 5R8J, 5R8K, 5R8L, 5R8M, 5R8O, 

5R8P, 5R8Q, 5R85, 5R86, 6Y8I, 6Y8M, 8C3U) và IL-36 (PDB: 4IZE, 6P9E). 

2.2.2. Các phối tử phân tử nhỏ đã được báo cáo khả năng gắn kết và có tác động 

ức chế IL-33/ST2 

Để xây dựng các mô hình in silico dựa trên phối tử và xác định các vị trí gắn kết 

trên IL-33 và ST2, đề tài sử dụng: 

i. Các chất gắn kết trên IL-33 với khung cấu trúc oxazolo[4,5-c]quinolinon 

(Hình 2.2) được báo cáo bởi Kim và cộng sự (2016, 2021).20,21 

ii. Các chất ức chế thụ thể ST2 với ba khung cấu trúc chính là 2-phenylfuran, 

((1S,2R,4S)-quinuclidin-2-yl)methanamin và 1-(1H-indol-1-yl)propan-2-ol 

(Hình 2.2) được báo cáo bởi Ramadan và cộng sự (2018), Yuan và cộng sự 

(2022, 2023).22-24 

 

Hình 2.2. Khung cấu trúc của các hợp chất đã được báo cáo có tác động ức chế IL-33/ST2 

được sử dụng cho xây dựng mô hình in silico dựa trên phối tử 

Thông tin chi tiết về cấu trúc hóa học, tên gọi và giá trị hoạt tính thể hiện khả 

năng gắn kết hoặc tác động ức chế IL-33/ST2 của các hợp chất kể trên được trình bày 

lần lượt tại Bảng PL2.1 và Bảng PL2.2 của PHỤ LỤC 2. 
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2.2.3. Cơ sở dữ liệu hóa học cho sàng lọc ảo 

2.2.3.1. Cơ sở dữ liệu hóa học tích hợp trong các công cụ sàng lọc trực tuyến 

Để sàng lọc ảo, các thư viện hóa học chứa các hợp chất được thương mại hóa 

được sử dụng, bao gồm ZINC, ChemDiv, Enamine, Thư viện hợp chất Mở của Viện 

Ung thư Quốc gia Hoa Kỳ (NCI). Những cơ sở dữ liệu này có thể được sàng lọc 

nhanh chóng nhờ được tích hợp sẵn trong các công cụ trực tuyến như ZINCPharmer 

và PharmIT.171,172 Cụ thể, cơ sở dữ liệu ZINC Purchasable tại máy chủ ZINCPharmer 

chứa hơn 20 triệu hợp chất với hơn 200 triệu cấu dạng. Đối với máy chủ PharmIT, 

các thư viện được sử dụng gồm ZINC (13.127.550 hợp chất), ChemDiv (1.456.120 

hợp chất), Enamine (4.117.328 hợp chất) và NCI Open Chemical Repository (52.237 

hợp chất). 

2.2.3.2. Cơ sở dữ liệu hóa học tự xây dựng nhằm định hướng cho nghiên cứu 

chất ức chế PPI 

Các công cụ trực tuyến ZINCPharmer và PharmIT chứa các thư viện hóa học cho 

mục đích sàng lọc tổng quát, thiếu tính cập nhật và không chấp nhận các mô hình 

pharmacophore có các quy tắc ràng buộc được xây dựng bởi các phần mềm thiết kế 

thuốc thông dụng. Để khắc phục những tồn tại đó, đề tài tự xây dựng một bộ cơ sở 

dữ liệu chứa các thư viện được chọn lọc cho định hướng nghiên cứu chất ức chế PPI. 

Cơ sở dữ liệu này có thể được vận hành trên máy tính cục bộ, có thể cập nhật dễ dàng 

và tương thích với các phần mềm thiết kế thuốc thông dụng. Các thư viện hóa học 

được sử dụng để xây dựng cơ sở dữ liệu này được liệt kê tại Bảng 2.1. 

Bảng 2.1. Các cơ sở dữ liệu hóa học định hướng PPI được sử dụng cho quá trình sàng lọc 

ảo tìm kiếm chất ức chế IL-33/ST2 

Thư viện Thư viện con Số lượng (chất) 

Enamine Enamine Advanced Collection 

Enamine Hit Locator Library 

Enamine Discovery Diversity Set 

Enamine PPI Library 

Enamine Protein Mimetics Library 

Enamine PPI Fragment Library 

Enamine PPI PDZ Library 

751.195 

460.160 

50.240 

40.640 

8.960 

8.374 

1.920 

ChemDiv PPI 2.0 Library 

PPI Helix Turn 3D Mimetics Library 

3D-Pharmacophore Diversity Library 

Peptidomimetics Library 

PPI Inhibitors Tripeptide Mimetics Library 

PPI Recognition Elements Library 

211.413 

68.388 

47.490 

36.711 

23.722 

23.943 
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Thư viện Thư viện con Số lượng (chất) 

Nonpeptide Peptidomimetics PPI Library 

PDZ PPI Library 

Peptidomimetic β-turn Motif Library 

3D Mimetics PPI Library 

Analogues of Approved Drugs Library 

18.417 

3.055 

1.810 

1.503 

1.403 

Asinex All Screening compounds 

PPI Library 

575.302 

14.557 

National Cancer Institute (NCI) Open Database Compounds 265.242 

2.2.3.3. Ngân hàng thuốc và thư viện hợp chất nội bộ 

Cơ sở dữ liệu Ngân hàng thuốc (DrugBank Database)173 được sử dụng với mục 

tiêu tìm kiếm cơ hội tái định vị tác dụng điều trị của các thuốc đã được chấp thuận 

theo cơ chế ức chế IL-33/ST2. Bên cạnh đó, một thư viện hợp chất nội bộ được thu 

thập tại Bộ môn Hóa Dược, Khoa Dược, Đại học Y Dược Thành phố Hồ Chí Minh 

chứa 825 hợp chất cũng được đưa vào quá trình sàng lọc ảo. 

2.2.4. Phần mềm và máy tính sử dụng cho nghiên cứu in silico 

Các phần mềm thiết kế thuốc được sử dụng trong nghiên cứu cùng thông tin về 

nhà phát triển, tình trạng bản quyền và mục đích sử dụng được trình bày tại Bảng 

PL3.1, PHỤ LỤC 3. Các phần mềm được chạy trên các máy tính cục bộ nền tảng 

Linux và Windows hoặc các máy ảo trên nền tảng Google Colab với cấu hình được 

trình bày tại Bảng PL3.2, PHỤ LỤC 3. 

2.2.5. Hóa chất và thiết bị sử dụng cho nghiên cứu in vitro 

Protein IL-33 được tổng hợp bằng phương pháp tái tổ hợp. Dòng tế bào HEK-

Blue IL-33 biểu hiện thụ thể ST2 xuyên màng được cung cấp bởi công ty InvivoGen 

(San Diego, Hoa Kỳ). Các hóa chất và thiết bị liên quan đến thử nghiệm đánh giá tác 

động ức chế tín hiệu IL-33/ST2 trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33 và thử nghiệm 

đánh gắn kết sử dụng quang phổ huỳnh quang được liệt kê chi tiết tại Bảng PL4.1 và 

Bảng PL4.2 tại PHỤ LỤC 4. 

2.3. Thời gian và địa điểm nghiên cứu 

Đề tài được thực hiện từ tháng 2 năm 2020 đến tháng 2 năm 2024. Các nghiên 

cứu in silico được thực hiện tại Phòng thí nghiệm Dược Tin học, Bộ môn Hóa Dược, 

Khoa Dược, Đại học Y Dược Thành phố Hồ Chí Minh. IL-33 được tổng hợp tại Bộ 

môn Hóa Sinh, Khoa Dược và Phòng thí nghiệm Công nghệ sinh học, Trung tâm 

Khoa học – Công nghệ Dược Sài Gòn, Đại học Y Dược Thành phố Hồ Chí Minh. 
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Thử nghiệm hoạt tính ức chế tín hiệu IL-33/ST2 trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33 

được thực hiện tại Phòng Công nghệ sinh học Y Dược, Trung tâm Công nghệ Sinh 

học Thành phố Hồ Chí Minh. Thử nghiệm đánh giá sự gắn kết của hợp chất phân tử 

nhỏ với IL-33 bằng quang phổ huỳnh quang được thực hiện tại Bộ môn Hóa phân 

tích – Kiểm nghiệm, Khoa Dược, Đại học Y Dược Thành phố Hồ Chí Minh. 

2.4. Phương pháp và công cụ đo lường, thu thập số liệu 

2.4.1. Phương pháp xây dựng cơ sở dữ liệu cho sàng lọc ảo chất ức chế PPI 

Các cơ sở dữ liệu hóa học tại Bảng 2.1 được tải về từ trang chủ của mỗi thư viện 

dưới định dạng tệp SDF. Phần mềm MOE 2022.02 được sử dụng để xử lý các tệp cơ 

sở dữ liệu, bao gồm việc làm sạch cấu trúc, thêm hydro và proton hóa ở pH sinh lý 

với công cụ Wash.174 Các hợp chất trong thư viện được gán điện tích từng phần với 

chức năng Partial Charges và tối thiểu hóa năng lượng bằng công cụ Energy Minimize 

với RMS Gradient 0,0001 kcal/mol/Å2. Tất cả các quá trình này được thực hiện dưới 

trường lực Amber10:EHT dành cho phân tử nhỏ, với điện tích từng phần được tính 

toán theo mô hình AM1-BCC.175 Sau đó, tập hợp cấu dạng 3D của các chất được tìm 

kiếm bằng công cụ Conformation Import, với các thông số được cài đặt gồm tối đa 

10.000 cấu dạng được tìm kiếm, 1000 bước tìm kiếm ngẫu nhiên và 1000 bước tối 

thiểu hóa năng lượng với mức Gradient kiểm tra là 0,0001 kcal/mol/Å2. 

Đối với các mô hình sử dụng bộ ứng dụng OpenEye, thư viện sàng lọc cũng được 

chuẩn bị theo cùng nguyên tắc nói trên. Cụ thể, các hợp chất được proton hóa ở pH 

7,4 với mô-đun FixpKa và gán điện tích từng phần theo mô hình AM1-BCC với mô-

đun MolCharge trong chương trình QUACPAC 2.2.2.0.176 Sau đó, công cụ OMEGA 

4.2.2.0 được sử dụng để tạo tập hợp cấu dạng 3D năng lượng thấp.177 

2.4.2. Phương pháp khảo sát PPI của IL-33/ST2 và xác định các vị trí gắn kết 

cho phối tử phân tử nhỏ 

2.4.2.1. Tinh chỉnh và đánh giá chất lượng cấu trúc tinh thể của IL-33 và ST2 

Cấu trúc tinh thể của phức hợp IL-33/ST2 sau khi tải về Ngân hàng Dữ liệu 

Protein (PDB: 4KC3)47 được chuẩn bị bằng công cụ QuickPrep của phần mềm MOE. 

Quá trình này bao gồm các giai đoạn chuẩn hóa các acid amin của protein, loại bỏ 

các phân tử N-acetyl-D-glucosamin (xuất hiện do quá trình hậu dịch mã), bổ sung các 

acid amin còn thiếu, thêm các nguyên tử hydro, gán điện tích từng phần, proton hóa 

ở pH sinh lý và tối thiểu hóa năng lượng. Cấu trúc của protein trước và sau xử lý được 

đánh giá bằng các điểm số chất lượng mô hình tổng thể với công cụ ModFOLD.178 
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Sau đó, cấu trúc toàn nguyên tử của protein được đánh giá chi tiết bằng công cụ 

MolProbity, phản ánh bởi các điểm số xung đột và biểu đồ Ramachandran.179-182 

2.4.2.2. Xác định các acid amin điểm nóng trong PPI của IL-33/ST2 

IL-33 và ST2 gắn kết với nhau tại hai vị trí riêng biệt, với bề mặt tương tác trên 

mỗi protein rộng gần 1800 Å2. Liu và cộng sự đã xác định 13 acid amin của IL-33 

tương tác với miền D1D2 của ST2 tại vị trí 1 và 8 acid amin của IL-33 tương tác với 

miền D3 của thụ thể tại vị trí 2 (Bảng PL5.1, PHỤ LỤC 5). Bằng phương pháp gây 

đột biến điểm các acid amin tại bề mặt tương tác và xác định độ giảm ái lực gắn kết 

với ST2, Liu và cộng sự đã xác định các acid amin “điểm nóng” của IL-33 tại mỗi vị 

trí (gồm Glu144, Glu148, Asp149 và Asp244 tại vị trí 1; Tyr163, Glu165 và Leu182 

tại vị trí 2).47 Hai vị trí gắn kết cùng các acid amin điểm nóng được khám phá là 

những cơ sở ban đầu của chiến lược thiết kế thuốc dựa trên cấu trúc mục tiêu, cụ thể 

là dựa trên PPI. Tuy nhiên, các acid amin điểm nóng trên ST2 vẫn chưa được khảo 

sát, trong khi chỉ một số lượng hạn chế điểm nóng trên IL-33 được xác định. Do hiểu 

biết về các acid amin điểm nóng là cơ sở quan trọng đối với thiết kế thuốc theo 

phương pháp “bắt chước PPI”, các phương pháp tính toán dưới đây được sử dụng 

trong nghiên cứu này để khảo sát một cách toàn diện vai trò của các acid amin tại các 

bề mặt tương tác nhằm làm cơ sở cho quá trình thiết kế chất ức chế IL-33/ST2. 

Phương pháp dựa trên cấu trúc “tĩnh” từ phức hợp tinh thể 

Cấu trúc tinh thể của phức hợp PPI IL-33/ST2 được khảo sát bằng công cụ MOE 

Protein Contacts. Các phức hợp IL-33/ST2 trong cấu trúc tinh thể nguyên bản (PDB: 

4KC3) và cấu trúc đã xử lý bằng phần mềm MOE được sử dụng để phân tích tương 

tác nhằm mục đích so sánh. Các loại tương tác được khảo sát bao gồm liên kết hydro, 

liên kết ion, tương tác kị nước với ngưỡng năng lượng cho các loại tương tác  −0,5 

kcal/mol và độ dài liên kết  5,0 Å. Công cụ PDBsum183 cũng được sử dụng song 

song để khảo sát PPI của phức hợp PDB 4KC3. 

Phương pháp dựa trên mô phỏng MD và phân tích dấu vân tay tương tác 

Cấu trúc tinh thể PDB 4KC3 là một mô hình “tĩnh” chứa cấu dạng của IL-33 và 

ST2 ở trạng thái gắn kết với nhau. Nhằm khảo sát tính linh động của PPI giữa hai 

protein và xác định các acid amin điểm nóng, phức hợp IL-33/ST2 được mô phỏng 

MD 500 ns, gồm 5 quỹ đạo độc lập 100 ns. Quá trình mô phỏng MD được thực hiện 

bằng phần mềm Amber22184 với trường lực Amber ff14SB.185 Sử dụng mô-đun 

tLEaP, protein được solvat hóa trong một hộp nước TIP3P bát diện sao cho khoảng 

cách từ biên của protein đến cạnh của hộp là 10 Å. Ion Na+ hoặc Cl- được sử dụng để 
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trung hòa hệ và giữ nồng độ muối đạt 0,15 M. Các quá trình tối thiểu hóa năng lượng, 

cân bằng và mô phỏng được thực hiện theo quy trình tại Bảng PL6.2, PHỤ LỤC 6. 

Quỹ đạo mô phỏng MD được phân tích bằng chương trình cpptraj trong gói công 

cụ AmberTools23. Tần suất hình thành các loại tương tác giữa các acid amin tại bề 

mặt PPI được thống kê bằng chương trình MDAnalysis và ProLIF.186-188 Phương pháp 

phân rã năng lượng tự do với công cụ MMGBSA.py được áp dụng cho quỹ đạo mô 

phỏng MD để xác định mức độ đóng góp của các acid amin. Các acid amin điểm 

nóng trong PPI IL-33/ST2 được xác định dựa trên tần suất tương tác và đóng góp 

năng lượng tự do của chúng. 

Phương pháp dựa trên kĩ thuật quét đột biến alanin 

Quét đột biến alanin (còn được gọi là “quét alanin”) là phương pháp tính toán 

thường được sử dụng để xác định các điểm nóng chịu trách nhiệm quan trọng cho 

hoạt tính của các đại phân tử sinh học. Phương pháp này đặc biệt hữu ích trong việc 

khảo sát các điểm nóng của PPI. Các chương trình sẽ gây đột biến điểm tại các acid 

amin trên bề mặt PPI thành alanin và tính toán độ chênh lệch năng lượng gắn kết giữa 

hai protein ở dạng tự nhiên và dạng đột biến (G) theo công thức (12): 

 ∆∆G = ∆Gdạng đột biến − ∆Gdạng tự nhiên (12) 

Các đột biến cho giá trị G > 0 gợi ý các acid amin có vai trò quan trọng trong 

PPI giữa hai protein. Tuy nhiên, mỗi chương trình sẽ có một phương pháp tính toán 

G (còn gọi là chức năng tính điểm) khác nhau. Nhằm đạt được kết quả đồng thuận 

và hữu ích cho việc thiết kế chất ức chế PPI, 4 chương trình quét đột biến alanin khác 

nhau được sử dụng trong nghiên cứu này, bao gồm DrugScorePPI (tính điểm dựa trên 

kiến thức), BUDE Alanine Scan (dựa trên thực nghiệm), MutaBind2 (dựa trên mô 

hình học máy) và PIIMS (phương pháp MM-PBSA).77,189-192 Để khảo sát sâu hơn, sau 

khi quét đột biến điểm alanin, giao diện PPI của IL-33/ST2 được quét cụm bằng máy 

chủ BUDE Alanine Scan đối với các điểm nóng có ngưỡng G > 1,2 kcal/mol và 

khoảng cách C−C trong phạm vi 13 Å.190 

2.4.2.3. Dự đoán vị trí gắn kết của phối tử phân tử nhỏ trên IL-33 và thụ thể ST2 

Mặc dù các acid amin điểm nóng trên giao diện PPI có thể được xác định bằng 

các phương pháp tính toán hay thực nghiệm, nhưng sự phù hợp để thiết kế và phát 

triển các chất ức chế phân tử nhỏ dựa trên các bề mặt này (tức vị trí orthosteric của 

PPI) vẫn gặp nhiều thách thức. Những trở ngại chính bao gồm các yếu tố về không 

gian và điện tử gây nên bởi chính các điểm nóng. Vì vậy, “khả năng làm mục tiêu 
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cho thuốc” (druggability) đối với các vị trí tại bề mặt PPI giữa IL-33/ST2 cần được 

đánh giá cẩn thận. 

Khi xem xét các thành viên khác trong họ IL-1, một số cytokin có phối tử phân 

tử nhỏ gắn kết ở các vị trí khác (allosteric) so với vị trí tương tác với thụ thể tương 

ứng (orthosteric). Đặc biệt hơn, một số chất ức chế mạnh lại gắn kết ở các vị trí vốn 

không có sẵn trong cấu trúc protein ở dạng không liên kết phối tử (apoprotein). Những 

khoang này được gọi là các “túi ẩn” (cryptic pocket).193 Trong các cytokin họ IL-1, 

IL-1β và IL-36γ là hai protein có cấu trúc tinh thể ở dạng apoprotein và holoprotein 

với phối tử gắn kết tại túi ẩn. Là một thành viên thuộc họ IL-1, với sự tương đồng về 

cấu trúc và tác động sinh lý, những túi gắn kết allosteric hoặc các túi ẩn có khả năng 

tồn tại trên IL-33. Để phát hiện hiệu quả các vị trí gắn kết tiềm năng cho phối tử phân 

tử nhỏ trên IL-33 và ST2, các phương pháp sau đây đã được sử dụng. 

Phương pháp dự đoán vị trí gắn kết dựa trên cấu trúc tinh thể của IL-33/ST2 

Dựa trên cấu trúc tinh thể ở trạng thái “tĩnh” của protein, các công cụ tính toán 

được sử dụng bao gồm các nhóm công cụ dựa trên hình học (MOE Site Finder194, 

Fpocket195,196, DoGSite197,198 và SiteMap199), dựa trên năng lượng (AutoSite200 và 

FTSite201), dựa trên pharmacophore (VolSite202) và dựa trên mô hình học máy 

(P2Rank203,204, DeepSite205 và PocketMiner206). Như một nghiên cứu hồi cứu, các 

công cụ tính toán này được thực hiện trước tiên trên cấu trúc apo và holo của IL-1 

và IL-36. Khả năng phát hiện vị trí gắn kết của các phương pháp được đánh giá qua 

sự đối chiếu với vị trí thực nghiệm của phối tử trong cấu trúc holo. Sau đó, các công 

cụ này tiếp tục được áp dụng trên cấu trúc của IL-33 và ST2 để dự đoán những vị trí 

gắn kết tiềm năng cho phối tử phân nhỏ. Cách thực hiện các phương pháp kể trên 

được mô tả chi tiết tại PHỤ LỤC 6. 

Phương pháp dự đoán vị trí gắn kết dựa trên mô phỏng MD đồng dung môi 

Các phương pháp “động” dựa trên mô phỏng MD được sử dụng nhằm mục đích 

cải thiện khả năng phát hiện các vị trí allosteric và túi ẩn. Đặc biệt, đối với các protein 

chưa có phối tử đồng kết tinh như IL-33 và ST2, mô phỏng MD đồng dung môi 

(cosolvent molecular dynamics – CMD) của nước và các đầu dò hữu cơ là cách tiếp 

cận phù hợp. Các phân tử dung môi này có thể là benzen (BNZ), pyrimidin (1P3), 

isopropanol (IPA), acetonitril (ACN), hay N-methylacetamid (NMA) để đại diện cho 

khả năng thăm dò những bề mặt có tương tác vòng thơm, kị nước hay liên kết hydro. 

Các kĩ thuật được sử dụng trong nghiên cứu này bao gồm MixMD207 và 

CrypticScout208, với quy trình thực hiện được mô tả chi tiết tại PHỤ LỤC 6. Thể tích 
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và các đặc tính của túi gắn kết được trong quá trình mô phỏng MD được khảo sát 

bằng công cụ MDpocket.209  

Dự đoán vị trí allosteric 

Sau khi xác định một cách đồng thuận các vị trí gắn kết trên protein bằng các 

công cụ tính toán, những vị trí nằm bên ngoài bề mặt PPI có thể được xem là vị trí 

allosteric. Nhằm mục đích khẳng định, các khoang này được khảo sát thêm bằng 

phương pháp Phân tích Chế độ Bình thường (Normal Mode Analysis – NoMA) với 

sự có mặt của các phối tử giả (pseudoligand). Cách tiếp cận này được đề xuất bởi 

Panjkovich và cộng sự, trong đó một phối tử giả bát diện tại vị trí allosteric có thể 

gây ra sự thay đổi hình dạng có ý nghĩa đối với cấu trúc của apoprotein trong 

NoMA.210 Trong nghiên cứu này, các phối tử giả bát diện chứa 6 nguyên tử carbon 

(độ dài của các liên kết là 1,5 Å)211 được đặt vào các khoang cần khảo sát bằng phần 

mềm PyMOL dựa trên vị trí ánh xạ của các phân tử thăm dò trong mô phỏng MD 

đồng dung môi. NoMA sử dụng mô hình mạng đàn hồi (elastic network model − 

ENM) toàn nguyên tử với trường lực aaenm2 được thực hiện với mô-đun aanma của 

thư viện Bio3D trong môi trường phần mềm R để đánh giá độ linh hoạt của protein 

trong 10, 20 và 30 chế độ không dư thừa đầu tiên. Bình phương trung bình 〈μ2〉 độ 

dịch chuyển của các nguyên tử nặng của protein được chuyển đổi thành hệ số nhiệt 

độ B lý thuyết (B-factor) theo công thức (13): 

 
B =

8π2

3
〈μ2〉 (13) 

Sau đó, kiểm định dấu−hạng Wilcoxon hai đuôi không ghép cặp được thực hiện 

để so sánh sự dao động giữa cấu trúc apo và holo của protein trên từng cặp nguyên 

tử. Giá trị p < 0,05 được xem là có ý nghĩa thống kê và vị trí khảo sát có tiềm năng là 

một vị trí allosteric. 

2.4.3. Phương pháp xây dựng mô hình in silico dựa trên cấu trúc mục tiêu 

2.4.3.1. Xây dựng mô hình pharmacophore dựa trên cấu trúc mục tiêu 

Phương pháp “bắt chước” các acid amin điểm nóng của PPI 

Voet và cộng sự đã thực hiện một đánh giá về sự khả thi của phương pháp “bắt 

chước” PPI để xây dựng mô hình pharmacophore nhằm sàng lọc các chất phân tử nhỏ 

ức chế PPI (SMPPII).212,213 Các mô hình pharmacophore dựa trên cấu trúc mục tiêu 

trong đề tài được xây dựng dựa trên ý tưởng này. Mô hình pharmacophore cho chất 

ức chế IL-33 được tạo ra bằng cách “bắt chước” các đặc tính và sự tương tác của các 

acid amin điểm nóng tại giao diện PPI đã được xác định trên ST2 và ngược lại (Hình 

2.3A). Công cụ MOE Pharmacophore Editor được sử dụng để tạo các truy vấn 
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pharmacophore. Để tăng tính chọn lọc cho mô hình khi sàng lọc ảo, các quả cầu loại 

trừ thể tích được tạo ra dựa trên bề mặt của khoang gắn kết của protein. 

 

Hình 2.3. Hai phương pháp xây dựng mô hình pharmacophore dựa trên PPI 

(A) Phương pháp “bắt chước” PPI. Để ức chế protein chứa Arg tạo cầu muối với Glu, điểm 

pharmacophore được tạo ra cần bắt chước tính chất anion của Glu (Ani). (B) Phương pháp 

dựa trên tính chất của acid amin điểm nóng. Arg có thể cho nhiều tương tác khác nhau, 

nhưng chỉ có một khả năng cho liên kết hydro (Don) xuất hiện trên bề mặt protein. Để ức 

chế protein chứa Arg này, cần tạo một điểm pharmacophore có tính chất tương ứng, tức 

khả năng nhận liên kết hydro (Acc) 

Phương pháp dựa trên hình dạng và tính chất lý hóa của khoang gắn kết 

IL-33 và ST2 tương tác trên các bề mặt tích điện có thể dẫn đến các mô hình 

pharmacophore kiểu “bắt chước” chứa nhiều điểm cation hay anion. Những mô hình 

như vậy có thể hạn chế khả năng tìm kiếm hợp chất “hit” trên các cơ sở dữ liệu phổ 

biến. Do đó, cách tiếp cận thứ hai được áp dụng trong nghiên cứu này là xây dựng 

các mô hình dựa trên khoang gắn kết của các protein. Từ một khoang gắn kết đã xác 

định, một mô hình pharmacophore có thể được tạo ra bằng cách phân lập các acid 

amin điểm nóng và các acid amin khác trong khoang gắn kết. Từ đó, công cụ MOE 

Pharmacophore Editor có thể gợi ý các điểm pharmacophore thể hiện đặc tính của 

protein. Mô hình pharmacophore được tạo ra theo nguyên tắc “bổ sung” để tìm kiếm 

các chất có khả năng “khóa” các điểm nóng của PPI (Hình 2.3B). 

Mô hình pharmacophore dựa trên phức hợp protein−phối tử 

Từ một phức hợp protein−phối tử, công cụ AutoPH4214 được sử dụng để tạo ra 

một truy vấn pharmacophore theo chế độ Holo. Với các vị trí gắn kết đã biết các hợp 

chất gắn kết thực nghiệm, mô hình được đánh giá qua các chỉ số độ đúng, độ đặc 

hiệu, điểm số GH, phân tích đường cong ROC và hệ số làm giàu. 
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2.4.3.2. Mô phỏng gắn kết phân tử 

Cấu trúc 3D của IL-33 và ST2 sau khi tinh chỉnh bằng phần mềm MOE được đưa 

vào phần mềm AutoDockTools 1.5.7 để gán điện tích Kollman và lưu ở định dạng 

PDBQT. Chức năng hộp lưới (Grid box) được sử dụng để chỉ định vị trí gắn kết. Tọa 

độ tâm của hộp mô phỏng gắn kết được đặt tại trung tâm của vị trí gắn kết trên protein. 

Khoảng cách giữa các điểm lưới của hộp được đặt ở 1 Å và kích thước thước của hộp 

được mở rộng để bao phủ các acid amin quan trọng. Quá trình sàng lọc ảo bằng mô 

phỏng gắn kết phân tử được thực hiện với phần mềm AutoDock Vina 1.1.2,215 với độ 

gắng sức của chương trình (exhaustiveness) là 16, số cấu dạng gắn kết giữ lại là 10 

và khoảng cách năng lượng là 6 kcal/mol. 

Với nghiên cứu sử dụng mô phỏng gắn kết bằng phần mềm LeadIT 2.1.8,216 quy 

trình cũng được thực hiện với cùng nguyên tắc ở trên. Khoang gắn kết được xác định 

bằng cách mở rộng bán kính từ vị trí của các acid amin quan trọng. Trong đó, thuật 

toán kết hợp Enthalpy và Entropy được sử dụng, với số lần phân mảnh cấu trúc phối 

tử tối đa là 200, số lần lặp lại tối đa là 1000 và số tư thế gắn kết tốt nhất được lưu lại 

là 10. 

Trên những vị trí đã có thông tin về phối tử gắn kết thực nghiệm, quy trình gắn 

kết phân tử được thẩm định trước khi ứng dụng trong sàng lọc ảo. Tập dữ liệu để 

đánh giá mô hình chứa các chất có và không có hoạt tính. Nếu không có sẵn các chất 

không hoạt tính từ thực nghiệm, một tập hợp các hợp chất mồi nhử được tạo ra từ các 

chất có hoạt tính bằng các công cụ DUD-E,135 DUDE-Z136 và DeepCoy217 để đại diện 

cho các chất không hoạt tính. Một mô hình gắn kết phân tử có hiệu năng sàng lọc tốt 

khi có thể phân biệt được chất có và không hoạt tính bởi ái lực gắn kết dự đoán, được 

phản ánh các giá trị ROC-AUC, TG̅̅̅̅  và EF1%. 

Sau quá trình sàng lọc bằng mô phỏng gắn kết phân tử, các hợp chất tiềm năng 

được lựa chọn trên điểm số ái lực gắn kết (ΔGdock) và cách thức tương tác với các 

acid amin quan trọng của protein mục tiêu. Bên cạnh đó, từ phức hợp gắn kết phân 

tử, chương trình HYDE được sử dụng để tính điểm lại và lựa chọn các hợp chất tiềm 

năng.218,219 Năng lượng tự do gắn kết ΔGgắn kết HYDE gồm hai năng lượng thành phần 

chính là ΔGliên kết hydro và ΔGdehydrat hóa. Từ ΔGgắn kết HYDE, chương trình có thể ước tính 

giá trị ái lực Ki HYDE với đơn vị nồng độ mol. 

2.4.3.3. Mô phỏng động lực học phân tử và tính toán năng lượng tự do gắn kết 

cho phức hợp protein−phối tử 

Phức hợp gắn kết giữa các phối tử tiềm năng và protein được mô phỏng MD với 

phần mềm Amber22.184 Protein được chuẩn bị bằng lệnh pdb4amber và phối tử 
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được chuẩn bị và tham số hóa bằng các lệnh antechamber và parmchk2. Mô-đun 

tLEaP được sử dụng để xây dựng hệ mô phỏng, với trường lực Amber ff14SB185 

được áp dụng cho protein và GAFF2220 dành cho phối tử. Phức hợp được solvat hóa 

trong một hộp nước TIP3P bát diện sao cho biên của protein đến cạnh hộp có khoảng 

cách 8 Å. Hệ được trung hòa bằng ion Na+ hoặc Cl- (nồng độ muối được giữ ở 0,15 

M) và sau đó được giảm thiểu năng lượng, gia nhiệt và cân bằng theo cùng quy trình 

của các mô phỏng trên apoprotein (Bảng PL6.2, PHỤ LỤC 6). Các mô phỏng được 

thực hiện cho mỗi phức hợp protein–phối tử với thời gian cần thiết để đạt trạng thái 

cân bằng. Khi hoàn tất, quỹ đạo mô phỏng được xử lý bằng mô-đun cpptraj186 để 

tính các giá trị RMSD, RMSF, Rg và SASA nhằm đánh giá độ ổn định của phức hợp. 

Dữ liệu của giai đoạn cân bằng được trích xuất để phân tích tương tác protein–phối 

tử bằng chương trình MDAnalysis và ProLIF.186-188 Đồng thời, các khung hình của 

dữ liệu đã trích xuất cũng được sử dụng để tính toán năng lượng tự do gắn kết bằng 

phương pháp MM-GBSA với công cụ MMPBSA.py tích hợp trong phần mềm 

AmberTools23.141,184 Với nghiên cứu sử dụng phần mềm GROMACS và Desmond, 

quy trình mô phỏng MD có nguyên tắc tương tự và năng lượng tự do gắn kết cũng 

được tính toán theo phương pháp MM-GBSA.221,222 

2.4.4. Phương pháp xây dựng mô hình in silico dựa trên phối tử 

2.4.4.1. Phương pháp xây dựng truy vấn tương đồng hình dạng ba chiều 

Phương pháp chồng phủ nhanh các cấu trúc hóa học (ROCS)223 được ứng dụng 

như một cách tiếp cận dựa trên phối tử nhằm góp phần làm giàu lượng chất ức chế 

IL-33/ST2, với quy trình thực hiện được minh họa ở Hình 2.4. 

Dữ liệu huấn luyện và đánh giá mô hình 

Đối với IL-33, hiện có 18 hợp chất được xác định khả năng gắn kết tại bề mặt 

tương tác với ST2 bằng phương pháp đo độ nhiễu loạn dịch chuyển hóa học trên phổ 

NMR. Hợp chất 7c có hoạt tính tốt nhất được sử dụng để tạo truy vấn ROCS. Các 

hợp chất còn lại được sử dụng làm tập kiểm tra, đại diện cho các chất có khả năng 

gắn kết với IL-33. Do chưa có dữ liệu được công bố về chất không có hoạt tính nên 

một tập không hoạt tính giả định chứa các hợp chất decoy tạo bằng công cụ DUD-

E,135 DUDE-Z136 và DeepCoy217 được sử dụng để đánh giá các truy vấn ROCS.  

Tìm kiếm truy vấn ROCS 

Để tìm kiếm các truy vấn ROCS, hợp chất 7c được đưa vào phần mềm vROCS 

3.6.0.0 dưới dạng SMILES hoặc cấu dạng OMEGA được tạo với các ngưỡng RMS 
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khác nhau.125,223 Trường lực để tham số hóa các tính chất hóa học (Color Force Field) 

được sử dụng là Implicit Mills-Dean.224 

 

Hình 2.4. Quy trình xây dựng truy vấn ROCS và ứng dụng trong sàng lọc ảo 

Đánh giá các truy vấn ROCS 

Các hợp chất trong tập kiểm tra được tìm kiếm tập hợp cấu dạng bằng phần mềm 

OMEGA. Mỗi hợp chất trong tập kiểm tra sau khi được chạy qua truy vấn ROCS sẽ 

được chấm các điểm số tương đồng Tanimoto về hình dạng (ShapeTanimoto), tính 

chất hóa học (ColorTanimoto), điểm số tương đồng tổng thể (TanimotoCombo), độ 

chồng phủ (Overlap) và các hệ số tương đồng khác so với truy vấn. Khả năng phân 

biệt chất có và không có hoạt tính của truy vấn ROCS được đánh giá dựa trên phân 

tích đường cong ROC và hệ số làm giàu (tại 0,5; 1 và 2%) được tính toán theo từng 

loại điểm số của các chất trong tập đánh giá. Các chỉ số đánh giá được tính toán bằng 

phần mềm vROCS và công cụ Screening Explorer.121,223 Ngoài ra, phương pháp tìm 

kiếm tương đồng dựa trên dấu vân tay 2 chiều Lingos (Lingos similarity) được áp 

dụng song song nhằm so sánh với hiệu năng sàng lọc của các truy vấn ROCS.225 Giá 

trị phiệu chỉnh được tính toán bởi phần mềm vROCS giúp so sánh thống kê hiệu năng 

giữa các mô hình. Giá trị phiệu chỉnh < 0,5 cho biết truy vấn có hiệu năng sàng lọc tốt 

hơn có ý nghĩa thống kê so với phương pháp tham chiếu và ngược lại. Bên cạnh đó, 

kiểm định dấu–hạng Wilcoxon được thực hiện để so sánh thống kê giữa các mô hình 

và chọn ra truy vấn ROCS tốt nhất được tìm kiếm từ cùng một tập huấn luyện.226 
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Sàng lọc ảo các thư viện hóa học qua truy vấn ROCS 

Truy vấn ROCS có kết quả đánh giá tốt nhất được sử dụng để sàng lọc qua các 

thư viện hóa học nhằm tìm kiếm các hợp chất mới có tiềm năng ức chế IL-33. Trước 

khi sàng lọc, các hợp chất trong các thư viện cũng được tạo cấu dạng bằng OMEGA 

với cùng quy trình đã mô tả ở trên. Tệp cấu dạng được cho chạy qua truy vấn và các 

chất được xếp hạng dựa trên hệ số tương đồng Tanimoto tổng thể. 

2.4.4.2. Phương pháp xây dựng mô hình pharmacophore dựa trên phối tử 

Tập dữ liệu xây dựng và đánh giá mô hình pharmacophore 

Tập hợp 82 hợp chất có tác động ức chế tương tác IL-33/ST2 với hoạt tính được 

xác nhận qua hai thử nghiệm độc lập (AlphaLISA và trên dòng tế bào HEK-Blue IL-

33) được sử dụng để xây dựng và đánh giá mô hình pharmacophore dựa trên phối 

tử.22-24,150,151,227 Quy trình xây dựng mô hình pharmacophore dựa trên phối tử để sàng 

lọc in silico chất ức chế IL-33/ST2 được minh họa ở Hình 2.5. 

 

Hình 2.5. Quy trình xây dựng, đánh giá và ứng dụng mô hình pharmacophore dựa trên 

phối tử ức chế hoạt tính IL-33/ST2 

Tập dữ liệu được phân chia thành tập huấn luyện và tập kiểm tra có hoạt tính. 

Trong đó, 17 hợp chất có hoạt tính ức chế IL-33/ST2 mạnh nhất (dựa trên giá trị IC50 

trong hai thử nghiệm sinh học) trong mỗi khung cấu trúc được đưa vào tập huấn 
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luyện. Tập kiểm tra không có hoạt tính bao gồm một tập không hoạt tính thực nghiệm 

được lấy mẫu đại diện từ dữ liệu PubChem BioAssay (mã số 1259354) và các tập 

chất mồi nhử được tạo bằng các công cụ DUD-E, DUDE-Z và DeepCoy.135,136,217 

Tìm kiếm cấu dạng cho các hợp chất trong các tập hợp 

Tìm kiếm cấu dạng cho các hợp chất trong tập huấn luyện là bước quan trọng 

trước khi tìm kiếm các truy vấn pharmacophore. Chức năng Conformation Search 

của phần mềm MOE được sử dụng để tìm kiếm tập hợp các cấu dạng có mức năng 

lượng thấp của các hợp chất trong tập huấn luyện và tập kiểm tra. Thuật toán tìm 

kiếm ngẫu nhiên (Stochastic) được áp dụng với các thông số được thiết đặt bao gồm 

số lượng cấu dạng tối đa tìm kiếm là 10.000, năng lượng biến dạng được giới hạn ở 

mức 7,0 kcal/mol, số bước tìm kiếm lặp lại tối đa là 10.000, số bước tối thiểu hóa 

năng lượng tối đa là 1000 cho đến đạt được giá trị RMS Gradient dưới 0,0001 

kcal/mol/Å2. Trong quá trình tìm kiếm cấu dạng, cấu hình tuyệt đối của các carbon 

bất đối xứng được chỉ định và điện tích từng phần của các cấu dạng được tính toán 

theo mô hình AM1-BCC. 

Xây dựng và đánh giá mô hình pharmacophore dựa trên phối tử 

Công cụ MOE Pharmacophore Elucidation được sử dụng để tìm kiếm các truy 

vấn pharmacophore dựa trên tập hợp cấu dạng của các hợp chất trong tập huấn luyện. 

Mô hình pharmacophore được đánh giá ban đầu dựa vào số lượng chất có hoạt tính 

có thể thỏa mãn truy vấn (Cover), điểm số chồng phủ (Overlap) và độ chính xác 

(Accuracy). Sau đó, các mô hình tiếp tục được đánh giá hiệu năng sàng lọc trên tập 

kiểm tra có và không có hoạt tính. Từ đó, các chỉ số đánh giá như độ nhạy (Se), độ 

đặc hiệu (Sp), tỉ suất hoạt tính (Ya), điểm số Güner–Henry (GH), hệ số làm giàu (EF) 

và diện tích dưới đường cong ROC được tính toán để đánh giá mô hình.228 

2.4.4.3. Phương pháp xây dựng mô hình mối liên quan định lượng giữa cấu trúc 

và tác động (QSAR) 

Nghiên cứu QSAR được thực hiện trong đề tài này nhằm xác định các đặc điểm 

cấu trúc đóng góp vào tác dụng của các chất ức chế ST2 đã được báo cáo. Mô hình 

được xây dựng và đánh giá tuân thủ các nguyên tắc của OECD.128 Mô hình QSAR 

dựa trên thông số mô tả phân tử 2 chiều (2D-QSAR) được thực hiện theo quy trình 

được tóm tắt ở Hình 2.6. 

“Điểm cuối” của mô hình QSAR là giá trị IC50 thể hiện hoạt tính ức chế tín hiệu 

IL-33/ST2 trên dòng tế bào HB. Dữ liệu để xây dựng và đánh giá mô hình được trình 

bày tại Bảng PL2.2, PHỤ LỤC 2. Giá trị IC50(HB) được chuyển thành pIC50(HB) = 
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−log(IC50(HB)). Các hợp chất trong tập dữ liệu được tính toán thông số mô tả phân tử 

2D bằng phần mềm MOE 2022.02174, công cụ PaDEL 2.21229 và OCHEM230 (bộ 

thông số Dragon 7, alvaDesc 2.0 và Mordred). Sau đó, các bộ thông số mô tả được 

gộp thành một tệp dữ liệu duy nhất và loại trùng lặp. 

 

Hình 2.6. Quy trình xây dựng mô hình QSAR dự đoán chất ức chế IL-33/ST2 

Dữ liệu xây dựng mô hình 2D-QSAR được tiền xử lý bằng cách loại bỏ các thông 

số mô tả có phương sai  0,1 và tương quan chéo ≥ 80% bằng thuật toán V-WSP.231 

Các dữ liệu ngoại lai hoặc gây nhiễu được xác định và loại bỏ bằng công cụ Small 

Dataset Curator.232 Sau đó, tập dữ liệu được phân chia thành tập huấn luyện và tập 

kiểm tra bằng phương pháp Kennard-Stone233 hoặc theo thời gian. Quá trình xây dựng 

mô hình chỉ được thực hiện trên tập huấn luyện. Bộ thông số mô tả để xây dựng mô 

hình được lựa chọn bằng thuật toán di truyền hoặc phương pháp Stepwise. Mô hình 

được xây dựng bằng thuật toán bình phương tối thiểu từng phần (Partial Least Squares 

– PLS), đánh giá nội bằng phương pháp đánh giá chéo bỏ-ra-một (leave-one-out – 

LOO) và đánh giá ngoại trên tập kiểm tra (với các chỉ số tại Bảng 1.3). Phương pháp 

Y−ngẫu nhiên 100 lần được áp dụng để chứng minh mô hình được thiết lập không 

phải do ngẫu nhiên. Miền ứng dụng của mô hình được xác định bằng thuật toán 

DModX. Công cụ Intelligent Consensus Predictor được sử dụng để dự đoán đồng 
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thuận từ các mô hình PLS-QSAR. Nhằm mục đích so sánh, các thuật toán học máy 

cũng được sử dụng để xây dựng mô hình, bao gồm máy vector hỗ trợ (Support Vector 

Machine – SVM), Rừng ngẫu nhiên (Random Forest – RF), XGBoost và LightGBM. 

2.4.5. Dự đoán tính chất dược động học và độc tính 

Máy chủ ADMETlab 2.0 để sử dụng lập hồ sơ ADMET cho các hợp chất “hit” 

trên IL-33/ST2 thu được từ quá trình sàng lọc in silico. Chuỗi SMILES của hợp chất 

được đưa lên máy chủ AMDETlab. Từ đó, các nhóm đặc tính được dự đoán bao gồm 

tính chất lý hóa, sự phù hợp với các bộ lọc hóa dược, khả năng hấp thu – phân bố – 

chuyển hóa – thải trừ và độc tính.234,235 

2.4.6. Thử nghiệm in vitro đánh giá hoạt tính ức chế tương tác IL-33/ST2 

2.4.6.1. Tái tổ hợp IL-33 người 

IL-33 được tổng hợp bằng phương pháp tái tổ hợp vector biểu hiện pET-SUMO-

IL-33 trên chủng vi khuẩn Escherichia coli BL 21 tại Bộ môn Hóa Sinh, Khoa Dược, 

Đại học Y Dược Thành phố Hồ Chí Minh.236 Sau 40 giờ nuôi cấy chủng vi khuẩn 

trong điều kiện môi trường ZYP-5052 ở nhiệt độ 25 °C, SUMO-IL-33 được thu lấy 

và tinh chế qua cột Ni-Sepharose. Đoạn dung hợp được loại bỏ bằng enzym SUMO 

protease. Sau đó, sản phẩm tiếp tục được tinh chế qua cột Ni-Sepharose và IL-33 ở 

dạng nguyên thể được thu lấy ở phân đoạn đầu tiên. Trước khi sử dụng cho thử 

nghiệm, protein được định lượng bằng phương pháp Bradford so với albumin để xác 

định nồng độ. Protein được xác nhận hoạt tính bằng bộ kit ELISA chứa kháng thể 

phát hiện IL-33. Đồng thời, IL-33 cũng được khảo sát sự đáp ứng phụ thuộc liều 

lượng trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33. 

2.4.6.2. Thử nghiệm đánh giá hoạt tính ức chế tín hiệu IL-33/ST2 trên dòng tế 

bào HEK-Blue IL-33 

Dòng tế bào HEK-Blue IL-33 

Để khảo sát tác động ức chế tín hiệu IL-33/ST2 của các hợp chất được sàng lọc 

in silico, nghiên cứu này sử dụng thử nghiệm trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33 (HB). 

HEK-Blue là dòng tế bào thận phôi thai người (human embryonic kidney – HEK) 

được chuyển một gen tổng hợp enzym phosphatase kiềm tiết ra bởi phôi (secreted 

embryonic alkaline phosphatase – SEAP). Gen này có vai trò như một “gen báo cáo”. 

Dưới tác động của IL-33, NF-B và AP-1 được hoạt hóa, dẫn đến sự biểu hiện của 

SEAP và dễ dàng đo được bằng thuốc thử phát hiện phosphatase kiềm.237 

Dòng tế bào HB được cung cấp bởi hãng InvivoGen (mã số: hkb-hil33), đã được 

chuyển gen IL1RL1 để biểu hiện thụ thể ST2 xuyên màng. Do sự đáp ứng với TNF-
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, IL-1 và nhiều cytokin khác đã bị bất hoạt, tế bào này đáp ứng đặc hiệu với IL-33 

người với giới hạn phát hiện trong khoảng từ 0,5−100 ng/mL.22 

Quy trình nuôi cấy ban đầu 

Ống chứa 3−7  106 tế bào được rã đông nhanh và đảm bảo vô trùng bằng cách 

lắc nhẹ trong nồi cách thủy ở 37 °C. Tất cả các giai đoạn tiếp theo được thực hiện 

trong điều kiện vô trùng nghiêm ngặt. Môi trường tăng trưởng Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM) high glucose được sử dụng, với sự bổ sung huyết thanh thai 

bò (FBS) 10% bất hoạt bằng nhiệt (30 phút ở 56 oC), penicillin 100 U/mL, 

streptomycin 100 g/mL và normocin 100 g/mL. Tế bào được chuyển vào lọ chứa 

15 mL môi trường tăng trưởng đã được làm ấm và ly tâm lọ với lực 300 xg trong 5 

phút. Phần nổi phía trên có chứa chất bảo vệ đông lạnh được loại bỏ và huyền phù tế 

bào được tái tạo với 1 mL môi trường tăng trưởng không chứa kháng sinh chọn lọc. 

Các thành phần trong lọ được chuyển sang chai nuôi cấy 25 cm2 có chứa 5 mL môi 

trường tăng trưởng không có kháng sinh chọn lọc và nuôi cấy ở 37 °C trong môi 

trường CO2 5%. 

Bảo quản tế bào 

Huyền phù tế bào được tái tạo trong môi trường đông lạnh (DMEM với FBS 20% 

và dimethyl sulfoxid (DMSO) 10%) mới chuẩn bị và môi trường tăng trưởng lạnh để 

đạt được mật độ 5−7  106 tế bào/mL. Mỗi một mL tế bào được cho vào lọ đông lạnh 

rồi đặt vào hộp đông lạnh và bảo quản qua đêm ở −80 oC. Sau đó, các lọ được chuyển 

sang nitơ lỏng để bảo quản lâu dài. 

Quy trình thực hiện thử nghiệm đánh giá hoạt tính ức chế IL-33/ST2 của hợp chất 

phân tử nhỏ trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33 

Thử nghiệm hoạt tính ức chế IL-33/ST2 của các hợp chất phân tử nhỏ trên dòng 

tế bào HB được thực hiện theo quy trình của InvivoGen và nghiên cứu của Ramadan 

và cộng sự (Hình 2.7A).22 IL-33 người tái tổ hợp được pha loãng đến nồng độ khảo 

sát bằng môi trường thử nghiệm (DMEM high glucose, FBS 10%, penicillin 100 

U/mL và streptomycin 100 μg/mL). Hợp chất thử nghiệm và đối chứng dương được 

pha thành dung dịch gốc nồng độ 50 mM trong DMSO, sau đó được pha loãng nối 

tiếp đến nồng độ khảo sát bằng môi trường thử nghiệm. Nồng độ DMSO cuối cùng 

trong các giếng không quá 0,2%. Cho đến nay, hợp chất 32 (Hình 1.11) được báo 

cáo là phân tử nhỏ ức chế tín hiệu IL-33/ST2 tốt nhất trên mô hình tế bào HB nhưng 

không sẵn có trên thị trường. Do đó, trong nghiên cứu này, iST2-1 (Hình 1.11) được 

sử dụng làm hợp chất đối chứng dương. 
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Hình 2.7. Quy trình thực hiện thử nghiệm đánh giá hoạt tính ức chế IL-33/ST2 trên dòng 

tế bào HEK-Blue IL-33 

(A) Quy trình nuôi cấy tế bào và thực hiện thử nghiệm đánh giá tác động ức chế tín hiệu 

IL-33/ST2. (B) Một ví dụ về sự thay đổi tín hiệu SEAP tiết ra bởi tế bào theo nồng độ tăng 

dần của hợp chất thử nghiệm. 

Tế bào được nuôi cấy trong môi trường tăng trưởng và mật độ tế bào trong huyền 

phù được đảm bảo ở mức 265.000 tế bào/mL. Dịch nổi tế bào được phân phối trong 

đĩa 96 giếng (190 μL/giếng, tương đương ~50.000 tế bào trong mỗi giếng). Sau đó, 

10 μL dung dịch IL-33 người nồng độ 100 ng/mL và 50 μL dung dịch hợp chất thử 

nghiệm được thêm vào mỗi giếng. Thử nghiệm được thực hiện song song với chứng 

dương là hợp chất iST2-1 nồng độ 100 μM và chứng âm là DMSO 0,2% (v/v). Các 

nồng độ được mô tả là nồng độ cuối trong giếng. Mỗi giếng có thể tích cuối cùng là 

250 μL và được ủ trong tủ ấm CO2 ở 37 °C trong 20 giờ. Sau khi ly tâm, 40 μL dịch 

nổi tế bào trong các giếng được trộn kĩ với 160 μL hỗn hợp QUANTI-Blue 

(InvivoGen) trong các giếng mới và ủ 2 giờ ở nhiệt độ 37 °C trước khi đo hoạt tính 

SEAP bằng máy quang phổ ở bước sóng 620 nm. 

Sự thay đổi màu sắc của thuốc thử QUANTI-Blue phản ánh tín hiệu IL-33/ST2 

trên tế bào (Hình 2.7B). Ở các giếng chỉ được cho protein, tế bào được kích thích tối 

đa bởi IL-33 và cho tín hiệu SEAP mạnh nhất. SEAP làm biến đổi thuốc thử 
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QUANTI-Blue từ màu hồng thành xanh dương. Ngược lại, giếng trắng không có IL-

33 nên chỉ có màu hồng của thuốc thử. Ở các giếng được cho hợp chất khảo sát, nếu 

có tác động ức chế tín hiệu IL-33/ST2, mức SEAP sẽ giảm và thể hiện qua màu tím 

hoặc hồng. 

Hoạt tính ức chế (%) được tính bởi công thức (14). Thí nghiệm được lặp lại 3 lần 

và kết quả được trình bày dưới dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn. 

 
%I =  (1 −

ODmẫu thử − ODmẫu trắng (thử)

ODđối chứng − ODmẫu trắng

) × 100% (14) 

Trong đó: 

- ODđối chứng: mật độ quang của giếng chỉ được cho IL-33 

- ODmẫu trắng: mật độ quang của mẫu chỉ được cho môi trường 

- ODmẫu thử: mật độ quang của mẫu được cho IL-33 và hợp chất thử nghiệm 

- ODmẫu trắng (thử): mật độ quang của mẫu chỉ được cho môi trường và hợp 

chất thử nghiệm. 

Đánh giá tỉ lệ sống của tế bào HB bằng thử nghiệm MTT 

Tế bào HB được nuôi cấy trong môi trường DMEM high glucose, bổ sung FBS 

10%, penicillin 100 U/mL và streptomycin 100 μg/mL. Sau đó, tế bào được phân 

phối trên đĩa 96 giếng trong 100 μL môi trường với mật độ ~50.000 tế bào/giếng. Tế 

bào được ủ trong CO2 5% ở nhiệt độ 37 oC trong 24 giờ. Từ dung dịch mẹ có nồng 

độ 50 mM, các hợp chất thử nghiệm được pha loãng nối tiếp trong môi trường đến 

nồng độ 100 μM. Sau đó, môi trường cũ được hút bỏ và 100 μL dung dịch hợp chất 

thử nghiệm ở nồng độ 100 μM được cho vào mỗi giếng. Các mẫu đối chứng được 

thực hiện song song, gồm mẫu được xử lý chỉ với môi trường (mẫu trắng), DMSO 

0,2% (chứng dung môi) và H2O2 5 mM (chứng gây chết tế bào). 

Sau khi tế bào tiếp tục được ủ trong CO2 5% ở 37 oC trong 20 giờ, 10 μL thuốc 

thử MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) nồng độ 5 

mg/mL được cho vào mỗi giếng. Đĩa được bọc giấy bạc để tránh ánh sáng và tiếp tục 

ủ trong 3 giờ. Sau đó, dịch môi trường được hút bỏ và 100 μL DMSO 100% được 

cho vào mỗi giếng. Đĩa tiếp tục được bọc giấy bạc và lắc trên máy lắc ngang đến khi 

tan hết cặn tinh thể trong giếng. Cuối cùng, mật độ quang được đo ở bước sóng 540 

nm và tỉ lệ sống của tế bào HB được tính bằng công thức (15). Thí nghiệm được lặp 

lại 3 lần và kết quả được trình bày dưới dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn. 

Tỉ lệ tế bào sống (%) =  (
ODmẫu thử

ODmẫu trắng

) × 100% (15) 
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Trong đó: 

- ODmẫu thử: mật độ quang của giếng được xử lý bằng hợp chất thử nghiệm 

- ODmẫu trắng: mật độ quang của giếng chỉ được cho môi trường 

2.4.6.3. Thử nghiệm đánh giá sự gắn kết của phối tử phân tử nhỏ trên IL-33 bằng 

quang phổ huỳnh quang 

IL-33 có khả năng phát huỳnh quang do chứa các acid amin thơm như Trp, Tyr 

và Phe. Quang phổ huỳnh quang có thể được ứng dụng để xác định hằng số gắn kết 

giữa hợp chất phân tử nhỏ và protein thông qua khả năng làm tắt quang của phối tử. 

Tắt quang được định nghĩa là bất kì quá trình nào làm giảm cường độ huỳnh quang 

của protein. Chất làm tắt huỳnh quang được gọi chất tắt quang (quencher – Q). Mối 

liên hệ giữa cường độ huỳnh quang trước và sau khi có sự xuất hiện của chất tắt quang 

được mô tả bằng phương trình Stern-Volmer (16). Trong đó, giá trị F0/F là một hàm 

số phụ thuộc vào giá trị nồng độ chất tắt quang [Q].238 

 F0

F
= 1 + KSV. [Q] = 1 + kq. τ0. [Q] (16) 

với: 

- F0 và F lần lượt là cường độ huỳnh quang của protein khi chưa có và có 

chất tắt quang với các nồng độ khác nhau 

- KSV là hằng số Stern-Volmer của phản ứng (M−1) 

- kq là hằng số tốc độ dập tắt lưỡng phân tử (M−1s–1) 

- τ0 là thời gian sống huỳnh quang của protein (s) 

- [Q] là nồng độ chất tắt quang (M). 

Dung dịch IL-33 nồng độ 1 μM trong đệm PBS được quét phổ 3 chiều để ghi 

nhận kết quả 3 chiều của cường độ phát huỳnh quang được biểu diễn theo cặp bước 

sóng kích thích λex (250–300 nm) và bước sóng phát xạ λem (từ 300–500 nm). Quá 

trình được thực hiện với chức năng 3D-Scan của máy quang phổ huỳnh quang Hitachi 

F7000, trong đó giá trị khe sóng kích thích và phát xạ được cài đặt ở 5 nm. Từ đó, 

bước sóng kích thích λex với cường độ huỳnh quang tối ưu sẽ được sử dụng để khảo 

sát tính chất phát huỳnh quang của IL-33. 

Phương pháp quét phổ phát xạ λem (300–500 nm) được sử dụng trong quá trình 

đo cường độ huỳnh quang của dung dịch IL-33 1 μM với sự có mặt của hợp chất thử 

nghiệm có nồng độ tăng dần. Đồng thời, hợp chất thử nghiệm được quét phổ UV-Vis 

để đánh giá khả năng gây ra hiệu ứng lọc nội tại có thể ảnh hưởng đến kết quả của 

thử nghiệm. Phương trình Stern-Volmer (16) được sử dụng để xác định cơ chế tắt 

quang của phối tử đối với protein. Biểu đồ Stern-Volmer được vẽ với trục tung là giá 
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trị F0/F và trục hoành là nồng độ chất tắt quang [Q]. Khi đó, phương trình hồi quy 

nhận giá trị KSV làm hệ số góc. Từ giá trị KSV và giá trị τ0, hằng số dập tắt lưỡng phân 

tử của phản ứng kq (M−1s−1) có thể được xác định bởi công thức (17): 

 
kq =

KSV

τ0

 (17) 

Đối với các protein chưa được xác định giá trị τ0 thực nghiệm như IL-33, τ0 có 

thể được xác định sơ bộ dựa trên các tài liệu tham khảo từ y văn và dao động quanh 

0,1–10 ns.239 Trong nghiên cứu này, giá trị τ0 giả định được sử dụng là 10 ns, một 

giá trị được ứng dụng thường quy trong các nghiên cứu mà τ0 của protein vẫn chưa 

được xác định.240,241 

Nếu giá trị kq thu được nhỏ hơn 2 × 1010 M−1s−1 thì phản ứng có cơ chế tắt quang 

động, quá trình tắt quang xảy ra do sự va chạm hỗn hoạn và hấp thu bức xạ huỳnh 

quang của chất tắt quang. Ngược lại, nếu kq thu được lớn hơn rất nhiều so với giá trị 

2 × 1010 M−1s−1 thì phản ứng có cơ chế tắt quang tĩnh.148 Từ đó, phương trình Stern-

Volmer biến đổi (18) được sử dụng để xác định hằng số kết hợp (Ka) và tỉ lệ gắn kết 

giữa phối tử và protein.149  

 
log (

F0 − F

F0

) = log Ka + n. log[Q] (18) 

với: 

- F0 và F lần lượt là cường độ huỳnh quang của protein khi chưa có và có 

chất tắt quang với các nồng độ khác nhau 

- Ka là hằng số gắn kết của phản ứng protein và phối tử (M−1) 

- n là tỉ lệ phản ứng giữa phối tử và protein. 

2.5. Quy trình nghiên cứu 

Dựa trên thiết kế và phương pháp nghiên cứu, quy trình thực hiện đề tài sàng lọc 

in silico và in vitro chất ức chế IL-33/ST2 được thực hiện như sơ đồ ở Hình 2.8. Cụ 

thể, cấu trúc tinh thể của IL-33 và ST2 ở người (PDB: 4KC3) được sử dụng như điểm 

bắt đầu cho hướng thiết kế thuốc dựa trên cấu trúc mục tiêu. Sau khi được tinh chỉnh 

để cải thiện chất lượng cấu trúc, phức hợp IL-33/ST2 được sử dụng để khảo sát các 

acid amin điểm nóng trong PPI và các vị trí gắn kết phù hợp cho phối tử phân tử nhỏ. 

Các dữ kiện này được sử dụng để xây dựng mô hình pharmacophore dựa trên cấu trúc 

mục tiêu và mô hình mô phỏng gắn kết phân tử. Đối với hướng thiết kế thuốc dựa 

trên phối tử, các mô hình in silico được xây dựng bao gồm truy vấn ROCS, mô hình 

pharmacophore dựa trên phối tử và mô hình QSAR. 
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Sau khi được thiết lập, các mô hình pharmacophore dựa trên cấu trúc mục tiêu, 

mô hình mô phỏng gắn kết phân tử và truy vấn ROCS được sử dụng để sàng lọc ảo 

qua các cơ sở dữ liệu hóa học lớn. Các chất dẫn đầu được lập hồ sơ tính chất ADMET 

và đưa vào mô phỏng MD để đánh giá sự ổn định của phức hợp protein−phối tử và 

tính toán năng lượng tự do gắn kết. Đồng thời, các mô hình pharmacophore dựa trên 

phối tử và QSAR được sử dụng để giải thích mối liên quan cấu trúc – tác động của 

các hợp chất có hoạt tính đã biết, từ đó hỗ trợ cho việc lựa chọn các hợp chất tiềm 

năng để đưa vào thử nghiệm in vitro. Hai thử nghiệm in vitro được thực hiện, bao 

gồm thử nghiệm đánh giá khả năng gắn kết của các hợp chất trên protein và thử 

nghiệm đánh giá hoạt tính ức chế tín hiệu IL-33/ST2 trên tế bào HEK-Blue IL-33. 

 

Hình 2.8. Quy trình nghiên cứu tìm kiếm chất ức chế tương tác IL-33/ST2 
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2.6. Phương pháp phân tích dữ liệu 

Để phân tích sự phân bố về các tính chất lý hóa của các hợp chất trong cơ sở dữ 

liệu cho sàng lọc ảo, các biểu đồ phân bố và mật độ được vẽ bằng thư viện Matplotlib 

trong môi trường ngôn ngữ lập trình Python 3. Để phân tích dữ liệu thu được từ quá 

trình mô phỏng MD, các biểu đồ RMSD, RMSF, Rg, SASA và năng lượng tự do 

được biểu diễn với thư viện Matplotlib và Seaborn. Quá trình thống kê và xếp hạng 

đồng thuận các acid amin điểm nóng trong quét đột biến alanin được thực hiện với 

phần mềm Excel trong gói Microsoft Office 365. 

Để đánh giá hiệu năng sàng lọc của các mô hình pharmacophore, giá trị RMSD 

so với mô hình của các chất có và không có hoạt tính được sắp xếp trong chương 

trình Microsoft Excel. Sau đó, phân tích đường cong ROC được thực hiện bằng công 

cụ Screening Explorer121 kết hợp với mô-đun sklearn.metrics trong môi trường 

Python 3. Hiệu năng sàng lọc của truy vấn ROCS và mô hình gắn kết phân tử cũng 

được đánh giá theo phương pháp tương tự. Để chọn lựa mô hình tối ưu trong nhiều 

mô hình được xây dựng từ cùng một dữ liệu, kiểm định dấu-hạng Wilcoxon được 

thực hiện với mô-đun scipy.stats trong môi trường Python 3. Để so sánh điểm 

số gắn kết của các chất từ cơ sở dữ liệu khác nhau, kiểm định Shapiro-Wilk và biểu 

đồ Q-Q được sử dụng để kiểm tra phân phối chuẩn. Sau đó, kiểm định t-test hoặc 

Mann-Whitney U được áp dụng để so sánh thống kê tùy theo phân phối của dữ liệu.242 

Đối với các mô hình QSAR được xây dựng bằng phương pháp PLS với bộ công 

cụ của DTC Lab, các chỉ số đánh giá gồm R2, RMSE, MAE, Q2, CCC, r2
m được phân 

tích và báo cáo trực tiếp từ phần mềm PLS SingleY 1.0. Với các mô hình QSAR được 

xây dựng dựa trên mô hình học máy, các chỉ số tương tự được phân tích với mô-đun 

sklearn.metrics trong môi trường Python 3. 

Đối với thử nghiệm in vitro, kết quả thô từ máy đo quang phổ được nhập vào 

phần mềm Microsoft Excel để xử lý số liệu và đưa vào phần mềm GraphPad Prism 

8.4.3 để phân tích và vẽ các biểu đồ. Hoạt tính của các hợp chất thử nghiệm được so 

sánh với hợp chất đối chứng dương bằng kiểm định ANOVA một chiều kết hợp với 

so sánh hậu nghiệm. Giá trị IC50 được xác định dựa trên phương trình phi tuyến tính 

logarit nồng độ − hoạt tính ức chế và được biểu diễn dưới dạng giá trị trung bình ± 

sai số chuẩn. 

2.7. Đạo đức trong nghiên cứu 

Nghiên cứu này không có đối tượng nghiên cứu là con người và không sử dụng 

các mô hình thử nghiệm trên động vật. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ 

3.1. Cơ sở dữ liệu cấu trúc hóa học định hướng cho nghiên cứu sàng lọc 

in silico chất ức chế PPI 

Khám phá thuốc phân tử nhỏ ức chế PPI hiện vẫn còn là một trong các thách thức 

trong lĩnh vực Hóa Dược. Để góp phần thúc đẩy những tiến bộ trong lĩnh vực này, 

một cơ sở dữ liệu cấu trúc hóa học đã được chuẩn bị cẩn thận để sẵn sàng cho việc sử 

dụng trong các dự án sàng lọc phân tử nhỏ ức chế PPI. Sau khi thu thập, xử lý và tạo 

tập hợp cấu dạng cho từng hợp chất trong mỗi thư viện hóa học, các tệp cơ sở dữ liệu 

được lưu trữ dưới các định dạng phù hợp để có thể truy cập bằng các phần mềm thiết 

kế thuốc phổ biến. Các tệp này có thể được tải về từ các đường dẫn tại địa chỉ 

https://github.com/MedChemUMP/Ready-Database-for-PPI-VS (Hình PL7.1, PHỤ 

LỤC 7). Bộ cơ sở dữ liệu chứa tổng cộng 2.615.938 hợp chất với hơn 224 triệu cấu 

dạng 3D (Bảng PL7.1, PHỤ LỤC 7). Trong đó, mỗi thư viện con đều được cung 

cấp: (i) tệp SDF và MDB chứa các cấu trúc đã được tối thiểu hóa năng lượng, (ii) tệp 

nén ZIP chứa các các cấu trúc ở định dạng PDBQT sẵn sàng cho tác vụ gắn kết phân 

tử bằng phần mềm thông dụng như AutoDock, (iii) một tệp OEB.GZ chứa tập hợp 

cấu dạng 3D sẵn sàng cho quá trình sàng lọc ảo bằng mô hình pharmacophore với 

phần mềm MOE hoặc bằng truy vấn tương đồng hình dạng phân tử 3 chiều với phần 

mềm ROCS. Sự phân bố về các thông số lý hóa cơ bản (khối lượng phân tử, số nhóm 

cho và nhận liên kết hydro, số nhóm liên kết quay, LogP, diện tích bề mặt phân cực 

topo) của mỗi thư viện được thống kê và lưu trữ trong thư mục tương ứng. 

3.2. Khảo sát tương tác protein-protein của IL-33/ST2 và xác định các vị 

trí gắn kết cho phối tử phân tử nhỏ trên mỗi protein bằng các công 

cụ máy tính 

3.2.1. Cấu trúc tinh thể được tinh chỉnh của IL-33 và thụ thể ST2 

Tệp PDB 4KC3 chứa cấu trúc của IL-33 và miền ngoại bào của ST2 ở trạng thái 

gắn kết với nhau. Trong đó, 3 phân tử N-acetyl-D-glucosamin liên kết với Asn95, 

Asn140 và Asn191 của ST2 do quá trình hậu dịch mã. IL-33 chứa các 

selenomethionin tại vị trí acid amin thứ 181, 183 và 223. Cả hai protein đều có một 

số vùng cấu trúc chưa được giải bởi tín hiệu điện tử yếu trong quá trình nhiễu xạ tinh 

thể tia X. Vì vậy, cấu trúc tinh thể của mỗi protein được tách riêng từ phức hợp nói 

trên và xử lý bằng phần mềm MOE để thu được IL-33112-270 (dạng IL-33 có hoạt tính 

cytokin) và ST219-323 (miền ngoại bào của ST2) có cấu trúc hoàn chỉnh. Hình PL8.1 

tại PHỤ LỤC 8 minh họa cho cấu trúc của các protein trước và sau khi xử lý. Trong 

https://github.com/MedChemUMP/Ready-Database-for-PPI-VS
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đó, mạch chính của cấu trúc thực nghiệm được giữ nguyên, chỉ có các vòng (loop) 

còn thiếu được bổ sung và chuỗi bên của các acid amin được tối ưu hóa. 

Cấu trúc của IL-33 và ST2 sau khi xử lý đều có điểm số chất lượng mô hình tổng 

thể dự đoán bởi ModFOLD (lần lượt là 0,8224 và 0,7116) tốt hơn so với cấu trúc ban 

đầu (0,7600 và 0,6765). Độ tin cậy của mô hình cấu trúc tính trên từng acid amin 

được thể hiện tại Hình PL8.2, PHỤ LỤC 8. Cấu trúc toàn nguyên tử của các protein 

trong phức hợp PDB ban đầu và sau khi xử lý được đánh giá bằng công cụ MolProbity 

(Bảng PL8.1, PHỤ LỤC 8) và biểu đồ Ramachandran (Hình PL8.3, PHỤ LỤC 8). 

Kết quả cho thấy cấu trúc 3D của mỗi protein sau khi được tinh chỉnh đều giảm thiểu 

được các hệ số xung đột, số nhóm quay kém chất lượng và tăng số acid amin trong 

vùng thuận lợi của biểu đồ Ramachandran. Do đó, các cấu trúc protein thu được sau 

quá trình tinh chỉnh được sử dụng làm điểm bắt đầu cho các nghiên cứu thiết kế thuốc 

dựa trên cấu trúc mục tiêu cho IL-33 và ST2. 

3.2.2. Khảo sát PPI của IL-33/ST2 

3.2.2.1. PPI của IL-33/ST2 trong cấu trúc tinh thể 

Phức hợp tinh thể của IL-33/ST2 (ở dạng nguyên bản trong tệp PDB 4KC3 và 

sau khi xử lý) được sử dụng để khảo sát PPI bằng công cụ MOE Protein Contacts. 

Kết quả tại Bảng 3.1 cho thấy tất cả các acid amin điểm nóng của IL-33 và ST2 tại 

vị trí 1 được báo cáo bởi Liu và cộng sự đã được phát hiện. Trong đó, 3 tương tác 

quan trọng là cầu muối giữa Glu144 và Arg38, Glu148 và Lys22, Asp244 và Arg35 

với năng lượng liên kết lần lượt là −4,29; −16,19 và −10,32 kcal/mol. Mặc dù được 

chứng minh là các acid amin quan trọng, tương tác giữa Asp149 và Arg198 không có 

năng lượng liên kết nổi bật như 3 acid amin còn lại. Tại vị trí 2 của PPI giữa IL-33 

và ST2, chỉ có cầu muối giữa acid điểm nóng Glu165 và Arg313 được công cụ MOE 

Protein Contacts báo cáo, với năng lượng liên kết là −15,47 kcal/mol. Các điểm nóng 

thực nghiệm có thể hình thành tương tác kị nước như Tyr163, Leu182 trên IL-33 và 

Leu246, Leu306, Leu308, Leu311 trên ST2 đã không được phát hiện. 

Ngoài những tương tác kể trên, ba tương tác quan trọng được phát hiện thêm là 

liên kết ion giữa Lys152 của IL-33 và Asp115 của ST2, giữa Glu139 của IL-33 và 

Arg38 của ST2 tại vị trí 1; và giữa Glu121 của IL-33 và Lys257 của ST2 tại vị trí 2 

(với năng lượng liên kết lần lượt là −24,43; −5,61 và −5,91 kcal/mol). Các tương tác 

này chưa được nhấn mạnh trong các báo cáo trước đây. Sử dụng công cụ phân tích 

PDBsum, các cầu muối kể trên cũng được phát hiện (Hình PL9.1, PHỤ LỤC 9) 
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Bảng 3.1. Phân tích tương tác protein-protein giữa IL-33 và ST2 trong cấu trúc tinh thể 

Phức hợp tinh thể IL-33/ST2 (PDB 4KC3)  Phức hợp IL-33/ST2 sau tinh chỉnh bằng MOE 

Tương 

tác 
IL-33 ST2 

E 

(kcal/mol) 

D 

(Å) 
 Tương 

tác 
IL-33 ST2 

E 

(kcal/mol) 

D 

(Å) 

H Pro118 Lys257 −0,50 3,31  H Ile119 Lys257 −4,50 2,94 

IH Glu121 Lys257 −6,72 3,52  IH Glu121 Lys257 −5,91 3,82 

H Asp131 Arg198 −1,90 3,38       

H Asp131 Tyr119 −1,40 2,73  H Asp131 Tyr119 −1,80 2,51 

I Glu139 Arg38 −5,08 3,65  I Glu139 Arg38 −5,61 3,85 
      H Tyr143 Arg38 −1,10 3,66 

IH Glu144 Arg38 −7,60 3,57  IH Glu144 Arg38 −4,29 3,83 

H Glu144 Gln39 −2,00 3,18  H Glu144 Gln39 −4,00 3,27 

IH Glu148 Lys22 −7,21 3,13  IH Glu148 Lys22 −16,19 3,12 

H Asp149 Thr135 −2,60 2,95  H Asp149 Thr135 −1,80 2,98 

I Asp149 Arg198 −1,66 3,90  IH Asp149 Arg198 −3,18 3,75 

A Leu150 Tyr119 −1,00 3,99  H Leu150 Met118 −0,60 3,56 

IH Lys152 Asp115 −13,19 3,20  IH Lys152 Asp115 −24,43 3,17 

H Lys152 Ser199 −1,30 3,42  H Lys152 Ser199 −1,00 3,98 

IH Glu165 Arg313 −23,75 3,21  I Glu165 Arg313 −15,47 3,35 

H Lys180 Leu311 −6,10 3,20  H Lys180 Leu311 −4,80 3,28 

A Asn222 His309 −1,10 3,49  A Asn222 His309 −0,90 3,76 

I Asp244 Arg35 −9,03 3,25  IH Asp244 Arg35 −10,32 3,35 

H Asn245 Asp137 −2,20 2,89  H Asn226 Phe245 −0,70 3,16 

◼ Kết quả đồng thuận, ◼ kết quả khác biệt giữa hai phức hợp, ◼ kết quả mới được phát hiện, E: năng 

lượng liên kết, D: khoảng cách của liên kết, H: liên kết hydro, I: liên kết ion, A: tương tác của vòng 

thơm. 

3.2.2.2. PPI của IL-33/ST2 trong mô phỏng MD 

Phức hợp IL-33/ST2 được mô phỏng MD 500 ns, gồm 5 quỹ đạo độc lập 100 ns. 

Trong mỗi quỹ đạo, phức hợp nhanh chóng đạt sự ổn định sau khoảng 10 ns đầu tiên, 

thể hiện qua biểu đồ RMSD của protein (Hình PL9.2, PHỤ LỤC 9). Bán kính quay 

và diện tích tiếp xúc bề mặt dung môi của phức hợp hai protein cũng giảm nhẹ và đạt 

khoảng giá trị hội tụ từ khoảng 40 ns trong mỗi quỹ đạo. Do vậy, dữ liệu 50 ns cuối 

của mỗi quỹ đạo được trích xuất để phân tích tính chất động của PPI giữa IL-33/ST2 

trong quá trình mô phỏng và tần suất biểu hiện của các tương tác được trình bày tại 

Bảng 3.2. Trong đó, mô phỏng MD đã phát hiện tất cả các acid amin điểm nóng thực 

nghiệm của IL-33 và ST2 tại cả hai vị trí PPI (các tương tác màu xanh). Ngoại trừ 

Asp149 khá linh động và tương tác với nhiều acid amin khác nhau trong vùng lân 

cận, những điểm nóng khác đều duy trì tương tác trên 80% trong quá trình mô phỏng 

MD. Cũng tại Bảng 3.2, một số tương tác mới so với các báo cáo về điểm nóng thực 

nghiệm đã được phát hiện, với các cặp có tần suất trên 80% được tô màu đỏ. 
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Bảng 3.2. PPI giữa IL-33/ST2 được khảo sát qua mô phỏng MD, với tần suất biểu hiện của 

các loại tương tác được tính toán trên dữ liệu 50 ns cuối của 5 quỹ đạo MD độc lập 

Vị trí 

PPI 

Acid amin 

IL-33 

Acid amin 

ST2 
Tương tác và tần suất biểu hiện (%) 

1 Tyr129 Tyr132 Hyd (87,6), VdW (50,4) 

1 Asn130 Tyr132 Hyd (95,3), VdW (44,2) 

1 Asp131 Tyr119 Hyd (54,7), VdW (49) 

1 Asp131 Thr121 HBA (50,3), VdW (58) 

1 Asp131 Arg198 Ani (71), HBA (56,9), VdW (71) 

1 Ala137 Phe20 Hyd (93,3) 

1 Leu138 Lys19 HBA (34,4), VdW (41) 

1 Glu139 Lys19 Ani (66), HBA (51,8), VdW (62,1) 

1 Glu139 Phe20 Hyd (91,4) 

1 Glu144 Phe20 Hyd (86,2) 

1 Glu144 Arg38 Ani (99,4), HBA (97,2), VdW (98,9) 

1 Glu144 Gln39 HBA (91,8), VdW (93,6) 

1 Tyr146 Pro37 HBD (39,7), Hyd (50,2), VdW (49,9) 

1 Glu148 Lys22 Ani (96,4), HBA (87,8), VdW (93,7) 

1 Asp149 Lys22 Ani (40,9) 

1 Asp149 Met118 Hyd (64,5) 

1 Asp149 Tyr119 Hyd (54,8), VdW (39,5) 

1 Asp149 Thr135 HBA (41,2), VdW (43) 

1 Asp149 Arg198 Ani (37,7), HBA (34,9), VdW (35,1) 

1 Leu150 Tyr119 HBA (74,5), Hyd (76,7), VdW (83,4) 

1 Lys152 Asp115 Cat (33,9), HBD (65), VdW (76,7) 

1 Lys152 Tyr116 HBD (40,9), VdW (46,6) 

1 Glu200 Lys41 Ani (44,8), HBA (37,4), VdW (40,6) 

1 Asp244 Arg35 Ani (84,7), VdW (57) 

1 Asn245 Arg35 HBA (53,3), VdW (70,1) 

1 His246 Gln39 Hyd (90,7), VdW (56,8) 

2 Ile119 Leu250 Hyd (82,3) 

2 Ile119 Leu304 Hyd (66) 

2 Ile119 Leu306 Hyd (95,7) 

2 Ile119 Leu311 Hyd (75,8) 

2 Thr120 Leu246 Hyd (54,3) 

2 Thr120 Leu306 Hyd (56,8) 

2 Tyr122 Leu246 Hyd (47,8) 

2 Tyr163 Leu246 Hyd (91,4), VdW (43,7) 

2 Glu165 Arg313 Ani (94,5), HBA (93,7), VdW (93,9) 

2 Glu165 Leu311 Hyd (92,8), VdW (33,6) 

2 Lys180 Leu311 HBA (96,5), HBD (95,5), Hyd (61,7), VdW (99,7) 

2 Leu182 Leu246 Hyd (81,3) 

2 Leu182 Leu306 Hyd (80,6) 

2 Leu182 Leu311 Hyd (86,7) 

2 Leu220 Leu308 Hyd (79,7) 

2 Leu220 Leu246 Hyd (33,7) 

2 Asn222 Leu308 Hyd (59,6), VdW (39,9) 

2 Asn222 His309 Hyd (50), VdW (61,6) 

2 Val228 Leu308 Hyd (83,6) 

2 Leu267 Phe245 Hyd (95,3), VdW (49,6) 

2 Glu269 Phe245 Hyd (39,4) 

* Các loại tương tác: Ani: anion, Cat: cation, HBA: nhận liên kết hydro, HBD: cho liên kết hydro, Hyd: kị nước, 

VdW: tương tác Van der Waals. ◼ Cặp tương tác giữa các acid amin điểm nóng thực nghiệm ◼ Các tương tác được 

mô tả trong y văn nhưng chưa được chứng minh bằng thực nghiệm ◼ Các acid amin có tần suất biểu hiện cao, chưa 

được báo cáo trong y văn và có tiềm năng là những điểm nóng mới trong PPI của IL-33/ST2. 
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Từ Bảng 3.2, các acid amin tham gia tương tác với tần suất cao hơn 80% được 

lựa chọn để tính toán phân rã năng lượng tự do MM-GBSA nhằm đánh giá sự đóng 

góp của chúng cho tương tác giữa IL-33 và ST2. Kết quả tại Hình 3.1 cho thấy các 

acid amin được khảo sát đều đóng góp mức năng lượng âm, ngoại trừ Asp244. Các 

acid amin trên ST2 có mức đóng góp năng lượng tự do lớn hơn so với IL-33. Bên 

cạnh đó, năng lượng tự do gắn kết giữa IL-33 và ST2 được hình thành chủ yếu bởi sự 

đóng góp từ các chuỗi bên của mỗi acid amin tương tác (Hình PL9.3, PHỤ LỤC 9). 

 

Hình 3.1. Sự đóng góp của các acid amin điểm nóng trong PPI IL-33/ST2 được tính toán 

từ quá trình phân rã năng lượng tự do gắn kết MM-GBSA dựa trên mô phỏng MD 

Tại vị trí 1 của IL-33, Glu144 là acid amin điểm nóng thực nghiệm có mức đóng 

góp năng lượng tự do nhiều hơn so với Asp149, Glu148 và Asp244. Các acid amin 

khác có đóng góp lớn và có tiềm năng là điểm nóng bao gồm Lys152, Asp131, 

Tyr146, Leu150, Asn130, His246, Glu139 và Asn245. Trên thụ thể ST2, mức đóng 

góp năng lượng tự do đã chứng minh cho tầm quan trọng của các acid amin Lys22, 

Arg35, Arg38, Gln39 và Arg198. Các acid amin khác cũng có mức đóng góp đáng 

kể bao gồm Tyr119, Tyr132, Phe20, Asp115 và Pro37 (Hình 3.1). 

Tại vị trí 2, các điểm nóng thực nghiệm của IL-33 gồm Leu182, Glu165 và 

Tyr163 có mức đóng góp năng lượng tự do quan trọng nhất. Các acid amin khác của 

IL-33 thể hiện tiềm năng là điểm nóng bao gồm Ile119, Leu267, Lys180, Tyr122 

Leu220 và Asn222. Trên ST2, các điểm nóng thực nghiệm Arg313, Leu246, Leu306 

và Leu311 đều có mức đóng góp năng lượng tự do dưới −2,0 kcal/mol. Bên cạnh đó, 

các acid amin khác có mức đóng góp tương tự bao gồm Phe245, Leu308, Met118, 

His309 và Tyr116 (Hình 3.1). 
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3.2.2.3. Các điểm nóng trong PPI của IL-33/ST2 được phát hiện bởi phương pháp 

quét đột biến alanin 

Sau quá trình quét alanin trên bề mặt tương tác của IL-33 và ST2, các acid amin 

điểm nóng gây ra G > 0 được dự đoán đồng thuận bởi các máy chủ DrugScorePPI, 

BUDE Alanine Scan, MutaBind2 và PIIMS được xếp hạng và minh họa tại Hình 3.2. 

Dựa trên kết quả đồng thuận từ 4 chương trình quét alanin, tất cả các điểm nóng thực 

nghiệm đã được phát hiện, ngoại trừ Asp244 của IL-33. Sự phân bố của các điểm 

nóng trên cấu trúc 3D của phức hợp IL-33/ST2 được trình bày tại Hình PL10.1, PHỤ 

LỤC 10. Độ chênh lệch năng lượng liên kết giữa IL-33 và ST2 khi quét alanin trên 

các điểm nóng này được trình bày chi tiết tại Bảng PL10.1 và Bảng PL10.2 tại PHỤ 

LỤC 10. 

 

Hình 3.2. Kết quả đồng thuận từ quá trình quét alanin trên cấu trúc IL-33 và ST2 sử dụng 

các máy chủ DrugScorePPI, BUDE Alanine Scan, MutaBind2 và PIIMS 

(A) Các điểm nóng dự đoán trên IL-33. (B) Các điểm dự đoán trên ST2. Mũi tên chỉ vị trí 

của các acid amin điểm nóng thực nghiệm. 

Sau khi quét đột biến điểm, quá trình quét cụm bởi BUDE Alanine Scan đã được 

thực hiện. Toàn bộ các cụm 3, 4 hoặc 5 điểm nóng đều được tìm thấy trên vị trí 1 của 

IL-33 (Bảng PL10.3, PHỤ LỤC 10). Ngược lại, trên ST2, phần lớn các cụm được 
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tìm thấy tại vị trí 2. Tuy nhiên, cũng có các cụm như Lys22-Arg35-Arg38-Gln39 

được tìm thấy ở vị trí 1 của thụ thể (Bảng PL10.4, PHỤ LỤC 10). 

Kết hợp các kết quả từ mô phỏng MD, phân rã năng lượng tự do gắn kết và quét 

đột biến alanin, các acid amin điểm nóng trong PPI giữa IL-33 và ST2 được đề xuất 

tại Bảng 3.3. 

Bảng 3.3. Các acid amin điểm nóng trên hai bề mặt tương tác của IL-33 và ST2 được đề 

xuất dựa trên kết quả mô phỏng MD và quét đột biến alanin 

Vị trí 

tương tác 
Điểm nóng trên IL-33 Điểm nóng trên ST2 

1 Tyr146, Asp149, Lys152, 

Glu144, Asp131, His246, 

Asn245, Glu148, Glu139 

Lys22, Arg35, Pro37, Arg38, Asp115, 

Tyr119, Tyr132, Thr135, Arg198 

2 Ile119, Tyr122, Tyr163, 

Glu165, Leu182, Leu220, 

Asn222, Leu267 

Met118, Phe245, Leu250, Leu246, 

Leu306, Leu308, His309, Leu311, 

Arg313 

◼ Các acid amin điểm nóng của IL-33 đã được xác định bằng thực nghiệm. ◼ Các acid amin của 

ST2 liên kết với acid amin điểm nóng thực nghiệm của IL-33. 

3.2.3. Các vị trí gắn kết tiềm năng cho phối tử phân tử nhỏ trên IL-33 và ST2 

3.2.3.1. Đánh giá hiệu quả của các công cụ dự đoán vị trí gắn kết của phối tử 

phân tử nhỏ trên các interleukin họ IL-1 

IL-1 là phân họ cytokin lớn nhất với 11 thành viên, trong đó có IL-33. Việc khảo 

sát vị trí gắn kết của phối tử phân tử nhỏ trên các IL thành viên của họ này cung cấp 

những kinh nghiệm hữu ích cho việc khám phá vị trí gắn kết phù hợp cho thuốc hóa 

dược trên IL-33. Cho đến nay, IL-1 và IL-36 là hai trường hợp có cấu trúc tinh thể 

ở dạng không có phối tử gắn kết (apo) và có phối tử gắn kết (holo) được lưu trữ tại 

PDB (Bảng PL11.1, PHỤ LỤC 11). Cụ thể, IL-1β có 4 vị trí liên kết với phối tử 

phân tử nhỏ. Trong đó, vị trí 4 là một túi ẩn allosteric được mở ra bởi sự cảm ứng của 

chất ức chế 2. Tương tự, IL-36γ cũng có chất ức chế A-552 gắn kết tại túi ẩn ở vị trí 

orthosteric của PPI (Hình 3.3). 

Đầu tiên, các công cụ dự đoán vị trí gắn kết dựa trên cấu trúc tĩnh của protein 

được áp dụng trên IL-1β và IL-36γ và đối chiếu với thực nghiệm. Kết quả dự đoán 

được phân tích chi tiết tại PHỤ LỤC 12 và PHỤ LỤC 13 và được đúc kết như sau: 

(1) Các công cụ dự đoán hiệu quả trên dạng holo (khi túi ẩn đã mở sẵn) và kém 

chính xác trên dạng apo, dù đó là vị trí túi ẩn hay các túi có sẵn trên bề mặt 

protein. 

(2) Trên cấu trúc holo, Fpocket, DoGSite, SiteMap, VolSite, DeepSite và 

PocketMiner là những công cụ dự đoán chính xác hơn 
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(3) PocketMiner là công cụ dự đoán túi ẩn đơn giản nhưng hiệu quả, dù chỉ dựa 

trên cấu trúc tĩnh của protein. 

 

Hình 3.3. Phức hợp của các cytokin họ IL-1 với thụ thể của chúng và sự minh họa của các 

vị trí gắn kết thực nghiệm của phối tử phân tử nhỏ trên các cytokin này 

(A) IL-33 và thụ thể ST2 (PDB: 4KC3) chưa được xác định vị trí gắn kết thực nghiệm trên 

cả hai protein. (B) IL-1β và thụ thể IL-1R1 (PDB: 4DEP), với sự hiện diện của các phối tử 

gắn kết tại 4 vị trí khác nhau trên IL-1β. Trong đó, hợp chất 2 gắn kết tại một túi ẩn ở vị trí 

allosteric. (C) IL-36γ (PDB: 4IZE) với mô hình homology của thụ thể IL-36R và sự hiện 

diện của phối tử A-552 gắn tại vị trí túi ẩn ở vị trí orthosteric. 

Để đảm bảo tính linh hoạt hoàn toàn của protein trong quá trình xác định vị trí 

gắn kết, phương pháp mô phỏng CMD đã được áp dụng trên cấu trúc apo của IL-1β 

và IL-36γ, gồm quy trình MixMD và CrypticScout. 

Mô phỏng MixMD dài 1 μs được thực hiện cho mỗi protein với hỗn hợp đồng 

dung môi của 5 loại phân tử thăm dò BNZ, 1P3, IPA, ACN và NMA với nước (nồng 

độ 5%, v/v). Bản đồ điểm nóng và các vị trí gắn kết tiềm năng xác định bởi MixMD 

cho IL-1β và IL-36γ lần lượt được minh họa tại Hình PL14.1 và Hình PL14.2, PHỤ 

LỤC 14. Trên IL-1β, MixMD có thể ánh xạ thành công đến vị trí 1, 2 và 3 (xếp hạng 

2, 6 và 3) và ánh xạ giới hạn đến vị trí 4 chứa túi ẩn. Trên IL-36γ, vị trí túi ẩn của 

phối tử A-552 được ánh xạ tốt bởi các phân tử thăm dò (xếp hạng 3). 

Mô phỏng CMD dài 400 ns với CrypticScout cũng được áp dụng trên hai protein, 

sử dụng đồng dung môi của BNZ và nước (nồng độ 0,2 M). Kết quả tại Hình PL14.3, 

PHỤ LỤC 14 cho thấy vị trí của các phối tử thực nghiệm tại túi ẩn đều được ánh xạ 
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tốt. Xét theo năng lượng điểm nóng, vị trí gắn kết của chất ức chế 2 của IL-1β và A-

552 của IL-36γ được xếp hạng lần lượt là 2 và 4. Xét theo điểm số điểm nóng và thời 

gian lưu giữ của phân tử BNZ, các túi ẩn này được xếp hạng lần lượt là 2 và 1. 

Như vậy, mặc dù không tuyệt đối nhưng phương pháp “động” dựa trên nền tảng 

của mô phỏng CMD đã thể hiện tính hiệu quả cao hơn so với các phương pháp thông 

thường trong việc phát hiện các vị trí gắn kết trên cấu trúc apoprotein, đặc biệt là các 

túi ẩn và allosteric. Tất cả các công cụ dự đoán vị trí gắn kết đều có giá trị nhất định 

và sẽ được áp dụng đồng thời cho IL-33 và ST2, nhưng kết quả của mô phỏng CMD 

sẽ được ưu tiên trong đánh giá các vị trí gắn kết tiềm năng, đặc biệt là túi ẩn và vị trí 

allosteric. 

3.2.3.2. Xác định các vị trí gắn kết tiềm năng cho phối tử phân tử nhỏ trên IL-33 

Trong đề tài này, các phương pháp tính toán được áp dụng trên cấu trúc của IL-

33 nhằm hai mục tiêu chính: (i) phát hiện các túi gắn kết tại hai vị trí orthosteric của 

PPI giữa IL-33 với thụ thể và đánh giá khả năng làm thuốc phân tử nhỏ của chúng, 

(ii) phát hiện các túi gắn kết khác (nếu có) bên ngoài vị trí PPI. 

Các vị trí gắn kết được xác định bằng các phương pháp dựa trên cấu trúc “tĩnh” 

Bảng 3.4. Các túi gắn kết được phát hiện và xếp hạng bởi các công cụ tính toán dựa trên 

cấu trúc tĩnh tại vị trí PPI của IL-33/ST2 

Phần mềm 

Xếp hạng của các túi 

gắn kết tại vị trí PPI 

trên cấu trúc IL-33 

Xếp hạng của các túi 

gắn kết tại vị trí PPI 

trên cấu trúc ST2 

Vị trí 1 Vị trí 2 Vị trí 1 Vị trí 2 

MOE Site Finder 6, 8 1 1, 7 21, 23 

Fpocket 8 7, 9 2, 4, 10, 11, 14 16 

DoGSiteScorer 3, 5, 6 1 1* 2 

DoGSite3 4 0 1 0 

SiteMap 3 0 2 0 

AutoSite 5, 6, 8 3 1, 12 0 

FTSite 1 3 1 0 

VolSite 0 2 1 3 

P2Rank 0 2 2 0 

DeepSite 0 1 1* 0 

PocketMiner 2 1 1 0 

* Các xếp hạng có sự chia sẻ với vị trí allosteric của ST2. 

Do vẫn có những ưu điểm nhất định, đặc biệt là về chi phí tính toán, các phương 

pháp dựa trên cấu trúc tĩnh được áp dụng đầu tiên trên cấu trúc tinh thể của IL-33 

(PDB: 4KC3). Sự xếp hạng của hai vị trí orthosteric 1 và 2 của IL-33 bởi các phần 

mềm được trình bày tại Bảng 3.4. Toàn bộ các túi gắn kết dự đoán cùng các thông 

tin bổ sung được trình bày chi tiết tại Hình PL15.1, PHỤ LỤC 15. Vị trí 1 của IL-
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33 được dự đoán là tập hợp của nhiều túi nhỏ và được xếp hạng không đồng nhất bởi 

các phần mềm. Trong khi đó, vị trí 2 được dự đoán như một túi duy nhất và xếp hạng 

cao hơn. Xét trên toàn bộ một giao diện PPI, kết quả tại Bảng 3.4 gợi ý vị trí 2 có 

tiềm năng cho phối tử gắn kết hơn so với vị trí 1. 

Các vị trí gắn kết xác định bằng phương pháp “động” sử dụng mô phỏng CMD 

Mô phỏng MixMD dài 1 μs đã được áp dụng trên cấu trúc apo của IL-33 và bản 

đồ chiếm giữ của 5 loại phân tử thăm dò ở z = 20σ được thể hiện ở Hình 3.4A và 10 

vị trí có xếp hạng cao nhất được minh họa ở Hình 3.4B. 

 

Hình 3.4. Các vị trí gắn kết tiềm năng trên IL-33 được xác định bởi mô phỏng MixMD 

(A) Bản đồ chiếm giữ của 5 loại phân tử thăm dò được xác định bởi MixMD. (B) Các vị trí 

gắn kết (bề mặt màu xanh lơ) được phân cụm và xếp hạng bởi MixMD Probeview. 

Cả hai vị trí orthosteric PPI giữa IL-33 và ST2 đều thu hút sự tương tác của các 

phân tử thăm dò. Vị trí 1 được nhận diện với 3 túi con riêng biệt (xếp hạng 3, 8 và 
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10). Kết quả này ủng hộ dự đoán của các phần mềm trước và gợi ý rằng, để tác động 

vào vị trí 1, không nên sử dụng toàn bộ bề mặt giao diện PPI mà sự tập trung vào một 

túi gắn kết tiềm năng có thể cho hiệu quả gắn kết phối tử tốt hơn. Ngược lại, vị trí 

orthosteric 2 được MixMD ánh xạ một khoang gắn kết duy nhất và được xếp hạng 

cao nhất, gợi ý khả năng gắn kết với phối tử cao hơn. Hình 3.4A cho thấy vị trí này 

được chiếm giữ bởi nhiều loại phân tử thăm dò khác nhau với tần suất cao. Một cách 

đồng thuận, vị trí 2 của IL-33 cũng được xếp hạng cao nhất trong mô phỏng CMD 

với máy chủ CrypticScout (Hình PL15.2, PHỤ LỤC 15). 

Như các phân tích trước về PPI giữa hai protein, IL-33 đóng vai trò là protein 

nhận liên kết hydro từ ST2, và điều này được phản ánh bởi sự ánh xạ tốt của phân tử 

NMA trên cả 2 vị trí tương tác. Bên cạnh đó, BNZ và 1P3 đã ánh xạ vị trí của các 

acid amin chứa vòng thơm tại vị trí 1. Sự tập trung các phân tử thăm dò kể trên xung 

quanh các acid amin Tyr129, Asn130, Glu139, Tyr146, Asp149 và Leu150 của IL-

33, phản ánh tương tác của chúng với các acid amin Tyr132, Phe20, Pro37 và Tyr119 

trên thụ thể ST2. Điều này còn được thấy rõ hơn tại vị trí 2, với sự ánh xạ của các 

phân tử thăm dò đến Tyr163, Leu182, Val228 và Leu267 của IL-33, đại diện cho sự 

tương tác của chúng với Leu246, Leu306, Leu308 và Phe245 trên ST2. 

Đặc biệt, tại cả 2 vị trí orthosteric, các túi gắn kết xác lập bởi MixMD có xu 

hướng chôn vùi một phần vào cấu trúc tinh thể của IL-33, được giải thích bởi sự thâm 

nhập của các phân tử thăm dò có tính thơm và kị nước như BNZ và 1P3. Kết quả hiện 

tại gợi ý tiềm năng các phân tử nhỏ chứa các nhóm vòng thơm có thể gây nên sự cảm 

ứng tương tự để tăng cường ái lực gắn kết với IL-33. Với các tương tác phân cực, bản 

đồ chiếm giữ của các phân tử thăm dò ánh xạ mạnh nhất với các acid amin điểm nóng 

Lys22, Arg35, Gln39 và Arg38 của ST2 tại vị trí 1. 

Ngoài hai vị trí PPI với ST2 đã được ánh xạ, mô phỏng MixMD còn giúp phát 

hiện một số túi gắn kết mới trên IL-33. Các khoang được MixMD xếp hạng 2 và 4 

trên IL-33 tương đương vị trí 2 của IL-1β, nơi protein này liên kết và bị trung hòa bởi 

kháng thể đơn dòng canakinumab. Vị trí 2 của IL-1β có thể gắn kết với các mảnh cấu 

trúc, gợi ý một khả năng tương tự cho IL-33. Xếp hạng 5 là một khoang không tồn 

tại rõ rệt trên cấu trúc tinh thể của IL-33, được ánh xạ bởi bốn loại phân tử thăm dò 

gồm BNZ, 1P3, NMA và IPA. Trên cấu trúc tinh thể, vị trí này gần như một mặt 

phẳng. Sự tương tác của His201, Val238, Leu249 và Lys251 với các phân tử thăm dò 

và sau đó là sự chuyển động của các chuỗi bên tương ứng đã góp phần mở ra túi gắn 

kết này. Tương tự, sự ánh xạ của MixMD tại vị trí được xếp hạng 6 gợi ý một túi gắn 

kết tiềm năng tương tự được định hình bởi các vòng β8-β9 và β11-β12. BNZ đã lưu 

giữ một cách mạnh mẽ tại vị trí này, cảm ứng và mở ra một túi gắn kết sâu hơn vào 
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bên trong so với cấu trúc tinh thể. Gần đó, một vị trí được xếp hạng 9 định vị ngay 

trên vòng β11-β12 với sự ánh xạ của BNZ, 1P3, IPA và NMA. 

Đáng chú ý, một khoang gắn kết xếp hạng 7 được phát hiện ở gần đầu N và vòng 

β8-β9 của IL-33. Khoang này được ánh xạ bởi 1P3 và ACN, nếu kết hợp một vùng 

kế cận được ánh xạ bởi BNZ và 1P3 có thể tạo nên một túi gắn kết tương đồng cao 

với vị trí túi ẩn của phối tử 2 trên IL-1β. MixMD không mở được một túi ẩn như vậy 

trên IL-33 chỉ với các phân tử thăm dò kích thước nhỏ, như kết quả trên chính IL-1β 

đã được trình bày ở phần trước. Dù vậy, kết quả hiện tại có thể ủng hộ cho một túi ẩn 

với sự cảm ứng của một phối tử thích hợp. 

Tất cả các túi gắn kết bên ngoài 2 vị trí orthosteric của PPI IL-33/ST2 được khảo 

sát bằng phương pháp NoMA với sự có mặt của phối tử giả bát diện. Tuy nhiên, các 

phân tích hiện tại không cho thấy sự thay đổi có ý nghĩa thống kê giữa dao động của 

cấu trúc apo và holo của IL-33 để ủng hộ cho tính chất allosteric. 

Túi ẩn trên IL-33 được xác định qua mô phỏng MD thời gian dài 

Hợp chất 7c đã được chứng minh sự gắn kết với IL-33 qua phổ NMR và tác động 

ức chế hiệu lực của cytokin này trên dòng tế bào HMC-1. Nhằm đề xuất một mô hình 

gắn kết protein−phối tử giữa IL-33 và 7c, cũng như để khẳng định thêm vị trí 2 (được 

xếp hạng 1 bởi MixMD) là một túi gắn kết quan trọng trên IL-33, mô phỏng MD dài 

5 μs (gồm 5 quỹ đạo độc lập 1 μs) đã được thực hiện cho phức hợp này. Cấu trúc bắt 

đầu cho quá trình MD là phức hợp gắn kết phân tử giữa IL-33 và 7c. 

Kết quả cho thấy 7c duy trì sự định vị trong vị trí này trong quá trình mô phỏng, 

mặc dù có sự thay đổi nhất định về tư thế. Phân tích dấu vân tay tương tác cho thấy 

7c tương tác một cách mạnh mẽ với Tyr163, là một điểm nóng quan trọng trong PPI 

IL-33/ST2 (Hình 3.5A). Ngoài ra, khả năng tương tác của protein với 7c còn được 

gia tăng bởi tương tác kị nước của Ile119, Thr120, Leu182, Leu220 và Leu267. Phối 

tử 7c cũng tạo một số liên kết hydro quan trọng với Asn222 và tương tác π-cation với 

Tyr122. Quỹ đạo mô phỏng thời gian dài đã tạo ra nhiều cấu dạng liên kết khác nhau 

của 7c. Các cấu dạng được phân cụm bằng thuật toán QT với ngưỡng RMSD = 3 Å 

và 5 cụm phổ biến nhất được minh họa tại Hình 3.5B. Trong đó, cụm 1 và cụm 2 

chiếm tần suất phổ biến nhất (21,82 và 12,90%). Cấu dạng đại diện cho 2 cụm này có 

ΔGgắn kết MM-GBSA tốt nhất (−44,09 và −38,39 kcal/mol). Mặc dù chưa đạt được sự hội 

tụ và các nghiên cứu sâu hơn cần được thực hiện, trong nghiên cứu hiện tại, cụm 1 

được đề xuất là cấu dạng gắn kết phù hợp của IL-33 và 7c. Kết quả này cũng góp 

phần chứng minh vị trí 2 của IL-33 là một khoang phù hợp cho phân tử nhỏ gắn kết 

với ái lực cao. Đồng thời, khi quan sát túi gắn kết được hình thành giữa 7c và IL-33 
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ở Hình 3.5B, đây cũng là một vị trí có thể được cảm ứng để tạo một túi ẩn vốn không 

thể quan sát thấy trong cấu trúc tinh thể của IL-33. 

 

Hình 3.5. Kết quả mô phỏng MD thời gian dài 5 μs cho phức hợp IL-33 và hợp chất 7c 

(A) Biểu đồ nhiệt minh họa sự tương tác giữa phối tử 7c và IL-33 theo thời gian. (B) Năm 

cụm cấu dạng gắn kết phổ biến nhất được trích xuất từ quỹ đạo trong mô phỏng MD. 

3.2.3.3. Xác định các vị trí gắn kết tiềm năng cho phối tử phân tử nhỏ trên ST2 

Các phương pháp dự đoán vị trí gắn kết dựa trên cấu trúc tĩnh đã được áp dụng 

trên thụ thể ST2 (PDB: 4KC3). Kết quả được trình bày tại Bảng 3.4 và các hình bổ 

sung tại Hình PL16.1, PHỤ LỤC 16 cho thấy không có túi gắn kết nào được phát 
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hiện tại vị trí 2 của PPI, tức miền D3 của thụ thể ST2. Khác với IL-33, vị trí 1 của 

PPI trên ST2 được dự đoán là một khoang gắn kết phù hợp hơn cho phối tử phân tử 

nhỏ với sự đồng thuận cao từ các phần mềm. Do đó, vị trí orthosteric này có triển 

vọng để phát triển chất ức chế ST2. 

Mô phỏng MixMD với tổng thời gian 1 μs đã được thực hiện trên miền D1D2 từ 

cấu trúc tinh thể của ST2. Bản đồ chiếm giữ của các phân tử thăm dò tại z = 10σ vẫn 

ánh xạ đến vị trí orthosteric 1 của PPI (Hình 3.6A), góp phần củng cố tiềm năng của 

vị trí này, dù tín hiệu giảm ở z = 20σ (Hình 3.6B). Tuy nhiên, một vị trí gắn kết hoàn 

toàn mới trên ST2 đã được phát hiện bởi MixMD, với sự chiếm giữ mạnh mẽ của các 

phân tử thăm dò. Vị trí này được xếp hạng 1 (Hình 3.6C) và thể hiện đầy đủ các tiêu 

chí của một túi gắn kết phù hợp cho việc phát triển thuốc phân tử nhỏ: có hình dạng 

của một túi, được chiếm giữ bởi cả 5 loại phân tử thăm dò trong phần lớn thời gian 

mô phỏng CMD và có thể tích trung bình khoảng 1079 Å3 (Hình PL16.2, PHỤ LỤC 

16). Các acid amin nằm trong túi gắn kết gồm Trp25–Leu32, Thr103, Tyr105–

Leu117, Glu146–Ala153, Asp178, Thr180–Phe183, Tyr192–Thr197 (Hình PL16.3, 

PHỤ LỤC 16). 

Do nằm ở một vị trí bên ngoài so với bề mặt PPI, vị trí này được giả thuyết là 

allosteric và NoMA được thực hiện để góp phần khẳng định. Hình 3.6D−F cho thấy 

sự có mặt của các phối tử giả tại vị trí này làm thay đổi sự dao động của ST2 giữa 

dạng holo và apo có ý nghĩa thống kê trong kiểm định Wilcoxon (p = 0,000817) và 

phân tích ma trận tương quan chéo động lực học (DCCM), gợi ý đây là một túi 

allosteric tiềm năng. NoMA cũng được thực hiện trên tất cả các vị trí khác được nhận 

diện bởi MixMD nhưng không có một vị trí nào cho kết quả tương tự. Từ những dự 

đoán trên, vị trí 1 của PPI IL-33/ST2 và vị trí allosteric trên miền D1D2 được đề xuất 

là hai vị trí tiềm năng để phát triển các chất ức chế phân tử nhỏ. 
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Hình 3.6. Xác định vị trí gắn kết trên thụ thể ST2 với mô phỏng MixMD và NoMA 

(A) và (B) Bản đồ chiếm giữ của các phân tử thăm dò trong mô phỏng MixMD ở σ bằng 

10 và 20. (C) Sự xếp hạng các vị trí gắn kết trên miền D1D2 của ST2 bởi MixMD 

Probeview. (D) Các “phối tử giả” bát diện được đặt tại túi được xếp hạng 1 để chuẩn bị 

cho Phân tích Chế độ Bình thường (NoMA). (E và F) Biểu đồ kiểm định Wilcoxon và ma 

trận tương quan chéo động lực học (DCCM) để so sánh sự dao động của ST2 ở dạng 

không có (apo) và có (holo) phối tử giả trong NoMA. 
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3.3. Mô hình sàng lọc in silico dựa trên cấu trúc mục tiêu IL-33 và ST2 

3.3.1. Mô hình gắn kết phân tử cho IL-33 và ST2 

3.3.1.1. Mô hình gắn kết phân tử dựa trên các vị trí gắn kết của IL-33 

Hai vị trí gắn kết tiềm năng trên IL-33, cũng là hai vị trí tại giao diện tương tác 

PPI, được sử dụng để xây dựng mô hình gắn kết phân tử. Dựa trên các acid amin điểm 

nóng đã xác định và kết quả từ các dự đoán về vị trí gắn kết, hai mô hình được xây 

dựng và minh họa tại Hình 3.7. Tại vị trí 1, hộp lưới có tọa độ tâm (45,782; −27,413; 

16,362) và kích thước (201522 Å3). Tại vị trí 2, hộp lưới có tọa độ tâm (45,879; 

−52,344; 11,740) và kích thước (222622 Å3). Cả hai mô hình tại Hình 3.7A và B 

đều sử dụng cấu trúc tinh thể của IL-33 (PDB: 4KC3). 

 

Hình 3.7. Mô hình gắn kết phân tử cho IL-33 tại hai vị trí của PPI với thụ thể ST2 

(A và B) Hai mô hình gắn kết phân tử tại mỗi vị trí PPI được xây dựng dựa trên cấu trúc 

tinh thể của IL-33 (PDB: 4KC3). Các acid amin điểm nóng thực nghiệm được đánh dấu 

màu đỏ, các điểm nóng được phát hiện bổ sung bằng phương pháp in silico được đánh dấu 

màu xanh dương. (C) Mô hình gắn kết phân tử của IL-33 được xây dựng dựa trên cấu dạng 

phổ biến nhất trong các mô phỏng MD của IL-33 và chất ức chế 7c, với sự hiện diện của 

túi ẩn. (D và E) Đường cong ROC đánh giá năng lực sàng lọc của các mô hình gắn kết 

phân tử của IL-33 tại vị trí 2 (1 mô hình dựa trên cấu trúc tinh thể, 5 mô hình dựa trên cấu 

dạng mô phỏng MD), sử dụng tập hoạt tính và tập mồi nhử DUDE-Z và DeepCoy. 
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Mô hình gắn kết phân tử dựa trên cấu trúc tinh thể của IL-33 tại vị trí 2 (Hình 

3.7B) được xác thực bằng cách sàng lọc trên tập hợp các chất gắn kết đã biết (Bảng 

PL2.1, PHỤ LỤC 2) và các hợp chất mồi nhử được tạo bằng công cụ DUDE-Z. Sau 

quá trình sàng lọc, đường cong ROC được phân tích và giá trị AUC, TG̅̅̅̅  và EF1% thu 

được lần lượt là 0,906; 0,521 và 0 (Hình 3.7D). 

Dựa vào kết quả phân cụm của các quỹ đạo mô phỏng MD 5 μs trên phức hợp 

IL-33 và chất ức chế 7c, cấu dạng tốt nhất của 5 cụm phổ biến nhất (Hình 3.5B) được 

trích xuất để xây dựng mô hình gắn kết phân tử. Kết quả phân tích đường cong ROC 

cho thấy cấu dạng đại diện cho cụm phổ biến nhất trong mô phỏng MD (cấu dạng 

MD 1, Hình 3.7C) đã giúp làm tăng hiệu năng sàng lọc của mô hình, với ROC-AUC, 

TG̅̅̅̅  và EF1% lần lượt là 0,989; 0,883 và 51 (Hình 3.7D). 

Để đánh giá mô hình chặt chẽ hơn, một tập chất mồi nhử có “độ khó” cao hơn 

được tạo ra bằng DeepCoy với mục tiêu sao cho hợp chất mồi nhử có tính chất lý hóa 

khớp với các chất hoạt tính. Kết quả đánh giá các mô hình được thể hiện ở Hình 3.7E 

cho thấy cấu dạng MD 1 vẫn cho kết quả tốt nhất, với ROC-AUC, TG̅̅̅̅  và EF1% lần 

lượt là 0,899; 0,615 và 17. Trong khi đó, mô hình dựa trên cấu trúc tinh thể chỉ đạt 

ROC-AUC = 0,549; TG̅̅̅̅  = 0,101 và EF1% = 0. 

3.3.1.2. Mô hình gắn kết phân tử dựa trên các vị trí gắn kết của thụ thể ST2 

Trên ST2, các mô hình gắn kết phân tử được xây dựng dựa trên cấu trúc tinh thể 

của thụ thể (PDB: 4KC3). Hai mô hình đã được xây dựng cho khoang orthosteric tại 

vị trí 1 (Hình 3.8A) và túi allosteric (Hình 3.8B). Cả hai vị trí gắn kết cùng nằm trên 

miền D1D2 của thụ thể ST2. Tại vị trí orthosteric, dựa trên các phân tích về acid amin 

điểm nóng, hộp lưới cho mô phỏng gắn kết được thiết lập với tọa độ tâm (47,012; 

−21,987; 11,093) và kích thước (262432 Å3). Tại vị trí allosteric, dựa trên dự đoán 

của MixMD, hộp lưới có với tọa độ tâm (45,782; −27,413; 18,534) và kích thước 

(241820 Å3). Khoảng cách giữa các điểm lưới trong hai mô hình là 1 Å. 

Hiện nay, một số hợp chất gắn kết với ST2 đã được báo cáo (Bảng PL2.2, PHỤ 

LỤC 2). Tuy nhiên, vị trí gắn kết của các chất này vẫn chưa được xác định bằng thực 

nghiệm và chúng có thể gắn kết trên vị trí orthosteric hoặc allosteric của ST2. Để xác 

thực mô hình gắn kết phân tử, đồng thời góp phần xác định vị trí gắn kết của các phối 

tử phân tử nhỏ trên ST2, tập hợp các chất có hoạt tính từ thực nghiệm được sàng lọc 

qua cả hai mô hình gắn kết. Tập hợp này gồm 82 hợp chất được xác nhận tác động 

ức chế PPI giữa IL-33/ST2 qua thử nghiệm AlphaLISA và ức chế tín hiệu IL-33/ST2 

trên tế bào HEK-Blue IL-33 (Bảng PL2.2). Từ 82 chất hoạt tính, các tập chất mồi 

nhử được tạo bằng công cụ DUDE-Z và DeepCoy. Đặc biệt, hiện nay có 53.531 hợp 
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chất không hoạt tính trên ST2 đã được báo cáo và lưu trữ tại PubChem BioAssay (mã 

số 1259354). Từ dữ liệu này, 4100 hợp chất đã được lấy mẫu sao cho có tính chất lý 

hóa khớp với các chất có hoạt tính bằng công cụ DecoyFinder. Các tập chất này được 

sàng lọc qua 2 mô hình gắn kết phân tử đã xây dựng để đánh giá sự phù hợp của mỗi 

mô hình với bộ dữ liệu. 

 

Hình 3.8. Các mô hình mô phỏng gắn kết phân tử trên ST2 

(A) Mô hình gắn kết phân tử trên khoang orthosteric của ST2 tại vị trí 1 ở bề mặt PPI, cùng 

với đánh giá ROC trên ba bộ dữ liệu chứa các hợp chất có hoạt tính và (i) các mồi nhử 

được tạo bằng DUDE-Z, (ii) các mồi nhử được tạo bằng DeepCoy, (iii) các hợp chất không 

có hoạt tính được xác định từ thực nghiệm. (B) Mô hình gắn kết phân tử cho túi allosteric 

của ST2, với đánh giá ROC trên các bộ dữ liệu tương tự. 
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Phân tích đường cong ROC tại Hình 3.8A cho thấy mô hình gắn kết phân tử tại 

vị trí orthosteric cho khả năng phân biệt các chất có hoạt tính và các chất mồi nhử 

DUDE-Z, DeepCoy lẫn các chất không có hoạt tính thực nghiệm, với ROC-AUC lần 

lượt là 0,848; 0,581 và 0,660; TG̅̅̅̅  lần lượt là 0,575; 0,131 và 0,255; EF1% lần lượt là 

12,401; 1,214 và 4,856. Các kết quả này tốt hơn so với mô hình gắn kết phân tử ở túi 

allosteric (Hình 3.8B) và gợi ý rằng các chất có hoạt tính đã được báo cáo có ưu thế 

gắn kết với ST2 tại vị trí orthosteric. Ở hướng ngược lại, phân tích đường cong ROC 

góp phần chứng minh năng lực sàng lọc của mô hình được xây dựng tại khoang 

orthosteric. Trong khi đó, túi allosteric là một vị trí mới và mô hình gắn kết phân tử 

tại vị trí này có thể được sử dụng để sàng lọc các hợp chất ức chế ST2 theo một cơ 

chế mới. 

3.3.2. Sàng lọc chất gắn kết với IL-33 và ST2 tại vị trí 1 của giao diện PPI bằng 

phương pháp pharmacophore 

3.3.2.1. Sàng lọc với mô hình pharmacophore cho IL-33 tại vị trí 1 

Dựa trên báo cáo về PPI giữa IL-33/ST2 của Liu và cộng sự tại vị trí 1 (Hình 

3.9A), hai mô hình pharmacophore cho chất ức chế IL-33 được tạo ra dựa trên đặc 

tính của các acid amin tại bề mặt này. 

 

Hình 3.9. Các mô hình pharmacophore cho chất gắn kết IL-33 tại vị trí 1 

(A) Mô hình PH4-IL33-S1-M1 được xây dựng bằng cách bắt chước các acid amin điểm 

nóng trên ST2. (B) Mô hình PH4-IL33-S1-M2 được xây dựng dựa trên các acid amin trên 

bề mặt tương tác của chính IL-33. 

Đầu tiên, các điểm pharmacophore được đặt trên các nguyên tử tham gia tương 

tác của Gln39, Lys22 và Arg35 của ST2 nhằm bắt chước các liên kết ion và hydro 

giữa chúng với các acid amin điểm nóng Glu144, Glu148 và Asp244 trên IL-33. Mô 

hình pharmacophore thu được ban đầu được ký hiệu là PH4-IL33-S1-M1 (Hình 

3.9B) chứa 4 điểm, trong đó các điểm F1, F2 và F3 mang đặc tính cation (Cat), điểm 
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F4 mang đặc tính nhận liên kết hydro (Acc). Bên cạnh đó, mô hình thứ hai dựa trên 

đặc tính của khoang gắn kết được xây dựng với sự gợi ý của công cụ MOE 

Pharmacophore Editor. Mô hình PH4-IL33-S1-M2 chứa 3 điểm bắt buộc (F1, F2, F3) 

có thuộc tính Don đại diện cho khả năng cho liên kết hydro của các acid amin Glu144, 

Glu148 và Asp244, và các điểm F4:Acceptor, F5:Acceptor, F6:Donor cùng F7: PiN, 

F8: PiN được ràng buộc thỏa mãn “ít nhất một” (Hình 3.9C). Do chưa có nghiên cứu 

thực nghiệm nào công bố các hợp chất phân tử nhỏ gắn kết với IL-33 tại vị trí 1 của 

PPI nên các mô hình pharmacophore PH4-IL33-S1-M1 và M2 không được đánh giá 

và là các mô hình hướng tới mục tiêu thiết kế thuốc de novo. 

Hai mô hình pharmacophore được sử dụng để sàng lọc qua thư viện DrugBank 

và Maybridge, thu được 24 chất thỏa mô hình PH4-IL33-S1-M1 và 37 chất thỏa mã 

mô hình PH4-IL33-S1-M2. Các chất thỏa mãn mô hình được tiếp tục sàng lọc qua 

mô hình gắn kết phân tử bằng phần mềm LeadIT, thu được 31 chất gắn kết thành 

công vào vị trí 1 của IL-33 với điểm số gắn kết từ −28,0 đến −6,3 kJ/mol (tương 

đương −6,7 đến −1,5 kcal/mol) (Hình 3.10A). Dấu vân tay tương tác giữa các phối 

tử với IL-33 được phân tích bằng công cụ MOE PLIF cho kết quả như Hình 3.10B, 

cho thấy một số hợp chất có thể tương tác với các acid amin điểm nóng Glu144, 

Glu148 và Asp244 bằng liên kết hydro và ion. 

 

Hình 3.10. Kết quả mô phỏng gắn kết phân tử của các chất thỏa mãn các mô hình 

pharmacophore trên vị trí 1 tại bề mặt PPI của IL-33 

(A) Sự phân bố điểm số gắn kết của các phối tử. (B) Thống kê tần suất tương tác của các 

phối tử với các acid amin tại vị trí 1 của IL-33 dựa trên phân tích dấu vân tay tương tác. 

Trong số các hợp chất gắn kết thành công, 9 hợp chất tiềm năng (với điểm số gắn 

kết tốt và tương tác được với ít nhất một acid amin điểm nóng của IL-33) được lựa 

chọn để đưa vào các mô phỏng MD 10 ns (Bảng PL17.1, PHỤ LỤC 17). Phức hợp 

của IL-33 với các phối tử DB00116, DB00158, DB00314, và DB00642 có độ ổn định 

cao với biên độ dao động RMSD < 1 Å (Hình PL17.1, PHỤ LỤC 17). Biểu đồ 
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RMSF tại Hình PL17.2, PHỤ LỤC 17 cho thấy các điểm nóng có độ dao động trung 

bình thấp, khoảng 0,8 Å đối với Glu144, Glu148 và khoảng 1,0 Å đối với Asp244. 

Từ dữ liệu của các quỹ đạo mô phỏng MD, tần suất hình thành các loại tương tác 

được phân tích và trình bày tại các biểu đồ ở Hình PL17.3, PHỤ LỤC 17. Các hợp 

chất tiềm năng bao gồm DB00158, DB00314 và DB00642 được chọn để thực hiện 

các mô phỏng MD dài bởi chúng có tần suất hình thành tương tác cao với các acid 

amin điểm nóng của IL-33. 

Các mô phỏng MD 50 ns cho thấy 2 hợp chất DB00158 và DB00642 vẫn duy trì 

được sự liên kết ổn định với IL-33 tại vị trí 1. Đặc biệt, các phần cấu trúc như pterin 

của DB00158 và 2-amino-4-oxo-3,7-dihydropyrrolo[2,3-d]pyrimidin của DB00642 

đóng vai trò quan trọng trong việc duy trì sự tương tác ổn định với các điểm nóng 

Glu144, Glu148 và Asp244 của IL-33 (Hình 3.11A và B). So với cấu dạng mô phỏng 

gắn kết phân tử, DB00158 chỉ có sự thay đổi nhỏ về vị trí để gắn kết tốt hơn với 

protein (phối tử được minh họa màu xanh lơ tại Hình 3.11C). Hợp chất này hình 

thành liên kết hydro ổn định với Glu144 (tần suất 173%) và Glu204 (168%). Đối với 

DB00642, mô phỏng gắn kết phân tử cho thấy phối tử này liên kết với IL-33 bằng 

các liên kết hydro với hai điểm nóng quan trọng là Glu144 và Glu148. Trong quá 

trình MD, DB00642 có sự chuyển động đáng kể ở thời điểm 13 ns (phối tử được minh 

họa màu nâu) để liên kết ổn định hơn với Glu148 và Asp244 trong suốt thời gian còn 

lại của quá trình mô phỏng (phối tử được minh họa màu vàng tại Hình 3.11C). Sau 

những thay đổi trong tư thế gắn kết với IL-33, DB00642 cho liên kết hydro với 

Glu148 (tần suất 192%) và Asp244 (tần suất 147%). 

Dữ liệu từ quỹ đạo mô phỏng MD 50 ns của phức hợp IL-33 với hai hợp chất 

được sử dụng để tính toán năng lượng tự do gắn kết theo phương pháp MM-GBSA. 

DB00158 và DB00642 liên kết với IL-33 tại vị trí 1 của giao diện PPI với ΔGgắn kết 

MM-GBSA lần lượt là –49,67 ± 6,65 và –35,93 ± 4,80 kcal/mol. Biểu đồ tại Hình 3.11D 

cho thấy DB00158 có năng lượng tự do gắn kết mạnh và ổn định trong suốt quá trình 

mô phỏng. Trong khi đó, DB00642 có năng lượng tự do gắn kết ban đầu rất mạnh với 

IL-33 (có thời điểm đạt –82,5 kcal/mol). Tuy nhiên, cùng với sự thay đổi tư thế gắn 

kết như đã trình bày ở trên, DB00642 duy trì năng lượng tự do gắn kết ổn định khoảng 

−36 kcal/mol cho đến cuối thời gian mô phỏng. 
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Hình 3.11. Sự tương tác của DB00158 và DB00642 với IL-33 trong mô phỏng MD 50 ns 

(A) Biểu đồ nhiệt thể hiện sự tương tác của mỗi phối tử theo thời gian với các acid amin 

của của IL-33. (B) Sơ đồ 2D thể hiện tần suất tương tác protein−phối tử. (C) Sự gắn kết 

của phối tử trên IL-33 được minh họa ở hình ảnh 3D, với cấu trúc màu xanh lơ, màu nâu, 

màu vàng lần lượt là vị trí của phối tử ở các thời điểm 0; 13 và 50 ns. (D) Năng lượng tự 

do gắn kết MM-GBSA giữa các phối tử và IL-33 được tính từ dữ liệu mô phỏng MD 50 ns. 
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3.3.2.2. Sàng lọc với mô hình pharmacophore cho thụ thể ST2 tại vị trí 1 

Trên vị trí 1 của ST2, một truy vấn pharmacophore bắt chước các acid amin điểm 

nóng của IL-33 cũng được tạo ra nhằm tìm kiếm chất ức chế cho thụ thể này. Cụ thể, 

mô hình PH4-ST2-S1-M1 chứa 5 điểm (Hình 3.12A), gồm các điểm F1, F2, F3 có 

đặc tính anion (Ani), điểm F4 có đặc tính cho liên kết hydro (Don) và F5 có đặc tính 

nhận liên kết hydro (Acc). Tuy nhiên, các phân tử nhỏ phù hợp để làm thuốc thường 

khó thỏa mãn các yêu cầu về điện tích như trên, nên điểm F1 và F2 được đặt ràng 

buộc “ít nhất một”. Một mô hình đòi hỏi nhiều điểm điện tích âm cũng gây khó khăn 

cho quá trình sàng lọc ảo cũng như sẽ định hướng cho những phân tử ít có đặc tính 

“giống thuốc”. Vì vậy, một mô hình pharmacophore thứ hai được xây dựng dựa trên 

đặc tính của các acid amin của ST2 trên bề mặt PPI, gồm Lys22, Arg35, Arg38, 

Gln39, Tyr119, Thr135 và Arg198. Ngoài ra, các acid amin nằm ở trung tâm của vị 

trí gắn kết cũng được xem xét, gồm Gln23, Gln39, Met118, Ile136 và Leu138. Công 

cụ MOE Pharmacophore Editor được sử dụng để chỉ dẫn cho việc xây dựng mô hình 

này, dẫn đến truy vấn pharmacophore 6 điểm được minh họa ở Hình 3.12B. 

 

Hình 3.12. Các mô hình pharmacophore cho sàng lọc chất ức chế ST2 tại vị trí 1 

(A) Mô hình PH4-ST2-S1-M1 được xây dựng bằng cách bắt chước các acid amin điểm 

nóng trên IL-33. (B) Mô hình PH4-ST2-S1-M2 được xây dựng dựa trên các acid amin trên 

bề mặt tương tác của chính thụ thể ST2. 

Hai mô hình được tải lên máy chủ ZINCPharmer để sàng lọc nhanh chóng qua 

thư viện ZINC15 chứa hơn 200 triệu cấu dạng của hơn 20 triệu hợp chất. Kết quả 

sàng lọc đã thu được 1778 chất thỏa mãn mô hình, với 1438 chất thỏa mãn mô hình 

PH4-ST2-S1-M1 và 349 chất thỏa mãn mô hình PH4-ST2-S1-M2. Các chất này được 

tiếp tục sàng lọc qua mô hình mô phỏng gắn kết phân tử với phần mềm LeadIT, thu 

được 1755 chất gắn kết thành công với thụ thể ST2. Trong đó, 6 hợp chất gắn kết với 

ái lực dự đoán cao (ΔGdock < −40 kJ/mol) và 249 chất có điểm số gắn kết dưới −30 
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kJ/mol. Trong quá trình sàng lọc bằng mô phỏng gắn kết, chất đối chiếu được sử dụng 

là hợp chất iST2-1, với ΔGdock tốt nhất là −19,25 kJ/mol. 

Hai mươi phối tử xếp hạng cao nhất theo điểm số gắn kết (Bảng PL18.1, PHỤ 

LỤC 18) được chạy các mô phỏng MD ngắn (20 ns) để khảo sát sự ổn định khi gắn 

kết với miền D1D1 của ST2. Sự dao động của thụ thể ở dạng apo và dạng phức hợp 

với các phối tử khảo sát qua biểu đồ RMSD carbon mạch chính của protein được 

phân tích và trình bày chi tiết ở Hình PL18.1. Sự ổn định của protein còn được phản 

ánh qua biểu đồ bán kính quay (Rg) và diện tích bề mặt tiếp xúc dung môi (SASA) 

được trình bày tại Hình PL18.2. Hầu hết các phối tử gắn kết ổn định với protein trong 

các mô phỏng MD 20 ns, với giá trị RMSD các nguyên tử nặng của phối tử dưới 2 Å, 

ngoại trừ ZINC02065976, ZINC02876200, ZINC20527417 và ZINC40659148. Đặc 

biệt, sự hiện diện của phối tử làm cho ST2 trở nên ổn định hơn so với dạng apo, thể 

hiện qua các biểu đồ RMSD tại Hình PL18.1. Từ các quỹ đạo mô phỏng 20 ns, năng 

lượng tự do gắn kết MM-GBSA đã được tính toán cho giai đoạn phức hợp cân bằng 

(Hình 3.13). Cấu dạng gắn kết tốt nhất của chất đối chiếu iST2-1 đạt ΔGgắn kết MM-

GBSA là −7,28 ± 3,96 kcal/mol. Trong khi đó, nhiều phối tử khảo sát đạt giá trị năng 

lượng tự do tốt hơn, đáng chú ý là các hợp chất ZINC08821844, ZINC08911140, 

ZINC16933127, ZINC40658091, ZINC59502934 và ZINC59514725 đều có giá trị 

ΔGgắn kết MM-GBSA < −20 kcal/mol. 

 

Hình 3.13. Năng lượng tự do gắn kết MM-GBSA giữa ST2 và các phối tử được khảo sát. 

Tần suất hình thành liên kết hydro giữa 20 phối tử và ST2 được phân tích và trình 

bày tại Bảng PL18.2, PHỤ LỤC 18 cho thấy các hợp chất tương tác mạnh nhất với 

thụ thể bao gồm ZINC08911140, ZINC16933127, ZINC20527417, ZINC40658091 

và ZINC59514725. Dựa trên khả năng tương tác với các acid amin điểm nóng, 4 hợp 
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chất ZINC08911140, ZINC16933127, ZINC40658091 và ZINC59514725 được lựa 

chọn để đưa vào các mô phỏng MD dài hơn (100 ns) nhằm khảo sát thêm. 

Phân tích quỹ đạo của các mô phỏng MD 100 ns cho thấy sự ổn định của phức 

hợp ST2 với các phối tử ZINC16933127 và ZINC59514725, thể hiện qua biên độ dao 

động RMSD < 1 Å (Hình 3.14A). Chính vì thế, hai phối tử đã giúp ổn định cấu trúc 

của các vòng trong cấu trúc bậc hai của protein, thể hiện qua đồ thị RMSF tại Hình 

3.14B. 

 

Hình 3.14. Phân tích quỹ đạo mô phỏng MD 100 ns và tính toán năng lượng tự do gắn kết 

của 4 hợp chất tiềm năng trên ST2 

Sự chuyển động của các phối tử trong khoang gắn kết được phản ánh qua biểu đồ 

RMSD các nguyên tử nặng, các hợp chất đạt dần sự cân bằng sau 40 ns (Hình 3.14C). 

Các phối tử ZINC08911140, ZINC16933127 và ZINC59514725 có sự ổn định cao 

với biên độ dao động RMSD < 0,5 Å. Cả 4 phối tử được khảo sát đều có khả năng 

hình thành liên kết hydro với thụ thể cao hơn so với hợp chất iST2-1 (Hình 3.14D). 

Một nửa quỹ đạo cuối của quá trình mô phỏng (khi các phức hợp đạt độ ổn định) 

được sử dụng để tính toán sự hình thành của các loại tương tác protein–phối tử. Hình 
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3.15 cho thấy mỗi phối tử đều có thể tương tác với một hoặc nhiều acid amin điểm 

nóng của ST2 như Lys22, Arg35, Arg38 và Arg198. Năng lượng tự do gắn kết MM-

GBSA của các phối tử đều đạt giá trị âm, lần lượt là −21,53 ± 5,32; −28,93 ± 6,66; 

−23,25 ± 8,39; −26,84 ± 5,07 kcal/mol, tốt hơn so với hợp chất đối chiếu iST2-1, với 

ΔGgắn kết MM-GBSA = −5,46 ± 4,68 kcal/mol. 

 

Hình 3.15. Tần suất hình thành tương tác giữa ST2 và 4 phối tử được khảo sát 

Ngoài ra, tính toán phân rã năng lượng tự do đã được thực hiện để đánh giá sự 

đóng góp của mỗi acid amin trong sự tương tác protein−phối tử. Kết quả tại Bảng 

PL18.3, PHỤ LỤC 18 cho thấy ZINC59514725 là hợp chất tiềm năng khi tương tác 

với 3 acid amin quan trọng là Lys22, Arg35 và Arg38 với mức phân rã năng lượng 

tự do lần lượt là −5,03; −5,88 và −8,92 kcal/mol. Bên cạnh đó, ZINC16933127 cũng 

là một hợp chất triển vọng khi tương tác với Arg38 với mức năng lượng cao nhất 

trong các phối tử được khảo sát, với mức năng lượng đóng góp là −11,26 kcal/mol. 

Hồ sơ tính chất ADMET cho 4 hợp chất tiềm năng tại Hình 3.15 đã được lập 

bằng công cụ ADMETlab và trình bày chi tiết tại Bảng PL18.4, PHỤ LỤC 18. Các 

hợp chất đều thỏa mãn Luật 5 Lipinski, không phải là các hợp chất gây nhiễu liên thử 

nghiệm (pan-assay interference compounds – PAINS), được dự đoán khả năng hấp 

thu bằng đường uống từ trung bình đến tốt và dễ tổng hợp hóa học. 
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3.3.3. Sàng lọc chất gắn kết với IL-33 tại vị trí 2 của giao diện PPI bằng phương 

pháp pharmacophore 

3.3.3.1. Mô hình pharmacophore tìm kiếm chất ức chế IL-33 tại vị trí 2 được xây 

dựng theo phương pháp bắt chước PPI 

Nghiên cứu vị trí gắn kết đã chỉ ra vị trí 2 trên giao diện PPI của IL-33 có tiềm 

năng phát triển chất ức chế phân tử nhỏ hơn so với vị trí 1. Tại vị trí này, mô hình 

pharmacophore PH4-IL33-S2-M1 được xây dựng bằng cách bắt chước các nhóm 

tham gia tương tác của Leu246, Leu306, Leu311 và Arg313 trên ST2 với các acid 

amin điểm nóng Tyr163, Leu182 và Glu165 của IL-33 trên IL-33 (Hình 3.16). Mô 

hình chứa 4 điểm, gồm F1: Cat|Don, F2: Hyd, F3: Hyd và F4: Hyd. Ngoài ra, một 

vùng loại trừ thể tích dựa trên bề mặt của protein cũng được bổ sung để tăng độ chọn 

lọc cho mô hình. 

 

Hình 3.16. Mô hình pharmacophore PH4-IL33-S2-1 tìm kiếm chất ức chế IL-33 tại vị trí 2 

(A) Sự minh họa mô hình trên phức hợp cấu trúc tinh thể của IL-33/ST2 (PDB: 4KC3). (B) 

Các acid amin trên ST2 được sử dụng để bắt chước và tạo ra truy vấn. (C) Hình ảnh tổng 

thể của mô hình pharmacophore 4 điểm cùng với vùng loại trừ thể tích. 

Mô hình được sử dụng để sàng lọc qua các thư viện hóa học trên các công cụ trực 

tuyến ZINCPharmer và PharmIT với số chất thỏa mãn truy vấn được trình bày tại 

Bảng PL19.1, PHỤ LỤC 19. Các chất được đưa vào cùng một tệp dữ liệu để loại 

trùng lặp. Trong đó, 2000 chất có độ khớp cao nhất với mô hình (giá trị RMSD thấp 

nhất) được tiếp tục sàng lọc bằng mô phỏng gắn kết với phần mềm AutoDock Vina. 

Song song đó, mô hình cũng được sử dụng để sàng lọc qua cơ sở dữ liệu định 

hướng PPI đã được xây dựng trong đề tài (Bảng PL7.1, PHỤ LỤC 7). Quá trình 
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sàng lọc được thực hiện trên máy tính cục bộ, với kết quả được trình bày tại Bảng 

PL19.1, PHỤ LỤC 19. Các chất thỏa mãn mô hình được gộp chung vào một tập tin 

và loại trùng lặp. Nhằm mục đích so sánh với kết quả sàng lọc qua các công cụ trực 

tuyến, 2000 hợp chất có RMSD thấp nhất so với truy vấn pharmacophore cũng được 

sàng lọc qua mô hình gắn kết phân tử. 

Do mô hình PH4-IL33-S2-M1 được xây dựng trực tiếp trên các điểm nóng từ cấu 

trúc tinh thể của IL-33 (PDB: 4KC3), các hợp chất thỏa mô hình cũng được mô phỏng 

gắn kết trên cấu trúc này. Hình 3.17A cho thấy 2000 hợp chất từ cơ sở dữ liệu hóa 

học định hướng PPI có điểm số gắn kết trung bình tốt hơn có ý nghĩa thống kê so các 

hợp chất từ sàng lọc từ các công cụ trực tuyến như ZINCPharmer và PharmIT (kiểm 

định Mann-Whitney U, p = 2,186  10−13). Hai tập dữ liệu chia sẻ với nhau 6 hợp 

chất trùng lặp. Sự phân bố ΔGdock của tất cả 3994 hợp chất cũng được minh họa tại 

Hình 3.17B. Trong đó, nhiều hợp chất đã cho ΔGdock tốt hơn so với chất đối chiếu 7c 

(ΔGdock = −6,9 kcal/mol) trên cấu trúc tinh thể của IL-33. 

Các chất thuộc 10% có ΔGdock tốt nhất được lập hồ sơ ADMET bằng công cụ 

ADMETlab. Sự phù hợp của các chất với các bộ quy tắc hóa dược được thống kê tại 

Hình 3.17C. Phần lớn các chất được sàng lọc thỏa mãn Luật 5 Lipinski (90%) và 

không vi phạm PAINS (92%). Với các bộ lọc có tiêu chí nghiêm ngặt hơn, số chất 

thỏa mãn luật Pfizer và GSK lần lượt là 79% và 20%. Đặc biệt, 77% số chất thỏa mãn 

tiêu chí “Golden Triangle”, gợi ý tính chất dược động học thuận lợi. Đồng thời, 400 

hợp chất này cũng được tính điểm lại với chương trình HYDE và ái lực gắn kết ước 

tính được minh họa tại Hình 3.17D. 

Các hợp chất dẫn đầu về điểm số gắn kết (ΔGdock) và có khả năng tạo liên kết 

hydro hoặc cầu muối với các acid amin tại vị trí 2 của IL-33 được chọn để đưa vào 

mô phỏng MD 100 ns, gồm Enamine Z8479543772, ZINC000009715199, Enamine 

Z5129920608, ZINC000097979009 và ZINC000003396261. Bên cạnh đó, dựa trên 

ái lực gắn kết Ki HYDE, các hợp chất dẫn đầu gồm Enamine Z1416073120, Enamine 

Z19188025, ChemDiv S779-0339, Enamine Z5198657368 và ZINC12152030 cũng 

được lựa chọn để khảo sát thêm qua các mô phỏng MD. Các hợp chất có cấu trúc 

được trình bày tại Bảng PL19.2, PHỤ LỤC 19 và tính chất ADMET được trình bày 

tại Bảng PL19.3, PHỤ LỤC 19. 
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Hình 3.17. Các hợp chất dẫn đầu thu được từ quá trình sàng lọc ảo chất ức chế IL-33 tại vị 

trí 2 của PPI dựa trên mô hình pharmacophore PH4-IL33-S2-M1 

(A) So sánh sự phân bố điểm số gắn kết của các chất được sàng lọc từ thư viện trực tuyến 

và từ cơ sở dữ liệu định hướng PPI. (B) Sự phân bố điểm số gắn kết của toàn bộ 3994 hợp 

chất kết hợp từ hai bộ cơ sở dữ liệu. (C) Sự phù hợp của các hợp chất với các bộ lọc hóa 

dược và ADMET. (D) Các hợp chất có ái lực gắn kết HYDE tốt nhất với IL-33. 
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Đối với 5 hợp chất được lựa chọn dựa trên ΔGdock, phức hợp của IL-33 với các 

phối tử đạt sự ổn định với biên độ dao động RMSD <  1 Å, ngoại trừ phức hợp của 

ZINC09715199 (Hình 3.18A). Đối với sự chuyển động của từng phối tử, Enamine 

Z8479543772, Enamine Z5129920608 và ZINC03396261 có sự ổn định cao hơn so 

với hai phối tử còn lại. Đến nửa cuối thời gian mô phỏng, ZINC09715199 cũng đạt 

sự cân bằng nhưng ZINC097979009 vẫn còn dao động (Hình 3.18B). Độ dao động 

trung bình của các acid amin trên IL-33 không khác nhau đáng kể giữa các phức hợp, 

thể hiện qua biểu đồ RMSF ở Hình 3.18C. Cả 5 phối tử đều có khả năng tương tác 

kị nước với một hoặc nhiều acid amin điểm nóng của IL-33 (Bảng PL19.2, PHỤ 

LỤC 19). Phương pháp MM-GBSA được áp dụng để tính toán năng lượng tự do gắn 

kết giữa các phối tử và IL-33 dựa trên các quỹ đạo mô phỏng MD (Hình 3.18D). Tính 

từ thời điểm đạt trạng thái cân bằng, Enamine Z8479543772 và Enamine 

Z5129920608 là hai phối tử có ái lực gắn kết tốt nhất với IL-33, với ΔGgắn kết MM-GBSA 

lần lượt là −38,4 ± 4,3 và −41,4 ± 3,9 kcal/mol. Đặc biệt, Enamine Z8479543772 có 

thể hình thành tương tác với cả 3 điểm nóng thực nghiệm là Tyr163, Glu165 và 

Leu182. Trong khi đó, Enamine Z5129920608 tương tác mạnh mẽ với các điểm nóng 

Tyr163 và Leu182 với tần suất liên kết lên đến 98–100% trong suốt thời gian mô 

phỏng. Đặc biệt, cả hai phối tử đều có thể cho liên kết hydro với nhóm C=O mạch 

chính của Lys180, với tần suất hình thành tương tác của mỗi phối tử lần lượt là 75 và 

97%. Đây là một acid amin quan trọng tham gia tương tác với Leu311 của thụ thể 

ST2 được quan sát trong các mô phỏng MD phức hợp IL-33/ST2 trước đó. 

Với sự chỉ dẫn của chương trình tính điểm HYDE, 5 hợp chất tiềm năng đã được 

lựa chọn để mô phỏng MD 100 ns. IL-33 trong phức hợp với các phối tử đều đạt sự 

ổn định với biên độ dao động RMSD < 2 Å (Hình 3.18E). Các phối tử sau một thời 

gian dao động cũng đạt được sự ổn định ở khoảng nửa cuối quỹ đạo mô phỏng (Hình 

3.18F). Cả 5 phối tử đều có năng lượng tự do gắn kết âm, nhưng nổi bật là Enamine 

Z19188025 và ZINC12152030 với ΔGgắn kết MM-GBSA lần lượt là −40,1 ± 6,1 và −32,8 

± 5,6 kcal/mol. Các phối tử này đều tương tác kị nước mạnh với các acid amin điểm 

nóng như Tyr122, Tyr163, Leu182, Leu220, Asn222 và Leu267, nhưng đóng góp 

năng lượng quan trọng nhất là liên kết hydro và ion với Glu269 (Bảng PL19.2, PHỤ 

LỤC 19). Tần suất của Enamine Z19188025 khi cho liên kết hydro, ion và tương tác 

kị nước với Glu269 lần lượt là 90, 91 và 53%. Trong khi đó, liên kết hydro, ion và 

tương tác Van der Waals của ZINC12152030 với Glu269 được duy trì 100% trong 

suốt thời gian mô phỏng MD. 
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Hình 3.18. Phân tích quỹ đạo mô phỏng MD 100 ns và tính toán năng lượng tự do gắn kết 

MM-GBSA của các chất tiềm năng được sàng lọc từ mô hình PH4-IL33-S2-M1. 

(A, B, C và D) Kết quả phân tích RMSD carbon alpha của protein, RMSD của phối tử, 

RMSF carbon alpha và ΔGgắn kết MM-GBSA của phức hợp IL-33 với 5 hợp chất được chọn dựa 

trên điểm số gắn kết. (E, F, G và H) Kết quả phân tích các quỹ đạo MD của phức hợp IL-

33 với 5 hợp chất được chọn dựa trên ái lực gắn kết HYDE.  
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3.3.3.2. Mô hình pharmacophore tìm kiếm chất ức chế IL-33 tại vị trí 2 dựa trên 

phức hợp của protein với chất ức chế thực nghiệm 7c 

Dựa trên mô phỏng MD dài 5 μs cùng thuật toán phân cụm, cấu dạng gắn kết phổ 

biến và tốt nhất của IL-33 và chất ức chế 7c đã được lấy mẫu (Hình 3.5). Phức hợp 

IL-33/7c được sử dụng để xây dựng mô hình pharmacophore một cách tự động bằng 

công cụ AutoPH4. Kết quả thu được mô hình PH4-IL33-S2-M2 chứa 6 điểm và một 

vùng loại trừ thể tích được minh họa tại Hình 3.19A. 

 

Hình 3.19. Mô hình pharmacophore dựa trên cấu trúc phức hợp IL-33/7c 

(A) Mô hình PH4-IL33-S2-M2 trong không gian 3 chiều. (B) Đường cong ROC đánh giá 

mô hình qua tập có và không có hoạt tính thật, cùng tập mồi nhử DeepCoy. 

Mô hình được đánh giá bằng cách sàng lọc trên tập hoạt tính và tập không hoạt 

tính. Tập không hoạt tính trong trường hợp này bao gồm các chất không hoạt tính 

thực nghiệm được báo cáo bởi Kim và cộng sự, và một tập mồi nhử DeepCoy. Các 

tập chất này được tạo cấu dạng bằng công cụ MOE Conformation Search. Đồng thời, 

phần mềm OMEGA cũng được sử dụng để tạo cấu dạng nhằm đánh giá sự phù hợp 

của việc sàng lọc trên các thư viện định hướng PPI với cấu dạng được tạo bằng 

chương trình này. Kết quả đánh giá tại Hình 3.19B và C cho thấy mô hình có thể 

phân biệt được chất có và không có hoạt tính với diện tích dưới đường cong ROC 

trong tất cả các lần đánh giá đều lớn hơn 0,70. 

Do đó, mô hình PH4-IL33-S2-M2 được sử dụng để sàng lọc qua các cơ sở dữ 

liệu và kết quả được trình bày bổ sung tại Bảng PL20.1, PHỤ LỤC 20. Sau khi loại 

bỏ trùng lặp, có tổng cộng 694 chất từ các thư viện trực tuyến và 5697 chất từ cơ sở 

dữ liệu định hướng PPI thỏa mãn mô hình. Các chất được tập hợp chung thành một 

tệp dữ liệu duy nhất và sàng lọc qua mô hình mô phỏng gắn kết trên túi gắn kết được 

xác định trên vị trí 2 tại giao diện PPI của IL-33. Do mô hình pharmacophore được 

xây dựng dựa trên phức hợp gắn kết giữa IL-33 và hợp chất 7c được lấy mẫu từ mô 
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phỏng MD nên quá trình gắn kết phân tử cũng sử dụng cấu dạng này của IL-33. Sự 

phân bố điểm số gắn kết 6391 hợp chất được trình bày tại Hình 3.20A, với nhiều hợp 

chất có ái lực cao hơn so với chất đối chiếu 7c (ΔGdock < −9,0 kcal/mol). Trong đó, 

10% số chất xếp hạng cao nhất được lập hồ sơ ADMET. Sự phù hợp của các chất này 

với các bộ lọc hóa dược như Luật 5 Lipinski, Pfizer và GSK lần lượt là 92, 71 và 

24%. Hầu hết các hợp chất không vi phạm bộ lọc PAINS (98%) để tránh dương tính 

giả trong các thử nghiệm sinh học và tuân thủ bộ lọc Golden Triangle (84%) để có 

tính chất ADMET thuận lợi (Hình 3.20B). Sau khi tính điểm lại với HYDE, 50 hợp 

chất dẫn đầu với ái lực gắn kết ước tính tốt nhất được trình bày tại Hình 3.20C. 

Các hợp chất tiềm năng được lựa chọn để khảo sát tính ổn định của sự gắn kết 

với IL-33 trong các mô phỏng MD 100 ns. Năm hợp chất ZINC08602233, 

ZINC39732507, Enamine Z4873984348, ZINC09831173 và ChemDiv G725-1491 

được lựa chọn theo sự xếp hạng dựa trên ΔGdock và sự tương tác với các acid amin 

quan trọng (đặc biệt là với các điểm nóng của IL-33). Bên cạnh đó, các chất Enamine 

Z1256575314, Enamine Z5292512172, Enamine Z367633186, ChemDiv E957-2106 

và Enamine Z1627498921 cũng được lựa chọn để mô phỏng MD dựa trên sự xếp 

hạng bởi ái lực gắn kết HYDE và khả năng tương tác của chúng với các acid amin 

điểm nóng. 

Trong các mô phỏng MD (Hình 3.21), cả 10 hợp chất tiềm năng được lựa chọn 

đều duy trì sự liên kết ổn định với IL-33 tại vị trí 2, được phản ánh qua biểu đồ RMSD 

của phối tử (Hình 3.21B và F). Trên các biểu đồ này, các phối tử có sự dịch chuyển 

so với vị trí bắt đầu và sau đó dần đạt được sự cân bằng. Tất cả các quỹ đạo được 

xem xét trực tiếp dưới dạng hình ảnh bằng phần mềm VMD để xác nhận các phối tử 

vẫn định vị tại túi gắn kết ở vị trí 2 của IL-33. Nửa cuối của quỹ đạo khi phức hợp 

protein–phối tử đạt sự cân bằng, năng lượng tự do gắn kết MM-GBSA được tính toán 

và cho thấy cả 8 phối tử đều duy trì sự gắn kết tốt với IL-33 với ΔGgắn kết MM-GBSA âm 

và ổn định. Phần quỹ đạo này cũng được đưa vào phân tích tần suất tương tác giữa 

phối tử với các acid amin tại vị trí 2 của IL-33. Thống kê tại Bảng PL20.2, PHỤ 

LỤC 20 cho thấy mỗi phối tử đều có khả năng duy trì tương tác với một hoặc nhiều 

điểm nóng, đặc biệt là các điểm nóng thực nghiệm như Tyr163, Leu182 và các điểm 

nóng được phát hiện qua nghiên cứu in silico như Ile119, Tyr122, Lys180, Leu267 

và Asn222. Dựa trên năng lượng tự do gắn kết MM-GBSA, các hợp chất nổi bật gắn 

kết ái lực cao với IL-33 gồm ZINC09831173, ChemDiv G725-1491 và Enamine 

Z1256575314 với ΔGgắn kết MM-GBSA dưới −30 kcal/mol. Tính chất ADMET của các 

hợp chất tiềm năng này được trình bày chi tiết tại Bảng PL20.3, PHỤ LỤC 20. 
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Hình 3.20. Các hợp chất dẫn đầu thu được từ quá trình sàng lọc ảo chất ức chế IL-33 tại vị 

trí 2 của PPI dựa trên mô hình pharmacophore PH4-IL33-S2-M2 

(A) Sự phân bố điểm số gắn kết của các chất được sàng lọc từ mô hình pharmacophore. (B) 

Hồ sơ ADMET với một số đặc tính hóa dược tiêu biểu của 10% số chất có điểm số gắn kết 

tốt nhất. (C) Ái lực gắn kết của 50 hợp chất dẫn đầu khi tính điểm lại bằng HYDE. 
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Hình 3.21. Phân tích quỹ đạo mô phỏng MD 100 ns và tính toán năng lượng tự do gắn kết 

MM-GBSA của các chất tiềm năng được sàng lọc từ mô hình PH4-IL33-S2-M2. 

(A, B, C và D) Kết quả phân tích RMSD carbon alpha của protein, RMSD của phối tử, 

RMSF carbon alpha và ΔGgắn kết MM-GBSA của phức hợp IL-33 với 4 hợp chất được chọn dựa 

trên điểm số gắn kết. (E, F, G và H) Kết quả phân tích các quỹ đạo MD của phức hợp IL-

33 với 4 hợp chất được chọn dựa trên ái lực gắn kết HYDE.  
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3.4. Mô hình in silico dựa trên phối tử ức chế IL-33 và ST2 

3.4.1. Truy vấn tương đồng hình dạng 3 chiều tìm kiếm chất ức chế IL-33 

3.4.1.1. Tìm kiếm truy vấn 

Cho đến nay, 7c là chất ức chế tiềm năng nhất của IL-33, được chứng minh khả 

năng gắn kết với protein qua thử nghiệm đo nhiễu loạn độ dịch chuyển hóa học trên 

phổ NMR và hiệu lực ức chế trên dòng tế bào HMC-1. Trong nghiên cứu này, 7c 

được sử dụng để tạo truy vấn ROCS như điểm khởi đầu cho việc tìm kiếm các hợp 

chất mới có sự tương đồng về hình dạng 3D và tính chất hóa học, góp phần làm giàu 

lượng hợp chất phân tử nhỏ ức chế IL-33. Từ chuỗi SMILES của 7c, phần mềm 

vROCS tìm kiếm được 5 truy vấn (Hình 3.22A). Nhằm mục đích so sánh hiệu quả 

của việc tạo truy vấn ROCS từ chuỗi SMILES và từ cấu dạng 3D sẵn có, hợp chất 7c 

được tìm kiếm cấu dạng trước bằng phần mềm OMEGA và đưa vào phần mềm 

vROCS để tìm kiếm truy vấn tương đồng hình dạng 3D. Trong quá trình tìm kiếm 

cấu dạng với OMEGA, ngưỡng RMSD cao hơn mặc định (> 0,5 Å) được cài đặt để 

thu được một tập hợp các cấu dạng đa dạng của 7c. Với ngưỡng RMSD 1,0 và 1,5 Å, 

vROCS tìm kiếm được lần lượt 5 và 2 truy vấn (Hình 3.22B và C). 

Hiệu năng sàng lọc của tất cả 12 truy vấn ROCS được đánh giá qua khả năng 

phân biệt các chất trong tập kiểm tra có hoạt tính và tập mồi nhử DeepCoy. Kết quả 

đánh giá các truy vấn được trình bày tại Bảng PL21.1, PHỤ LỤC 21, bao gồm các 

phân tích đường cong ROC và hệ số làm giàu. Kiểm định dấu-hạng Wilcoxon được 

thực hiện để so sánh sự khác biệt giữa các truy vấn dựa trên các điểm số Tanimoto và 

Overlap. Hình PL21.1A, PHỤ LỤC 21 cho thấy khi sử dụng điểm số Tanimoto làm 

thước đo trong sàng lọc ảo, các truy vấn ROCS đều có hiệu năng tốt hơn có ý nghĩa 

thống kê so với phương pháp Lingos (tất cả các giá trị p < 0,05). Hình PL21.1B gợi 

ý ROCS-iIL33-6 là truy vấn tốt nhất, nhưng kiểm định Wilcoxon chỉ ra rằng truy vấn 

này khác biệt không có ý nghĩa thống kê so với truy vấn ROCS-iIL33-1 và ROCS-

iIL33-10. Do đó, truy vấn ROCS-iIL33-6 được chạy qua tập kiểm tra song song với 

từng truy vấn còn lại và giá trị p hiệu chỉnh (tính toán bởi phần mềm vROCS) được 

sử dụng để so sánh thống kê. Giá trị p hiệu chỉnh khi so sánh truy vấn ROCS-iIL33-

6 với các truy vấn khác được trình bày tại Bảng PL21.2, PHỤ LỤC 21. Kết quả cho 

thấy truy vấn này có hiệu năng sàng lọc tốt hơn các truy vấn ROCS-iIL33-1, 2, 5, 8, 

9 khi so sánh bằng điểm số TanimotoCombo (phiệu chỉnh < 0,5). Khi sử dụng điểm số 

Overlap để so sánh, truy vấn ROCS-iIL33-6 tốt hơn hết tất cả các truy vấn còn lại ở 

giá trị ROC-AUC và EF0,5% (phiệu chỉnh < 0,5). Đánh giá trên tập decoy DUD-E và 

DUDE-Z bằng điểm số tương đồng Tanimoto tổng thể, truy vấn ROCS-iIL33-6 có 
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ROC-AUC lần lượt là 1,00 và 1,00; EF1% lần lượt là 96,88 và 100. Như vậy, ROCS-

iIL33-6 được xác định là truy vấn tối ưu nhất dựa trên hợp chất 7c và được sử dụng 

cho sàng lọc ảo. 

 

Hình 3.22. Các truy vấn ROCS cho chất ức chế IL-33 được tạo từ cấu trúc của hợp chất 7c 

(A) Các truy vấn ROCS được tạo từ chuỗi SMILES của 7c. (B và C) Các truy vấn được 

xây dựng từ cấu dạng 3D của 7c được tạo bằng phần mềm OMEGA với RMSD lần lượt là 

1,0 và 1,5 Å. 

3.4.1.2. Sử dụng truy vấn ROCS sàng lọc ảo chất ức chế IL-33 

Truy vấn ROCS-iIL33-6 được sử dụng để sàng lọc qua cơ sở dữ liệu định hướng 

PPI đã được chuẩn bị. Với mỗi lần chạy trên một tập dữ liệu, ngưỡng điểm Tanimoto 

tổng thể chọn vào là 1,0 và số hợp chất tối đa tốt nhất được giữ lại là 5000. Kết quả 

sàng lọc qua các thư viện được trình bày tại Bảng PL21.3, PHỤ LỤC 21. 

Để so sánh với mô hình pharmacophore cho chất ức chế IL-33 tại vị trí 2 dựa trên 

hợp chất 7c (PH4-IL33-S2-M2), một lượng hợp chất thỏa mãn truy vấn ROCS tương 

đương được đưa vào mô phỏng gắn kết bằng phần mềm AutoDock Vina. Tổng cộng 

6371 hợp chất với điểm số Tanimoto tổng thể lớn hơn 1,07 được sàng lọc và sự phân 
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bố điểm số gắn kết của chúng được minh họa tại Hình 3.23A. Khi so sánh truy vấn 

ROCS với mô hình pharmacophore PH4-IL33-S2-M2, Hình 3.23B cho thấy sự phân 

bố điểm số gắn kết của các chất được sàng lọc từ hai mô hình khác biệt không có ý 

nghĩa thống kê (kiểm định Mann-Whitney U, p = 0,2141). 

Trong số 6371 hợp chất được mô phỏng gắn kết sau khi sàng lọc qua truy vấn 

ROCS, 10% số chất có ái lực gắn kết tốt nhất (tương đương khoảng 785 chất có 

ΔGdock < −8,0 kcal/mol) được lập hồ sơ ADMET. Kết quả tại Hình 3.23C cho thấy 

99% số hợp chất thỏa mãn Luật 5 Lipinski và 97% số chất thỏa quy tắc Golden 

Triangle. Đồng thời, 94% số hợp chất không vi phạm bộ lọc PAINS để gây dương 

tính giả trong các thử nghiệm sinh học. Các hợp chất này được đưa vào chương trình 

HYDE để tính điểm lại và ái lực gắn kết dự đoán với IL-33 của 50 chất dẫn đầu được 

minh họa tại Hình 3.23D. Tương tự các sàng lọc ảo trước, phức hợp của IL-33 với 5 

hợp chất có ΔGdock và 5 hợp chất có Ki HYDE tốt nhất được lựa chọn để mô phỏng MD 

100 ns. Các chất có cấu trúc và tính chất ADMET được trình bày lần lượt tại Bảng 

PL21.4 và PL21.5, PHỤ LỤC 21. 

Năm hợp chất dẫn đầu về ΔGdock đều có điểm số < −10,0 kcal/mol và đến từ thư 

viện Asinex. Phân tích RMSD của protein và phối tử cho thấy 5 hợp chất gắn kết ổn 

định với IL-33 tại túi gắn kết ở vị trí 2 của PPI (Hình 3.24A và B). Đặc biệt, Asinex 

BAS-01389088 và BAS-03072524 là những phối tử có biên độ dao động RMSD rất 

thấp. Biểu đồ RMSF ở Hình 3.24C cho thấy, ngoại trừ Asinex BAS-01389082, 4 

phối tử còn lại đều làm giảm sự dao động của các acid amin ở đầu N của IL-33. Hình 

3.24D thể hiện năng lượng tự do gắn kết MM-GBSA của các phối tử với IL-33, trong 

đó Asinex BAS-01389088 và BAS-03072524 là những hợp chất nổi bật với ΔGgắn kết 

MM-GBSA lần lượt là −33,79 ± 3,97 và −31,65 ± 2,95 kcal/mol. 

Các hợp chất được lựa chọn dựa trên Ki HYDE cũng thể hiện sự gắn kết ổn định 

với IL-33 trong các quỹ đạo mô phỏng MD 100 ns (Hình 3.24E, F và G). Trong đó, 

hợp chất gắn kết tiềm năng nhất là Enamine Z1832708609 và Asinex ASN-04481572 

với ΔGgắn kết MM-GBSA lần lượt là −30,65 ± 2,76 và −34,66 ± 4,04 kcal/mol (Hình 

3.24H). 
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Hình 3.23. Các hợp chất dẫn đầu thu được từ quá trình sàng lọc ảo chất ức chế IL-33 tại vị 

trí 2 của PPI dựa trên mô hình tương đồng hình dạng 3D ROCS-iIL33-6 

(A) Sự phân bố điểm số gắn kết của các chất được sàng lọc từ truy vấn ROCS. (B) So sánh 

sự phân bố điểm số gắn kết của ~6000 hợp chất được sàng lọc từ truy vấn ROCS và mô 

hình pharmacophore PH4-IL33-S2-M2 qua cơ sở dữ liệu hóa học định hướng PPI. (C) Hồ 

sơ ADMET với một số đặc tính hóa dược tiêu biểu của 10% số chất có điểm số gắn kết tốt 

nhất. (D) Ái lực gắn kết của 50 hợp chất dẫn đầu khi tính điểm lại bằng HYDE. 
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Hình 3.24. Phân tích quỹ đạo mô phỏng MD 100 ns và tính toán năng lượng tự do gắn kết 

MM-GBSA của các chất tiềm năng được sàng lọc từ mô hình ROCS-iIL33-6 

(A, B, C và D) Kết quả phân tích RMSD carbon alpha của protein, RMSD của phối tử, 

RMSF carbon alpha và ΔGgắn kết MM-GBSA của phức hợp IL-33 với 5 hợp chất được chọn dựa 

trên điểm số gắn kết. (E, F, G và H) Kết quả phân tích các quỹ đạo MD của phức hợp IL-

33 với 5 hợp chất được chọn dựa trên ái lực gắn kết HYDE. 
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3.4.2. Mô hình pharmacophore dựa trên phối tử phân tử nhỏ ức chế IL-33/ST2 

Dựa trên tập hợp 82 chất ức chế ST2 đã được báo cáo trong các nghiên cứu trước 

(Bảng PL2.2, PHỤ LỤC 2), các mô hình pharmacophore dựa trên phối tử xây dựng 

dựa trên 17 chất trong tập huấn luyện và đánh giá dựa trên 65 chất có hoạt tính trong 

tập kiểm tra. Phân tích thành phần chính (PCA) tại Hình PL22.1, PHỤ LỤC 22 cho 

thấy tập huấn luyện phân bố đều trong không gian hóa học của toàn tập dữ liệu. Tập 

kiểm tra không hoạt tính bao gồm một tập không hoạt tính thực nghiệm được lấy mẫu 

từ cơ sở dữ liệu PubChem BioAssay (mã số 1259354) và tập mồi nhử được tạo bằng 

DUD-E, DUDE-Z và DeepCoy. Tổng cộng 74 truy vấn pharmacophore đã được tạo 

ra dựa trên điểm chung của các chất có hoạt tính mạnh trong tập huấn luyện. Tất cả 

các mô hình chứa từ 4−5 điểm, chủ yếu là các điểm vòng thơm và kị nước, cho thấy 

tầm quan trọng của đặc điểm cấu trúc này. Các truy vấn 5 điểm tốt nhất đã được đánh 

giá sơ bộ qua tập có hoạt tính và tập mồi nhử DUDE-Z (Bảng 3.5). Dựa trên điểm số 

GH, truy vấn thứ 18 có kết quả đánh giá tốt nhất. 

Bảng 3.5. Đánh giá các mô hình pharmacophore dựa trên phối tử ức chế ST2, với tập 

decoy được tạo bằng DUDE-Z 

Mô 

hình 
Truy vấn 

Độ 

chồng phủ 

Độ 

đúng 
Se Sp Ya GH 

12 RRHHH_20 26,50 1,00 0,92 0,74 0,19 0,2763 

45 RHHHH_6 24,08 1,00 0,94 0,81 0,24 0,3377 

48 RHHHH_5 23,93 1,00 0,83 0,81 0,22 0,3030 

49 RHHHH_18 23,83 1,00 0,83 0,79 0,21 0,2879 

13 RRHHH_27 26,44 0,97 0,99 0,73 0,20 0,2909 

18 RRHHH_29 26,26 0,97 0,91 0,82 0,25 0,3387 

22 RRHHH_25 26,17 0,97 0,92 0,73 0,18 0,2663 

25 RRHHH_19 25,82 0,97 0,89 0,75 0,19 0,2739 

29 RRHHH_26 25,75 0,97 0,90 0,81 0,24 0,3257 

30 RRHHH_12 25,61 0,97 0,84 0,84 0,26 0,3370 

Mô hình 18 được ký hiệu là PH4-LB-iST2, tiếp tục được đánh giá qua phân tích 

đường cong ROC. Trên tập mồi nhử DUD-E và DUDE-Z, mô hình có ROC-AUC lần 

lượt là 0,878 và 0,958; TG̅̅̅̅  đạt 0,54 và 0,77 và hệ số làm giàu EF1% đạt 24,41 và 16,16. 

Sử dụng tập chất mồi nhử DeepCoy khó phân biệt hơn, mô hình đạt ROC-AUC = 

0,793, TG̅̅̅̅  = 0,29 và EF1% = 18,59. Bên cạnh đó, một tập không hoạt tính thực nghiệm 

được sử dụng để đánh giá mô hình, thu được ROC-AUC = 0,860, TG̅̅̅̅  = 0,47 và EF1% 

= 24,62 (Hình 3.25). Những chỉ số này cho thấy mô hình có thể được chấp nhận bởi 

khả năng phân biệt tốt chất có và không có hoạt tính. 
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Hình 3.25. Mô hình pharmacophore PH4-LB-iST2 dựa trên phối tử ức chế ST2 được đánh 

giá bằng các tập mồi nhử khác nhau và tập không hoạt tính thực nghiệm 

3.4.3. Mô hình QSAR dự đoán chất ức chế hoạt tính IL-33/ST2 

Nghiên cứu QSAR sử dụng 82 hợp chất có hoạt tính ức chế IL-33/ST2, với điểm 

cuối của mô hình là hoạt tính trên tế bào HB (pIC50(HB)). Trong quá trình tiền xử lý 

dữ liệu, 4 hợp chất được báo cáo là ngoại lai về cấu trúc và hoạt tính được loại bỏ 

(gồm C11, C19, C26 và C48). Tập hợp cuối cùng chứa 78 hợp chất với 372 thông số 

mô tả phân tử 2D được phân chia thành tập huấn luyện và kiểm tra bằng phương pháp 

Kennard-Stone với tỉ lệ 80:20 (Hình PL23.1, PHỤ LỤC 23). Trên tập huấn luyện, 

các thông số mô tả được lựa chọn với sự hỗ trợ của thuật toán di truyền và Stepwise. 

Các bộ thông số mô tả phân tử với số lượng khác nhau đã được khảo sát, trong đó các 

mô hình chứa 7 biến số cho kết quả tốt nhất (so với 5, 6 hay 8 thông số mô tả). 

Năm bộ 7 thông số mô tả tốt nhất đã được lựa chọn để xây dựng mô hình QSAR 

bằng phương pháp PLS và trình bày tại Bảng 3.6. Các thông số mô tả đều có tương 

quan chéo dưới 80% (Hình PL23.2, PHỤ LỤC 23). Trong phép phân chia dữ liệu 

theo phương pháp Kennard-Stone, cả 5 mô hình đều đạt các chỉ số đánh giá đối với 

một mô hình QSAR (R2 = 0,77–0,81; QLOO
2  = 0,71–0,76; MAELOO = 0,15–0,17; 

rm(LOO)
2̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ = 0,60–0,67 và ; ∆rm(LOO)

2
 = 0,13–0,18 trên tập huấn luyện; QF1

2  = 0,78–0,80; 

MAE = 0,16–0,19; rm
2̅̅ ̅ = 0,63–0,69; ∆rm

2  = 0,17–0,20 và CCC = 0,85–0,88 trên tập 

kiểm tra). Sự tương quan giữa giá trị hoạt tính dự đoán và thực nghiệm được minh 

họa ở Hình PL23.3, PHỤ LỤC 23. Miền ứng dụng của 5 mô hình được xác định 

bằng phương pháp DModX và minh họa tại Hình PL23.4, PHỤ LỤC 23. Phương 

pháp Y-ngẫu nhiên 100 lần đã được thực hiện và kết quả cho thấy các mô hình thu 

được không phải do ngẫu nhiên (Hình PL23.5, PHỤ LỤC 23). 
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Bảng 3.6. Các mô hình QSAR-HB dự đoán hoạt tính ức chế IL-33/ST2 trên dòng tế bào 

HEK-Blue IL-33 sử dụng thông số mô tả phân tử 2D 

Phương trình PLS và các chỉ số đánh giá mô hình 

Mô hình QSAR-HB-M1 (phân chia Kennard-Stone, ntrain = 62, ntest = 16, LV = 6) 

pIC50(HB) = 2,81549 + 0,13958  VE3sign_D/Dt + 0,01098  P_VSA_s_4 + 0,13028  

SM14_AEA(dm) – 0,24552  CATS2D_09_AA – 0,2938  F07[O-O] + 0,00187  ATSC7dv 

– 0,00474  ATSC7i 

Train: R2 = 0,81; QLOO
2  = 0,76; rm(LOO)

2̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅   = 0,67; ∆rm(LOO)
2  = 0,16; MAE = 0,13; MAELOO = 0,15 

Test: QF1
2  = 0,78; QF2

2  = 0,77; rm
2̅̅̅̅   = 0,68; ∆rm

2  = 0,18; MAE = 0,18; CCC = 0,87 

Phân chia theo thời gian (ntrain = 50, ntest = 28, LV = 6) 

Train: R2 = 0,69; QLOO
2  = 0,59; MAE = 0,15; Test: QF1

2  = 0,93; MAE = 0,13 

Mô hình QSAR-HB-M2 (phân chia Kennard-Stone, ntrain = 62, ntest = 16, LV = 5) 

pIC50(HB) = 3,31414 + 0,1673  VE3sign_D/Dt – 0,28314  VE1_B(p) + 0,01028  

P_VSA_s_4 + 0,23636  SM14_AEA(dm) – 0,10091  SsssNH+ − 0,32146  

CATS2D_09_AA – 0,24679  F07[O-O] 

Train: R2 = 0,81; QLOO
2  = 0,75; rm(LOO)

2̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅   = 0,65; ∆rm(LOO)
2  = 0,13; MAE = 0,14; MAELOO = 0,16 

Test: QF1
2  = 0,79; QF2

2  = 0,78; rm
2̅̅̅̅   = 0,66; ∆rm

2  = 0,19; MAE = 0,19; CCC = 0,87 

Phân chia theo thời gian (ntrain = 50, ntest = 28, LV = 3) 

Train: R2 = 0,70; QLOO
2  = 0,57; MAE = 0,16; Test: QF1

2  = 0,88; MAE = 0,18 

Mô hình QSAR-HB-M3 (phân chia Kennard-Stone, ntrain = 62, ntest = 16, LV = 3) 

pIC50(HB) = 2,12495 + 0,1853  VE3sign_D/Dt + 0,00567  P_VSA_LogP_2 + 0,01135  

P_VSA_s_4 – 0,18725  CATS2D_09_AA – 0,22452  F07[O-O] + 0,0019  ATSC7dv + 

0,01889  TSRW10  

Train: R2 = 0,80; QLOO
2  = 0,75; rm(LOO)

2̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅   = 0,64; ∆rm(LOO)
2  = 0,18; MAE = 0,13; MAELOO = 0,15 

Test: QF1
2  = 0,79; QF2

2  = 0,78; rm
2̅̅̅̅   = 0,64; ∆rm

2  = 0,19; MAE = 0,17; CCC = 0,87 

Phân chia theo thời gian (ntrain = 50, ntest = 28, LV = 6) 

Train: R2 = 0,68; QLOO
2  = 0,57; MAE = 0,15; Test: QF1

2  = 0,88; MAE = 0,18 

Mô hình QSAR-HB-M4 (phân chia Kennard-Stone, ntrain = 62, ntest = 16, LV = 5) 

pIC50(HB) = −2,49652 + 0,10992  VE3sign_D/Dt + 0,01448  P_VSA_s_4 + 0,02063  

SssCH2 – 0,14833  SsssNH+ − 0,41443  CATS2D_09_AA + 0,34338  B06[N-N] + 

0,03482  AATS8i 

Train: R2 = 0,81; QLOO
2  = 0,72; rm(LOO)

2̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅   = 0,62; ∆rm(LOO)
2  = 0,16; MAE = 0,14; MAELOO = 0,17 

Test: QF1
2  = 0,78; QF2

2  = 0,76; rm
2̅̅̅̅   = 0,63; ∆rm

2  = 0,20; MAE = 0,19; CCC = 0,85 

Phân chia theo thời gian (ntrain = 50, ntest = 28, LV = 3) 

Train: R2 = 0,66; QLOO
2  = 0,53; MAE = 0,16; Test: QF1

2  = 0,85; MAE = 0,21 

Mô hình QSAR-HB-M5 (phân chia Kennard-Stone, ntrain = 62, ntest = 16, LV = 5) 

pIC50(HB) = 3,18868 + 0,16897  VE3sign_D/Dt + 0,01316  P_VSA_s_4 + 0,00845  

P_VSA_ppp_P – 0,21962  CATS2D_09_AA – 0,25625  F07[O-O] + 0,00204  ATSC7dv 

+ 0,01617  VR3_Dzs 

Train: R2 = 0,77; QLOO
2  = 0,71; rm(LOO)

2̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅   = 0,60; ∆rm(LOO)
2  = 0,18; MAE = 0,14; MAELOO = 0,16 

Test: QF1
2  = 0,80; QF2

2  = 0,79; rm
2̅̅̅̅   = 0,69; ∆rm

2  = 0,17; MAE = 0,16; CCC = 0,88 

Phân chia theo thời gian (ntrain = 50, ntest = 28, LV = 5) 

Train: R2 = 0,63; QLOO
2  = 0,50; MAE = 0,16; Test: QF1

2  = 0,93; MAE = 0,13 
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Bên cạnh đó, phép phân chia dữ liệu theo thời gian cũng được thực hiện (Bảng 

PL23.2, PHỤ LỤC 23) và kết quả cho thấy các bộ 7 thông số mô tả phân tử đều cho 

các mô hình có thể dự đoán tốt trên tập kiểm tra với QF1
2  = 0,85–0,93 và MAE = 0,13–

0,21 (Bảng 3.6). Các mô hình QSAR được đưa vào công cụ dự đoán đồng thuận và 

kết quả tại Bảng PL23.3, PHỤ LỤC 23 cho thấy mô hình CM-0 cho kết quả tốt nhất 

trong cả hai phép chia dữ liệu (QF1
2  = 0,91–0,95 và MAE = 0,12–0,16). 

3.5. Thử nghiệm in vitro đánh giá hoạt tính ức chế IL-33/ST2 

3.5.1. Sàng lọc in silico chất ức chế IL-33/ST2 từ thư viện hợp chất nội bộ và lựa 

chọn hợp chất tiềm năng cho thử nghiệm in vitro 

3.5.1.1. Kết quả sàng lọc thư viện hợp chất nội bộ qua các mô hình in silico 

Thư viện hóa học nội bộ thu thập từ Bộ môn Hóa Dược, Khoa Dược, Đại học Y 

Dược Thành phố Hồ Chí Minh được sử dụng để sàng lọc qua các mô hình in silico 

nhằm tìm kiếm các hợp chất có tiềm năng ức chế tương tác IL-33/ST2. Thư viện chứa 

825 hợp chất thuộc các khung cấu trúc đa dạng như flavonoid (chalcon, auron, flavon, 

flavanol, flavanon); hợp chứa dị vòng morpholin, pyrazol, pyrimidin, imidazol, 

triazol, oxadizol, benzimidazol; hợp chất chứa thiosemicarbazon, hydrazon, 

allylamin, sulfonamid; một số hoạt chất hóa dược và các hợp chất được phân lập từ 

tự nhiên. Sự phân bố các tính chất lý hóa và tính đa dạng về cấu trúc của các hợp chất 

trong thư viện được minh họa tại Hình PL24.1, PHỤ LỤC 24. Các hợp chất trong 

thư viện được sàng lọc qua các mô hình pharmacophore đã xây dựng trong đề tài, với 

kết quả được trình bày tại Bảng 3.7. Các chất thỏa mãn mô hình pharmacophore được 

tiếp tục mô phỏng gắn kết vào vị trí tương ứng trên protein và kết quả được trình bày 

tại Bảng PL24.1, PL24.2, PL24.3 và PL24.4, PHỤ LỤC 24. 

Bảng 3.7. Kết quả sàng lọc thư viện hợp chất nội bộ qua các mô hình pharmacophore 

Vị trí trên 

IL-33/ST2 
Mô hình 

Số chất thỏa 

mô hình 

Sự phân bố 

điểm số gắn kết (kcal/mol) 

Vị trí 1 trên IL-33 
PH4-IL33-S1-M1 0 - 

PH4-IL33-S1-M2 1 ΔGdock IL-33 = −7,0 

Vị trí 1 trên ST2 

PH4-ST2-S1-M1 0 - 

PH4-ST2-S1-M2 1 ΔGdock ST2 = −8,5 

PH4-LB-iST2 142 ΔGdock ST2 = −9,8 đến −5,8 

Vị trí 2 trên IL-33 
PH4-IL33-S2-M1 68 ΔGdock IL-33 = −7,6 đến −6,3 

PH4-IL33-S2-M2 0 - 

Thư viện cũng được sàng lọc qua truy vấn ROCS-iIL33-6, thu được điểm số 

tương đồng Tanimoto tổng thể từ 0,514 đến 1,237. Các hợp chất có điểm số >0,75 

tiếp tục được mô phỏng gắn kết vào vị trí 2 của IL-33, với giá trị ΔGdock IL-33 từ −8,8 

đến −5,1 kcal/mol (Bảng PL24.5, PHỤ LỤC 24). Sàng lọc qua các mô hình QSAR-
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HB để dự đoán hoạt tính ức chế IL-33/ST2 trên dòng tế bào HB, 128 hợp chất được 

dự đoán đồng thuận có giá trị pIC50(HB) tốt hơn hợp chất đối chứng dương iST2-1 

(Bảng PL24.6, PHỤ LỤC 24). 

Vị trí allosteric của thụ thể ST2 là một túi gắn kết tiềm năng. Do đó, toàn bộ các 

chất trong thư viện nội bộ được mô phỏng gắn kết tại vị trí này. Để so sánh, thư viện 

cũng được mô phỏng gắn kết trên IL-33 và ST2 tại các vị trí orthosteric. Biểu đồ tại 

Hình 3.26 cho thấy sự phân phối điểm số gắn kết của các hợp chất từ thư viện nội bộ 

với túi allosteric của thụ thể ST2 là tốt nhất, với ΔGdock từ −11,8 đến −5,2 kcal/mol. 

 

Hình 3.26. Sự phân bố điểm số gắn kết của các hợp chất trong thư viện nội bộ với IL-33 

và ST2 tại các vị trí trong mô phỏng gắn kết phân tử với Autodock Vina 

Cấu dạng gắn kết tốt nhất của mỗi hợp chất trên 4 vị trí của IL-33 và ST2 được 

đưa vào chương trình HYDE để tính điểm lại (Hình PL24.2, PHỤ LỤC 24). Trong 

đó, túi allosteric của ST2 và túi ẩn tại vị trí 2 của IL-33 là những vị trí có các phối tử 

gắn kết với Ki HYDE hàng picomol. Đặc biệt, nhóm dẫn chất quercetin thể hiện khả 

năng kết tốt tại vị trí allosteric của ST2. Phức hợp của thụ thể và các phối tử dẫn đầu 

gồm T721, T718 được mô phỏng MD 100 ns. Kết quả tại PHỤ LỤC 25 cho thấy hai 

hợp chất này gắn kết ổn định tại túi allosteric và có ΔGgắn kết MM-GBSA lần lượt là −41,7 

± 3,4 và −41,9 ± 4,3 kcal/mol. 

3.5.1.2. Lựa chọn hợp chất cho thử nghiệm in vitro 

Với sự định hướng từ kết quả sàng lọc in silico và sự sẵn có của các hợp chất 

trong thư viện nội bộ, 32 hợp chất tại Bảng 3.8 được đưa vào thử nghiệm in vitro 

đánh giá tác động ức chế tín hiệu IL-33/ST2. Thông tin bổ sung về cấu trúc hóa học, 

tính chất và độ tinh khiết của các hợp chất được trình bày tại PHỤ LỤC 26. 
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Bảng 3.8. Các hợp chất được lựa chọn để đánh giá hoạt tính ức chế IL-33/ST2 in vitro 

Hợp chất Nhóm cấu trúc Thỏa mô hình in silico ΔGdock (kcal/mol) Ki HYDE
* 

T789 Hợp chất tự nhiên 
PH4-IL33-M2 

PH4-ST2-S1-M2 

ΔGdock IL-33-S1 = −7,0 

ΔGdock ST2-ortho = −8,5 

4,74 mM 

4,48 M 

T712 

Dẫn chất quercetin 

PH4-LB-iST2 

 

Gắn kết ái lực cao 

trên túi allosteric của 

thụ thể ST2 

ΔGdock ST2-allo = −10,2 328,0 nM 

T713 ΔGdock ST2-allo = −8,0 259,9 nM 

T714 ΔGdock ST2-allo = −8,2 69,6 nM 

T715 ΔGdock ST2-allo = −8,1 1,9 nM 

T716 ΔGdock ST2-allo = −10,5 228,1 nM 

T717 ΔGdock ST2-allo = −10,1 64,2 nM 

T718 ΔGdock ST2-allo = −11,6 72,9 pM 

T719 ΔGdock ST2-allo = −11,2 9,2 nM 

T720 ΔGdock ST2-allo = −9,8 185,8 nM 

T721 ΔGdock ST2-allo = −11,8 60,1 pM 

T723 ΔGdock ST2-allo = −7,6 1,5 nM 

T724 ΔGdock ST2-allo = −8,2 26,1 nM 

T725 ΔGdock ST2-allo = −8,8 434,6 pM 

T726 ΔGdock ST2-allo = −7,5 25,2 nM 

T822 ΔGdock ST2-allo = −10,3 154,5 μM 

T823 ΔGdock ST2-allo = −10,6 26,2 nM 

T296 
Gắn kết phân tử 

trên ST2 

ΔGdock ST2-allo = −9,5 15,43 nM 

T824 ΔGdock ST2-allo = −10,3 24,18 nM 

T825 ΔGdock ST2-allo = −9,3 90,3 μM 

T577 2-Aminopyrimidin 
ROCS-iIL33-6 

(TC = 1,020) 
ΔGdock IL-33-S2 = −7,8† 13,98 μM 

T814 
Hoạt chất hóa dược 

(loratadin) 

ROCS-iIL33-6 

(TC = 0,822) 
ΔGdock IL-33-S2 = −9,8† 8,4 μM 

T815 
Hoạt chất hóa dược 

(rupatadin) 

ROCS-iIL33-6 

(TC = 0,775) 
ΔGdock IL-33-S2 = −10,1† 188 nM 

PH4-LB-iST2 

(RMSD = 1,12 Å) 

ΔGdock ST2-ortho = −9,4 

ΔGdock ST2-allo = −10,0 

- 

- 

T821 
Hoạt chất hóa dược 

(montelukast) 

Gắn kết phân tử 

trên IL-33 
ΔGdock IL-33-S2 = −8,9† 33 nM 

PH4-LB-iST2 

QSAR-HB 

ΔGdock ST2-ortho = −7,2 

ΔGdock ST2-allo = −8,6 

2,3 μM 

2,3 nM 

T651 Morpholinoalkoxychalcon 
PH4-IL33-S2-M1 

Cấu dạng 3D 

tương đồng mô hình 

PH4-LB-iST2 

ΔGdock IL-33-S2 = −8,5† 

ΔGdock ST2-allo = −7,5 

18,1 nM 

1,0 μM 

T655 Morpholinoalkoxychalcon 
ΔGdock IL-33-S2 = −7,4† 

ΔGdock ST2-allo = −8,0 

6,2 μM 

1,4 μM 

T520 6-Alkoxyauron PH4-LB-iST2 
ΔGdock ST2-ortho = −6,5 

ΔGdock ST2-allo = −7,5 

8,1 mM 

7,7 μM 

T521 6-Alkoxyauron Cấu dạng 3D 

tương đồng mô hình 

PH4-LB-iST2 

ΔGdock ST2-ortho = −6,7 

ΔGdock ST2-allo = −5,2 

3,0 μM 

30,8 μM 

T813 6-Alkoxyauron 
ΔGdock ST2-ortho = −6,7 

ΔGdock ST2-allo = −7,4 

698 mM 

3,7 nM 

T491 4,6-dihydroxyauron Gắn kết ái lực cao 

trên túi allosteric của 

thụ thể ST2 

ΔGdock ST2-allo = −10,7 0,86 nM 

T802 4-hydroxyauron ΔGdock ST2-allo = −9,1 1,57 nM 

T805 4,6-dihydroxyauron ΔGdock ST2-allo = −9,1 0,61 nM 

* Ái lực HYDE được ước tính từ cấu dạng mô phỏng gắn kết; † Điểm số mô phỏng gắn kết linh động. 

IL-33-S2: vị trí 2 tại PPI của IL-33; ST2-ortho và ST2-allo: vị trí orthosteric và allosteric của ST2. 
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3.5.2. Đánh giá hoạt tính ức chế tín hiệu IL-33/ST2 trên dòng tế bào HEK-Blue 

IL-33 của các hợp chất từ thư viện nội bộ 

3.5.2.1. Đáp ứng của tế bào HEK-Blue IL-33 với IL-33 tái tổ hợp và xác định hoạt 

tính ức chế tín hiệu IL-33/ST2 của hợp chất iST2-1 

Trước khi được sử dụng cho các thử nghiệm in vitro, protein IL-33 người sản 

xuất bằng phương pháp tái tổ hợp được đánh giá chức năng thông qua tác động kích 

thích tế bào HB. Hình 3.27A cho thấy sự đáp ứng phụ thuộc nồng độ của tế bào với 

IL-33. Sau đó, IL-33 nồng độ 100 ng/mL được sử dụng cho thử nghiệm khảo sát hoạt 

tính ức chế tín hiệu IL-33/ST2 trên tế bào HB. Quy trình được áp dụng để xác định 

hoạt tính của hợp chất iST2-1, thu được IC50 = 48,69 ± 1,27 μM (Hình 3.27B). 

 

Hình 3.27. Đánh giá mô hình thử nghiệm in vitro khảo sát tác động ức chế tín hiệu IL-

33/ST2 trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33 

(A) Đáp ứng kích thích phụ thuộc nồng độ của tế bào với IL-33 (n = 3). (B) Hoạt tính ức 

chế tín hiệu IL-33/ST2 trên tế bào phụ thuộc nồng độ của hợp chất iST2-1 (n = 3). 

3.5.2.2. Khảo sát hoạt tính ức chế tín hiệu IL-33/ST2 trên dòng tế bào HEK-Blue 

IL-33 của các hợp chất từ thư viện nội bộ 

Các hợp chất thử nghiệm được đánh giá ban đầu hoạt tính ức chế tín hiệu IL-

33/ST2 trên tế bào HB ở nồng độ 100 μM, với kết quả được trình bày tại PHỤ LỤC 

27. Trong đó, một số hợp chất tiềm năng có hoạt tính ức chế tốt hơn đối chứng dương 

(%I = 63,5 ± 3,9%) được tiếp tục thử nghiệm đánh giá tác động ức chế tín hiệu IL-

33/ST2 phụ thuộc nồng độ. Các chất này thuộc 3 nhóm chính, gồm 3 hoạt chất hóa 

dược (T814 – loratadin, T815 – rupatadin, T821 – montelukast), dẫn chất 

morpholinoalkoxychalcon (T651) và 4 dẫn chất quercetin (T296, T713, T718, T721). 

Qua đó, giá trị IC50 của các hợp chất được xác định và đường cong ức chế theo nồng 

độ được minh họa tại Hình 3.28 và Hình 3.29. 



111 

 

 

Hình 3.28. Tác động ức chế tín hiệu IL-33/ST2 trên tế bào HB của các hoạt chất hóa dược 

và dẫn chất morpholinalkoxychalcon từ thư viện hợp chất nội bộ 

(A) T814: loratadin, (B) T815: rupatadin, (C): T821: montelukast và (D): T651. ĐC: đối 

chứng, đối chứng dương là iST2-1 100 μM, đối chứng âm là DMSO 0,2%, thí nghiệm 

được lặp lại 3 lần (*p < 0,05; ***p < 0,001, ****p < 0,0001). 
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Hình 3.29. Tác động ức chế tín hiệu IL-33/ST2 trên tế bào HB một số dẫn chất quercetin 

(A) T296, (B) T713, (C) T718 và (D) T721. ĐC: đối chứng, đối chứng dương là iST2-1 

nồng độ 100 μM, đối chứng âm là DMSO nồng độ 0,2%, thí nghiệm được lặp lại 3 lần (ns: 

không có ý nghĩa thống kê; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001). 
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3.5.2.3. Đánh giá khả năng gây độc tế bào HB của các hợp chất thử nghiệm 

Thử nghiệm MTT được thực hiện để khảo sát tác động làm giảm hoạt tính SEAP 

của các hợp chất thử nghiệm là do ức chế con đường tín hiệu IL-33/ST2 hay do khả 

năng gây độc đối với tế bào HB. Tỉ lệ tế bào sống được trình bày tại Hình 3.30. 

 

Hình 3.30. Tỉ lệ sống của tế bào HB khi được xử lý với các hợp chất ở nồng độ 100 μM 

trong thử nghiệm MTT (các mẫu chứng: môi trường (MT), H2O2 5mM, DMSO 0,2%) 

3.5.3. Đánh giá khả năng gắn kết của phối tử phân tử nhỏ trên IL-33 

Dung dịch IL-33 nồng độ 1 μM trong đệm PBS được quét phổ 3 chiều bước sóng 

kích thích–phát xạ. Hình PL28.1, PHỤ LỤC 28 cho thấy IL-33 cho phát xạ cực đại 

tại bước sóng 370 nm khi được kích thích ở bước sóng 280 nm. Do đó, bước sóng 

kích thích λex = 280 nm được sử dụng để quét phổ bước sóng phát xạ λem trong khoảng 

300–500 nm nhằm khảo sát sự phát huỳnh quang của IL-33 khi có mặt phối tử phân 

tử nhỏ. Hợp chất thử nghiệm được lựa chọn là T821 (montelukast), với nồng độ khảo 

sát từ 0,5–5,0 µM. Để đánh giá hiệu ứng lọc nội tại của phối tử đối với thử nghiệm, 

phổ UV-Vis của T821 trong dải bước sóng và tại các nồng độ khảo sát được đo và 

trình bày tại Hình PL28.2, PHỤ LỤC 28. Kết quả cho thấy tại bước sóng kích thích 

λex = 280 nm và trong dải bước sóng phát xạ λem = 300–500 nm của IL-33, độ hấp thu 

UV-Vis của T821 đều thấp hơn 0,1 và cho thấy hiệu ứng lọc nội tại ít ảnh hưởng. Do 

đó, sự điều chỉnh cường độ phát quang theo hiệu ứng này là không cần thiết. 

Sau đó, phổ phát xạ huỳnh quang của IL-33 được đo với sự chuẩn độ T821 từ 0–

5,0 µM. Đồng thời, cường độ phát huỳnh quang riêng phần của T821 cũng được đo 

và kết quả được trình bày tại Hình 3.31A. Với sự tăng dần các nồng độ ban đầu của 

hợp chất thử nghiệm, cường độ phát huỳnh quang của IL-33 giảm dần, đồng thời có 

“sự dịch chuyển đỏ” của bước sóng phát xạ huỳnh quang cực đại (từ 370 nm). Tuy 

nhiên, khi càng tăng nồng độ của T821, cường độ phát huỳnh quang của dung dịch 

tăng bởi sự phát huỳnh quang tăng dần của phối tử từ 370−400 nm. Do sự ảnh hưởng 

này, cường độ phát huỳnh quang của dung dịch thử nghiệm được ghi nhận ở một đỉnh 
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phụ có bước sóng 320 nm để đánh giá khả năng làm tắt quang của T821 đối với IL-

33. Biểu đồ Stern-Volmer của T821 được lập tại Hình 3.31B cho thấy sự tương quan 

của giá trị F0/F với nồng độ hợp chất thử nghiệm (R2 = 0,9933). Hệ số góc của 

phương trình là 10.188, giúp ước tính kq = 1,01 × 1012 M−1s−1. Giá trị này lớn hơn rất 

nhiều so với kq của tắt quang động (2 ×1010 M−1s−1), xác nhận đây là sự tắt quang 

tĩnh và có sự hình thành phức hợp giữa IL-33/T821 ở trạng thái nền. Biểu đồ Stern-

Volmer biến đổi được lập tại Hình 3.31C cho thấy sự tương quan của giá trị 

log[(F0 − F)/F] với logC của T821 (R2 = 0,9894). Từ phương trình hồi quy, tỉ lệ gắn 

kết (n) giữa protein–phối tử gần bằng 1, logarit của hằng số kết hợp Ka bằng 2,7889. 

Từ đó, hằng số phân ly Kd được ước tính là 1,7 × 10−3 M. 

 

Hình 3.31. Sự hình thành phức hợp giữa hợp chất T821 và IL-33 được xác định bởi cơ chế 

tắt quang tĩnh trong thử nghiệm sử dụng quang phổ huỳnh quang 

(A) Phổ phát xạ huỳnh quang của IL-33 nồng độ 1 μM khi được chuẩn độ bằng T821 với 

các nồng độ khác nhau và phổ phát xạ huỳnh quang của T821 nồng độ 5 µM. (B) Phương 

trình Stern-Volmer biểu diễn giá trị F0/F theo nồng độ của T821. (C) Phương trình Stern-

Volmer biến đổi biểu diễn giá trị log[(F0 – F)/F)] theo logarit nồng độ của T821.  
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CHƯƠNG 4. BÀN LUẬN 

4.1. Cơ sở dữ liệu cấu trúc hóa học định hướng cho nghiên cứu sàng lọc 

in silico chất ức chế PPI 

Với mục tiêu sử dụng phương pháp sàng lọc ảo để tìm kiếm các hợp chất phân tử 

nhỏ ức chế tương tác IL-33/ST2, sự có sẵn của một cơ sở dữ liệu lớn là điều kiện cần 

thiết để gia tăng cơ hội thành công. Quy trình sàng lọc ảo trong đề tài này bắt đầu 

bằng mô hình pharmacophore, vốn đòi hỏi các tập cơ sở dữ liệu phải được tìm kiếm 

cấu dạng 3D cho từng hợp chất. Hiện nay, hai công cụ trực tuyến cung cấp cơ sở dữ 

liệu hóa học được tạo sẵn cấu dạng là ZINCPharmer và PharmIT.171,172 Cả hai đều là 

các công cụ tiện dụng, cho phép người dùng sử dụng mô hình pharmacophore để sàng 

lọc trực tiếp trên giao diện web. 

Tuy nhiên, nhược điểm chính của các công cụ nói trên là: (i) không chấp nhận 

các mô hình pharmacophore chứa các điểm logic và ràng buộc, (ii) không tương thích 

với một số đặc tính pharmacophore được tạo bởi các phần mềm thiết kế thuốc thông 

dụng, (iii) sử dụng các thư viện hóa học có tính tổng quát và thiếu cập nhật. Để giải 

quyết những hạn chế này, tạo ra tính linh hoạt cao trong việc ứng dụng mô hình 

pharmacophore và tăng tính chuyên biệt cho nghiên cứu chất ức chế PPI, một cơ sở 

dữ liệu được vận hành trên máy tính cục bộ để giao tiếp trực tiếp với các phần mềm 

thiết kế thuốc là giải pháp hữu ích. Từ đề tài này, một bộ cơ sở dữ liệu đáp ứng các 

tiêu chí kể trên đã được xây dựng. Cơ sở dữ liệu chứa các thư viện hóa học được định 

hướng cho nghiên cứu PPI bởi các nhà cung cấp hóa chất phổ biến như Enamine, 

ChemDiv, Asinex và Viện Ung thư Quốc gia Hoa Kỳ (NCI). Điểm đặc biệt của bộ 

cơ sở dữ liệu này là các đồng phân quang học được tạo ra nếu các hợp chất trong thư 

viện ban đầu có chứa các nguyên tử bất đối xứng. Khi sử dụng để sàng lọc, người 

dùng có thể biết dạng đồng phân nào của hợp chất tiềm năng cho khả năng gắn kết 

tốt nhất trên protein mục tiêu. Các hợp chất trong cơ sở dữ liệu đã được tìm kiếm tập 

hợp cấu dạng 3D năng lượng thấp bằng OMEGA – một chương trình được chứng 

minh khả năng tạo cấu dạng 3D chất lượng cao.243 Bên cạnh đó, không như 

ZINCPharmer hay PharmIT chỉ được sử dụng để sàng lọc qua mô hình 

pharmacophore, bộ cơ sở dữ liệu được tạo ra trong nghiên cứu này còn có thể được 

ứng dụng cho các mục đích khác như mô phỏng gắn kết lượng lớn, sàng lọc qua truy 

vấn tương đồng hình dạng 3 chiều và dự đoán hoạt tính qua mô hình QSAR, mô hình 

học máy và học sâu. Tuy nhiên, người sử dụng cần chú ý rằng các thư viện hóa học 

có thể chứa một số hợp chất giống nhau nên cần loại bỏ trùng lặp trong kết quả sàng 

lọc ảo khi sử dụng bộ cơ sở dữ liệu này. 
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4.2. Khảo sát PPI của IL-33/ST2 và xác định các vị trí gắn kết cho phối 

tử phân tử nhỏ trên mỗi protein bằng các công cụ máy tính 

4.2.1. Sự cần thiết của việc khảo sát PPI và xác định vị trí gắn kết 

Xác định các vị trí gắn kết phù hợp cho phối tử phân tử nhỏ trên các mục tiêu PPI 

là công việc tiên quyết trước khi thực hiện tất cả các thiết kế và xây dựng mô hình 

sàng lọc in silico. Đối với các phức hợp PPI đã được xác định cấu trúc không gian và 

công bố tại PDB, vị trí được nhắm mục tiêu đầu tiên chính là bề mặt tương tác giữa 

hai protein. Những giao diện này thường khá rộng và đặt ra nhu cầu xác định các acid 

amin điểm nóng để làm nền tảng cho các phương pháp thiết kế thuốc dựa trên cấu 

trúc mục tiêu. PPI của IL-33/ST2 là trường hợp mà một số acid amin điểm nóng đã 

được xác định bằng phương pháp thực nghiệm. Tuy nhiên, những dữ liệu này không 

phải bao giờ cũng sẵn có, đặc biệt ở các loại cytokin khác và hàng ngàn PPI tồn tại 

trong cơ thể người vốn chưa được khảo sát. 

Đối với IL-33 và ST2, mặc dù các nghiên cứu đi trước đã đặt ra những tiền đề 

nhất định cho thiết kế thuốc,46,47 nhưng số lượng acid amin điểm nóng được khảo sát 

bằng phương pháp thực nghiệm còn giới hạn. Bên cạnh đó, các bề mặt của những vị 

trí PPI này có điểm số “phù hợp để làm thuốc” (druggability) còn khiêm tốn để có 

thể gắn kết ái lực cao với phối tử phân nhỏ, dù chỉ là trong mô phỏng gắn kết phân 

tử. Trong đề tài này, để giải quyết những tồn tại kể trên, một khảo sát toàn diện đã 

được thực hiện trên IL-33 và ST2 để phát hiện những vị trí gắn kết phù hợp nhằm 

phục vụ cho quá trình nghiên cứu chất ức chế phân tử nhỏ. 

Là điểm bắt đầu của quá trình CADD, một cấu trúc 3D chất lượng cao của protein 

góp phần quan trọng cho tính chính xác của tất cả các dự đoán. Vì vậy, cấu trúc của 

IL-33 và ST2 đã được tinh chỉnh để đạt các chỉ số đánh giá chất lượng cao hơn so với 

mô hình cấu trúc tinh thể ban đầu (Hình PL8.1 và Bảng PL8.1, PHỤ LỤC 8). 

4.2.2. Xác định acid amin điểm nóng của PPI trên IL-33 và ST2 bằng các 

phương pháp tính toán 

Xác định acid amin điểm nóng trong PPI bằng phương pháp thực nghiệm yêu cầu 

các quá trình thiết kế gen chuyển nhiễm, tái tổ hợp, tinh chế protein đột biến và xác 

định ái lực liên kết giữa dạng đột biến với protein thụ thể. Vì vậy, việc xác định tính 

chất “điểm nóng” của toàn bộ các acid amin trên bề mặt PPI là không khả thi. Với 

nhiều loại PPI, thông tin về điểm nóng còn hạn chế, thậm chí là không có. Trong 

nghiên cứu này, hai mục tiêu của việc xác định acid amin điểm nóng của PPI IL-

33/ST2 bằng các phương pháp tính toán là: 
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(i) Đánh giá khả năng của các phương pháp tính toán trong việc xác định đúng 

các acid amin điểm nóng thực nghiệm; 

(ii) Tìm kiếm các điểm nóng tiềm năng khác mà các nghiên cứu thực nghiệm 

chưa triển khai được. 

Mục tiêu thứ hai có động lực xuất phát từ các acid amin điểm nóng thực nghiệm 

trên IL-33 đều là những acid amin phân cực và tích điện âm.47 Đặc điểm này đã hướng 

dẫn phương pháp pharmaphore tạo ra các mô hình có đặc tính tương tự, từ đó không 

thể sàng lọc ra hợp chất thỏa mãn mô hình hoặc nếu có thì chỉ thu được những phân 

tử kém phù hợp để làm thuốc hóa dược. Quá trình phát hiện điểm nóng trong nghiên 

cứu này được thực hiện với những phương pháp tính toán từ đơn giản đến phức tạp 

như minh họa ở Hình 4.1 và có thể được áp dụng cho các nghiên cứu PPI khác, đặc 

biệt là với những phức hợp phức tạp của các interleukin. 

 

Hình 4.1. Quá trình xác định acid amin điểm nóng của PPI bằng các công cụ máy tính 

4.2.2.1. Xác định acid amin điểm nóng từ cấu trúc tinh thể của protein 

Chỉ từ cấu trúc tinh thể của phức hợp IL-33/ST2 (PDB: 4KC3), các công cụ máy 

tính có thể giúp phát hiện tương tác giữa các acid amin trên bề mặt PPI. Công cụ 

MOE Protein Contacts và PDBsum đã được ứng dụng để thực hiện tác vụ này và một 

số tương tác mạnh đáng kể đã được quan sát. Tuy nhiên, PDBsum chỉ cung cấp thông 

tin về loại và khoảng cách tương tác, trong khi MOE Protein Contacts có thể cung 

cấp thêm thông tin về năng lượng của tương tác. Trong trường hợp của IL-33/ST2, 

toàn bộ các acid amin điểm nóng thực nghiệm đã được báo cáo bởi hai công cụ. Độ 

quan trọng của các acid amin được phản ánh qua năng lượng và độ dài liên kết. Do 

đó, nếu một dự án nghiên cứu PPI không có sẵn năng lực tính toán lớn để thực hiện 

các mô phỏng MD dài, các công cụ phân tích PPI dựa trên cấu trúc PDB kể trên có 

thể được áp dụng. 

Với cách tiếp cận này trên IL-33/ST2, một số cặp tương tác mới có năng lượng 

mạnh đáng kể đã được phát hiện. Đó là các cầu muối giữa Lys152IL-33 với Asp115ST2; 
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giữa Glu139IL-33 và Arg38ST2 tại vị trí 1; và giữa Glu121IL-33 và Lys257ST2 tại vị trí 2. 

Với mức năng lượng từ −24,43 đến −5,61 kcal/mol, các cặp acid amin này đóng góp 

tương đương các acid amin điểm nóng thực nghiệm. Nhưng để kết luận đây có phải 

là những điểm nóng thực sự hay không, các phương pháp tính toán sâu hơn cần được 

thực hiện để khẳng định. Mô phỏng MD và quét đột biến alanin được thực hiện sau 

đó đã chứng minh 2 trong 3 cặp tương tác kể trên có tiềm năng là các điểm nóng 

(Bảng 3.3). Mặc dù chưa được khai thác trong nghiên cứu hiện tại, những điểm nóng 

mới này vẫn có nhiều tiềm năng trong việc phát triển chất ức chế IL-33/ST2 và cần 

được khảo sát thêm trong các nghiên cứu tương lai. 

Hiệu quả của chương trình MOE Protein Contacts và công cụ trực tuyến PDBsum 

trong việc khai thác thông tin PPI là như nhau. MOE có ưu điểm trong việc cung cấp 

thông tin chi tiết hơn về giá trị năng lượng liên kết, giúp người dùng dễ dàng lựa chọn 

các acid amin quan trọng. Tuy nhiên, giá trị năng lượng này rất thay đổi ở các trạng 

thái khác nhau của protein (Bảng 3.1). Sự khác biệt này đến từ tình trạng proton hóa 

ở các pH xác định, sự tối thiểu hóa năng lượng khi chuẩn bị cấu trúc và điện tích từng 

phần của protein. Do đó, phức hợp PPI cần được chuẩn bị và đánh giá chất lượng cẩn 

thận trước khi áp dụng những phân tích đơn giản như các công cụ này. Để khắc phục 

nhược điểm đó, mô phỏng MD cho phức hợp PPI là lựa chọn phù hợp để tính đến sự 

linh động của các protein trong môi trường dung dịch gần với sinh lý. 

4.2.2.2. Xác định acid amin điểm nóng từ mô phỏng MD 

Trong nghiên cứu hiện tại, các mô phỏng MD 500 ns trên phức hợp IL-33/ST2 

đã được sử dụng để khảo sát tính linh động của PPI giữa hai protein. Mô phỏng MD 

với nhiều quỹ đạo độc lập và đủ dài là cần thiết để tìm kiếm trạng thái hội tụ của phức 

hợp PPI và từ đó khảo sát các tương tác mong muốn với độ tin cậy cao hơn. Quan sát 

đầu tiên được ghi nhận là sự chuyển động nội tại của phức hợp protein rất ổn định, 

thể hiện qua biểu đồ RMSD của carbon alpha trong cả 5 quỹ đạo mô phỏng (Hình 

PL9.2, PHỤ LỤC 9). Phức hợp protein nhanh chóng đạt trạng thái cân bằng. Bán 

kính quay cùng diện tích bề mặt tiếp xúc dung môi giảm và hội tụ ở nửa cuối của 5 

quỹ đạo mô phỏng. Các quỹ đạo mô phỏng đã cung cấp một lượng dữ liệu lớn chứa 

các ảnh chụp nhanh của phức hợp IL-33/ST2 trong dung dịch và có thể sử dụng cho 

nhiều phân tích khác nhau. 

Với mục tiêu ban đầu nhằm khảo sát tính linh động của sự tương tác giữa IL-33 

và ST2, biểu đồ RMSF thể hiện độ dao động trung trình của các acid amin trong phức 

hợp được tập trung phân tích (Hình PL9.2, PHỤ LỤC 9). Độ dao động của các acid 

amin điểm nóng thực nghiệm trên IL-33 như Glu144, Glu148, Asp149, Asp244, 

Tyr163, Glu165 và Leu182 lần lượt là 0,81; 1,97; 1,90; 1,12; 0,90; 1,05 và 1,06 Å. 
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Các acid amin liên kết tương ứng trên ST2 gồm Lys22, Arg35, Arg38, Gln39, 

Leu246, Leu306, Leu311, Arg313 có giá trị RMSF lần lượt là 1,48; 1,28; 1,00; 1,43; 

0,95; 0,99; 1,12 và 0,99 Å. Như vậy, từ cấu trúc kết tinh được hòa vào dung dịch 

trong mô phỏng MD, các điểm nóng thực nghiệm vẫn duy trì sự ổn định với biên độ 

dao động trung bình thấp hơn 2 Å. Các acid amin khác có năng lượng liên kết đáng 

kể được quan sát trước đó trên cấu trúc tinh thể như Glu121, Glu139 và Lys152 có 

độ dao động trung bình lần lượt là 1,39; 2,09 và 2,69 Å, Asp115 và Lys257 có độ dao 

động 2,66 và 3,25 Å. Các dao động trên 2 Å có thể không đảm bảo sự ổn định cho 

tương tác giữa các acid amin này. 

Phân tích tần suất hình thành các loại tương tác giữa các acid amin của IL-33 và 

ST2 tại Bảng 3.2 cho thấy mô phỏng MD đã ghi lại tất cả các liên kết quan trọng giữa 

các acid amin điểm nóng thực nghiệm của IL-33 (Glu144, Glu148, Glu149, Asp244, 

Tyr163, Leu182, Glu165) và ST2 (Lys22, Arg35, Arg38, Arg198, Leu246, Leu306, 

Leu311, Arg313). Các cặp tương tác này đều duy trì tần suất liên kết cao hơn 80%. 

Kết quả này gợi ý rằng mô phỏng MD có thể là một phương pháp tiếp cận phù hợp 

cho những dự án khám phá chất ức chế các mục tiêu PPI chỉ có cấu trúc PDB mà 

chưa biết các điểm nóng thực nghiệm. Những tương tác mới được quan sát trên cấu 

trúc tinh thể của protein được báo cáo bởi công cụ MOE Protein Contacts vẫn xuất 

hiện trong phân tích mô phỏng MD nhưng không duy trì với một tần suất đáng kể. 

Kết quả này gợi ý rằng các phương pháp tĩnh có thể hữu ích trong việc xác định các 

điểm nóng PPI, nhưng sự hỗ trợ của MD có thể xét đến tính linh động của phức hợp 

protein và cho kết quả đáng tin cậy hơn. 

Bên cạnh các acid amin điểm nóng thực nghiệm, các acid amin tham gia tương 

tác trên 80% trong mô phỏng MD đã được lựa chọn để đưa vào quá trình tính toán 

phân rã năng lượng tự do MM-GBSA. Trừ Asp244 có đóng góp năng lượng dương, 

tất cả các acid amin được khảo sát đều có mức đóng góp năng lượng âm (Hình 3.1) 

để có thể liệt kê vào danh sách các acid amin quan trọng của PPI giữa IL-33 và ST2. 

4.2.2.3. Xác định acid amin điểm nóng bằng phương pháp quét đột biến alanin 

Nhìn chung, 4 công cụ quét đột biến alanin được sử dụng trong đề tài này đều là 

những dịch vụ trực tuyến có tốc độ hoạt động nhanh chóng. Với chi phí tính toán hợp 

lý về thời gian và tài nguyên máy tính, các công cụ này có thể dễ dàng áp dụng cho 

các nghiên cứu chất ức chế PPI. Tuy nhiên, mỗi công cụ lại sử dụng một thuật toán 

khác nhau để ước tính sự thay đổi năng lượng tự do gắn kết giữa hai protein sau đột 

biến, việc sử dụng kết hợp các phương pháp và tính điểm đồng thuận là cần thiết. 

Cũng cần chú ý rằng nghiên cứu thực nghiệm của Lingel và cộng sự (2009), Liu 

và cộng sự (2013) thực hiện đột biến cho các acid amin điểm nóng có tính acid như 



120 

 

Glu hay Asp thành Lys có tính base.46,47 Cách tiếp cận này có thể dẫn đến sự thay đổi 

ái lực PPI lớn hơn đáng kể so với chỉ quét đột biến alanin đơn thuần. Do đó, nếu chỉ 

quét alanin mà acid amin nào cho ΔΔG càng dương thì càng có tiềm năng là một điểm 

nóng quan trọng. Trong nghiên cứu này, cả 4 công cụ đều có thể phát hiện các điểm 

nóng Glu144, Glu148, Asp149, Tyr163, Glu165 và Leu182 trên IL-33 (Hình 3.2). 

Asp244 không được nhận diện là điểm nóng bởi DrugScorePPI và PIIMS. Kết quả này 

cũng phù hợp với mô phỏng MD phức hợp IL-33/ST2, khi acid amin này lại có mức 

đóng góp năng lượng tự do dương (Hình 3.1). Các acid amin ở bề mặt đối diện trên 

ST2 cũng được nhận diện là những điểm nóng tương ứng. 

Trong kết quả hiện tại, công cụ BUDE Alanine Scan còn cung cấp các dự đoán 

về những cụm điểm nóng chứa 3, 4 hoặc 5 acid amin (Bảng PL10.3 và PL10.4, PHỤ 

LỤC 10) và có thể được sử dụng cho các nghiên cứu trong tương lai. Các cụm điểm 

nóng này có thể hình thành một vị trí gắn kết phù hợp cho phân tử nhỏ. Nếu chúng là 

những vùng cấu trúc lồi thì cũng có thể được ứng dụng trong thiết kế thuốc với 

phương pháp bắt chước hình dạng 3D nhằm sàng lọc các phân tử nhỏ có tính chất 

tương tự và từ đó ức chế PPI. 

4.2.2.4. Sự bổ sung các acid amin điểm nóng cho PPI giữa IL-33/ST2 

Những nỗ lực của Lingel và cộng sự (2009), Liu và cộng sự (2013) đã cung cấp 

nền tảng quan trọng cho quá trình khám phá chất ức chế IL-33/ST2.46,47 Với mong 

muốn đóng góp thêm các dữ kiện hữu ích nhằm thúc đẩy các tiến bộ mới trong lĩnh 

vực này, kết quả của đề tài đã bổ sung một số acid amin điểm nóng tiềm năng, mà 

chủ yếu là các acid amin kị nước. Điều này có ý nghĩa quan trọng đối với trường hợp 

của IL-33 và ST2. Bởi nếu chỉ dựa trên các báo cáo từ y văn, tại vị trí 1 của PPI, hai 

protein liên kết với nhau phần lớn bằng các tương tác phân cực bởi các acid amin tích 

điện trái dấu. Nếu thiết kế phân tử ức chế dựa trên phương pháp “bắt chước” PPI, kết 

quả sẽ dẫn đến những hợp chất quá phân cực và ion hóa. Điều này đặt ra thách thức 

lớn cho việc thiết kế một phân tử ức chế có đặc tính “giống thuốc”, vốn đòi hỏi tính 

thân dầu nhất định để đảm bảo tính thấm và hơn nữa là sinh khả dụng đường uống. 

Tại vị trí 1 của PPI IL-33/ST2, kết quả của đề tài đã bổ sung các acid amin điểm 

nóng có kị nước gồm Tyr146 và His246 cho IL-33; Tyr119, Tyr132 và Pro37 cho 

ST2 (Bảng 3.3). Một số acid amin phân cực khác cũng được bổ sung gồm Lys152, 

Asp131 và Asn245 cho IL-33; Asp115 và Thr135 cho ST2. Tại vị trí 2, mặc dù hai 

protein tương tác với nhau chủ yếu bằng các tương tác kị nước cùng một cầu muối 

duy nhất, đề tài cũng đã bổ sung các điểm nóng gồm Ile119, Asn222, Tyr122, Leu267 

và Leu20 cho IL-33; Phe245, Leu308, His309, Met118 và Leu250 cho ST2. Đặc biệt, 

vai trò của Asn222 được ủng hộ bởi thực nghiệm của Lingel và cộng sự. Trong thử 
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nghiệm đột biến trên IL-33 và xác định ái lực với ST2 bằng phương pháp giao thoa 

kế lớp sinh học, đột biến Asn222 thành Ala làm giảm ái lực của IL-33/ST2 đứng thứ 

hai chỉ sau đột biến Glu144 thành Lys.46 

Trong đề tài này, cách tiếp cận từng bước theo chi phí tính toán đã được áp dụng 

để xác định acid amin điểm nóng cho PPI của IL-33/ST2. Từ kết quả thu được và đối 

chiếu với thực nghiệm, các dự án mới trên những mục tiêu PPI khác trong tương lai 

có thể tiến hành theo một quy trình tương tự, làm cơ sở cho việc xác định các acid 

amin quan trọng và xây dựng các mô hình sàng lọc ảo. 

Đối với nghiên cứu tìm kiếm chất ức chế IL-33/ST2 tại bề mặt PPI, các acid amin 

điểm nóng từ thực nghiệm và những điểm nóng mới được đề xuất từ các phương pháp 

tính toán có thể được ứng dụng để xây dựng mô hình pharmacophore và đánh giá kết 

quả mô phỏng gắn kết phân tử. Theo đó, dựa trên phương pháp “bắt chước”, một chất 

ức chế tiềm năng cần “khóa” được các acid amin điểm nóng của PPI. 

4.2.3. Khả năng phát triển thuốc phân tử nhỏ của các bề mặt PPI và xác định 

các vị trí gắn kết phù hợp cho phối tử phân tử nhỏ trên IL-33 và ST2 

4.2.3.1. Hạn chế của các công cụ dự đoán vị trí gắn kết dựa trên cấu trúc tĩnh 

của protein 

Qua khảo sát tính hiệu quả các công cụ phát hiện vị trí gắn kết trên hai trường 

hợp của IL-1β và IL-36γ, nhiều phần mềm đã thất bại trong việc phát hiện vị trí gắn 

kết của phối tử thực nghiệm trên cấu trúc apo. Liên hệ đến IL-33 và ST2, đây cũng 

là các protein chưa có phối tử gắn kết thực nghiệm (tức chỉ có dạng apo) và các phần 

mềm dựa trên cấu trúc tĩnh có thể lặp lại các thất bại tương tự. Trong các công cụ dựa 

trên cấu trúc tĩnh của protein, các thuật toán dựa trên hình học và năng lượng dường 

như hoạt động ổn định hơn. Ngược lại, các công cụ dựa trên mô hình học máy như 

P2Rank không thể dự đoán đúng vị trí liên kết của phối tử, ngay cả trong cấu trúc 

holo đã mở sẵn túi ẩn như trong trường hợp của IL-36γ. Kết quả này có thể được giải 

thích bởi chúng phụ thuộc vào dữ liệu đã được huấn luyện ban đầu, có thể không bao 

gồm các mục tiêu PPI như interleukin. 

Những đánh giá hiện tại cho thấy các công cụ truyền thống dựa trên hình học và 

năng lượng có thể được áp dụng trên các protein PPI với tốc độ dự đoán nhanh chóng. 

Tuy nhiên, các công cụ này có thể không xác định được vị trí túi ẩn bởi tính linh hoạt 

của protein không được xét đến. Công cụ hiệu quả nhất được nhận thấy trong phạm 

vi khảo sát của đề tài là PocketMiner. Chương trình đã dự đoán tốt vị trí chứa túi ẩn 

trong cấu trúc apo của IL-1β (xếp hạng 2/3) và IL-36γ (xếp hạng 1/3). Trên IL-33, vị 

trí được PocketMiner xếp hạng 1/3 sau đó cũng được xác nhận là một túi ẩn dựa trên 
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mô phỏng MD thời gian dài với chất ức chế thực nghiệm 7c. Tuy nhiên, PockMiner 

có một hạn chế là không cung cấp một chức năng nào khác để khai thác thêm các đặc 

điểm của vị trí gắn kết. 

4.2.3.2. Tiềm năng của phương pháp mô phỏng MD đồng dung môi trong việc 

xác định vị trí gắn kết cho phối tử phân tử nhỏ 

Cấu trúc tinh thể, dù là dạng apo hay holo, đều có tính chất “tĩnh” và cũng chỉ là 

một “mô hình” 3D của protein. Để vượt qua những trở ngại của việc sử dụng cấu trúc 

apoprotein ở trạng thái tĩnh, đề tài đã áp dụng phương pháp CMD. Đặc trưng của cách 

tiếp cận này là có thể xét đến tính linh hoạt của protein và khả năng lập bản đồ vị trí 

gắn kết dựa trên sự cạnh tranh của các phân tử thăm dò hữu cơ với nước trong một 

môi trường động lực học và theo thời gian. Trong các phương pháp mô phỏng CMD 

khác nhau, MixMD và CrypticScout đã được sử dụng trong nghiên cứu này bởi chúng 

sử dụng các loại phân tử thăm dò có thể phân tán đều trong nước mà không bị kết tụ, 

giúp phát hiện hiệu quả vị trí gắn kết ở nồng độ thấp của phân tử thăm dò đã được 

chứng minh qua các nghiên cứu trước, và có sẵn chức năng lập bản đồ điểm nóng 

cũng như xếp hạng các vị trí gắn kết tiềm năng.208,244,245 

Mô phỏng CMD với phương pháp MixMD và CrypticScout đã thể hiện sự hiệu 

quả trong việc xác định các vị trí gắn kết của phối tử thực nghiệm trên cấu trúc apo 

của IL-1β và IL-36γ. IL-1β có 4 vị trí gắn kết gồm: 2 vị trí PPI, 1 vị trí của kháng thể 

đơn dòng canakinumab và 1 vị trí allosteric chứa túi ẩn của chất ức chế 2. MixMD đã 

xác định chính xác các vị trí 1, 2, 3 và ánh xạ hạn chế vị trí của túi ẩn 4. Với sự hỗ 

trợ của CrypticScout, mô phỏng CMD với BNZ ở nồng độ 0,2 M đã ánh xạ được đến 

vị trí túi ẩn này và xếp hạng 2. Đối với IL-36γ, cả MixMD và CrypticScout đều có 

thể phát hiện túi ẩn được cảm ứng bởi chất ức chế A-552 (PHỤ LỤC 14). Trong khi 

đó, không một phương pháp “tĩnh” nào có thể phát hiện được vị trí của phối tử thực 

nghiệm trên cấu trúc apo của IL-36γ (PHỤ LỤC 12 và 13). Vào tháng 5 năm 2024, 

Vulpetti và cộng sự đã công bố một số phối tử mới ức chế IL-1β, trong đó có một 

chất ức chế cộng hóa trị (S)-10 và một hợp chất đại vòng 11.246 Như một đánh giá 

tiến cứu, các phối tử này được trích xuất từ phức hợp với IL-1β (PDB: 8RZB và 

8RYK) và kiểm tra sự ánh xạ trên kết quả MixMD của đề tài. Hình PL14.4, PHỤ 

LỤC 14 cho thấy hợp chất 11 gắn kết tại vị trí được MixMD xếp hạng 1, (S)-10 ánh 

xạ tại vị trí được xếp hạng 2 và 9. Như vậy, việc xác lập và xếp hạng được các điểm 

nóng gắn kết tại vị trí của phối tử thực nghiệm đã xác nhận ưu điểm của CMD. 

Túi ẩn trên IL-1β là một trường hợp khó phát hiện, kể cả với MixMD. Sự cảm 

ứng mạnh mẽ của phối tử thực nghiệm 2 làm cho các vòng của protein có sự chuyển 

động lớn. Bằng cách ứng dụng CrypticScout với hỗn hợp đồng dung môi của BNZ 
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và nước (nồng độ BNZ 0,2 M), bản đồ điểm nóng đã sự ánh xạ chính xác đến vị trí 

của phối tử thực nghiệm trên cấu trúc apo của IL-1β (Hình PL14.3, PHỤ LỤC 14). 

Đồng thời, CrypticScout cũng ánh xạ thành công vị trí túi ẩn của phối tử thực nghiệm 

trên IL-36γ, tương tự như MixMD. Kết quả của đề tài góp phần củng cố kết luận của 

Martinez-Rosell và cộng sự về tính hiệu quả của quy trình sử dụng mô phỏng CMD 

với hỗn hợp dung môi BNZ 0,2 M bằng CrypticScout trong việc xác định túi ẩn.208 

Mặc dù thể hiện hiệu quả tốt hơn MixMD trong trường hợp của IL-1β, nhưng 

CrypticScout không nên là giải pháp thay thế hoàn toàn cho MixMD bởi hai lý do. 

Thứ nhất, hiệu quả cao hơn của CrypticScout so với MixMD có thể đến từ thời gian 

mô phỏng dài hơn cho một loại phân tử thăm dò (400 so với 200 ns). Apo IL-1β được 

trích xuất từ phức hợp với thụ thể IL-1R1 (PDB: 4DEP). Cấu dạng này đang ở tình 

trạng gắn kết phù hợp với thụ thể chứ không phải ở trạng thái tự do như apo IL-36γ 

(PDB: 4IZE). Do đó, thời gian mô phỏng dài hơn có thể giúp apo IL-1β trở về trạng 

thái tự nhiên và quá trình tương tác với phân tử thăm dò sẽ thuận lợi hơn. Nhận xét 

này gợi ý rằng, trong tương lai, sự tăng thời gian mô phỏng trong quy trình MixMD 

có thể làm tăng hiệu quả phát hiện túi ẩn tương tự CrypticScout. Thứ hai, về mặt kĩ 

thuật, CrypticScout là một công cụ trực tuyến và các mô phỏng kéo dài có thể bị lỗi 

trong quá trình chạy trên máy chủ. Đồng thời, nhiều tính năng chuyên nghiệp hơn của 

công cụ này yêu cầu quyền truy cập thương mại. Trong khi đó, MixMD là một quy 

trình miễn phí, dễ dàng tùy biến, có chức năng xếp hạng vị trí gắn kết, được chạy trên 

máy tính cục bộ và đáng tin cậy hơn về khả năng vận hành. Đặc biệt, trong đề tài này, 

phân tử thăm dò BNZ với sự tham số hóa phù hợp đã được bổ sung để có thể áp dụng 

trong MixMD mà không gặp phải hiện tượng kết tụ như báo cáo bởi Lexa và cộng 

sự.245 Trong tương lai, quy trình sử dụng BNZ trong MixMD có thể được phát triển 

thêm để đạt được những kết quả tương tự CrypticScout. 

Khám phá túi ẩn mở ra một số cơ hội mới trong khám phá thuốc. Các túi này 

cung cấp một vị trí gắn kết mới để phát triển các loại phân tử mới. Bên cạnh đó, các 

phân tử ức chế định vị tại túi ẩn cũng tăng tác động chọn lọc của chúng khi không 

ảnh hưởng đến các protein cùng họ. Sự gắn kết chọn lọc của A-552 trên IL-36γ mà 

không liên kết với các thành viên khác của phân họ IL-36 là một ví dụ điển hình. Mở 

rộng trong lĩnh vực của kháng sinh hay thuốc kháng ung thư, túi ẩn có thể góp phần 

giải quyết tình trạng đề kháng của vi khuẩn hay tế bào với các thuốc hóa trị liệu gắn 

kết tại các vị trí hoạt động kinh điển. 

Cho đến hiện nay, các túi ẩn thường chỉ được phát hiện từ chụp nhiễu xạ tinh thể 

tia X các phức hợp protein−phối tử. Trong nghiên cứu này, các túi ẩn có thể được 

phát hiện thông qua mô phỏng CMD. Thành công này đạt được nhờ protein được giữ 
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cho linh hoạt hoàn toàn và sự cảm ứng của các phân tử hữu cơ thăm dò, đặc biệt là 

BNZ. Tuy nhiên, chi phí tính toán cho các mô phỏng CMD khá lớn. Với sự phát triển 

của phần cứng máy tính trong tương lai, túi ẩn sẽ là một lĩnh vực hấp dẫn được khai 

phá nhiều hơn. Bên cạnh đó, hạn chế của mô phỏng CMD là chỉ mở phần nào túi ẩn 

bởi kích thước hạn chế của các phân tử thăm dò. Sự ánh xạ chỉ góp phần gợi ý các vị 

trí tiềm năng. Muốn mở đầy đủ túi ẩn, sự hiện diện của phân tử ức chế là cần thiết. 

Việc áp dụng các công cụ tính toán trong xác định vị trí gắn kết trên IL-1β và IL-

36γ có mục tiêu trước hết là khảo sát tính hiệu quả các phương pháp này để từ đó áp 

dụng lên cấu trúc của IL-33 và ST2. Tuy nhiên, những kết quả thu được về vị trí gắn 

kết, nhất là từ các mô phỏng CMD, cũng có thể là cơ sở cho các nghiên cứu tiếp theo 

nhằm tìm kiếm chất ức chế mới cho các cytokin họ IL-1. Điều này đặc biệt hữu ích 

trong trường hợp của IL-36γ, khi các túi gắn kết mới bên ngoài vị trí của phối tử A-

552 đã được báo cáo trong nghiên cứu này. 

4.2.3.3. Áp dụng các phương pháp xác định vị trí gắn kết cho IL-33 và ST2 

Dựa trên cấu trúc tinh thể của apoprotein, các phần mềm dự đoán vị trí gắn kết 

đã được áp dụng để phát hiện và đánh giá ban đầu khả năng làm thuốc của các túi gắn 

kết tiềm năng trên IL-33 và ST2. Kết quả cho thấy vị trí 1 trên bề mặt PPI của IL-33 

không được đánh giá cao. Ngoại trừ được FTSite xếp hạng 1, vị trí này được các công 

cụ khác xếp hạng 3−8 (Bảng 3.4). Ngược lại, ở bề mặt đối diện trên ST2, vị trí PPI 

được xếp hạng cao hơn một cách đồng thuận bởi các phần mềm. Có 8/11 chương 

trình xếp hạng 1 và 3/11 chương trình xếp hạng 2 cho vị trí này. 

Đối với vị trí 2 của PPI, khoang orthosteric của IL-33 đã được xếp hạng 1 bởi 

3/11 chương trình, hạng 2 bởi 2/11 chương trình. Sự không đồng nhất này là do vị trí 

2 của IL-33 khá rộng và không được nhận diện đầy đủ hoặc đánh giá cao bởi các 

thuật toán khác nhau (Hình PL15.1, PHỤ LỤC 15). Đối với vị trí 2 của thụ thể ST2, 

từ tổng quan tài liệu đến các phép tính toán đều cho thấy đây không phải là vị trí phù 

hợp để phát triển thuốc phân tử nhỏ.47 Hai lý do cho nhận xét này là vị trí 2 của ST2 

định vị trên miền D3 rất linh động kết hợp với tính chất lồi của bề mặt liên kết. Tự 

thân miền D3 khó có thể cho một túi gắn kết phù hợp với phân tử nhỏ. Điều này chỉ 

có thể đạt được khi miền D3 cần có những chuyển động phù hợp để cùng với miền 

D1 hoặc D2 tạo ra túi gắn kết, như báo cáo của Yang và cộng sự.163 

Như vậy, nếu chỉ dựa trên cấu trúc tĩnh của protein, vị trí 2 của IL-33 và vị trí 1 

của ST2 tại giao diện PPI là những nơi cung cấp túi gắn kết phù hợp cho việc phát 

triển thuốc phân tử nhỏ. Khả năng gắn kết với phân tử nhỏ có thể được định lượng 

bằng các thông số kết quả của các phần mềm. Ví dụ, hai vị trí được đề cập có điểm 

số “xu hướng của sự gắn kết với phối tử” (Propensity for Ligand Binding – PLB) dự 
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đoán bởi MOE Site Finder lần lượt là 3,20 và 2,10; hay điểm số “phù hợp để làm 

thuốc” (DrugScore) dự đoán công cụ DoGSiteScorer là 0,813 và 0,798 (PHỤ LỤC 

15 và 16). Vị trí 1 tại giao diện PPI của IL-33 không bị phủ nhận, được chương trình 

DoGSiteScorer dự đoán gồm 3 túi con với điểm số DrugScore lần lượt là 0,275; 0,240 

và 0,200 (PHỤ LỤC 15). Với sự cảm ứng của một phối tử phù hợp, vị trí này có thể 

hình thành một túi gắn kết rõ ràng và cho khả năng liên kết ái lực cao. 

Từ những những nhận xét trên, có thể thấy rằng việc xác định được các acid amin 

điểm nóng của PPI là chưa đủ và không phải bao giờ cũng hữu dụng để xác định vị 

trí gắn kết trong quá trình khám phá thuốc mới. Các điểm nóng đôi khi nằm trên 

những mặt phẳng hoặc bề lồi của protein và hoàn toàn không đóng góp cho một vị trí 

gắn kết phù hợp với phân tử nhỏ. Ủng hộ cho luận điểm này chính là trường hợp của 

các điểm nóng của thụ thể ST2 tại vị trí 2 của bề mặt PPI (Bảng 3.3). Thậm chí, dù 

cho acid amin điểm nóng định vị ở khoang lõm của protein nhưng nếu chúng nằm ở 

miệng của khoang thì cũng không giúp ích cho sự gắn kết của phối tử phân tử nhỏ. 

Hiện tượng này có thể quan sát được trên IL-33. Glu165 là acid amin điểm nóng quan 

trọng tại vị trí 2 của IL-33 và được xác định bởi cả nghiên cứu in silico và thực 

nghiệm. Tuy nhiên, bởi sự định vị trên phần bờ của khoang gắn kết nên acid amin 

này không thể liên kết với phối tử một cách hiệu quả. 

4.2.4. Túi ẩn trên IL-33 được xác định bởi mô phỏng CMD và MD thời gian dài 

Kết quả của đề tài cho thấy vị trí 2 tại bề mặt PPI của IL-33 được xác định một 

cách đồng thuận bởi các phương pháp phát hiện vị trí gắn kết tĩnh và động (Bảng 3.4 

và Hình 3.4). Nghiên cứu thực nghiệm của Kim và cộng sự đã chỉ ra rằng đây là vị 

trí gắn kết của chất ức chế 7c được chứng minh bằng cách theo dõi độ dịch chuyển 

hóa học của các acid amin IL-33 trên phổ NMR.21 Bên cạnh đó, tính xác thực của vị 

trí này còn được ủng hộ bởi nghiên cứu của Jamwal và cộng sự.247 Trong đó, các tác 

giả công bố cấu trúc tinh thể của protein đối vận HpARI2 gắn kết với IL-33 (PDB: 

8Q5R) tại vị trí 2 bằng một cấu trúc vòng lớn (Hình PL15.3, PHỤ LỤC 15) và ức 

chế sự tương tác của cytokin này với thụ thể ST2. 

Với kiến thức đã biết về chất ức chế 7c được báo cáo bởi Kim và cộng sự,21 sự 

tương tác của phức hợp IL-33 và phối tử này đã được mô phỏng MD với 5 quỹ đạo 

dài 1 μs. Hợp chất 7c được phát triển dựa trên hợp chất ban đầu, BTB11086, gắn kết 

yếu với IL-33. Mặc dù Kim và cộng sự đã đề xuất một mô hình gắn kết giữa 

BTB11086 và IL-33, tương tác ở mức độ nguyên tử giữa các phân tử này vẫn còn 

chưa được làm rõ.20 Vì vậy, với một thời gian mô phỏng MD dài 5 μs, cấu dạng gắn 

kết của IL-33/7c được kỳ vọng sẽ hội tụ và phương thức gắn kết được làm rõ. Tuy 

nhiên, sự hội tụ tuyệt đối đã không thể quan sát trong kết quả mô phỏng. Hợp chất 7c 
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liên kết với IL-33 với nhiều tư thế khác nhau, đòi hỏi một thuật toán phân cụm phù 

hợp để xác định các kiểu gắn kết phổ biến nhất. Nghiên cứu đã sử dụng thuật toán 

phân cụm QT và thu được 5 cụm phổ biến, trong đó cụm 1 và cụm 2 chiếm tỉ lệ xuất 

hiện cao nhất. Trong cấu dạng gắn kết tốt nhất (theo ΔGgắn kết MM-GBSA) được lấy mẫu 

từ cụm 1, nhóm trifluorophenyl của 7c đã được đưa sâu vào lõi của IL-33 với một túi 

ẩn kị nước vốn không thể quan sát được trên cấu trúc tinh thể (Hình 4.2A). Túi này 

được bao quanh bởi Leu161 và Leu267, tạo điều kiện cho 7c tương tác với lõi kị nước 

gồm Leu126 và Phe230. Sự hình thành túi ẩn này đòi hỏi sự chuyển động của Leu267 

và Asn226, mở ra không gian đi vào cho phối tử để tương tác với lõi kị nước. Đối 

chiếu với bản đồ chiếm giữ của BNZ trong MixMD (Hình 4.2B), túi ẩn này đã được 

ánh xạ ở vị trí trung tâm, cho thấy hiệu quả của phương pháp trong việc phát hiện các 

túi ẩn vốn không thể dự đoán trên cấu trúc tinh thể. Khi sử dụng dữ liệu mô phỏng 

MD để khảo sát đặc điểm của khoang gắn kết tại vị trí 2 của IL-33 với sự hình thành 

túi ẩn theo thời gian, MDpocket đã báo cáo thể tích trung bình của khoang là ~400 

Å3 (Hình PL15.4, PHỤ LỤC 15). Trong đó, cấu dạng gắn kết tốt nhất trong cụm 1 

cho thể tích túi là 637 Å3 và điểm số phù hợp làm thuốc là 0,932. 

 

Hình 4.2. Sự dự đoán túi ẩn tại vị trí 2 của IL-33 từ mô phỏng MD dài với phối tử thực 

nghiệm 7c, mô phỏng MixMD và PocketMiner 

(A) Mô hình túi ẩn tại vị trí 2 của IL-33 với sự cảm ứng của chất ức chế 7c được lấy mẫu 

từ mô phỏng MD dài 5 μs. (B) Sự ánh xạ của BNZ (các lưới màu xanh lá cây) trên vị trí túi 

ẩn trong MixMD. (C) Các vị trí túi ẩn được dự đoán và xếp hạng bởi PocketMiner. 

Kết quả dự đoán của PocketMiner, một công cụ dựa trên mô hình học sâu được 

huấn luyện để phát hiện các túi ẩn, đã cho thấy sự đồng thuận quan trọng. Chỉ dựa 

trên cấu trúc tinh thể của IL-33, PocketMiner đã dự đoán vị trí 2 của PPI là vị trí hàng 

đầu cho sự xuất hiện của túi ẩn (Hình 4.2C). Như vậy, PocketMiner đã thể hiện khả 

năng dự đoán tốt trên cả 3 cytokin họ IL-1, gồm IL-1β, IL-36γ và IL-33. Với sự hữu 

ích của PocketMiner, túi ẩn có thể được xác định sơ khởi. Sau đó, mô phỏng gắn kết 

phân tử, MD thời gian dài và CMD có thể được áp dụng để khẳng định và khai thác 
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các đặc điểm của túi ẩn. Sự xác định qua từng bước giúp giảm chi phí tính toán và 

tăng tính hiệu quả trong việc khai phá các túi ẩn trên bề mặt protein. Với sự trợ giúp 

của các công cụ máy tính, việc xác định túi ẩn ngày nay đã trở nên khả dĩ hơn thay vì 

tình cờ được phát hiện từ nghiên cứu tinh thể học tia X như trước đây. 

Sự mở túi ẩn tại vị trí 2 của IL-33 làm tăng khả năng gắn kết với phối tử phân tử 

nhỏ, từ đó làm tăng khả năng phát triển thuốc của mục tiêu tác động. Tuy nhiên, tư 

thế của 7c được trình bày ở trên có đại diện cho phương thức gắn kết thực sự của phối 

tử với IL-33 hay không. Hai câu hỏi quan trọng được đặt ra khi diễn giải kết quả mô 

phỏng là: (i) liệu các chương trình mô phỏng phân tử khác nhau, cụ thể là chức năng 

tính điểm của chúng, có nhận diện tư thế gắn kết của 7c được báo cáo ở trên là thuận 

lợi nhất hay không và (ii) liệu túi gắn kết này có thích hợp hơn để làm giàu các hợp 

chất có hoạt tính so với túi gắn kết của cấu trúc tinh thể hay không. Để giải quyết 

những câu hỏi này, đề tài đã thực hiện việc “gắn kết lại” 7c vào mô hình túi ẩn bằng 

các phần mềm khác nhau. Hình PL15.5A, PHỤ LỤC 15 minh họa kết quả gắn kết 

lại bởi các phần mềm AutoDock Vina, LeDock và MOE Dock. Tất cả các chương 

trình đều tái lập cấu dạng gắn kết của 7c như trong cụm 1 của mô phỏng MD với 

RMSD < 1,0 Å. Sự đồng thuận giữa các thuật toán gắn kết khác nhau gợi ý rằng 7c 

có thể gắn kết với IL-33 theo phương thức như được đề xuất bởi mô phỏng MD. Tuy 

nhiên, bằng chứng về cấu trúc thực nghiệm vẫn cần thiết để xác nhận giả thuyết này. 

Trong đánh giá hồi cứu về khả năng làm giàu các hợp chất gắn kết với IL-33 tương 

tự như 7c, Hình 3.7D và E đã cho thấy mô hình gắn kết trên túi ẩn thể hiện năng lực 

phân biệt chất hoạt tính và mồi nhử tốt hơn, gồm cả DUDE-Z và DeepCoy. 

Bên cạnh đó, các mô phỏng MD thời gian dài đòi hỏi tài nguyên tính toán rất lớn. 

Liệu cấu dạng của IL-33 trong tư thế gắn kết với 7c ở cụm 1 của mô phỏng MD có 

thể được lấy mẫu bởi các chương trình gắn kết linh động với chi phí tính toán ít hơn 

hay không. Đề tài đã thực hiện mô phỏng gắn kết với chuỗi bên của IL-33 được giữ 

linh động bằng phần mềm AutoDock Vina. Kết quả cho thấy chỉ cần giữ cho chuỗi 

bên của các acid amin Tyr163, Leu182, Leu220 và Leu267 linh động là có thể tìm 

kiếm được tư thế gắn kết tương tự như mô phỏng MD. Động lực chính của sự gắn kết 

là sự hình thành túi ẩn để chứa nhóm trifluorophenyl của 7c, phụ thuộc phần lớn vào 

sự chuyển động chuỗi bên của Leu267 (Hình PL15.5B, PHỤ LỤC 15). Điều thú vị 

là các acid amin kể trên đều là các điểm nóng quan trọng tại vị trí 2 của IL-33. 

Các cấu trúc thực nghiệm của IL-33 (PDB: 4KC3 và 2KLL) được khảo sát để 

xem sự chuyển động nói trên có thể quan sát từ thực nghiệm hoặc bị cản trở bởi yếu 

tố nào không. Trong tất cả các cấu trúc có sẵn, chuỗi bên của Leu267 không có xu 

hướng định hướng về phía dung môi và túi ẩn không thể nhận thấy. Trong cấu trúc 
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tinh thể (PDB: 4KC3), tính linh hoạt của Leu267 bị cản trở đáng kể bởi Phe245 và 

Leu308 từ ST2 (Hình PL15.5C, PHỤ LỤC 15). Điều này cho thấy IL-33 đang đáp 

ứng cảm ứng để liên kết với thụ thể. Do đó, trạng thái này không đại diện cho cấu 

trúc IL-33 ở dạng tự do. Đối với cấu trúc NMR của IL-33 trong dung dịch (PDB: 

2KLL), mặc dù 100 cấu trúc đã được giải nhưng các tác giả chỉ báo cáo 10 cấu trúc 

năng lượng thấp nhất.46 Sự chuyển động hướng về dung môi của chuỗi bên Leu267 

có thể dẫn đến SASA cao hơn và năng lượng tự do ít thuận lợi hơn, dẫn đến không 

được báo cáo trong cấu trúc NMR (Hình PL15.5D, PHỤ LỤC 15). Tóm lại, sự di 

chuyển chuỗi bên như vậy ở Leu267 chỉ có thể ghi nhận được khi có mặt của các đầu 

dò hữu cơ hoặc phối tử phân tử nhỏ như 7c. 

Trong báo cáo của Kim và cộng sự, 7c liên kết với IL-33 và gây ra sự thay đổi 

đáng chú ý độ biến đổi CSP trên phổ NMR của 10 acid amin trên giao diện IL-33/ST2 

(acid amin 120, 121, 161, 220, 224, 226, 227, 229, 267, và 269) cùng hai acid amin 

ở lõi kị nước (acid amin 184 và 185). Hình PL15.6A, PHỤ LỤC 15 minh họa sự 

chồng phủ của các acid amin này trong cấu trúc tinh thể và cấu trúc của phức hợp IL-

33/7c trong mô phỏng MD. Sự gắn kết của 7c đòi hỏi sự sắp xếp lại đầu C của IL-33 

(acid amin 221−229) và vòng β8-β9 để tạo không gian cho nhóm trifluorophenyl. 

Việc mở túi ẩn kị nước này cũng làm lộ ra chuỗi bên của Leu161, Val184 và Leu220, 

góp phần giải thích rõ hơn cơ chế nhiễu loạn của các acid amin này khi liên kết với 

7c, so với giả thuyết do Kim đã nêu trong báo cáo của mình.21 Sự hình thành túi ẩn 

này là yếu tố chính cho sự liên kết ổn định của hợp chất 7c và có thể giải thích cho 

tác động ức chế của nó. 

Cuối cùng, khi căn chỉnh phức hợp MD của IL-33/7c với phức hợp đồng kết 

tinh của IL-36γ/A552, sự phù hợp về phương thức gắn kết của hai phối tử trên hai 

protein được nhận thấy (Hình PL15.6B, PHỤ LỤC 15). Các hợp chất thâm nhập sâu 

vào rãnh kị nước của protein, đồng thời hình thành các tương tác kị nước bổ sung với 

các chuỗi bên được chôn sâu để tạo thành phức hợp ổn định hơn. Mặt khác, mặt bên 

ngoài của hợp chất có xu hướng hình thành các tương tác kị nước hoặc kị nước bổ 

sung với các acid amin liền kề. Những phát hiện này càng nhấn mạnh tầm quan trọng 

của các túi ẩn trong IL-33 như là vị trí gắn kết tiềm năng cho các phân tử nhỏ ức chế. 

4.2.5. Giả thuyết về túi allosteric của thụ thể ST2 

Trên thụ thể ST2, mô phỏng CMD và cả những phương pháp dựa trên cấu trúc 

tĩnh đã cho kết quả đồng thuận về một túi liên kết mới trên ST2. Vị trí này nằm gần 

khoang orthosteric của PPI trên thụ thể. Trong các loại hình dạng khác nhau của vị 

gắn kết cho phân tử nhỏ, khoang gắn kết mới này có hình dạng một túi kiểu “đường 

hầm” (tunnel), trong khi vị trí orthosteric có hình dạng là một túi dạng “rãnh” 
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(groove). Để xác nhận đây có phải thực sự là vị trí allosteric hay không, các nghiên 

cứu thực nghiệm cần được thực hiện để khẳng định. Trong phạm vi của đề tài, phương 

pháp NoMA đã được sử dụng để chứng minh rằng chỉ cần sự hiện diện của các phối 

tử giả bát diện đủ để làm thay đổi sự dao động tổng thể của protein so với dạng apo. 

Bằng cách sử dụng nửa cuối cân bằng của 5 quỹ đạo mô phỏng MD 100 ns của thụ 

thể ST2, thể tích của túi này đã được khảo sát bằng công cụ MDpocket và minh họa 

tại (Hình PL16.2, PHỤ LỤC 16). Trong môi trường dung dịch gần với sinh lý, túi 

allosteric đã duy trì được thể tích trung bình khoảng 1080 Å3. Trong đề tài này, các 

phân tử có hoạt tính gồm T296, T713, T718 và T721 đã được khám phá thông qua 

việc sàng lọc ảo bằng mô phỏng gắn kết trên túi allosteric của ST2. 

4.2.6. Những vị trí gắn kết tiềm năng khác trên IL-33 và ST2 

Trên IL-33, bên cạnh hai vị trí orthosteric đã được thảo luận, một số vị trí gắn kết 

tiềm năng khác đã được phát hiện bởi MixMD. Trong số đó, các khoang được xếp 

hạng 4, 5, 6, 7 và 9 (Hình 3.4) là những vị trí có sự thâm nhập sâu của phân tử thăm 

dò. Hiện tượng này chỉ có thể xuất hiện khi protein được giữ cho linh hoạt hoàn toàn 

trong môi trường mô phỏng MD. Là các cytokin cùng họ, IL-33 cũng có thể liên kết 

với phối tử phân tử nhỏ tại các vị trí khác nhau như IL-1β. Cụ thể, vị trí 9 được xác 

định bởi MixMD tương đương với vị trí của chất ức chế thực nghiệm của IL-1β. 

Trên thụ thể ST2, các khoang được xếp hạng 2 và 3 cũng là những vị trí có sự tập 

trung với tần suất cao của các phân tử thăm dò trong MixMD. Các khoang này chưa 

từng được báo cáo. Hiện tượng các phân tử thăm dò, đặc biệt là BNZ và 1P3, thâm 

nhập sâu vào protein để tạo ra một túi gắn kết rõ ràng cũng được nhận thấy ở ST2. 

Trong tương lai, các vị trí gắn kết mới nêu trên có thể được khảo sát thêm bằng các 

phương pháp tính toán và thực nghiệm để xác nhận khả năng phát triển chất ức chế. 

4.2.7. Mô phỏng gắn kết phân tử “mù” trong xác định vị trí gắn kết 

Gắn kết phân tử “mù” là phương pháp mà trong đó mô hình hộp mô phỏng được 

mở rộng để bao phủ toàn bộ protein. Phần mềm sẽ cố gắng tìm kiếm tất cả các vị trí 

gắn kết có thể của phối tử. Phương pháp này đã được áp dụng trên IL-33 nhằm mục 

đích so sánh với các mô phỏng MD và CMD. 

Trên IL-33, 18 phối tử gắn kết thực nghiệm đã được mô phỏng gắn kết mù trên 

toàn bộ bề mặt protein bằng phần mềm AutoDock Vina và kết quả được trình bày tại 

Hình PL15.7A, PHỤ LỤC 15. Trong đó, khi xem xét cấu dạng có điểm số gắn kết 

tốt nhất, chương trình đã dự đoán sai vị trí gắn kết của hai phối tử quan trọng là 7c và 

BTB11086. Về bản chất, gắn kết mù là phương pháp bán linh động và cấu trúc protein 

vẫn không thể hiện được tính linh hoạt như trong mô phỏng MD và CMD. Do đó, túi 
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ẩn không thể mở trong quá trình mô phỏng gắn kết. Sau đó, đề tài đã sử dụng cấu 

dạng IL-33 được lấy mẫu từ quá trình mô phỏng MD với túi ẩn đã mở sẵn cho một 

quy trình gắn kết mù tương tự. Hình PL15.7B, PHỤ LỤC 15 cho thấy 100% phối 

tử thực nghiệm đã được dự đoán đúng vị trí gắn kết thực nghiệm được khảo sát bởi 

Kim và cộng sự qua phương pháp phổ NMR.21 Kết quả này cho thấy gắn kết mù chỉ 

hoạt động hiệu quả khi có sẵn cấu dạng protein với túi gắn kết phù hợp. Mặt khác, 

không như mô phỏng CMD chỉ yêu cầu các phân tử thăm dò cơ bản, phương pháp 

này còn có hạn chế là yêu cầu về các phân tử gắn kết thực nghiệm. Đối những mục 

tiêu tác động mới, những chất ức chế như vậy thường không có sẵn và giới hạn khả 

năng ứng dụng của gắn kết mù. 

4.3. Mô hình sàng lọc in silico dựa trên cấu trúc mục tiêu IL-33 và ST2 

4.3.1. Các mô hình gắn kết phân tử trên IL-33 và ST2 

Dựa trên kết quả của quá trình phân tích điểm nóng PPI và xác định vị trí gắn kết, 

4 mô hình mô phỏng gắn kết phân tử đã được xây dựng cho IL-33 và thụ thể ST2. 

Cho đến nay, chưa có công trình nào thực hiện việc xác thực các mô hình gắn kết 

phân tử cho các mục tiêu tác động này. Đề tài đã sử dụng dữ liệu về các chất có hoạt 

tính, các hợp chất mồi nhử và các chất không có hoạt tính thực nghiệm để đánh giá 

mô hình gắn kết phân tử cho IL-33 tại vị trí 2 và cho ST2 tại vị trí 1 của PPI. 

Để xác thực một mô hình gắn kết phân tử, việc sử dụng bộ dữ liệu đánh giá đúng 

và chất lượng có ý nghĩa quan trọng. Trên IL-33, tập hợp các hợp chất có hoạt tính 

được sử dụng (Bảng PL2.1, PHỤ LỤC 2) là các chất gắn kết với IL-33 được chứng 

minh qua thực nghiệm, cụ thể là thử nghiệm đánh giá gắn kết sử dụng phổ NMR được 

báo cáo bởi Kim và cộng sự.20,21 Mặc dù phương thức gắn kết chính xác của các hợp 

chất này với IL-33 vẫn chưa được báo cáo, nhưng những biến đổi trên phổ HSQC đã 

chứng minh các hợp chất này liên kết với IL-33 tại vị trí của mô hình cần đánh giá. 

Trên ST2, đề tài đã sử dụng các chất có hoạt tính được khẳng định qua hai thực 

nghiệm khác nhau, gồm AlphaLISA và trên tế bào HEK-Blue IL-33 (Bảng PL2.2, 

PHỤ LỤC 2). Trong các chất có hoạt tính này, hợp chất iST2-1 đã được chứng minh 

là gắn kết trực tiếp lên thụ thể ST2 bằng phân tích tán xạ tia X góc nhỏ (SAXS).22 

Bên cạnh tập chất có hoạt tính, việc đánh giá mô hình cũng cần tập hợp các chất 

không có hoạt tính. Trong đề tài này, các tập mồi nhử khác nhau đã được sử dụng 

nhằm mục đích so sánh và khẳng định, gồm DUDE-Z và DeepCoy. Đặc biệt, trên 

ST2, một tập không hoạt tính thực nghiệm trích xuất từ PubChem BioAssays đã được 

sử dụng để đánh giá mô hình gắn kết phân tử. 
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Trên IL-33, kết quả đánh giá tại Hình 3.7 cho thấy cấu dạng protein được lấy 

mẫu từ mô phỏng MD đã cải thiện năng lực làm giàu của mô hình so với việc sử dụng 

cấu trúc tinh thể. Trên thụ thể ST2, Hình 3.8 cho thấy mô hình gắn kết tại vị trí 

orthosteric 1 có sự làm giàu sớm hơn trong tất cả các đánh giá với tập mồi nhử DUDE-

Z, DeepCoy và tập không hoạt tính thực nghiệm. Quá trình đánh giá đã giúp xác định 

các mô hình gắn kết phân tử phù hợp nhất để sử dụng cho giai đoạn sàng lọc ảo. Đáng 

chú ý, các phân tích đường cong ROC cho thấy tập mồi nhử DUDE-Z luôn cho AUC 

cao hơn so với tập DeepCoy và tập không hoạt tính thực nghiệm. Điều này gợi ý rằng 

nếu chỉ sử dụng DUDE-Z có thể cho kết quả đánh giá khả quan hơn nhưng cũng tiềm 

ẩn nguy cơ nhận vào các mô hình tốt giả tạo. Việc sử dụng DeepCoy, trong đó các 

hợp chất mồi nhử được tạo ra bằng mô hình học sâu sao cho có tính chất lý hóa khớp 

và khó phân biệt với chất có hoạt tính, giúp giảm thiểu nguy cơ này. Lý tưởng nhất 

là mô hình nên được đánh giá bằng tập có và không có hoạt tính thực nghiệm, như 

trường hợp của thụ thể ST2 trong đề tài này. 

4.3.2. Sàng lọc chất ức chế IL-33 tại vị trí 1 của PPI 

Là phần nghiên cứu đầu tiên của đề tài, các acid amin điểm nóng của IL-33 đã 

được đặt làm trung tâm cho việc xây dựng mô hình pharmacophore, gắn kết phân tử 

và đánh giá kết quả mô phỏng MD. Từ đó, DB00158 và DB00642 được xác định là 

các hợp chất gắn kết ổn định với IL-33 tại vị trí 1, duy trì được các liên kết hydro 

quan trọng với các điểm nóng Glu144, Glu148 hoặc Asp244 trong suốt quá trình mô 

phỏng MD và có giá trị năng lượng tự do gắn kết MM-GBSA âm. 

Hầu hết các chất được giữ lại đến các giai đoạn cuối của quá trình sàng lọc ảo 

đều xuất phát từ mô hình PH4-IL33-S1-M2 (Hình 4.3), vốn tận dụng các đặc tính 

của cả các điểm nóng thực nghiệm và những acid amin kị nước khác trên bề mặt PPI. 

Với mô hình PH4-IL33-S2-M1, số lượng hợp chất thỏa mãn mô hình còn ít và ái lực 

gắn kết của các hợp chất với IL-33 còn yếu. Điều này được giải thích bởi mô hình 

pharmacophore bắt chước các Arg của ST2 nên yêu cầu nhiều điểm điện tích dương 

và làm hạn chế số lượng hợp chất thỏa mãn. Ngoài ra, dù xuất phát từ mô hình 

pharmacophore nào, các hợp chất có ái lực gắn kết trên IL-33 còn khiêm tốn (ΔGdock 

khoảng −6 kcal/mol). Đây là động lực thúc đẩy đề tài tìm kiếm những vị trí gắn kết 

tiềm năng hơn để có thể phát hiện các hợp chất “hit” có ái lực cao ngay từ giai đoạn 

mô phỏng gắn kết phân tử (với ΔGdock < −8 kcal/mol). 

Từ kết quả sàng lọc ảo, folat nổi lên như một khung cấu trúc triển vọng cho sự 

gắn kết ổn định tại vị trí 1 của IL-33. Ngoài hai hợp chất tiềm năng được nhấn mạnh, 

các dẫn chất folat khác cũng thỏa mãn mô hình pharmacophore và được mô phỏng 

gắn kết thành công vào IL-33 gồm DB00116, DB00563 và DB00650. Cấu trúc pterin 
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của DB00158 hoặc các mảnh cấu trúc tương tự cung cấp khả năng cho liên kết hydro 

với các acid amin điểm nóng mang tính acid của IL-33. Đây có thể là mô típ định 

hướng cho sự phát triển chất ức chế IL-33 trong các nghiên cứu tiếp theo. 

 

Hình 4.3. Các dẫn chất folat cung cấp kiểu cấu trúc tiềm năng có thể gắn kết với các acid 

amin điểm nóng mang tính acid của IL-33 tại vị trí 1 của giao diện PPI 

(A và B) Cấu trúc 3D của được gióng hàng trên mô hình pharmacophore và cấu trúc 2D 

của DB00158 và DB00642. (C) Bề mặt PPI tại vị trí 1 của IL-33, với các acid amin điểm 

nóng được đánh dấu màu đỏ, mũi tên chỉ rãnh gắn kết phù hợp cho phối tử phân tử nhỏ. 

Trong kết quả hiện tại, đề tài đã tập trung khai thác một rãnh được hình thành bởi 

Glu144, Glu148 và Asp244 (mũi tên màu xanh ở Hình 4.3C). Sự tập trung cho các 

điểm nóng này mà bỏ qua điểm nóng Asp149 xuất phát từ sự liên kết không ổn định 

của nó với các acid amin của thụ thể ST2 được quan sát trong mô phỏng MD phức 

hợp IL-33/ST2. Bên cạnh đó, về mặt không gian, vị trí của Asp149 cũng nằm cách 

xa phần trung tâm của rãnh gắn kết. Khi phân tích sự tương tác của các phối tử được 

mô phỏng gắn kết vào IL-33 tại vị trí này, Glu144 là điểm nóng quan trọng có thể 

hình thành liên kết ion hoặc hydro với phân tử nhỏ với tần suất cao hơn Glu148 hay 

Asp244. Điều này được giải thích bởi định hướng của nhóm acid chuỗi bên của 

Glu144 được định hướng vào rãnh gắn kết. Do đó, Glu144 cần được chú trọng như 

một điểm nóng hàng đầu. Sự tập trung vào việc tạo cầu muối với một acid amin điểm 

nóng đã được chứng minh qua thành công của việc khám phá phân tử nhỏ Ro26-4550 

ức chế IL-2.248 Một chiến lược có thể áp dụng trong các nghiên cứu tiếp theo là sàng 

lọc các mảnh cấu trúc có thể liên kết chặt chẽ với acid amin này và từ đó tiếp tục phát 

triển cấu trúc để thu được các phân tử gắn kết ái lực cao hơn với IL-33. 

4.3.3. Sàng lọc chất ức chế ST2 tại vị trí 1 của PPI 

Như các phân tích về vị trí gắn kết ở phần trước, vị trí 1 trên bề mặt PPI của ST2 

có tính chất thuận lợi cho việc thiết kế và sàng lọc chất ức chế phân tử nhỏ hơn so với 
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IL-33. Với cùng hướng tiếp cận sử dụng phương pháp pharmacophore “bắt chước” 

PPI, các mô hình đã chỉ dẫn cho quá trình sàng lọc ảo và tìm kiếm được các hợp chất 

gắn kết thành công với ST2 bằng cách liên kết với các acid amin quan trọng của thụ 

thể. Nghiên cứu cũng đã sử dụng hợp chất iST2-1 như chất đối chứng trong các sàng 

lọc ảo. Các hợp chất dẫn đầu của nghiên cứu đều có ái lực gắn kết tốt hơn so với 

iST2-1 (ΔGdock = −4,4 kcal/mol). Phức hợp của các chất này với thụ thể ST2 được 

đưa vào các mô phỏng MD ngắn 20 ns, qua đó sự hiện diện của các phối tử làm tăng 

tính ổn định của protein. Dựa vào khả năng tương tác với các acid amin điểm nóng 

và ΔGgắn kết MM-GBSA, 4 hợp chất tiềm năng nhất đã được chọn vào các mô phỏng MD 

dài 100 ns để khảo sát tính ổn định trong sự gắn kết giữa chúng và thụ thể ST2. 

ZINC16933127 và ZINC59514725 là những phối tử triển vọng nhất với các biểu đồ 

RMSD protein, RMSD phối tử, ΔGgắn kết MM-GBSA và tần suất hình thành các loại liên 

kết rất ổn định. 

 

Hình 4.4. Cấu trúc của các chất ức chế ST2 thực nghiệm (iST2-1, iST2-1a và 32) và các 

chất gắn kết tiềm năng được sàng lọc từ đề tài (ZINC08911140 và ZINC40658091) 

Về cấu trúc, các hợp chất tiềm năng được xác định từ nghiên cứu in silico trong 

đề tài này như ZINC08911140 và ZINC40658091 (Hình 4.4) chia sẻ nhóm 

nitrophenyl tương tự như các chất ức chế ST2 được báo cáo bởi Ramadan và cộng 

sự, Yuan và cộng sự.22-24 Trong mô hình mô phỏng gắn kết, nhóm nitro nhận liên kết 

hydro từ các acid amin điểm nóng của ST2 như Lys hay Arg. Bên cạnh đó, cả 4 hợp 

chất tiềm năng đều có cấu trúc chứa acid benzoic và đóng vai trò nhận liên kết hydro 

từ các acid amin có tính base gồm Lys22, Arg35, Arg38 và Arg198 của thụ thể. Đặc 

điểm cấu trúc này được ủng hộ bởi nghiên cứu của Yuan và cộng sự, trong đó acid 
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nicotinic và acid salicylic đã được báo cáo khả năng gắn kết với ST2 tại vị trí 1 của 

bề mặt PPI và ức chế tương tác IL-33/ST2 trong thử nghiệm HTRF với IC50 lần lượt 

là 5,89 và 2,47 mM.152 

4.3.4. Sàng lọc chất ức chế IL-33 tại vị trí 2 

Mặc dù các báo cáo của Kim và cộng sự (2016), Adamu và cộng sự (2021), Le 

và cộng sự (2023) đã sử dụng mô hình gắn kết phân tử tại vị trí 2 của IL-33, vẫn chưa 

có một khảo sát toàn diện nào để đánh giá tính phù hợp cho việc phát triển thuốc phân 

tử nhỏ tại các vị trí liên kết khác nhau trên IL-33.20,25,26 Trong đề tài này, với sự gợi 

ý của các công cụ dự đoán vị trí gắn kết cho phối tử phân tử nhỏ, đặc biệt là qua quá 

trình khảo sát bằng mô phỏng CMD, vị trí 2 tại bề mặt PPI của IL-33 đã được tập 

trung nghiên cứu để phát triển các mô hình sàng lọc in silico. 

 Đầu tiên, mô hình PH4-IL33-S2-M1 được xây dựng theo cách tiếp cận ban đầu 

của nghiên cứu, tức phương pháp “bắt chước” PPI. Xuất phát từ 3 điểm nóng thực 

nghiệm gồm Tyr163, Glu165 và Leu182 của IL-33 tương tác với Leu246, Leu306, 

Leu311 và Arg313 của ST2, truy vấn pharmacophore 4 điểm đã được tạo ra và sàng 

lọc qua các thư viện hóa học. Như một bước phát triển so với các mô hình 

pharmacophore đầu tiên của đề tài, mô hình PH4-IL33-S2-M1 được thêm các điểm 

loại trừ thể tích nhằm tăng tính chọn lọc cho mô hình (Hình 3.16). Từ đó, các hợp 

chất thỏa mãn mô hình sẽ có kích thước và hình dạng phù hợp với khoang gắn kết tại 

vị trí 2 của IL-33. Với 3 điểm kị nước và 1 điểm cation hoặc cho liên kết hydro, mô 

hình phản ánh đặc tính của lõi kị nước tại vị trí này của IL-33. 

Mô hình đã được sử dụng để sàng lọc qua các thư viện hóa học. Từ giai đoạn này, 

đề tài đã tự tạo được một cơ sở dữ liệu cấu dạng cho các thư viện hóa học định hướng 

PPI từ những nhà cung cấp hợp chất thử nghiệm hàng đầu như Enamine, ChemDiv 

và Asinex. Do đó, mô hình đã được sử dụng để sàng lọc song song qua các công cụ 

trực tuyến như ZINCPharmer, PharmIT và cơ sở dữ liệu cấu dạng tự chuẩn bị. Để so 

sánh, 2000 hợp chất tốt nhất thỏa mãn mô hình pharmacophore từ công cụ trực tuyến 

và cơ sở dữ liệu định hướng PPI được tiếp tục sàng lọc qua mô hình gắn kết phân tử. 

Phân tích điểm số gắn kết tại Hình 3.17A cho thấy việc sàng lọc từ các thư viện định 

hướng PPI với số hợp chất ít hơn nhưng vẫn có thể cho kết quả gắn kết phân tử tốt 

hơn. Bởi IL-33 là một mục tiêu PPI, việc sử dụng các thư viện định hướng PPI có 

tiềm năng cho các hợp chất gắn kết tốt hơn so với việc tìm kiến từ các thư viện tổng 

quát với số lượng hợp chất rất lớn. Cơ sở dữ liệu cấu dạng này hiện đã có thể sẵn sàng 

được sử dụng cho các dự án khám phá thuốc trên các mục tiêu PPI mới. 

Sau khi sàng lọc qua các thư viện hóa học, 4000 hợp chất thỏa mãn mô hình 

pharmacophore đã được mô phỏng gắn kết và nhiều hợp chất có ΔGdock tốt hơn so với 
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hợp chất 7c được báo cáo bởi Kim và cộng sự.21 Trên cấu trúc tinh thể của IL-33, 7c 

chỉ gắn kết với điểm số −6,9 kcal/mol. Các chất có điểm số gắn kết tốt nhất với ΔGdock 

dưới −7,5 kcal/mol đã được lập hồ sơ ADMET. Mặc cho sự đơn giản của mô hình 

pharmacophore, các hợp chất dẫn đầu vẫn có tính chất phù hợp với các bộ quy tắc 

hóa dược như Lipinski và Pfizer. Kết quả này có thể đến từ vùng loại trừ thể tích được 

bổ sung vào mô hình. Các chất có tính chất ADMET thuận lợi bởi sự thỏa mãn quy 

tắc “Tam giác vàng” và không vi phạm PAINS để dẫn đến các dương tính giả trong 

thử nghiệm sinh học (Hình 3.17C). Bằng cách tính điểm lại cho phức hợp 

protein−phối tử với công cụ ước tính ái lực gắn kết HYDE, giá trị Ki HYDE đã gợi ý 

các hợp chất dẫn đầu được sàng lọc bằng mô hình PH4-IL33-S2-M1 có ái lực hàng 

nanomol. HYDE được lựa chọn để tính điểm lại bởi chương trình chú trọng đến đóng 

góp năng lượng của liên kết hydro, đồng thời tính toán năng lượng tự do desolvat hóa 

và tính điểm phạt cho các bất lợi về liên kết và góc liên kết. HYDE đã được chứng 

minh khả năng làm giảm dương tính giả.218 Khi lựa chọn hợp chất tiềm năng để đưa 

vào các mô phỏng MD, cả điểm số gắn kết ΔGdock và Ki HYDE đều được sử dụng và 

giúp tìm kiếm được các hợp chất tiềm năng Enamine Z8479543772, Enamine 

Z5129920608, Enamine Z19188025 và ZINC12152030. Các phối tử này gắn kết ổn 

định với IL-33, duy trì tương tác bền vững với các acid amin điểm nóng và có năng 

lượng tự do gắn kết xoay quanh giá trị −40 kcal/mol. 

Bằng cách mô phỏng MD dài 5 μs và phân cụm hậu MD, tư thế liên kết của chất 

ức chế 7c với IL-33 tại vị trí 2 đã được đề xuất. Từ đó, cấu dạng gắn kết của IL-33/7c 

đã được sử dụng để tạo ra một truy vấn pharmacophore PH4-IL33-S2-M2 cho IL-33 

tại vị trí này. Đồng thời, một cách tiếp cận khác được áp dụng là phương pháp tìm 

kiếm tương đồng hình dạng 3 chiều. Phương pháp làm việc trực tiếp trên cấu trúc 

phối tử mà không cần cấu trúc của protein. Cấu dạng của 7c đã được tìm kiếm bằng 

chương trình vROCS và OMEGA với các mức RMS khác nhau. Các truy vấn ROCS 

đã được tạo cho mỗi cấu dạng và mô hình được xác thực trên tập kiểm tra có hoạt 

tính và tập mồi nhử. Truy vấn ROCS-iIL33-6 cho kết quả tốt nhất đã được sử dụng 

để làm giàu lượng hợp chất có khả năng ức chế IL-33. Như vậy, trên cùng vị trí 2 tại 

bề mặt PPI, có 3 mô hình in silico khác nhau đã được tạo ra cho IL-33. Các chất thỏa 

mãn các mô hình đều được mô phỏng gắn kết bằng phần mềm AutoDock Vina. Sự 

phân bố điểm số gắn kết ΔGdock của tập chất được sàng lọc từ mỗi mô hình được biểu 

diễn tại Hình 4.5A. Từ biểu đồ này, có thể thấy hai mô hình dựa trên phối tử 7c có 

điểm số gắn kết trung bình và tối đa tốt hơn so với mô hình pharmacophore chỉ dựa 

trên các acid amin điểm nóng. Tuy nhiên, kết quả này không giải thích hoàn toàn cho 

hiệu năng sàng lọc của mô hình. Cần lưu ý rằng các chất thỏa hai mô hình PH4-IL33-
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S2-M2 và ROCS-iIL33-6 được mô phỏng gắn kết trên cấu trúc IL-33 lấy mẫu từ mô 

phỏng MD trong phức hợp với 7c. Trong cấu trúc đó, túi ẩn của IL-33 đã được mở 

và có thể giúp phối tử gắn kết tốt hơn vào lõi kị nước của protein. 

Do mô hình PH4-IL33-S2-M2 và ROCS-iIL33-6 đều dựa trên hợp chất 7c, các 

hợp chất thỏa mãn mô hình có thể bị ràng buộc theo kiểu cấu trúc của hợp chất này. 

Vì vậy, các chất thỏa mãn các mô hình đã được khảo sát tính đa dạng về mặt hóa học 

dựa trên dấu vân tay Morgan 3 và phân tích t-SNE. Trái ngược với dự đoán ban đầu 

rằng truy vấn ROCS sẽ giới hạn những hợp chất có khung cấu trúc tương tự 7c, Hình 

4.5B cho thấy mô hình này cho kết quả sàng lọc đa dạng nhất về mặt cấu trúc. Tương 

tự, mô hình PH4-IL33-S2-M2 được xây dựng dựa trên phức hợp IL-33/7c cũng có sự 

đa dạng hóa học nhất định chứ không co cụm trong một kiểu cấu trúc. 

 

Hình 4.5. So sánh kết quả sàng lọc ảo của các mô hình pharmacophore PH4-IL33-S2-M1, 

PH4-IL33-S2-M2 và truy vấn tương đồng hình dạng 3 chiều ROCS-iIL33-6 

(A) So sánh sự phân bố điểm số gắn kết AutoDock Vina. (B) Biểu diễn không gian hóa 

học theo dấu vân tay Morgan 3 và phân tích t-SNE của các tập chất thỏa mãn 3 mô hình. 

4.4. Mô hình in silico dựa trên phối tử ức chế IL-33/ST2 

4.4.1. Truy vấn tương đồng hình dạng phân tử 3 chiều 

Đối với phương pháp tìm kiếm tương đồng dựa trên hình dạng 3 chiều, để tạo ra 

một một truy vấn ROCS tốt thì việc tìm kiếm cấu dạng cho phân tử hoạt tính là quan 

trọng. Với chương trình OMEGA, giá trị RMS cần được khảo sát ở các mức khác 

nhau để thu được một tập hợp các cấu dạng đa dạng. Một giá trị RMS mặc định với 

mức 0,5 Å có thể cho ra những cấu dạng gần giống nhau và các truy vấn ROCS được 

xây dựng từ đó không khác biệt có ý nghĩa thống kê. Đôi khi, những cấu dạng tốt hơn 

bị bỏ qua và mô hình thu được không phải là tối ưu nhất. Về bản chất, ROCS tương 

đồng với mô hình pharmacophore. Hình dạng 3D của ROCS tương đương với với 
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chức năng Ligand Shape và bộ màu sắc quy ước của ROCS tương ứng với các chú 

thích đặc tính hóa học của pharmacophore. Tuy nhiên, ROCS có những ưu điểm quan 

trọng: (i) tốc độ sàng lọc rất nhanh, (ii) một phương pháp tính điểm định lượng (bộ 

hệ số tương đồng Tanimoto) tốt hơn so với giá trị RMSD đơn giản của mô hình 

pharmacophore, (iii) khả năng ứng dụng cao khi có thể được xây dựng trên một hợp 

chất cụ thể, một tập hợp những nguyên tử giả, một phần cấu trúc của protein, hoặc 

một lưới mật độ từ nghiên cứu tinh thể học tia X.124,125 Trong nghiên cứu này, ROCS 

đã được áp dụng để tìm kiếm các hợp chất tương đồng với 7c. Một cách tiếp cận khác 

có thể áp dụng trong tương lai, đó là có thể xây dựng truy vấn ROCS dựa trên các 

vòng hoặc các chuỗi β của IL-33 hoặc ST2 để ức chế PPI. Phương pháp này đã được 

áp dụng bởi Lee và cộng sự khi sử dụng ROCS để bắt chước chuỗi xoắn α của IL-17 

nhằm tìm kiếm các phân tử nhỏ ức chế sự tương tác của nó với IL-17Rα.249 

4.4.2. Mô hình pharmacophore dựa trên phối tử 

Đối với phương pháp pharmacophore dựa trên phối tử ức chế thụ thể ST2, nghiên 

cứu đã xây dựng và đánh giá mô hình pharmacophore PH4-LB-iST2. Bằng cách sử 

dụng các tập không hoạt tính và tập mồi nhử lớn hơn gấp nhiều lần so với tập hoạt 

tính, điểm số GH thu được từ các đánh giá là không cao bởi sự chênh lệch này. Do 

đó, phương pháp phân tích đường cong ROC và đánh giá hệ số làm giàu đã được sử 

dụng. Bằng cách sử dụng 4 tập không hoạt tính khác nhau – DUD-E, DUDE-Z, 

DeepCoy và tập không hoạt tính thật – mô hình PH4-LB-iST2 đều phân biệt được 

chất có và không có hoạt tính với giá trị ROC-AUC > 0,5 và hệ số làm giàu EF1% cao. 

Tuy nhiên, các tập DUDE và DUDE-Z cho kết quả tốt hơn so với hai tập còn lại. Kết 

quả này gợi ý rằng mô hình pharmacophore nên được đánh giá chặt chẽ dựa trên bộ 

mồi nhử được tạo bằng phương pháp “khớp tính chất”, mà DeepCoy là một công cụ 

tiêu biểu. Lý tưởng hơn là mô hình nên được đánh giá bằng một tập không hoạt tính 

thật. Trong nghiên cứu này, dữ liệu về chất không hoạt tính thật lên đến hơn 50 ngàn 

hợp chất, tạo ra sự chênh lệch quá lớn với số chất hoạt tính cũng như gây áp lực tính 

toán cho quá trình tìm kiếm cấu dạng. Do đó, các chất không hoạt tính đã được lấy 

mẫu từ bộ dữ liệu trên với tỉ lệ 1:50 bằng phần mềm DecoyFinder theo nguyên lý 

“khớp tính chất” đề xuất bởi Stein và cộng sự.136 

Báo cáo của Ramadan và cộng sự đã sử dụng 4 chất ức chế thu được từ một 

chương trình sàng lọc thông lượng cao để xây dựng mô hình pharmacophore dựa trên 

phối tử. Mô hình chứa 3 điểm vòng thơm hoặc kị nước (Aro|Hyd) và 1 điểm nhận 

hoặc cho liên kết hydro (Acc|Don).22 Mô hình đã chia sẻ các đặc điểm vòng thơm 

hoặc kị nước với mô hình PH4-LB-iST2 của nghiên cứu này. Khi xem xét tất cả các 

mô hình pharmacophore thu được, một mẫu số chung thú vị đã được quan sát. Tất cả 
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các chất hoạt tính đã chia sẻ với nhau cấu dạng hình chữ U, được hình thành bởi ít 

nhất 4 vòng (Hình 3.25). Điểm chung thứ hai được quan sát khi gióng hàng các cấu 

trúc hoạt tính là sự hiện diện của nhóm nitro. Tuy nhiên, do định hướng khác nhau 

của nhóm này trên vòng thơm (ortho hoặc para) làm cho chương trình tạo 

pharmacophore không thể xác định đây là điểm chung (Hình PL22.2, PHỤ LỤC 

22). Chính đặc điểm này đã góp phần giới hạn điểm số GH của mô hình. Trong khuôn 

khổ của đề tài, mô hình PH4-LB-iST2 chưa được ứng dụng vào sàng lọc ảo. Dù vậy, 

mô hình đã được đánh giá theo các tiêu chí cần thiết. Trước hết, mô hình có ý nghĩa 

gợi ý cho việc thiết kế chất ức chế ST2: yêu cầu về tính kị nước, các vòng thơm hoặc 

vòng π và cấu dạng chữ U đặc trưng. Trong các nghiên cứu tiếp theo, mô hình có thể 

được phát triển để cải thiện chỉ số đánh giá (như điểm số GH) và mô tả được đặc tính 

của nhóm nitro. Khi áp dụng trên thư viện hợp chất nội bộ, cấu dạng chữ U đặc biệt 

từ mô hình PH4-LB-iST2 đã giúp tìm kiếm được các hợp chất có hoạt tính chứa 

khung morpholinoalkoxychalcon như T651 và T655 (Hình PL22.2, PHỤ LỤC 22). 

4.4.3. Mô hình mối liên quan định lượng giữa cấu trúc và tác động của các chất 

ức chế IL-33/ST2 trên tế bào HEK-Blue IL-33 

Bằng cách thiết lập các mô hình QSAR sử dụng thuật toán PLS, mối liên quan 

cấu trúc – tác động của các chất ức chế IL-33/ST2 trên dòng tế bào HB đã được làm 

sáng tỏ. Với quan niệm không có mô hình tối ưu, hầu hết các mô hình đều có thể sai 

nhưng một số mô hình có ích, đề tài đã giữ lại 5 mô hình QSAR có kết quả đánh giá 

tốt nhất. Các mô hình đều được xây dựng và thẩm định theo hướng dẫn của OECD. 

Một cách truyền thống, nghiên cứu chỉ sử dụng những bộ thông số mô tả tối thiểu 

(khoảng 1/10 số chất trong tập dữ liệu) để tìm kiếm các mô hình QSAR đơn giản 

nhưng giải thích được tối đa dữ liệu. Các kết quả đánh giá đều cho thấy mô hình 

không bị quá khớp (overfitting) hoặc dưới khớp (underfitting). Các mô hình đã đáp 

ứng 4 tiêu chí quan trọng nhất của OECD: (i) điểm cuối xác định (ở đây là giá trị 

pIC50(HB)), (ii) thuật toán rõ ràng, (iii) miền ứng dụng được xác định, (iv) được đánh 

giá chặt chẽ. Tiêu chí thứ 5 là mô hình có thể diễn giải một cách cơ học.128 Ý nghĩa 

các thông số mô tả trong mô hình được giải thích ở Bảng PL23.1, PHỤ LỤC 23. 

Trong đó, một số thông số mô tả về pharmacophore, cặp nguyên tử 2D và diện tích 

bề mặt Van der Waals có thể được giải thích như tại Hình 4.6. 

Một số thông số làm giảm hoạt tính, đại diện như CATS2D_09_AA (cặp nhóm 

nhận liên kết hydro cách nhau 9 liên kết) và F07[O-O] (tần suất của cặp nguyên tử 

O–O ở khoảng cách topo bằng 7). Các hợp chất có hoạt tính mạnh nhất không sở hữu 

những đặc tính này, như C126 và C99. Trong khi đó, những chất có hoạt tính trung 

bình (iST2-1, C97) hoặc kém (C16, C37) đều có các thông số này với giá trị từ 1–2. 
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Ngược lại, một số thông số mô tả quyết định sự gia tăng hoạt tính, đại diện là các 

thông số giống diện tích bề mặt Van der Waals (P_VSA-like) như P_VSA_s_4 và 

P_VSA_LogP_2. Các thông số này càng lớn thì hợp chất có pIC50(HB) càng cao. 

Tương tự, sự hiện diện của cặp nguyên tử N–N ở khoảng cách topo bằng 6 (B06[N-

N]) cũng góp phần gia tăng hoạt tính. 

 

Hình 4.6. Sự diễn giải cơ học đối với mô hình QSAR-HB 
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Biểu đồ biến số quan trọng trong dự đoán (Variable Importance in Prediction – 

VIP) của các mô hình được trình bày tại Hình PL23.6, PHỤ LỤC 23. Các thông số 

mô tả có tầm quan trọng đối với giá trị hoạt tính pIC50(HB) (với điểm số VIP > 1) gồm 

SM14_AEA(dm), P_VSA_s_4, SsssNH+, TSRW10, B06[N-N] và VR3_Dzs. Nhận 

xét tương tự cũng có thể được rút ra từ quan sát trên biểu đồ tải của các mô hình 

(Hình PL23.7, PHỤ LỤC 23). 

Phương pháp dự đoán đồng thuận đã được áp dụng để tăng khả năng dự đoán của 

các mô hình QSAR-HB riêng lẻ. Kết quả tại Bảng PL23.3, PHỤ LỤC 23 cho thấy 

mô hình đồng thuận đã giúp tăng hệ số QF1
2 , QF2

2  và giảm MAE khi đánh giá ngoại 

trên tập kiểm tra, đặc biệt ở mô hình có dữ liệu được phân chia theo thời gian. Trong 

các phép chia dữ liệu, phân chia theo thời gian có giá trị cao nhất bởi nó phản ánh 

đúng thực tế rằng mô hình sẽ được ứng dụng để dự đoán trên các tập chất mới trong 

tương lai. Trong nghiên cứu này, dự đoán đồng thuận trên tập kiểm tra được phân 

chia theo thời gian đạt giá trị QF1
2  = 0,95; QF2

2  = 0,51; QF3
2  = 0,82; CCC = 0,71 và 

MAE = 0,12, thể hiện khả năng khái quát hóa của mô hình. Mô hình đã được ứng 

dụng để dự đoán trên thư viện hợp chất nội bộ, với T821 là hợp chất dẫn đầu (Bảng 

PL24.6, PHỤ LỤC 26). Kết quả thử nghiệm in vitro đã xác nhận đây là hợp chất có 

hoạt tính ức chế IL-33/ST2 trên dòng tế bào HB, với IC50(HB) = 46,54 μM. 

Nhằm mục đích so sánh, các bộ dữ liệu 7 thông số mô tả phân tử để xây dựng các 

mô hình QSAR-HB được sử dụng để xây dựng các mô hình học máy với các thuật 

toán khác nhau, gồm SVM, Random Forest, XGBoost và LightGBM. Bảng PL23.4, 

PHỤ LỤC 25 cho thấy các mô hình học máy đều có khả năng dự đoán trên tập kiểm 

tra kém hơn mô hình PLS. Bên cạnh đó, nếu sử dụng các bộ dấu vân tay phân tử thay 

cho thông số mô tả, vẫn không có mô hình học máy nào cho kết quả đánh giá tốt hơn 

mô hình PLS (Bảng PL25.5, PHỤ LỤC 25). Những kết quả này gợi ý rằng cần thận 

trọng khi sử dụng các thuật toán học máy cho các bộ dữ liệu nhỏ. Đồng thời, các mô 

hình học máy cũng nên được đánh giá một cách chặt chẽ hơn bằng các chỉ số được 

sử dụng phổ biến như trong thẩm định mô hình QSAR truyền thống. 

4.5. Thử nghiệm in vitro đánh giá hoạt tính ức chế IL-33/ST2 

4.5.1. Sự phù hợp của mô hình thử nghiệm dựa trên dòng tế bào HEK-Blue 

Trong nghiên cứu này, thử nghiệm dựa trên dòng tế bào HB đã được sử dụng để 

đánh giá tác động ức chế tín hiệu IL-33/ST2 của các hợp chất được lựa chọn với sự 

định hướng của sàng lọc in silico. Ưu điểm của thử nghiệm này là dòng tế bào đã 

được thiết kế để liên kết “gen báo cáo” SEAP với con đường tín hiệu IL-33/ST2 và 

không đáp ứng với các loại cytokin khác. Mặt khác, InvivoGen cũng đã xác thực tính 
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phù hợp của dòng tế bào HB trong việc sử dụng cho thử nghiệm đánh giá tác động 

ức chế IL-33. Trong đó, sự phong tỏa tác dụng kích thích của IL-33 trên tế bào đã 

được xác nhận bằng cách sử dụng kháng thể kháng IL-33 và sST2.22 

IL-33 được sử dụng trong đề tài là protein có trình tự của người, được tổng hợp 

bằng phương pháp tái tổ hợp và biểu hiện trên chủng vi khuẩn Escherichia coli 

BL21.236 Protein thu được có khả năng hòa tan trong dung dịch đệm và môi trường 

thử nghiệm. Sau khi tái tổ hợp, IL-33 được nhận diện bởi kháng thể trong bộ kit 

ELISA IL-33 (Thermo Fisher). Đồng thời, protein cũng đã được đánh giá tác động 

kích thích phụ thuộc nồng độ trên tế bào HB (Hình 3.27A), góp phần chứng minh 

cho chức năng của protein được tổng hợp trong điều kiện Việt Nam. 

Trong lĩnh vực khám phá thuốc mới trên các mục tiêu interleukin, thử nghiệm 

trên dòng tế bào HEK-Blue cũng đã được áp dụng bởi hãng Novartis trên IL-1β, 

Quinnell và cộng sự trên IL-4, Ramadan và cộng sự trên IL-33/ST2.22,250,251 Tuy vậy, 

cần lưu ý rằng thử nghiệm này không cho biết hợp chất được khảo sát thực sự gắn 

kết trên IL hay thụ thể của chúng. Do đó, thử nghiệm đánh giá gắn kết sử dụng quang 

phổ huỳnh quang đã được áp dụng để xác định phối tử gắn kết thực sự trên IL-33. 

Trong nghiên cứu này, do sự sẵn có trên thị trường, hợp chất iST2-1 báo cáo bởi 

Ramadan và cộng sự đã được sử dụng làm đối chứng dương. Thử nghiệm tác động 

ức chế phụ thuộc nồng độ của iST2-1 trên tế bào HB cho giá trị IC50 = 48,69 ± 1,27 

μM (n = 3), phù hợp với báo cáo của Ramadan và cộng sự (IC50 = 56,42 μM).22 

4.5.2. Tiềm năng của các hợp chất có hoạt tính trong thử nghiệm sử dụng dòng 

tế bào HEK-Blue IL-33 

Dựa trên các báo cáo của Ramadan và cộng sự, Yuan và cộng sự,22,23 nồng độ 

chất thử 100 μM đã được lựa chọn để đánh giá ban đầu đối với tác động ức chế tín 

hiệu IL-33/ST2 trên tế bào HB. Sau đó, một số hợp chất tiềm năng bao gồm 4 dẫn 

chất quercetin, 1 dẫn chất morpholinoalkoxychalcon và 3 hoạt chất hóa dược có hoạt 

tính ức chế ~100% ở 100 μM đã được xác định giá trị IC50. Trong đó, 3 hoạt chất hóa 

dược gồm loratadin, rupatadin và montelukast có hoạt tính ức chế tương đương đối 

chứng dương, với IC50 lần lượt là 50,26 ± 1,03; 48,35 ± 1,07 và 46,54 ± 1,03 μM. 

Đáng chú ý, hợp chất T651 với cấu trúc morpholinoalkoxychalcon có hoạt tính ức 

chế mạnh hơn đối chứng dương, với IC50 = 31,61 ± 1,15 μM. 

Quercetin chứa một khung cấu trúc tiềm năng khi có nhiều dẫn chất thể hiện hoạt 

tính ức chế mạnh hơn iST2-1 ở nồng độ 100 μM. Trong đó, T713 là hợp chất tiềm 

năng nhất với IC50 = 23,85 ± 1,17 μM. T721 cũng là một hợp chất triển vọng, khi 

nồng độ giảm đến 1,56 μM vẫn còn ức chế ~50% hoạt tính của IL-33 trên tế bào. Do 

đó, hoạt tính của hợp chất này cần được tiếp tục khảo sát thêm. Ngoài ra, T823, T824 
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và T825 cũng là những dẫn chất quercetin tiềm năng (Hình PL27.1, PHỤ LỤC 27) 

và cần được xác định giá trị IC50 trong các nghiên cứu nối tiếp. 

Nhìn chung, hoạt tính của các hợp chất kể trên tốt hơn nhiều hợp chất được liệt 

kê trong bằng sáng chế WO2017/083242Al (Yang và Paczesny, 2016) và có thể so 

sánh với nghiên cứu của Yuan và cộng sự (2022). Trong đó, các tác giả báo cáo các 

chất ức chế ST2 được tối ưu hóa từ iST2-1 với IC50 trên tế bào HB từ 33 đến 60 μM.23 

Ở một khía cạnh khác, khi xem xét hoạt tính ức chế của các hợp chất đã được báo cáo 

trong y văn và thu được từ đề tài, thử nghiệm HB có độ nhạy thấp hơn các thử nghiệm 

trực tiếp dựa trên PPI (như AlphaLISA hay HTRF) trong việc phân biệt hoạt tính của 

chất ức chế. Tuy nhiên, trong điều kiện Việt Nam, mô hình thử nghiệm dựa trên HB 

có tính khả thi cao hơn và chi phí thực hiện thấp hơn. 

Trong thử nghiệm MTT, Hình 3.30 cho thấy tỉ lệ sống trung bình của tế bào khi 

được xử lý với các hợp chất thử nghiệm là 86,4–130,8% ở nồng độ 100 μM. Đây là 

nồng độ cao nhất được sử dụng trong thử nghiệm đánh giá hoạt tính ức chế tín hiệu 

IL-33/ST2, cho thấy hoạt tính làm giảm tín hiệu SEAP của các hợp chất chủ yếu do 

ức chế sự tương tác của IL-33 và ST2 chứ không phải do tác động gây độc tế bào. Tỉ 

lệ sống của tế bào HB khi được xử lý với các hợp chất thử nghiệm và iST2-1 được 

xác định trong đề tài tương đương với các dẫn xuất của iST2-1 được thử nghiệm MTS 

trong nghiên cứu của Yuan và cộng sự (42,5–111,9%).23,24 

4.5.3. Thử nghiệm khảo sát sự gắn kết giữa T821 và IL-33 sử dụng quang phổ 

huỳnh quang 

Do máy quang phổ huỳnh quang Hitachi F7000 sử dụng cuvet dày 1 cm đòi hỏi 

lượng lớn dung dịch thử, trong khi khối lượng protein có thể tái tổ hợp còn hạn chế, 

nên kết quả hiện tại của đề tài chỉ mới thu được kết quả đánh giá sự gắn kết của T821 

(montelukast) với IL-33. Hiệu ứng lọc nội tại của T821 ít ảnh hưởng đến kết quả của 

thử nghiệm, phản ánh qua phổ UV-Vis của hợp chất. Tuy nhiên, sự phát xạ huỳnh 

quang riêng của T821 tại vùng bước sóng gần với cực đại phát xạ huỳnh quang của 

IL-33 đã gây ra hiện tượng tăng cường độ huỳnh quang trong thử nghiệm, thay vì sự 

giảm phụ thuộc nồng độ như kỳ vọng. Đặc điểm phát quang này của T821 đã được 

ghi nhận trong các báo cáo trước đây.252,253 Chính vì vậy, bước sóng tại một đỉnh có 

cường độ phát xạ huỳnh quang thấp hơn (320 nm) đã được khảo sát và sự giảm cường 

độ huỳnh quang của IL-33 phụ thuộc nồng độ T821 đã được ghi nhận. Bằng cách ứng 

dụng phương trình Stern-Volmer, T821 đã được chứng minh là gây tắt quang tĩnh đối 

với IL-33 và có sự hình thành phức hợp protein–phối tử với tỉ lệ 1:1. 

Do thiếu dữ kiện thực nghiệm về thời gian sống huỳnh quang của IL-33, giá trị 

τ0 giả định được sử dụng trong thử nghiệm này là 10−8 s, ứng với thời gian tắt quang 
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tối đa của một đại phân tử protein. Thực tế, nếu sử dụng bất kỳ giá trị nào của τ0 

trong khoảng 10−9–10−8 s thì giá trị kq thu được đều lớn hơn rất nhiều so với hằng số 

tốc độ dập tắt lưỡng phân tử của phản ứng tắt quang động (2 × 1010 M−1s−1). Do đó, 

cơ chế tắt quang của IL-33 khi có mặt của T821 đều có thể được chứng minh là quá 

trình tắt quang tĩnh với bất kỳ giá trị τ0 thực nghiệm nào của protein. 

Trong các nghiên cứu tương lai, thử nghiệm này có thể được triển khai trên máy 

quang phổ huỳnh quang có chức năng đọc đĩa đa giếng nhằm tăng thông lượng sàng 

lọc và giảm lượng IL-33 cần sử dụng. Bên cạnh đó, việc xác định hệ số góc KSV tại 

các nhiệt độ khác nhau có thể được thực hiện để xác định cơ chế tắt quang với độ tin 

cậy cao hơn. Quá trình này cần được thực hiện trong điều kiện các nhiệt độ phải được 

giữ ổn định, với sự hỗ trợ của bộ phận điều nhiệt. Với phương pháp này, năng lượng 

tự do gắn kết có thể được xác định bởi phương trình Van’t Hoff (19): 

 ln Ka = −
∆H

RT
+

∆S

R
 (19) 

với: 

- Ka: hằng số kết hợp tại nhiệt độ thử nghiệm T 

- R: hằng số khí lý tưởng (8,314 J·K−1·mol–1) 

- T: nhiệt độ thử nghiệm (K) 

- ∆H là biến thiên ethalpy (kJ·mol−1) 

- ∆S là entropy (J·mol−1·K−1) 

Khi biểu diễn đồ thị của ln Ka theo giá trị 1/T, giá trị ∆H và ∆S có thể được xác 

định dựa trên hệ số góc và hệ số chặn của phương trình hồi quy. Khi nhiệt độ thử 

nghiệm chênh lệch không đáng kể, ∆H có thể được xem là hằng số và năng lượng tự 

do gắn kết (kJ·mol−1) được tính theo công thức (20): 

 ∆Ggắn kết = ∆H − T∆S (20) 

4.5.4. Hiệu quả của các mô hình in silico trong việc xác định các hợp chất có 

hoạt tính in vitro 

Các mô hình in silico đã giúp tìm kiếm được một số hợp chất tiềm năng có hoạt 

tính được xác nhận qua thử nghiệm in vitro, được trình bày tóm tắt tại PHỤ LỤC 29. 

Đặc biệt, lần đầu tiên túi gắn kết allosteric trên ST2 được đề xuất là một vị trí gắn kết 

phù hợp cho chất ức chế phân tử nhỏ. Qua sàng lọc bằng mô phỏng gắn kết phân tử, 

quercetin (T296) và các dẫn chất đã thể hiện ái lực gắn kết cao với ST2 tại túi 

allosteric này. Điển hình là T721 (Ki HYDE = 60,1 pM) và T718 (Ki HYDE = 72,9 pM). 

Kết quả dự đoán triển vọng này là động lực để đề tài thu thập và thử hoạt tính cho 

quercetin và 18 dẫn chất trong thư viện hợp chất nội bộ. Các hợp chất này là sản phẩm 

đơn hoặc đa thế trên các nhóm -OH của quercetin (Hình 4.7). 
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Hình 4.7. Cấu trúc hóa học, dự đoán in silico và hoạt tính in vitro ức chế tín hiệu IL-

33/ST2 trên dòng tế bào HB của một số dẫn chất quercetin 

Thử nghiệm in vitro đã xác nhận 7 hợp chất có hoạt tính, bao gồm cả T296, T718 

và T721. Thú vị là T713 là hợp chất có hoạt tính mạnh chất trong thử nghiệm (IC50 = 

23,85 μM) mặc dù không dẫn đầu về các kết quả dự đoán ái lực. Hợp chất này thỏa 

mãn mô hình PH4-LB-iST2 và gắn kết trên thụ thể với Ki HYDE dự đoán là 259,9 nM. 

Vì vậy, T713 đã được khảo sát thêm bằng mô phỏng MD 100 ns. Kết quả tại PHỤ 

LỤC 25 cho thấy T713 gắn kết rất ổn định với ST2 và có ΔGgắn kết MM-GBSA = −45,0 ± 

4,0 kcal/mol, mạnh hơn so với cả T718 và T721. Bên cạnh đó, T823, T824 và T825 

là các dẫn chất quercetin được phát triển tương tự T713 và ức chế tín hiệu IL-33/ST2 

trên HB ~100% ở nồng độ 100 μM. Với Ki HYDE dự đoán trên ST2 từ 24,2−90,3 nM, 

đó là những chất ức chế tiềm năng và cần được đánh giá thêm trong tương lai. 

Việc phát hiện các dẫn chất quercetin có hoạt tính trong đề tài này gợi mở hướng 

nghiên cứu các hợp chất flavonoid đối với tác động điều chỉnh tín hiệu IL-33/ST2. 

Phát hiện này phù hợp với nghiên cứu của Funakoshi-Tago và cộng sự về hoạt tính 

ức chế tín hiệu IL-33 trên tế bào BMMC của các flavonoid trong keo ong Nepal. Tiêu 

biểu, chrysin làm giảm sự kích hoạt NF-κB và các cytokin được cảm ứng sản xuất 

bởi IL-33 như IL-6, TNF-α và IL-13.154 

T814 (loratadin) và T815 (rupatadin) là hai thuốc kháng histamin H1 chứa cấu 

trúc benzo[5,6]cyclohepta[1,2-b]pyridin. Với cấu trúc 3 vòng như chất ức chế 7c của 
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IL-33, hai hợp chất này có điểm số Tanimoto tổng thể so với với 7c khi sàng lọc qua 

truy vấn ROCS-iIL33-6 lần lượt là 0,822 và 0,776. Rupatadin được dự đoán gắn kết 

trên IL-33 tốt hơn so với loratadin khi xem xét ΔGdock (−8,8 so với −6,9 kcal/mol) và 

Ki HYDE (188 nM so với 8,4 μM). Theo sau đó, kết quả thử nghiệm in vitro đã khẳng 

định tác dụng của hai hợp chất. Tuy nhiên, kết quả in silico còn cho thấy rupatadin 

cũng thỏa mãn mô hình PH4-LB-iST2 và có điểm số gắn kết tốt trên thụ thể ST2 

(ΔGdock trên vị trí orthosteric và allosteric lần lượt là −9,4 và −10,0 kcal/mol). Dù vậy, 

khi tính điểm lại với chương trình HYDE, rupatadin không được nhận diện là một 

phối tử tiềm năng của ST2 khi có Ki HYDE lên đến 8,23 × 1011 nM. Với những kết quả 

hiện tại, rupatadin được đề xuất là có cơ chế gắn kết với IL-33 tại vị trí 2 như loratadin, 

nhưng các thử nghiệm in vitro vẫn cần được thực hiện thêm để khẳng định. 

Trong kết quả sàng lọc in silico, hợp chất T821 (montelukast) gắn kết trên IL-33 

với Ki HYDE = 33 nM. Đồng thời, đây cũng là chất dẫn đầu trong dự đoán bằng mô 

hình QSAR-HB. Từ một hợp chất tiềm năng được lựa chọn từ kết quả tính toán, tác 

động ức chế IL-33 của montelukast đã được khẳng định bởi cả hai thử nghiệm: thử 

nghiệm đánh giá gắn kết trên IL-33 và thử nghiệm chức năng trên dòng tế bào HB. 

Tương tự, dẫn chất morpholinoalkoxychalcon T651 cũng thỏa mãn các mô hình in 

silico trên IL-33 gồm mô hình pharmamacophore PH4-IL33-S1-M1, gắn kết phân tử 

với Ki HYDE = 18,1 nM và đã thể hiện hoạt tính trên thử nghiệm với dòng tế bào HB. 

Tại vị trí orthosteric 1 của PPI IL-33/ST2, các mô hình pharmacophore gồm PH4-

IL33-S1-M1 và PH4-ST2-S1-M1 đã xác định T789 là hợp chất tiềm năng duy nhất 

(Bảng PL24.1, PL24.2, PHỤ LỤC 24). Thử nghiệm trên mô hình tế bào HB cho 

thấy hợp chất này có hoạt tính ức chế 55,73% ở nồng độ 100 μM. Như đã thảo luận 

ở những phần trước, do tính chất nông và tích điện của vị trí này mà khả năng sàng 

lọc của các mô hình in silico còn hạn chế và các phương pháp tiếp cận mới cần được 

áp dụng để đạt hiệu quả cao hơn. 

4.5.5. Mối liên quan cấu trúc – tác động của các dẫn chất quercetin 

Dẫn chất quercetin là một trường hợp thú vị khi xem xét mối liên hệ giữa hoạt 

tính sinh học với cấu trúc và kết quả dự đoán in silico. Hình 4.8 minh họa cấu trúc 

của một số hợp chất không thể hiện hoạt tính ức chế trong thử nghiệm trên tế bào HB. 

Không như các chất có hoạt tính tại Hình 4.7, các hợp chất này đều có nhóm thế chứa 

vòng thơm trên nhóm -OH ở C7. Như vậy, cùng với nhóm -OH ở C5, nhóm -OH ở C7 

cần được giữ tự do hoặc gắn một nhóm thế khác phù hợp hơn (như cloroethyl ở T713). 

Ở một khía cạnh khác, nhóm thế lớn tại -OH C7 làm tăng khối lượng phân tử và 

độ thân dầu của hợp chất. Từ đó, các hợp chất này được AutoDock Vina tính điểm 

ΔGdock tốt hơn và đều xếp hạng 1 trên các vị trí gắn kết của IL-33 và ST2 (Hình 4.8). 
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Đây là một thiên lệch thường gặp của chương trình mô phỏng gắn kết phân tử.254 Khi 

sử dụng HYDE để “tính điểm lại”, 3 trong 4 hợp chất đã được loại ra khỏi danh sách 

các “hit” dẫn đầu (T719, T720 và T716). Bằng cách sử dụng các đại lượng năng lượng 

liên quan đến liên kết hydro và năng lượng desolvat hóa, HYDE có thể góp phần 

giảm tỉ lệ dương tính giả.218 Nói cách khác, một hợp chất có cả ΔGdock và Ki HYDE 

được xếp hạng cao có thể có hoạt tính trong các thử nghiệm sinh học, như trường hợp 

của T296, T718, T721, T823 và T824. 

 

Hình 4.8. Các hợp chất không thể hiện hoạt tính trong thử nghiệm trên tế bào HB 

(S1: vị trí 1, S2: vị trí 2, dấu # thể hiện sự xếp hạng trong kết quả sàng lọc ảo) 

4.5.6. Triển vọng “tái mục đích” điều trị các bệnh lý liên quan đến con đường 

IL-33/ST2 của các hoạt chất hóa dược 

Hen suyễn là một hội chứng có nhiều kiểu hình khác nhau. Các nghiên cứu di 

truyền học có thể xác định nguyên nhân và con đường sinh học liên quan đến một 

kiểu hình nhất định – trong đó có trục IL-33/ST2.255 Trong một số dạng hen suyễn, 

con đường IL-33/ST2 thúc đẩy sự thoát hạt và khả năng sống còn của tế bào mast và 

bạch cầu ưa acid.256-259 Mặt khác, các nghiên cứu gần đây đã chỉ ra IL-33 kích hoạt 

và mở rộng các tế bào ILC2. Từ đó, trục IL-33/ST2/ILC2 được cho là một trong 

những con đường trung tâm trong quá trình sinh bệnh của tình trạng viêm dị ứng.260 

Những hiểu biết hiện tại ủng hộ cho chiến lược nhắm mục tiêu IL-33/ST2 trong điều 
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trị những kiểu hình hen phế quản xác định, trong đó bệnh nhân được phân tầng dựa 

trên cơ chế bệnh sinh, phản ánh tính cá thể hóa của y học chính xác.255 

Loratadin và rupatadin là các thuốc kháng histamin H1 thế hệ 2 được sử dụng 

trong điều trị dị ứng. Montelukast là thuốc đối kháng thụ thể leucotrien. Các cơ chế 

này đều có liên quan đến hen suyễn – bệnh lý mà trục IL-33/ST2 có tham gia vào cơ 

chế bệnh sinh. Bệnh nhân hen phế quản theo mùa có phản ứng dị ứng tức thì do giải 

phóng các chất trung gian từ tế bào mast qua IgE khi tiếp xúc với dị nguyên, gây ra 

co thắt phế quản. Các thuốc kháng histamin H1 cổ điển chỉ thể hiện tác dụng vừa phải 

và ngắn hạn với tình trạng này. Ngược lại, loratadin đã được chứng minh khả năng 

kiểm soát các triệu chứng của hen suyễn với thời gian tác dụng dài và làm tăng đáng 

kể chức năng phổi.261 Rupatadin cũng được báo cáo tác động có lợi đối với các thay 

đổi mô học trên mô hình hen suyễn mạn tính ở chuột.262 Đáng chú ý, sự kết hợp 

loratadin 20 mg và montelukast 10 mg giúp cải thiện các triệu chứng của hen suyễn, 

tăng lưu lượng khí thở ra và giảm nhu cầu sử dụng thuốc chủ vận β2 so với 

montelukast đơn độc.263 Mặt khác, nghiên cứu của Maeba và cộng sự đã chứng minh 

khả năng ức chế sự kích hoạt của NF-κB ở tế bào THP-1. Ở nồng độ 10–5 M, 

montelukast ức chế sự sản xuất IL-6, TNF-α và chemokin MCP-1.264 Các phát hiện 

này phù hợp với lộ trình tín hiệu xuôi dòng của trục IL-33/ST2 (Hình 1.2B), ủng hộ 

tác động ức chế của montelukast với con đường này. 

Những nghiên cứu kể trên và hoạt tính ức chế tín hiệu IL-33/ST2 của 3 hoạt chất 

hóa dược được xác định trong đề tài này gợi ý tiềm năng mở rộng chỉ định của các 

thuốc đối với hen phế quản và các bệnh lý viêm. Kết quả in silico cho thấy chúng gắn 

kết trên IL-33 (Ki HYDE từ 33 nM đến 8,4 μM), nhưng các nghiên cứu sâu hơn cần 

được thực hiện để khẳng định cơ chế này. Cụ thể, thử nghiệm đánh giá gắn kết với 

IL-33 cần được thực hiện cho loratadin và rupatadin (tương tự montelukast). Hơn 

nữa, các thử nghiệm đánh giá khả năng ức chế PPI in vitro và bất hoạt tín hiệu IL-

33/ST2 in vivo cũng cần được thực hiện. Nếu được chứng minh, tác động ức chế IL-

33 có thể được bổ sung vào cơ chế tác động của thuốc và đặt ra hướng “tái định vị” 

các thuốc này trên lâm sàng. Như nhận xét của Nelson, các thuốc kháng histamin thế 

hệ 2 có thể có vai trò trong điều trị hen suyễn nhẹ và trung bình nhưng ở liều cao hơn 

liều thường dùng để điều trị viêm mũi dị ứng.265 Cơ chế tác động của các thuốc có 

thể là đối kháng IL-33 và ức chế tương tác IL-33/ST2L, nhưng phải ở một liều lượng 

phù hợp. Đồng thời, dẫn xuất của các hoạt chất này có thể được tổng hợp với sự định 

hướng của các công cụ in silico và đánh giá hoạt tính in vitro, mở ra cơ hội phát triển 

các hợp chất mới có khả năng gắn kết ái lực cao và tác động chọn lọc nhằm điều trị 

các bệnh lý liên quan IL-33.  
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NHỮNG ĐIỂM MỚI CỦA ĐỀ TÀI 

Nghiên cứu thuốc hóa dược tác động trên IL-33 và thụ thể ST2 vẫn còn mới mẻ 

và đang đạt được những tiến bộ ban đầu. Tham gia vào lĩnh vực này, đề tài có những 

đóng góp mới về mặt khoa học, bao gồm: 

1. Lập hồ sơ acid amin điểm nóng trên hai bề mặt tương tác protein-protein giữa 

IL-33 và ST2 bằng mô phỏng MD, tính toán phân rã năng lượng tự do và quét 

đột biến alanin. 

2. Lần đầu tiên xác thực các vị trí liên kết phù hợp cho phối tử phân tử nhỏ trên 

IL-33 và thụ thể ST2. Trên IL-33, vị trí 2 của giao diện PPI phù hợp để phát 

triển thuốc phân tử nhỏ. Đồng thời, tại vị trí này, một túi ẩn có thể được hình 

thành để gắn kết đặc hiệu với phối tử nhờ sự chuyển động của chuỗi bên của 

các acid amin, chủ yếu là Leu267. Trên ST2, vị trí 1 của giao diện PPI là 

khoang gắn kết khả dĩ, nhưng một vị trí allosteric ở lân cận có thể cung cấp 

một túi liên kết ái lực cao với phối tử phân tử nhỏ. 

3. Xây dựng được một bộ cơ sở dữ liệu hóa học định hướng PPI sẵn sàng cho các 

dự án sàng lọc ảo, bao gồm tệp chứa cấu trúc được tối thiểu hóa năng lượng 

dùng cho mô phỏng gắn kết và tệp chứa tập hợp cấu dạng 3D chất lượng cao 

dùng cho sàng lọc qua mô hình pharmacophore và truy vấn tương đồng hình 

dạng phân tử 3 chiều. 

4. Xây dựng một hệ thống các mô hình pharmacophore cho các vị trí gắn kết trên 

cả IL-33 và ST2, giúp sàng lọc nhanh chóng qua các thư viện hóa học lớn. 

Đồng thời, các mô hình mô phỏng gắn kết phân tử cho IL-33 và ST2 cũng 

được xây dựng và đánh giá. Từ đó, quy trình sàng lọc ảo dạng phễu dựa trên 

thời gian tính toán được áp dụng, theo thứ tự gồm mô hình pharmacophore, 

mô phỏng gắn kết phân tử, lập hồ sơ ADMET, mô phỏng động lực học phân 

tử và tính toán năng lượng tự do gắn kết. Từ đó, các hợp chất gắn kết in silico 

ái lực cao với các protein mục tiêu được xác định. 

5. Lần đầu tiên báo cáo các mô hình in silico dựa trên phối tử dự đoán hoạt tính 

ức chế IL-33/ST2, gồm truy vấn ROCS, mô hình LB-PH4 và QSAR. Các mô 

hình đã giúp dự đoán được một số hợp chất có hoạt tính in vitro. 

6. Thiết lập quy trình thử nghiệm đánh giá hoạt tính ức chế tín hiệu IL-33/ST2 

trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33 và thử nghiệm đánh giá gắn kết với IL-33 

dựa trên quang phổ huỳnh quang trong điều kiện Việt Nam. Từ đó, các hợp 

chất mới và có hoạt tính đã được xác định. 
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KẾT LUẬN 

Tương tác protein–protein giữa IL-33 và ST2 đóng vai trò quan trọng trong các 

bệnh viêm và tự miễn. Việc tìm kiếm các liệu pháp điều trị cho những mục tiêu này 

là cần thiết, đặc biệt là các chất ức chế có cấu trúc phân tử nhỏ. Đề tài đã áp dụng hai 

cách tiếp cận cơ bản trong thiết kế thuốc để xây dựng các mô hình dự đoán chất ức 

chế IL-33/ST2, gồm phương pháp dựa trên cấu trúc mục tiêu và dựa trên phối tử. 

Đồng thời, quy trình thử nghiệm in vitro đánh giá khả năng gắn kết và tác động ức 

chế tín hiệu IL-33/ST2 đã được thiết lập. Bằng những phương pháp này, đề tài đã đạt 

được mục tiêu nghiên cứu đề ra, sàng lọc được một số hợp chất tiềm năng có khả 

năng ức chế tương tác giữa IL-33 và thụ thể ST2 in silico và in vitro. Cụ thể, 5 nội 

dung nghiên cứu sau đây đã được hoàn thành: 

1. Xây dựng bộ cơ sở dữ liệu hóa học định hướng cho nghiên cứu chất ức chế 

PPI chứa 2,615,938 hợp chất với 224,649,000 cấu dạng và có thể được áp 

dụng cho các nghiên cứu trên những mục tiêu tác động mới. 

2. Lập hồ sơ điểm nóng cho tương tác protein-protein giữa IL-33 và ST2 bằng 

các phương pháp mô phỏng hệ phân tử sinh học, chứng minh và bổ sung cho 

các nghiên cứu thực nghiệm trước đây, đồng thời tạo tiền đề cho các nghiên 

cứu in silico trong đề tài hiện tại và các nghiên cứu nối tiếp trong tương lai. 

Bên cạnh đó, các vị trí gắn kết tiềm năng cho phối tử phân tử nhỏ trên IL-33 

và ST2 đã được khảo sát toàn diện và xếp hạng. Trong đó, một vị trí allosteric 

mới lần đầu tiên được báo cáo và chứng minh bằng các phương pháp mô 

phỏng lý thuyết. Trong khuôn khổ của đề tài, một số vị trí gắn kết được tập 

trung nghiên cứu. Những vị trí còn lại là đối tượng tiềm năng cho những 

nghiên cứu tiếp theo, đặc biệt là các túi ẩn và vị trí allosteric để phát triển 

chất ức chế chọn lọc cho IL-33/ST2. 

3. Xây dựng các mô hình in silico dựa trên cấu trúc mục tiêu: hai mô hình 

pharmacophore PH4-IL33-S1-M1, PH4-IL33-S1-M2 cho IL-33 tại vị trí 1; 

hai mô hình pharmacophore PH4-ST2-S1-M1, PH4-ST2-S1-M2 cho thụ thể 

ST2 tại vị trí 1; hai mô hình PH4-IL33-S2-M1, PH4-IL33-S2-M2 cho IL-33 

tại vị trí 2. Các mô hình được sử dụng để sàng lọc qua các cơ sở dữ liệu hóa 

học lớn. Từ đó, các hợp chất được tiếp tục được sàng lọc bằng mô hình gắn 

kết phân tử và mô phỏng động lực học phân tử để xác định các hợp chất tiềm 

năng nhất. Các hợp chất này đều được lập hồ sơ dược động học và độc tính 

bằng các công cụ dự đoán. Trên vị trí 1 của IL-33, các hợp chất gắn kết tiềm 

năng là những dẫn chất folat như DB00158 và DB00642. Trên vị trí 1 của 

thụ thể ST2, các hợp chất gắn kết tiềm năng bao gồm ZINC08911140, 
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ZINC16933127, ZINC40658091 và ZINC59514725. Tại vị trí 2 của IL-33, 

các hợp chất tiềm năng gồm Enamine Z8479543772, Enamine 

Z5129920608, Enamine Z19188025, ZINC12152030, ZINC09831173, 

ChemDiv G725-1491 và Enamine Z1256575314. 

4. Xây dựng các mô hình in silico dựa trên phối tử: mô hình tương đồng hình 

dạng phân tử 3 chiều ROCS-iIL33-6 cho IL-33 tại vị trí 2, mô hình 

pharmacophore PH4-LB-iST2 và mô hình 2D-QSAR cho chất ức chế ST2. 

Qua quá trình sàng lọc ảo từ truy vấn ROCS, các chất Asinex BAS-

01389088, Asinex BAS-03072524, Enamine Z1832708609 và Asinex ASN-

04481572 được xác định là những hợp chất gắn kết tiềm năng với IL-33 tại 

vị trí 2 với ΔGgắn kết MM-GBSA dưới −30 kcal/mol. 

5. Ứng dụng các mô hình sàng lọc in silico trên thư viện hợp chất nội bộ được 

thu thập từ Bộ môn Hóa Dược, Khoa Dược, Đại học Y Dược Thành phố Hồ 

Chí Minh, xác định được các hợp chất có tác động ức chế tương tác giữa IL-

33 và ST2 thông qua thử nghiệm in vitro. Trong đó, các hợp chất T296, T651, 

T713, T718, T721, T814, T815 và T821 có IC50 lần lượt là 80,11; 31,61; 

23,85; 61,16; 55,91; 50,26; 48,35 và 46,54 μM. Hợp chất T821 được chứng 

minh khả năng gắn kết trên IL-33 với hằng số phân ly là 1,7 × 10−3 M. 
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KIẾN NGHỊ 

Từ những kết quả đạt được của đề tài, một số kiến nghị sau đây được đề xuất để 

tiếp tục phát triển hướng nghiên cứu tìm kiếm chất ức chế phân tử nhỏ trên IL-33 và 

thụ thể ST2: 

▪ Dữ liệu từ các quỹ đạo mô phỏng MD đã được thực hiện trong đề tài này có 

thể sử dụng để xây dựng các mô hình pharmacophore “động” (dynamic 

pharmacophore) nhằm nâng cao năng lực sàng lọc cho mô hình. Đồng thời, 

cấu dạng IL-33 và ST2 trong các mô phỏng MD còn có thể được phân cụm, 

lấy mẫu và ứng dụng vào phương pháp gắn kết tập hợp (ensemble docking) 

để cải thiện hệ số làm giàu của mô hình. 

▪ Sử dụng những túi gắn kết còn lại trên các protein đã được xác định trong đề 

tài để tìm kiếm các chất ức chế mới cho IL-33/ST2. 

▪ Mặc dù phương pháp pharmacophore giúp sàng lọc nhanh chóng qua các thư 

viện hóa học để tìm kiếm các phân tử có đặc tính phù hợp với mục tiêu tác 

động, một lượng lớn các hợp chất tiềm năng vẫn có thể bị bỏ sót. Hiện nay, 

với sự phát triển của phần cứng máy tính và các cơ sở dữ liệu hóa học lớn, 

mô phỏng gắn kết quy mô lớn (large-scale docking) trên IL-33/ST2 là một 

hướng nghiên cứu tiềm năng. Trong phương pháp này, tất cả các hợp chất 

trong thư viện hóa học có thể được lấy mẫu cấu dạng gắn kết với protein và 

tính điểm. Do đó, tỉ lệ tìm kiếm thành công các chất gắn kết ái lực cao với 

IL-33/ST2 có thể được gia tăng. 

▪ Đánh giá hoạt tính ức chế tương tác IL-33/ST2 cho các hợp chất “hit” từ các 

thư viện hóa học thương mại đã được sàng lọc in silico trong đề tài. 

▪ Đối với các hợp chất từ thư viện nội bộ đã được xác định hoạt tính ức chế 

trong thử nghiệm trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33, thử nghiệm đánh giá 

khả năng gắn kết trên protein cần được thực hiện nhằm mục đích khẳng định. 

▪ Các hoạt chất hóa dược gồm loratadin, rupatadin và montelukast cần được 

nghiên cứu thêm về tác động ức chế con đường IL-33/ST2, bao gồm thử 

nghiệm đánh giá tác động ức chế PPI in vitro và bất hoạt tín hiệu IL-33/ST2 

in vivo. 

▪ Thiết kế và tổng hợp các dẫn chất của quercetin, benzo[5,6]cyclohepta[1,2-

b]pyridin và morpholinoalkoxychalcon với sự định hướng của các mô hình 

in silico và đánh giá hoạt tính ức chế IL-33/ST2 in vitro. 
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PHỤ LỤC 
  



Các phụ lục bổ sung cho nội dung của luận án được lưu trữ tại các đường dẫn tương 

ứng dưới đây: 

PHỤ LỤC 1 Thông tin về các cấu trúc không gian 3 chiều liên quan đến 

IL-33 và thụ thể ST2 được lưu trữ tại Ngân hàng Dữ liệu 

Protein RCSB 

Link 

PHỤ LỤC 2 Tập hợp các hợp chất phân tử nhỏ có khả năng tương tác với 

IL-33/ST2 được sử dụng để xây dựng và đánh giá các mô 

hình in silico trong đề tài 

Link 

PHỤ LỤC 3 Thông tin về các phần mềm và máy tính được sử dụng cho 

nghiên cứu in silico trên IL-33/ST2 

Link 

PHỤ LỤC 4 Tế bào, hóa chất và thiết bị được sử dụng cho nghiên cứu in 

vitro đánh giá hoạt tính ức chế IL-33/ST2 

Link 

PHỤ LỤC 5 Các acid min tại bề mặt tương tác protein-protein giữa IL-33 

và thụ thể ST2 

Link 

PHỤ LỤC 6 Các phương pháp xác định vị trí gắn kết cho phối tử phân tử 

nhỏ trên protein được áp dụng trong nghiên cứu 

Link 

PHỤ LỤC 7 Kết quả xây dựng cơ sở dữ liệu cấu trúc hóa học định hướng 

cho nghiên cứu sàng lọc in silico chất ức chế PPI 

Link 

PHỤ LỤC 8 Cấu trúc của IL-33 và thụ thể ST2 sau khi tinh chỉnh bằng 

phần mềm MOE 

Link 

PHỤ LỤC 9 Thông tin bổ sung cho kết quả khảo sát tương tác protein-

protein giữa IL-33 và ST2 

Link 

PHỤ LỤC 10 Kết quả quét đột biến alanin trên IL-33 và ST2 Link 

PHỤ LỤC 11 Các cytokin họ IL-1 có cấu trúc không gian 3 chiều được lưu 

trữ tại Ngân hàng dữ liệu protein 

Link 

PHỤ LỤC 12 Kết quả dự đoán vị trí gắn kết cho phối tử phân tử nhỏ trên 

cấu trúc apo và holo của IL-1β bằng các công cụ tính toán chỉ 

dựa trên cấu trúc tĩnh của protein 

Link 

PHỤ LỤC 13 Kết quả dự đoán vị trí gắn kết cho phối tử phân tử nhỏ trên 

cấu trúc apo và holo của IL-36 bằng các công cụ tính toán 

chỉ dựa trên cấu trúc tĩnh của protein 

Link 

PHỤ LỤC 14 Kết quả xác định vị trí gắn kết trên dạng apo của IL-1β và IL-

36 bằng mô phỏng MD đồng dung môi 

Link 

PHỤ LỤC 15 Các vị trí gắn kết tiềm năng cho phối tử phân tử nhỏ trên IL-

33 được dự đoán bằng các công cụ tính toán 

Link 

PHỤ LỤC 16 Các vị trí gắn kết tiềm năng cho phối tử phân tử nhỏ trên ST2 

được dự đoán bằng các công cụ tính toán 

Link 

PHỤ LỤC 17 Thông tin bổ sung cho kết quả sàng lọc chất gắn kết với IL-

33 tại vị trí 1 bằng phương pháp pharmacophore “bắt chước” 

PPI 

Link 
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https://drive.google.com/file/d/17j8J_m-qv9dEvAI_gvUkgtqXi9Zen-Pm/view?usp=sharing
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https://drive.google.com/file/d/1qmlSLijlr4bRcY_E75qb60nb4JDXHk5e/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1Jj4xLtvZgRgsIPVgY410kJmc_DAOAJJD/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1J2VVTgJHPqL747VyFrtYqQYLBFNafHlw/view?usp=sharing


PHỤ LỤC 18 Thông tin bổ sung cho kết quả sàng lọc chất gắn kết với ST2 

tại vị trí 1 bằng phương pháp pharmacophore “bắt chước” 

PPI 

Link 

PHỤ LỤC 19 Thông tin bổ sung cho kết quả sàng lọc chất gắn kết với IL-

33 tại vị trí 2 bằng phương pháp pharmacophore “bắt chước” 

PPI (PH4-IL33-S2-M1) 

Link 

PHỤ LỤC 20 Thông tin bổ sung cho kết quả sàng lọc chất gắn kết với IL-

33 tại vị trí 2 bằng mô hình pharmacophore dựa trên phức 

hợp IL-33 và hợp chất 7c (PH4-IL33-S2-M2) 

Link 

PHỤ LỤC 21 Thông tin bổ sung cho mô hình ROCS dựa trên hợp chất 7c 

tìm kiếm chất ức chế IL-33 tại vị trí 2 

Link 

PHỤ LỤC 22 Thông tin bổ sung cho mô hình pharmacophore PH4-iST2 

dựa trên phối tử ức chế thụ thể ST2 

Link 

PHỤ LỤC 23 Thông tin bổ sung cho mô hình QSAR dự đoán chất ức chế 

IL-33/ST2 trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33 

Link 

PHỤ LỤC 24 Thông tin bổ sung cho kết quả sàng lọc ảo thư viện hợp chất 

nội bộ qua các mô hình in silico 

Link 

PHỤ LỤC 25 Kết quả phân tích các quỹ đạo mô phỏng MD của phức hợp 

giữa các dẫn chất quercetin với miền D1D2 của ST2 

Link 

PHỤ LỤC 26 Thông tin bổ sung cho các hợp chất được lựa chọn cho thử 

nghiệm in vitro 

Link 

PHỤ LỤC 27 Thông tin bổ sung cho kết quả thử nghiệm đánh giá tác động 

ức chế tín hiệu IL-33/ST2 trên dòng tế bào HEK-Blue IL-33 

Link 

PHỤ LỤC 28 Thông tin bổ sung cho thử nghiệm đánh giá khả năng gắn kết 

của hợp chất phân tử nhỏ trên IL-33 bằng quang phổ huỳnh 

quang 

Link 

PHỤ LỤC 29 Tóm tắt các kết quả sàng lọc chất ức chế IL-33/ST2 từ in 

silico đến in vitro của đề tài 

Link 
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