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ADMET  Absorption, distribution, Hap thu, phan bd, chuyén héa,
metabolism, excretion and toxicity thai trir va doc tinh
ADN Deoxyribonucleic acid Acid deoxyribonucleic
AP-1 Activator protein 1 Protein hoat hda 1
AUC Area under the curve Dién tich dudi duong cong
BFE Binding free energy Nang luong tu do gan két
BLI Bio-layer interferometry Giao thoa ké 16p sinh hoc
BMMC Bone marrow-derived mast cells ~ Té& bao mast c6 ngudn gc tir
tuy xuong
BNZ Benzene
CADD Computer-aided drug design Thiét ké thudc vai su trg gilp
cua may tinh
CCL CC-chemokine ligand Phdi tir CC-chemokin
CD4 Cluster of differentiation 4 Cum biét héa 4
CD8 Cluster of differentiation 8 Cum biét hoa 8
CM Consensus Model Mo hinh dong thuan
CMD Cosolvent molecular dynamics Pong luc hoc phan tir dong
dung moi
COPD Chronic obstructive pulmonary Bénh phdi tic ngh&n man tinh
disease
CPU Central processing unit Pon vi xur ly trung tam
CSP Chemical shift perturbations Do bién dbi dich chuyén hoa
hoc
CXCL2 CXC chemokine ligand Phéi tir CXC chemokin
DCCM Dynamical cross-correlation Ma tran tuong quan chéo dong
matrix luc hoc
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Moi truong Dulbecco's
Medium Modified Eagle
DMSO Dimethyl sulfoxide
dsDNA Double-Stranded DNA Soi kép ADN
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hIL-33
HMC
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HTRF

HTS
1Cso

IFN

Ig

IL
IL-1RACP

IL-33FL
ILC2

IPA
IRAK

Directory of useful decoys

Enrichment factor

Enzyme Linked Immunosorbent
Assay

Extracellular signal-regulated
Kinase

Fetal bovine serum

High-affinity receptor for the Fc
region of immunoglobulin E

Fetal skin-derived mast cells

GUner—Henry score
Graft-versus-host disease
Human embryonic kidney
Human interleukin-33
Human mast cell

Heteronuclear single quantum
coherence spectroscopy

High-Throughput Molecular
Dynamics

Homogeneous Time Resolved
Fluorescence

High-throughput screening

Half-maximal inhibitory
concentration

Interferon
Immunoglobulin
Interleukin

Interleukin-1 receptor accessory
protein

IL-33 full-length
Group 2 innate lymphoid cells

Isopropanol

Interleukin-1 receptor-associated
kinases

Danh muc hop chat mdi nhi
httu ich

Hé sé lam giau

Thir nghiém mién dich hap thu
lién ket véi enzym

Kinase duoc diéu hoa bai tin
hiéu ngoai bao

Huyét thanh thai bo

Thu thé c6 &i luc cao véi viing
Fc cua globulin mien dich E

Té bao mast c6 ngudn gbc tir
da cua thai nhi

Diém sé Gliner—-Henry

Bénh manh ghép chéng cha
Té bao than phoi thai ngudi
Interleukin-33 & nguoi

Té bao mast ciia ngudi

Pho twong tac di nhan qua mot
noi

bong luc hoc Phan tir Thong
lugng cao

Huynh quang phéan giai thoi
gian dong nhat

Sang loc thong lugng cao
Nong d6 wc ché 50%

Globulin mién dich

Protein hd trg cua thu thé
interleukin-1

IL-33 c6 chiéu dai day du
Té bao bach huyét bam sinh
nhom 2

Kinase hd trg thu thé IL-1R
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MAPK
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MD
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Fc

MixMD

MM-
GBSA

MM-
PBSA

MS
MTS
MTT

MyD88

NCI
NF-xB

Isothermal Titration Calorimetry

International Union of Pure and
Applied Chemistry

c-Jun N-terminal kinase
Dissociation constant

Kelch-like ECH-associated
protein 1

Inhibitory constant
Ligand-based pharmacophore

Mitogen-activated protein kinase

Messenger RNA
Monocyte chemoattractant
protein-1

Molecular dynamics

Mouse soluble I1L-33 receptor
fused with human IgG1 Fc
domain

Mixed-solvent molecular
dynamics

Molecular mechanics —
Generalized Born surface area

Molecular mechanics Poisson —
Boltzmann surface area

Multiple sclerosis
((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide

Myeloid differentiation
primary-response protein 88

National Cancer Institute

Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B

Chuan d6 nhiét luong dang
nhiét

Hiép hoi Quéc té vé Hoa hoc
co ban va tng dung

Kinase N-tan c-Jun

Hang sb phan ly

Protein lién két véi ECH gidng
Kelch 1

Hang sé tc ché
Pharmacophore dura trén phéi
tr

Protein kinase dugc kich hoat
boi mitogen

ARN thong tin

Protein hoa huéng dong té bao
don nhan-1

bong luc hoc phan tir

Thu thé IL-33R ctia chuot dung
hop vai mién hang dinh caa
globulin mién dich gamma-1
DBong luc hoc phan tir véi hon
hop dung moi

Co hoc Phén tir — Dién tich bé
mat Born Tong quat

Co hoc Phan ti — Dién tich bé
mat Poisson-Boltzmann
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Protein dap trd so cAp V&i su
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Vién Ung thu Quéc gia Hoa Ky
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nhe kappa cua cac té bao B
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NMR
NoMA
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NST
oD
OECD

OSA
PAINS

PC

PCA

PDB
PDBe-KB

PH4
PLD
PPI
QSAR

RA
Rg
RMS

RMSD
RMSF

ROC
ROCS

Nuclear Factor - High Endothelial
Venules

N-methylacetamide
Nuclear Magnetic Resonance
Normal Mode Analysis

Nuclear factor erythroid 2—related
factor 2

Optical density

The Organization for Economic
Cooperation and Development

Obstructive sleep apnea
Pan-assay interference compounds

Predictiveness curves
Principal component analysis
Protein Data Bank

The Protein Data Bank in Europe-
Knowledge Base

Pharmacophore
Phospholipase D
Protein-protein interaction

Quantitative Structure-Activity
Relationship

Rheumatoid arthritis
Radius of gyration
Root Mean Square

Root Mean Square Deviation
Root Mean Square Fluctuation
Receiver Operating Characteristic

Rapid Overlay of Chemical
Structures

Yéu t6 nhan cua tiéu tinh mach
giau noi mo

Cong huong tir hat nhan

Phan tich Ché d¢ Binh thuong
Yéu t6 2 lién quan yéu té hat
nhan erythroid 2

Nhiém sic thé

Mat d6 quang

T6 chac Hop tac va Phat trién
Kinh té

Ngung thé khi ngi do tic
nghén

Céac hop chat gay nhiéu lién thur
nghiém

buong cong du doan

Phan tich thanh phan chinh
Ngan hang D liéu Protein
Ngan hang Dit li¢u Protein tai
Chéu Au — Co s¢ tri thuc

Tuong tac protein-protein

MOi lién quan dinh luong gitra
cau trdc va tac dong

Viém khép dang thap

Ban kinh quay

Can bac hai trung binh binh
phuong

Can bac hai trung binh binh
phuong d¢ Iéch

Can bac hai trung binh binh
phuong d6 dao dong

bac trung ctia bo nhan tin hiéu
Sy chéng phu nhanh cac cu
trdc hoa hoc
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SAR
SASA

SAXS
SBP

Se
SEAP

SLE
SMILES

SMPPII

Sp
SPHK
SPR

SSc
sST?2
ST2
ST2ECD

ST2L

SVM
TG

TH
THP-1

TIR
TNF
TRAF6

Structure-Activity Relationship
Solvent Accessible Surface Area

Small-angle X-ray scattering
Structure-based pharmacophore

Sensity

Secreted embryonic alkaline
phosphatase

Systemic lupus erythematosus

Simplified molecular-input line-
entry system

Small-molecule protein-protein
interaction inhibitor

Specificity
Sphingosine kinase
Surface plasmon resonance

Systemic sclerosis

Solube ST2

Suppression of tumorigencity 2
ST2 ectodomain

Transmembrane ST2 receptor
form

Support Vector Machine
Total gain

T helper cell

Tohoku Hospital Pediatrics-1

Toll-interleukin-1 receptor
Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor receptor
associated factor 6

M&i lién quan gitra cau tric va
tac dong

Dién tich bé mat tiép can dung
moi

Tan xa tia X goc nho

Pharmacophore dua trén ciu
tric muc tiéu

Do nhay

Phosphatase kiém tiét ra boi
phoi

Lupus ban do hé thong

Hé théng nhap liéu don gian
dang dong cho phén tir

Chat phan tir nho tc ché tuong
tac protein-protein

Do dac hiéu

Phé cong huang plasmon bé
mit

Xo cung bi hé théng

Thu thé ST2 dang hoa tan

Uc ché khéi u 2

Mién ngoai bao cua thu thé
ST2

Thu thé ST2 dang xuy@n mang

May vector hd tro

Tong muc thu duoc

Té bao T hd trg

Dong té bao don nhan duoc
phan Iap ta mau ngoai bién cua
bénh nhan mac bénh bach cau
don nhan cap tinh

Thu thé IL-1 chira protein Toll
Yéu t6 hoai tir khéi u

Thy thé yéu t6 hoai tir khéi u
lién quan yeu to 6
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PAT VAN PE

Interleukin (IL)-33 dugc phét hién tir nam 2003 va la thanh vién thir 11 cua ho
cytokin IL-1. IL-33 déng vai trd quan trong trong sy can bang va stra chita ndi mo,
tham gia vao cac phan ang mién dich loai 2, qua trinh viém, di ung, nhiém triing va
ung thu. Puogc giai phong khi ¢d su ton thuong mé hoic té bao, 1L-33 hoat dong bang
cach gan két vai thy thé e ché khéi u 2 (suppression of tumorigencity 2 — ST2) biéu
hién trén bé mit cac té bao dich, dac biét 1a cac té bao mién dich. Sy gan két giira IL-
33 va ST2 14 mot twong tac protein-protein (PPI). Phirc hop 1L-33/ST2 tiép tuc lién
két véi ddng thu thé IL-1RACP dé kich hoat dudng truyén tin hiéu phu thudc protein
dap tra so cap véi su biét hda té bao dong tay 88 (Myeloid differentiation primary
response 88 — MyD88) bén trong té bao dich va gay ra cac dap tng sinh hoc.!

Trong 20 nim duoc nghién cau, su dong gop cua IL-33 vao co ché sinh bénh hoc
cta c4c bénh 1y viém nhu hen suyén, bénh phdi tac nghén man tinh (COPD), viém
khop va viém rudt da duoc chirng minh.24 Bén canh do, protein nay con c6 lién quan
dén cac bénh ty mién nhu viém khop dang thap, viém rudt ty mién, lupus ban do va
xo cting bi hé thdng;>® cac bénh ly than kinh trung wong nhu bénh Alzheimer va da
xo cing.”® Con duong 1L-33/ST2 ciing lién quan dén nhdi mau co tim, suy tim va
bénh manh ghép chong cha.*1! Méi lién quan cua I1L-33/ST2 dén nhiing bénh ly ké
trén da dugc ching minh qua céc thir nghiém 1dm sang hoac trén mé hinh chuét loai
bo gen. Tir d6, IL-33 va thu thé ST2 khdng chi trg thanh cac ddu 4n sinh hoc ding
trong chan doan va theo ddi cac bénh viém va tu mién,’2 ma con dugc xem la muc
tiéu tac dong tiém niang dé phat trién cac thudc diéu tri nhitng bénh Iy lién quan.
Théng ké nam 2019 caa T6 chire Y té Thé gigi (WHO) cho thay hen suyén anh huong
dén 262 triéu ngudi va gay ra 455.000 ca tir vong, trong khi COPD 1a nguyén nhan
gay tir vong hang thi 3 trén thé gidi vai 3,23 triéu ca. Mic du it gap hon, nhung cac
bénh tu mién nhu viém khop dang thap gay anh huong dén 18 triéu ngudi va lupus
ban do hé théng 6 ti 1¢ luu hanh 1én dén 3,4 triéu ca.’314 Vi nhitng ganh ning y té
nhu vay, viéc tim kiém cac tac nhan tri liéu mai va hiéu qua hon cho cac bénh ly nay
la can thiét. Uc ché hoat tinh cytokin caa IL-33 1a mét trong nhitng hudng nghién ciu
tiém niang, Mo ra co hoi diéu tri cac bénh viém va ty mién véi mot co ché moi.

Trong nhitng ndm gan day, IL-33 va ST2 da tro thanh cac protein muc tiéu hap
dan va dugc quan tdm nghién ctiru. Hién nay, cac ung vién duoc dua vao thir nghiém
1am sang déu la nhirng tac nhan sinh hoc, gdm khéng thé don dong trung hoa IL-33
nhu torudokimab, itepekimab, tozorakimab va khang thé khang ST2 nhu
astegolimab, melrilimab.’>1® Mac du thé hién ai luc cao véi 1L-33/ST2, khang thé
don dong van 1a nhirng liéu phap dat tién, phai sir dung bang duong tiém, yéu cau dic



biét vé diéu kién bao quan va cac phan ang phu trén mién dich. Nguoc lai, thudc phan
tir nho ¢6 cac wu diém vé sinh kha dung dudng uéng, tinh chat duoc dong hoc dé diéu
chinh, d& phan liéu va bao quan. Céc tac nhan nay cd thé tong hop luong 16n va tir d6
g6p phan giam chi phi diéu tri. Mac di mét sé hop chat phan tir nho &c ché 1L-33 va
ST2 d duoc béo c40,202 viéc tim kiém cac hop chat méi gan két ai luc cao va chon
loc v&i cac muc tiéu nay van 1a mot nhu cau cap thiét.

La nhirng muc tiéu PPI, 1L-33 va ST2 lién két v&i nhau tai nhitng bé mat nong va
rong, dat ra cac thach thic cho qua trinh tim kiém chat @c ché phan tir nho. Kham
phéa thuéc méi 1a mot qué trinh tiéu ton nhiéu thoi gian va chi phi, dic biét vai nhing
muc tiéu kho khan nhu PPL Vi su phét trién cua khoa hoc may tinh, qua trinh nay
da duoc thuc day mot cach manh mé. DU vay, céc nghién cau in silico trén 1L-33/ST2
van con han ché, chi yéu 1a nhitng nghién ciru sang loc 4o sir dung phuong phap gan
két phan tir vao céc vi tri gia dinh trén 1L-33 cua Kim va cong su (2016), Adamu va
cong su (2021), Le va cong su (2023) va trén ST2 cua Ramadan va cong Su
(2018).20.222526 Cho dén nay, van chua c6 nghién ciru sang loc 40 nao dugc thuc hién
dua trén su danh gia toan dién cac vi tri gan két trén 1L-33 va ST2. Bén canh d6, mic
d0 mot sb phan tir nho e ché 1L-33/ST2 da duoc bdo cdo, van chua c6 mot cong bd
ndo vé cac md hinh in silico dua trén phdi tar. Nham dong goép nhitng tién bo méi
trong linh vuc ndy, dé tai duoc thuc hién véi muc tiéu sang lec in silico va in vitro
cac cau tric phan tir nhé c6 kha ning twong tac véi 1L-33 va thu thé ST2. Trong
d6, viéc tim kiém chat wc ché dugc thuc hién theo ca huéng duwa trén cau tric muc
tiéu 1an dua trén phdi ta. Cu thé, cac noi dung nghién ciru sau day duoc thuc hién:

1. Xay dyng co so dir liéu cau tric hoa hoc dinh hudng cho nghién ciu sang loc

in silico chat wc ché PPI

2. Khao sét twong tac protein-protein cua IL-33/ST2 va xac dinh céc vi tri gan

két cho phéi tir phan tr nho trén madi protein bang cac cong cu may tinh
3. Xay dung cac mé hinh sang loc in silico dya trén cau tric muc tiéu IL-33 va
ST2, bao gdm md hinh pharmacophore, gan két phan ti, md phong dong luc
hoc phan tir va tinh toan nang luong ty do gan két

4. Xay dyng cac mo hinh in silico dua trén cac phdi tir da biét cua IL-33 va ST2,
bao gom truy van twong ddng hinh dang phan tir 3 chiéu, md hinh
pharmacophore va md hinh méi lién quan dinh lugng gitra cau trac va tac dong
(QSAR)

5. Thu nghiém in vitro danh gia hoat tinh @c ché tin hiéu 1L-33/ST2 cua c4c chat

dugc sang loc tir nghién cau in silico.



CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Téng quan vé interleukin-33 va thu thé ST2

1.1.1. Cytokin, interleukin va ho interleukin-1

Cytokin 14 céc protein c6 trong lwong phan tir thap, duoc tiét ra tir té bao, hd tro
cho sy giao tiép giira té bao vai té bao nham dap wng vai mot sé kich thich. Thuat
ngit “cytokin” I1a su két hop cua hai tir Hy Lap, “cyto” c6 nghia 1a té bao va “kinos”
c6 nghia 1a su chuyén dong. Cytokin kich thich su di chuyén cua té bao dén cac vi tri
viém, nhidm tring va chan thuong.?”28 Ching c6 thé truyén nhiéu tin hiéu sng con
khéc nhau, bao gom ting sinh, biét hoa va hoat dong chirc ning cua té bao. Vi vay,
day duoc xem 1a nhdm tac nhan quan trong trong su diéu hoa hoic thay ddi cac phan
tng cua hé mién dich.23 Mac d6 cao bat thuong hodc su sai s6t trong qua trinh
truyén tin hiéu cua cytokin cd thé thuc day nhiéu bénh ly khac nhau nhu bénh tu mién,
rbi loan viém va ung thu. Viéc nghién ciru cac cytokin va thu thé cua ching s& gop
phan thuc day qua trinh khdm pha va phat trién cua cac thudc mai dé mo rong tac
nhan diéu tri cho cac nhém bénh Iy ké trén.28:3

La mot loai cytokin, interleukin (IL) ban dau dugc cho 1a chi biéu hién boi cac té
bao bach ciu, nhung sau d6 da dugc phat hién ciing duoc san xuat bai nhiéu loai té
bao khac trong co thé. IL dong vai trd quan trong trong su kich hoat va biét hoa, ciing
nhu thuc day su tang sinh, trudng thanh, di cu va bam dinh cta cac té bao mién dich.
Ké tir khi IL-1 dugc phat hién lan dau tién ndm 1977, hién nay d3 c6 hon 40 loai IL
duoc kham pha.32 IL-1 12 mét trong nhitng ho IL 16n nhat véi 11 cytokin thanh vién,
duoc phan loai thanh 3 phan ho chinh dya trén su twong dong vé trinh ty va thy thé
(Bang 1.1).333* Céc cytokin nay duoc xép vao ho IL-1 béi mot sé ly do. Tha nhat,
gen ma hoa cho hau hét cac thanh vién ho IL-1 déu nam trén nhidm séic thé (NST) sb
2, ngoai trir IL-33 & NST s6 9 va IL-18 & NST s6 18. Thir hai, vé ciu tric, tat ca thanh
vién ho IL-1 déu c6 chung ciu tric dang tt dién gom 12 phién p. Tht ba, vé co ché
sinh tong hop, céc cytokin nay déu duoc tong hop ¢ dang tién chat (hay con goi la
dang day du) trudce khi duoc bién ddi thanh cac dang truong thanh (tic dang ¢ hoat
tinh cytokin). Cudi ciing, bang viéc gan két vao cac thy thé va dong thy thé twong (ing
dé tao thanh phic hop xuyén mang c6 cau trdc dimer di thé, cac cytokin ho I1L-1 1am
khai phat tin hiéu sinh hoc ma trong co ché déu c6 sy tham gia cua cac phan tir bén
trong té bao nhu MyD88, IRAK va TRAF6.34% Hon bat ky mot ho cytokin nao khéc,
cac IL-1 cd mdi lién hé chat ch& vai tinh trang viém va tén thuong, nhung mot s6
thanh vién ciing c6 chirc ning ting sirc dé khang khong dic hiéu ddi véi nhidm tring
va gilp phét trién dap @ng mién dich dbi voi cac khang nguyén la. Cac IL-1 lién quan



chu yéu d¢én mién dich bam sinh, duoc biéu hién bang tinh trang viém va c6 thé hoat
dong nhu mot co ché bao vé vat chu.

Bang 1.1. Sy phan loai, thu thé, dong thu thé va chic ning chinh cua cac cytokin ho IL-1

;Qﬁ?}h Téngei Phan  Thuthd  Bdng. Chie nin
“__1‘-’ khac loai dichigu  thuthé e nang
Bio dong, tién viém
IL-1a IL-1F1 oL Y
LRLILRs -
IL-1p IL-1F2 Phanho  IRZ (ILARACR) g, tién viem, kich
IL-1 thich té bao TH17
IL-1Ra IL-1F3 IL-1R1 - Ut ché viém
IL-1R4 Tién viém, kich thich té
IL-33 IL-1F11 (5T2) IL-IRACP | o
. IL-1R5 IL-IR7  Tién viém, kich thich té
IL-18 - IL-1F4 P:‘f_”lg‘-’ (IL-18Ro)  (IL-18RB) bao Tl
IL-37 IL-1F7 IL-18Ra - Uc ché viém
IL-360 IL-1F6
IL-368 IL-1F7 Phan ho IL-1R6 IL-IRACP  Viém da va ho hap
LS8y ILAP8 7y 36" (L-36R)
IL-36Ra  IL-1F5 Uc ché viém
IL-38 IL-1F10 - Uc ché viém

Bén canh d6, cac IL-1 c6 vai trd quan trong trong viéc khuéch dai mot cach day
du cac phan ttng mién dich thu nhan bang cach ting cudng chirc ning cua cac té bao
T hd tro (T helper cell) Tul, T2, Thl7 va CD8. Nhung tir 46, cac IL-1 dong thoi
cling 1a cac tac nhan thuc day phan tng viém rit manh trong co thé. Qua 40 nim
nghién cuu, vai tro caa cc cytokin ho IL-1 da va dang dugc nghién ciru mot cach
day du hon dé phuc vu cho qué trinh khdam pha thuéc mai.3® Hién nay, cac thanh vién
IL-1 da duoc xac dinh méi lién quan dén cac bénh viém cap va man tinh, bénh ty
mién, hoi chiing chuyén héa va ung thu.3” Ké tir khi anakinra (mét protein téi té hop
dbi khang thy thé IL-1R) duoc kham pha vao nim 1985 cho dén nay, nhiéu tac nhan
sinh hoc khac da duoc phét trién dé diéu tri cac bénh Iy ké trén.3® Tuy nhién, viéc
thiét ké chat tc ché phan tir nho cho cac muc tiéu tiém niang nay van con gap nhiéu
thach thic va do d6 chua c6 thudc héa dugc nao duoc chinh thic chap thuan cho viéc
diéu trj cac bénh ly do ri loan hoat dong cua céc cytokin ho IL-1.

1.1.2. Interleukin-33 va thu thé ST2
1.1.2.1. Interleukin-33

Nam 2003, mot protein duoc phat hién va bao c4o lan dau tién boi Baekkevold
va cong su Vai ten goi “yéu td nhan cua tiéu tinh mach giau noi mé” (Nuclear Factor



- High Endothelial Venules, NF-HEV).3® Bén nam 2005, Schmitz va cong su nhan
thy trinh tu cia NF-HEV c6 su teong ddng vai cac thanh vién ho IL-1 d3 duoc xé&c
dinh trude do. Do vay, protein nay duoc dat tén la IL-33 va tr¢ thanh thanh vién thu
11 cua ho IL-1.%° Mot thoi gian dai trude khi IL-33 dugc kham phd, ST2 dugc xem
1a thy thé “md ¢6i” boi chua rd phdi tir dic hiéu va duoc mo ta nhu mot chat diéu hoa
am tinh tin hiéu cua thy thé IL-1R. Tuy nhién, ST2 duoc quan sét thiy c6 chirc ning
nhu mot phan tir tin hiéu quan trong trong cac phan tng cua té bao Tn2.1940 Céng
trinh cta Schmitz Ia moét budc ngoat quan trong, xac dinh 1L-33 la thanh vién méi
cua ho I1L-1 va ddng thoi chang minh ST2 1a thy thé dac hiéu cua protein nay.

Su lién két &i lec cao cua 1L-33 véi ST2 kich hoat céc kinase dé hoat hda yéu té
nhan ting cuong chudi nhe kappa cua cac té bao B hoat dong (NF-kB) va protein
kinase duoc kich hoat boi mitogen (MAPK). Béng thoi, tin hiéu 1L-33/ST2 ciing thlic
day qua trinh san xuét cac cytokin lién quan khac tir cac té bao Tw2 phan cuc. Trén
mé hinh dong vat, Schmitz va cong su bao céo riang IL-33 thuc day su biéu hién cua
IL-4, IL-5, IL-13 va dan dén nhimg thay doi bénh Iy nghiém trong & niém mac cua
céc co quan. Nam 2007, Chackerian va cong su di kham phé thém rang phic hop IL-
33/ST2 can lién két véi mot ddng thu thé c6 tén IL-1RACP mdéi ¢ thé truyén tin hiéu
vao bén trong té bao théng qua sy triéu tap phan tor MyD88.4! Ngoai su cam tng té
bao Tw2, 1L-33 con kich thich sy san xuat cac cytokin khéac ¢ té bao mast.2 Qua hai
thap ky duoc nghién ciru, cau tric, vai trd sinh hoc va tiém ning phat trién thubc mai
cua IL-33 dd dan duoc 1am séng to.

IL-33 hién dién mac do cao trong té bao ndi md mach méau cua phé quan, phé
nang, da va bach huyét; té bao biéu mé ving miii hong, phé quan, mé tuyén duong
tiéu hoa; té bao sing & da; no-ron than kinh, té bao hinh sao ¢ néo va té bao sun &
khép.t Gen 1L-33 ma hod cho IL-33 & ngudi bao gdom 8 exon nam trén NST s6 9
(9p24.1) véi d6 dai hon 42 kb (Hinh 1.1A). Khi dugc phién mé&, gen nay tao thanh
soi MARN 2,7 kb ma hoa cho mot soi protein dai 270 acid amin.*3#* Protein nay duoc
goi 1a 1L-33 dang day du (1L-33 full-length — IL-33r. hay 1L-331-270) va c6 khéi luong
khoang 30 kDa. Cau trlc cua IL-33r. gdm c6 ba viing: dau N 12 viing chira céc acid
amin c6 vai tro gan két voi chat nhiém sic trong nhan, ving thir hai 12 mién twong
ddng vai céc cytokin ho IL-1 tai dau C (acid amin thir 112—270) dong vai trd gin két
véi thu thé ST2 (Hinh 1.1B).#345 iing cytokin c6 cau tric 12 phién p dic trung, sap
xép thanh cau trac nép gap p dang co ba 14.4647 Nbi lién gitra hai ving nay 1a mot
vung trung tam (acid amin thir 65-112) mang tinh di biét giita cac loai.** Day chinh
la viing nhay cam va duoc nhan dién boi cac protease tién viém dé phan cat IL-33q
thanh dang truong thanh.
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Hinh 1.1. C4c thanh phén ciu trdc gen ma hoa va protein cua IL-33
(A) Cau trdc cua gen 1L-33. (B) Cau tric chura 3 mién cua IL-33 dang day du. Mau sic cua
céc exon twong tNg Vi Mau sic ciia cac ving cau tric protein duoc ma hoa.

Nguon: Liew va céng su (2016)%

Sy hién dién cua mién nhan goi y rang & trang thai can bang, 1L-33r. duoc dy trix
6n dinh & trong nhan té bao va gan két véi cac histon.*8 Viéc loai boé mién nhan trén
md hinh chudt bién ddi gen 1am gia ting dang ké nong d6 1L-33 trong huyét tuong va
co ché viém theo con duong IL-33/ST2.%° Nhitng quan sét trén ung ho cho gia thuyét
vé sy luu giir 1L-33 trong nhan té bao da duoc chon loc tu nhién giit lai trong quéa
trinh tién hoa dé diéu hoa hoat tinh thic day viém caa cytokin nay.

Do khong chua trinh ty tiét, 1L-33 khong thé duoc ngoai tiét thong qua con duong
truyén théng nho ludi noi chat hat va thé Golgi. Thay vao do, 1L-33 duoc tiét theo co
ché hoai tir cua té bao dudi dang IL-33¢L, sau d6 duoc bién ddi roi tac dong 1én cac
té bao dich (Hinh 1.2A).% Vi vdy, su xuat hién cua I1L-33 trong huyét twong va dich
ngoai bao dugc xem nhu mot tin hiéu canh béo ndi sinh cho s ton thuong té bao.>-
58 C4c gia thuyét ban dau cho rang caspase-1 la enzym chiu trach nhiém cho sy phan
cit 1L-33rL thanh 1L-33112-270, twong tu nhu trudng hop caa IL-1p.54 Tuy nhién, cac
nghién ctru sau nay da chang minh riang caspase-1 phan cat 1L-33 tai vj tri Asp178
thay vi Ser111 va dan dén sy bat hoat thay vi thuc day tac dong cytokin.®® Do dé, cac
enzym khac hién nay duoc d& xuat cho vai trd nay, géom céc protease tién viém c6
nguon gdc tir té bao mast (chymase va tryptase) hay bach cau trung tinh (cathepsin G
va elastase).5256 Ngoai ra, caspase-3 va caspase-7 duoc phong thich bai tir cac té bao
chét theo chuong trinh c6 thé phan cét va bat hoat IL-33 nhu mét co ché kiém soat.5’



Nhu vay, sau khi duoc san xuat trong méi trudng noi bao, 1L-33r. ¢6 thé di vao
nhan hoic duoc tiét ra ngoai bao va bién doi thanh dang truong thanh ¢ hoat tinh
sinh hoc nhu mot cytokin.®® Nghién ciru nay tap trung vao dang thir hai, c6 trinh tu
159 acid amin (tir Ser112 dén Thr270) va khéi lugng khoang 18 kDa, duoc goi 12 IL-

33112-270.
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Hinh 1.2. Tac dong cytokin cua IL-33

(A) Su phéng thich cua IL-33 dang day du tir nhan caa cac té bao bi ton thuong, nhidm
trung hoac di ung, duoc phan cét bai cac protease tién viém tir té bao mast hoic bach cau
trung tinh dé tré thanh dang truong thanh va tac dong trén té bao dich o biéu hién thu thé
ST2. (B) Su lién két cua IL-33 véi cac thy the xuyén mang cua té bao dich gom ST2L va
IL-1RACP din dén su triéu tap MyD88 dé kich hoat tin hiéu noi bao va thuc day sy phong
hat cua té bao mast va sy san xuit cac phan tir gay viém khéc. Dang sST2 c6 tac dong diéu

hoa &m tinh tin hiéu IL-33, ngan chan sy tuong tac hiéu qua cta cytokin nay vai ST2L.

Nguon: Liew va céng sw (2010, 2016)%458
1.1.2.2. Thuthé ST2

Thuy thé ST2 (con c6 céc tén goi khac nhu IL-1RL1, IL-1R4 hoic T1) 1a mot
thanh vién thudc ho thu thé IL-1R. Nam 1989, ST2 dugc bao co lan dau tién va dugc
goi 1a thy thé “md c6i” vi khong thé tim thiy phdi tir gan két tuong (ng trong cac
nghién ciru vé chire nang trén mo hinh té bao Tr2 & cac bénh di tng.%® Gen ST2 dugc
nhan thay 12 ma hoa cho cac protein twong tu nhur mién ngoai bao cua cac thy thé IL-
1R1 va IL-1R2.%° Tuy nhién, Kumar va cong su (1995) da xac dinh rang IL-1 khéng
phai 12 phéi tir caa ST2 ma 12 mot phan tir khac trén dong té bao Balb/c 3T3 va té bao



noi mé tinh mach rén.%! Nam 1997, Kumar va cong su tiép tuc béo céo cac kich thich
tién viém cam @ng sy biéu hién cua ST2 va goi ¥ vai trd cua thy thé nay trong bénh
ly viém.82 Léhning va cong su (1998) da bao céo su biéu hién cua ST2 trén mang té
bao Tw2. Tuy nhién, khi thir nghiém trén IL-4, IL-5 hay IL-10, c4c tac gia nhan thay
ching khong phai la phéi tir cua ST2.9

Pén nhirmg nam 2000, Kuroiwa va céng sy phét trién phuong phap ELISA dé
dinh lugng ST2, tir d6 phat hién su gia ting nong d6 cua ST2 dang hoa tan (sST2)
trong huyét thanh caa bénh nhan méc bénh ty mién.®4®° Sau @6, ST2 lan lugt dugc
nhan thay su biéu hién trén té bao mast, bach cau wa kiém, lympho T CD4+, té bao
co tim va ¢6 lién quan dén céc tinh trang viém nhu hen suyén hoic chin thuong nhu
nhdi mau co tim.1%% Tir day, ST2 c6 tng dung 1am sang dau tién, 1a dau an sinh hoc
cho nhdi mau co tim va suy tim.2%%” Bén nam 2005, phdi tir dac hiéu 1L-33 cia ST2
méi duoc xac dinh.*® Tur do, twong tac protein-protein gitta ST2 va IL-33 da tré thanh
mot chu dé nghién ctu tiém ning dé phét trién thubc méi nham diéu tri cac bénh ly
lién quan dén vai trd sinh hoc cua hai protein.

V& nguon gdc, tir mot gen quy dinh nam & vi tri 2912 trén nhiém sic thé, ST2 la
san pham cua qué trinh mé hoa gen thanh 4 dong dang do sy khéc biét trong qué trinh
cit ndi lwa chon béi hai promoter khac nhau.3%89° Trong d6, hai dang quan trong va
dugc nghién ciu nhiéu nhat 1a ST2 xuyén mang (con goi 1a ST2L) va ST2 hoa tan
(sST2). Ngoai ra, thu thé nay con c6 hai bién thé it quan trong hon 1a ST2V va
ST2LV.™ Dang xuyén mang ST2L biéu hién chi yéu & nguy@n bao soi, té bao dudi
gai va dic biét 1a cac té bao méau nhu bach cau ua acid, bach cau wa kiém, té bao mast,
té bao lympho Tw2, dai thuc bao va diét bao ty nhién. Dang hoa tan sST2 ¢6 tinh cam
rng va biéu hién & chu yéu & céc té bao biéu md va nguyén bao sei.”* Khi duoc tiét
vao tuan hoan, sST2 co tac dong gan két véi IL-33 va can tré tuong tac gitra 1L-33
va ST2L trén té bao dich. Do d6, sST2 con duoc goi 1a thy thé “bay” (Hinh 1.2B).
Nhu vay, hé thdng thu thé ST2 khdng chi c6 vai trd nhu chat dap (ng chirc ning cua
IL-33 khi & dang xuyén mang, ma con dong vai trd ctia mot chat uc ché 1L-33 khi &
dang hoa tan.” Su ting ndng do cua sST2 trong huyét trong lién quan dén nhiéu bénh
ly, bao gom nhdi mau co tim cap, dot cap cta hen phé quan, viém phoi tang bach cau
&i toan, xo phdi vo can, nhiém tring mau va chan thuong. Do d6, sST2 di dugc
nghién ctru dé 1am d4u 4n sinh hoc cho mét s6 bénh Iy nhu suy tim, bénh déng mach
vanh, viém co tim c4p va bénh manh ghép chéng chu. 117375

1.1.2.3. Tac dong cytokin caa IL-33 thdng qua s twong tic véi ST2

Hinh 1.2B minh hoa tac dong cytokin cua IL-33 1én té bao dich. Pau tién, 1L-33
gan két véi thy thé ST2L trén bé mat té bao va sau d6 1a ddng thu thé IL-1RACP. Khi



mién TIR cua hai thu thé tiép can véi nhau dan dén sy triéu tap MyD88 va céc kinase
hd tro thu thé IL-1R 1 va 4 (goi tat 12 IRAK1 va IRAK4). Tir d6, nhiéu protein tin
hiéu dugc kich hoat, bao gdm NF-«kB, protein tc ché cua tiéu don vi o cua NF-kB
(IkBa), céc kinase dugc diéu hoa boi tin hiéu ngoai bao (extracellular
signal-regulated kinase — ERK), protein p38 va JUN N-terminal kinase-1 (JNK1).

Trong té bao mast, hoat dong cua céc kinase IRAK1 va IRAK4 1am hoat hoa cac
enzym phospholipase D (PLD) va sphingosin kinase (SPHK) dan dén su kich hoat
kénh calci va tir d6 kich hoat NF-kB. Co ché nay can thiét cho sy phong hat cua té
bao mast khi ¢ sy kich thich cua khang thé IgE va su tong hop cac cytokin khac nhu
IL-1B, IL-3, IL-6, TNF, CXC chemokin ligand 2 (CXCL2), CC-chemokin ligand 2
(CCL2), CCL3, prostaglandin D2 va leukotrien Bs. Di v6i con duong hoat hda
MAPKK, té bao mast san xuat IL-5, IL-13, CCL5, CCL17 va CCL24 ma khong can
su cam ung cua khang thé IgE.

1.1.3. Ciu triic va twong tic protein-protein giira 1L-33 va ST2
1.1.3.1. Cdu tric caa IL-33

IL-33 cua ngudi ¢ dang day du c6 khdi luong 30,7 kDa, véi cau tric khdng gian
duoc minh hoa & Hinh 1.3A. Vung nhan mang tinh base, c6 khdi lugng 12,8 kDa va
diém dang dién 10,28. Trong khi d6, vling cytokin mang tinh acid cao, c6 khi luong
18 kDa va diém dang dién 4,80.7
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Hinh 1.3. Cu tric khong gian ba chiéu cua cac dang 1L-33
(A) Cau tric 1L-33 ¢ dang day du duoc dy doan boi AlphaFold. (B) Céu tric 1L-33 & dang
truong thanh dugc xac dinh bang phuong phap NMR (PDB: 2KLL).
Nguon: Lingel va céng su (2009)46

Nam 2009, Lingel va cong su di giai cau tric cua 1L-33 dang truong thanh (IL-
33112-270) trong dung dich bang phuong phap pho NMR (PDB: 2KLL).*8 Cytokin nay
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c6 su twong ddéng cao vé cau tric khong gian véi cac thanh vién khac caa ho IL-1,
dic trung bai 12 phién B sap xép tao thanh cau tric nép gap co ba la B, twong tu nhu
cac nép gap hién dién trong IL-1a, IL-1p, IL-1Ra va IL-18 (Hinh 1.3B). Trong do,
12 phién B dugc sip xép thanh 3 doan lap lai cua 4 don vi phién B. Nhitng phién B
dau tién va cudi cuing duoc xép song song nguoc chiéu trong mot cu tric dang thing
gom 6 phién . Mdi dang lap lai cua cac phién B tha 2 va thir 3 tao ra mot nit kep toc
B & chom cua cau tric thung B. Pay chinh 1 cac vi tri trén IL-33 dé gan két véi thu
thé ST2. Sy linh dong vé cau dang cua cac acid amin, chii yéu thudc cac vong p2-3,
B3-p4, p4-p5, p10-p11, va B11-B12, tham gia vao sy twong tac vai ST2. Hai vong
X03n ngan al va o2 trong IL-33 dimg trudc cac chudi B8 va P12 cho thay su sip xép
tuong tu IL-1p va IL-18.

1.1.3.2. Cdu tric cia thu thé ST2

Thu thé xuyén mang ST2L chaa 556 acid amin va ¢ cau trdc tong thé tuong tur
véi cau tric cua cac thu thé IL-1 loai 1 (Hinh 1.4A). ST2L bao gém phan noi bao 1a
mot doan TIR hay con goi 12 mién gian bao, phan xuyén mang va mién ngoai bao.
Mién ngoai bao cua ST2L tham gia gan két voi 1L-33, gdm 3 mién gidng globulin
mién dich G (IgG) lién két véi nhau.
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Hinh 1.4. CAu truc cua thu thé ST2
(A) So d6 cau tric tong thé cua ST2 & dang xuyén mang. (B) Cau tric khdng gian mién
ngoai bao cua ST2 (minh hoa dudi dang ruy-biang mau xanh nhat) dugc xac dinh bang
phuong phap tinh thé hoc tia X.
Nguon: Liu va céng s (2013)47

Mién D1 va D2 dugc ndi véi nhau bai cac cau ndi disulfid, trong khi mién D3
ndi vi mo-dun D1D2 chi bang mot cau ndi linh dong. Dang hoa tan sST2 ¢6 cau tric
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ngan hon, chira 338 acid amin, thiéu ving ndi bao va ving xuyén mang, nhung co
chtra mot doan 9 acid amin dac tha ¢ dau C.72

Nam 2013, Liu va cong su da giai cu tric phic hop gan két gitra thu thé ST2 va
IL-33 bang phwong phap nhidu xa tinh thé tia X véi do phan giai 3,27 A (PDB:
4K(C3).4” CAu triic khdng gian mién ngoai bao cua thy thé ST2 (ST2ECP) da duoc 1am
sang to (Hinh 1.4B). Bong thoi, cau trdc nép gap co ba la p caa IL-33 ciing duoc Xac
nhan trong cau tric tinh thé nay, voi RMSD = 1,2 A so véi ciu tric NMR. Do tin
hiéu dién tir yéu nén cac vong B4-B5 va P11-p12 bi khuyét trong cau tric tinh thé.
Pay ciing 1a nhitng viing ¢6 cau trac linh dong nhat thé hién trong cau tric NMR.

1.1.3.3. Twong tdic protein-protein gi@a IL-33 va ST2

B4o cao cua Liu va cong su (2013) di 1am rd PPI gitta 1L-33 va ST2.4” Dé gay ra
dap tng sinh hoc trén té bao dich, 1L-33 can gin két voi thu thé chinh ST2L va déng
thu thé IL-1RACP trén mang té bao. Nhu minh hoa tai Hinh 1.5A, ST2L 14 mét thu
thé bdm mang c6 cau tric 3 mién linh dong. 1L-33 va ST2L tuong tic vSi nhau tai
hai vi tri riéng biét. Pau tién, IL-33 gan két véi ving ngoai bao caa ST2L tai mién
D1D2, dugc goi la vi tri 1. Sau d6, ST2L ¢6 sy thay dbi vé cau dang, cha yéu & mién
D3, dé tiép tuc gan két véi 1L-33 tai vi tri 2. Vi tri 1 ¢ d6 bao ton cao hon vi tri 2 do
tinh chit cing cia md-dun D1D2.

Bang phép chuan d6 nhiét luong diang nhiét (Isothermal Titration Calorimetry —
ITC), bdo céo cua Lingel va cong su (2009) cho thay IL-33 gin két véi ST2 theo ti Ié
1:1 va ¢6 hang sé phan ly Kp = 4 nM.*® Trong thir nghiém sir dung phuong phap phd
cong huang plasmon bé mat (Surface plasmon resonance — SPR) caa Liu va cong su
(2013), &i luc gan két cua hai protein 12 0,74 nM.*” Sau khi hinh thanh, phuac hop IL-
33/ST2L tiép tuc lién két vai dong thu thé IL-1RACP véi ti 16 1:1:1 va Kp = 76 nM.*
Cudi cung, trong tac gitra hai mién TIR cua ST2L va IL-1RACP dan dén sy triéu tap
cac phan ti tin hiéu ndi bao va kich hoat cac tac dong sinh ly caa IL-33.

Nhu vay, 1L-33 twong tac v6i ca 3 mién cau tric cua ST2. Bé mat tuong tac giita
hai protein rong 1789 A2 trén 1L-33 va 1785 A2 trén ST2.47 Tai vi tri 1, 13 acid amin
cua IL-33 thugc chudi B3, cac vong B1-B2, B2-B3, B3-B4 va B10-B11 tuong tic Vi
mo-dun D1D2 cta ST2. Trong nhitng acid amin nay, Glul44, Glul48, Aspl149 va
Asp244 tao lién két cau mubi twong (ng véi acid amin Arg38, Lys22, Arg198 va
Arg35 cua ST2. Diéu nay phan anh su bd sung dién tich cua hai bé mat: bé mat IL-
33 tich dién &m, bé mat ST2 tich dién duwong. Tai vi tri 2, 8 acid amin cua 1L-33 thugc
chudi B1, B4, B5 va vong P8-p9 twong tac véi mién D3 cua ST2. Trong d6, cb6 mot
cum ki nudc quan trong dugc hinh thanh boi Tyrl63 va Leul82 cua IL-33 vai
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Leu246, Leu306 va Leu311 caa ST2. Bong thoi, acid amin GIlu165 tao cau mudi Voi
Arg313 cia ST2 (Hinh 1.58).47
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Hinh 1.5. Sy tuong tac cua IL-33 véi cac thy thé dé thé hién hoat tinh cytokin
(A) IL-33 lién két véi thu thé ST2 va ddng thu thé IL- 1RACP dé tao thanh phue hop truyén
tin hiéu. (B) Hai vi tri twong tac giita 1L-33 va ST2, chu yéu qua cac cau mudi tai vi tri 1 va
qua cac tuong tac ki nudc tai vi tri 2.

Nguon: Liu va céng sir (2013)47

Trong PPI, c&c “diém nong” (hot spot) duoc tao thanh chi bai mot vai acid amin
tai giao dién twong tac nhung ching lai c6 dong gop 16n cho ai luc lién két giira hai
protein.”” Bé xac dinh cac diém néng nhu vay trong PPI gitta IL-33 va ST2, Liu va
cong su da dot bién diém cac acid amin trén bé mit tuong tac cua 1L-33 va sau d6 st
dung phd SPR dé do ludng su thay doi &i luc lién két véi ST2. Trén bé mit giao dién
tuong tac cua 1L-33 véi ST2 tai vi tri 1, dot bién diém tai cac acid amin c6 tinh acid
nhu Glul44, Glul48 va Asp244 thanh Lys lam tang gia tri Kp 1én 1,89; 5,15 va 1,65
nM, tac 1am giam &i luc lan luot 2,6; 7,0 va 2,2 1an. Dot bién Asp149 thanh Lys cho
su thay doi ai lyc dén mutc khong thé phat hién bang SPR. Tai vi tri 2, dot bién acid
amin Glu165 c6 tinh acid thanh Lys lam giam &i luc lién két cua 1L-33 voi ST2 gan
8 lan (Kp tang dén 6,07 nM). Bong thoi, dot bién cac acid amin ki nudc Tyrl63 va
Leu182 thanh Ala lam ting gia tri Kp 1én lan luot 1,1 va 1,91 nM, tirc lam giam ai
luc 1an lwot 1,5 va 2,6 1an.4” Trong nghién ctru trude d6 cua Lingel va cong su, Glul144
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cling duwoc chitng minh 12 mot diém néng quan trong, boi su dot bién acid amin nay
thanh Lys 1am giam &i lyc 5 1an qua phan tich phd BLI va 7 lan trén phd SPR.#

1.1.4. Vai tro caa IL-33 va ST2 trong cac bénh ly
1.1.4.1. Vaitro caa IL-33/ST2 trong cac bénh ly viém va di ing
Hen suyén, bénh phéi tac nghén man tinh va ngung the khi ngu

Puoc san xuat boi cac té bao co tron dudng hd hap, ndng do IL-33 & nhém bénh
nhan hen suyén cao hon so véi nhom khée manh, dic biét & cac bénh nhan c6 muc
d6 hen nang. Do d6, IL-33 da duoc dé xuat 1a mét dau 4n sinh hoc mai cho tinh trang
nay.” 1L-33 ciing duoc san xuit véi ndng do cao boi cac té bao tong hop globulin
mién dich trong huyét twong, gop phan vao tinh trang viém di ng & bénh nhan hen
suyén.’” Bén canh d6, IL-33 dong mot vai trd quan trong trong tinh trang viém duong
hd hap bam sinh do bach cau wa acid.2 Bong thoi, ndng d sST2 ciing ting cao trong
mau va tuong quan véi mac do nghiém trong caa hen suyén.*® Vi vay, huéng tac
dong Ién 1L-33/ST2 duoc dé nghi nhu mét phuong phap diéu tri méi cho hen suyén.

IL-33 va ST2 g6p phan vao co ché bénh sinh cua bénh phdi tic nghén man tinh
(COPD). Céc té bao biéu md phé quan va té bao lympho mau ngoai vi cia bénh nhan
COPD tang biéu hién va giai phong IL-33 dé dap wng véi cac tac nhan kich ang tir
moi trudng va lién quan dén tinh trang viém duong hd hap.8

Ngung thd khi ngu do tic nghén (obstructive sleep apnea — OSA) la mét tinh
trang man tinh dic trung béi su ngung thé tai dién trong khi ngu do sy bién dang cua
duong hd hap trén va c6 lién quan dén tinh trang viém man tinh. Nong do 1L-33 duoc
quan sat thay su gia ting trong huyét tuong va nudc bot caa bénh nhan OSA, cho
thay su dong gop cua IL-33 ddi vai tinh trang viém toan than trong bénh Iy nay. Béo
phi 1a mot yéu té nguy co quan trong ddi véi OSA. Té bao ma c6 kha ning san xuat
IL-33 va do d6 m6 m& & bénh nhan OSA s& san xuit mot luong IL-33 du thira. Bong
thoi, ti 16 mac hen suyén va COPD & bénh nhan OSA ciing ting 1én so V&i ngudi binh
thuong. Viéc ddng mac OSA lam tram trong thém dién tién cia COPD. Tinh trang
viém toan than trong OSA cling véi su ting nong do cua IL-33 duoc gia dinh 1a s&
tang cudng cac hiéu tng mién dich lién quan dén su tién trién cua COPD.8

Di ung
Séc phan vé duoc dic trung boi sy gia ting cac khang thé IgE truyén tin hiéu

thong qua thu thé IgE c6 4i luc cao (FceR1) dé giai phong céc chat trung gian gay
viém. 1L-33 ting rd rét trong huyét trong cua bénh nhan sbc phan vé va trong mo da
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bi viém cua bénh nhan viém da co dia. Vi su hién dién va tiép xdc cua IgE, IL-33
kich hoat céc té bao mast va truc tiép gy ra sy phong hat.82
Trong di tng thirc an, IL-33 gop phan gay sbc phan vé thong qua cac dudng

tiép xdc gém tiéu hoa va da. Sau giai doan nhay cam, IL-33 gy soc phan vé thong
qua lién két chéo gitra khang thé 1gE va sy phong hat caa té bao mast. Thir nghiém in
vitro cho thay 1L-33 kich hoat té bao mast & niém mac tiéu hoa tiét ra IL-9, I chat
dong vai tro quan trong trong soc phan vé do thirc dn. Trén mo hinh dong vat thi
nghiém, chudt thiéu IL-33 hodc ST2, hodc chudt binh thuong duoc diéu tri bing sST2
hay khang thé don dong khang ST2 déu duoc bao vé khoi soc phan vé do thire in.8

Déi véi viem da co dja, nong d6 cua IL-33 trong biéu bi va su xam nhap cua céc
té bao biéu hién thy thé ST2 trong 16p ha bi déu tang 1én. IL-33 tir t& bao sing kich
hoat té bao bach huyét bam sinh nhém 2 (ILC2) trong da va hach bach huyét, kich
thich sy san xuat IL-4, IL-5 va IL-13 gay nén tinh trang viém da.8* IL-33 con cam
tng sinh ra IL-31, do d6 thiic day hanh vi ngira va gii. Nguoc lai, gi da thac day su
giai phong 1L-33 tir té bao sing va gay giam biéu hién cua filaggrin va claudin-1, tir
do lam giam chirc nang hang rao bao vé da. Sy pha huy hang rao nay lai gay ra su
tiép xdc véi chat gay di wng va dan dén giai phéng 1L-33. Do d6, IL-33 1a mot mat
xich chung tham gia vao chu trinh ngira—gai cua viém da co dia.®
Viém rugt

O duong tiéu hoa, 1L-33 gay ra cac bién ddi bénh Iy nghiém trong bao gom su
xam nhap cua céc té bao mién dich, ting san biéu mé, phi dai té bao hinh dai va chat
nhay.3® Nghién ctu vé kiéu gen duoc thuc hién boi Latiano va cong su (2013) cho
thay mARN cua IL-33 va ST2 tang lén trong mau sinh thiét ciia bénh nhan viém ruot.
Dang thoi, cac bién thé di truyén cua gen IL-33 va ST2 duogc chieng minh 1a ¢6 lién
hé vé6i bénh viém rudt do tu mién, bao gdm viém loét dai trang va bénh Crohn.8
Sedhom va cong su (2013) di bao co viéc dung khang thé don dong trung hoa con
duong IL-33/ST2 gilp cai thién viém dai trang trén md hinh tht nghiém & chuot.®

Bénh Alzheimer

Su biéu hién cua I1L-33 va thu thé ST2 trong ndo cua bénh nhan Alzheimer duoc
bao céo bai Xiong va cong su (2014). Biém ndi bat caa bénh Alzheimer 1 su biéu
hién cao cta cac phan tu thuc day viém tai ving lan can cua cac mang amyloid va
dam rdi soi than kinh. 1L-33 va ST2 duogc biéu hién trong ving lan can cua cac to
chuc nay, két hop vai té bao than kinh dém, dong vai trd quan trong trong su phét
trién cua cac mang bam gay nén bénh Alzheimer. Cac té bao hinh sao & than kinh
trung wong khong chi tiét ra 1L-33 ma con biéu hién thu thé ST2. Dudi su kich thich
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ctia cac phan tir B-amyloid, IL-33 va ST2 tang biéu hién trong ndo cia bénh nhan
Alzheimer. IL-33 thé hién tac dong nhu mot cytokin ty tiét va can tiét, 1am phong
thich cac phan tur gy viém tir cac té bao than kinh dém va lam tram trong thém tinh
trang viém ma than kinh.”

1.1.4.2. Vai trd caia IL-33/ST2 trong cac bénh tw mién
Viém khop dang thap

IL-33 lién quan chat ch& dén co ché bénh sinh cua viém khop dang thap
(rheumatoid arthritis — RA). Nghién ctiru caa Xu va cong su (2008) cho thiy IL-33
lam tram trong tinh trang viém khép bang céach kich hoat té bao mast.88 Dong thoi,
Matsuyama va cong su (2010) phét hién thiy ndng d6 IL-33 ting cao trong huyét
twong 1an dich khép cia bénh nhan RA trong giai doan hoat dong.®® Sy gia ting IL-
33 trong mau tuong quan thuan vai mac do nghiém trong cia RA va do d6 IL-33 da
duoc dé nghi 1a ddu 4n sinh hoc trong chan doan mirc d6 nghiém trong va theo doi
hiéu qua diéu tri bénh. IL-33 con gop phan vao qua trinh in mon xwong va c6 moi
tuong quan véi viéc san xuat khang thé IgM, von 1a ngudn gbc cua cac tu khang thé
gay nén RA.>% V& mit tri liéu, mot s6 nghién ctiru béo céo viéc sir dung sST2 hoic
khang thé khang ST2 lam giam muc d6 nghiém trong cua RA, bao gom giam tham
nhiém té bao & khdp, ting san hoat dich va xdi mon khép. Bén canh d6, viéc diéu tri
bang khang thé khang ST2 ciing lam giam muc do nghiém trong caa bénh va giam
su pha huy khop trén mo hinh chuét thie nghiém duoc gay viém khop do collagen.®?

Lupus ban dé hé thong

Lupus ban d6 hé théng (systemic lupus erythematosus — SLE) 1a bénh viém tu
mién man tinh va phuc tap, gay ton thuong & nhiéu mé va co quan. Mok va cong su
(2010) da bao cao ndng do6 ST2 ting 1én dang ké & nhiing bénh nhan mac SLE tién
trién va tuong quan véi mic dé nghiém trong caa bénh.9 Céc xét nghiém 1am sang
cling cho thiy su déng gop cua IL-33 trong giai doan cip tinh cua SLE.% Méi twong
quan giita IL-33 trong huyét twong va chi sé hoat dong cua SLE da duoc nghién cau
trén md hinh chudt thir nghiém. Chudt duge diéu tri bang khang thé don dong khang
IL-33 gilp giam dang ké protein niéu va ty khang thé khang soi kép ADN, giam su
ling dong ctia cac phac hop mién dich ciing nhu cac khang thé luu hanh, tir d6 giap
giam viém than va ti 1 tir vong.®* Trén lam sang, Moreau va cong su (2022) bao céo
su gia ting nodng do sST2 & bénh nhan SLE, goi y ddy 1a mot ddu 4n sinh hoc tiém
ning.% Bén canh d6, Abd-Elazeem va cong sy (2022) ciing di phat hién mdi tuong
quan thuan cua néng do 1L-33 huyét twong véi chi sb hoat dong cua SLE & tré em.%
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Da xo cung

Christophi va cong su (2012) di béo cdo sy gia ting nong do cua IL-33 trong
huyét twong cua bénh nhan da xo ctng (multiple sclerosis — MS) so véi ngudi binh
thuong. Cac té bao lympho va dai thuc bao duoc nudi ciy tir bénh nhan MS ciing
biéu hién nong do IL-33 tang cao bat thuong. Viéc diéu tri bang IFN-B-1a lam giam
dang ké nong d6 1L-33 & ngudi miac MS. Puoc kich hoat bai truc 1L-33/ST2, NF-kB
lam trung gian cho qué trinh phién ma va ciing ting cao trong bach cau cia bénh nhan
MS. IL-33 ting cao & C4C vling mang bam va chat tring trong ndo bénh nhan MS,
trong d6, t& bao hinh sao duogc xac dinh 1a ngudn biéu hién 1L-33 quan trong.”’

Xo cing bi hé thong

Manetti va cong su (2010) nhan thay 1L-33 va ST2 biéu hién bat thuong ¢ ving
da va cac co quan ndi tang bi anh hudng cua bénh nhan xo cing bi hé thong (systemic
sclerosis — SSc). Nong do 1L-33 trong tuan hoan tuong quan véi dién tién cua giai
doan som bénh SSc.%% Nong do 1L-33 twong quan thuin véi mac do xo ciing cua
da va mirc d6 nghiém trong ciia xo ph6i.1®° Bén canh d6, Wagner va cong su (2015)
da mo ta cac bénh nhan SSc ¢ thoi gian mac bénh hon 9 nim biéu hién sy ting nong
d6 sST2 hon 1a IL-33. Nong do sST2 trong huyét thanh giam khi diéu tri bang
iloprost. Do d6, sST2 dugc dé& xuat nhu mét dau 4n sinh hoc cho qua trinh xo hoa
mach mau tién trién. Bong thoi, két qua caa nghién ciu cling goi ¥ su tham gia cua
sST2 trong co ché bénh sinh cua SSc va ¢ thé duoc khai thac vé mat tri liu. 0t

Bénh manh ghép chéng chu

Bénh manh ghép chdng chu (graft-versus-host disease — GVHD) 1a mét bién
chang c6 thé gap sau di ghép té bao goc. Hién tuong nay gay nén bai cac té bao mién
dich ctia ngudi cho 1an vao cac don vi té bao goc va nhan dién co thé ngudi nhan 1a
ngoai lai. Tir d6, cac phan tng mién dich khdng mong muén xay ra va gay tén thuong
trén cac co quan khac nhau ciia ngudi nhan. Cac co quan bi anh huong nhiéu nhat boi
GVHD la da, gan mat va duong tiéu hda. Khoang mét nira s6 bénh nhan méic ung thu
mau ac tinh dugc diéu trj phuong phap bang ghép té bao gbc tao mau s& mac GVHD.
Bénh c6 ti ¢ tir vong cao mic du da diéu tri bang thude tc ché mién dich.102

Trong GVHD, su ting nong do sST2 1a mot dau an sinh hoc cho chan doan va
tién lugng ti I€ tir vong. Reichenbach va cong su (2015) da bao cao IL-33 dugc tang
san xuat bai cac té bao khong tao mau trong duong tiéu hoa caa bénh nhan. Viéc dua
IL-33 ngoai sinh vao co thé trong thai gian c6 phan ing viém cao nhat 1am tram trong
thém GVHD.1% Nghién ctru cia Dwyer va cong su (2022) trén md hinh chudt bién
ddi gen va md hinh GVHD do ciy ghép té bao géc tao mau chizng minh 1L-33 1a mot
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phan tir kich thich quan trong cho céac té bao Twl trong GVHD. Su phong téa tuong
tac ctia IL-33 v&i ST2 trong qué trinh cay ghép té bao tao méau bang cach truyén ST2-
Fc ngoai sinh 1am giam ti 18 tir vong.1%8 Khang thé don dong trung hoa ST2 ciing gilp
bao vé qua trinh ghép trén mé hinh bénh bach cau dong tay cap tinh, 1am giam mic
d6 nghiém trong va ti Ié tir vong cia GVHD.1% Nhiing phét hién ké trén chi ra rang
con duong 1L-33/ST2 1a mot myc tiéu tiém nang cho liéu phap diéu tri GVHD.

1.1.4.3. Vai tro caa IL-33/ST2 trong cac bénh ly tim mach

IL-33/ST2 thé hién cac vai trd ddi 1ap nhau trong bénh Iy tim mach, phan anh
tinh da hudng trong tac dong cua PPl nay. Trén mé hinh chudt thir nghiém, sy san
Xuit 1L-33 & nguy@n bao soi va té bao co tim c6 chirc ning bao vé nham dap &ng voi
tinh trang qua tai va chan thuong. IL-33 1am giam tinh trang phi dai va xo hoa co tim,
giam apotosis va cai thién chirc ning co tim.”®"2 Cac tac dong co loi cua IL-33 ¢
dugc do su twong tac vai thy thé ST2L. Khi ¢6 ton thuong tim, sST2 gia ting nong
d6 trong tuan hoan do dugc tiét ra boi nguyén bao soi, té bao co tim va té bao noi
mac mach mau. Hoat dong nhu mot thy thé moi nhir, sST2 lién két véi 1L-33 va diéu
chinh tin hiéu IL-33/ST2L, tir d6 ngin chin cac tic dong ¢ loi cua IL-33.72 Trén lam
sang, ndng do sST2 trong huyét trong ting cao & cac bénh nhan nhdi méau co tim cap
tinh vao ngay dau sau bién ¢ va giam dan sau d6. Nong d6 sST2 twong quan thuan
Vi creatin kinase (mot dau an cua ton thuong co tim) va ti 18 tir vong sau 30 ngay,
ddng thoi twong quan nghich véi chirc ning that trai.”® Hién nay, sST2 da duoc st
dung trén 14m sang nhu mot dau an sinh hoc cho miic ¢ nghiém trong va tién luong
cho cac bénh Iy tim mach, duoc c6ng nhan bai cac huéng dan caa Hoi Tim mach hoc
Hoa Ky va Hiép hoi Tim mach Hoa Ky tir nim 2013.1%

Ngoai ra, IL-33 con lam giam mang xo vira dong mach chu trén mo hinh chuot
thir nghiém. Nguoc lai, viéc tiép xdc voi sST2 trude khi cho IL-33 lam ting xo vira
dong mach.™ T4c dung nay duoc giai thich bai tin hiéu 1L-33/ST2L gay ra sy chuyén
ddi phan ang mién dich, tir dap tng Trl gy xo vita dong mach sang dap wng Th2.7

Tuy nhién, gia dinh rang 1L-33 c6 nhiing tac dong co loi trén tim mach va bi dbi
khang bai sST2 van chua dugc chitng minh ¢ nguoi.1% Anh huéng cé loi hoic ¢é hai
cua truc 1L-33/ST2 trén tim mach van con gay tranh céi. Phan tich gop cua Liu va
cong su cho thay gen ST2 va ILIRACP ¢ lién quan chit ché dén nguy co bénh mach
vanh, nhung anh huong cua gen 1L-33 khong co ¥ nghia thong ké bai tinh da hinh
cua nd. Gen IL-33 lién quan dén viéc ting nguy co bénh mach vanh ¢ nguodi Chau A
nhung lai ¢6 tc dung bao vé & ngudi da trang.1% Viéc sir dung IL-33 & giai doan cip
tinh ctia nhdi mau co tim cho cac tac dung c6 loi trén mé hinh chudt tha nghiém,
nhung viéc sir dung & giai doan man tinh 1am ting su thAm nhidm bach ciu ua acid,
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mé rong kich thuéc ving nhoi mau va thic day va buong tim. Nong do 1L-33 ting
cao kéo dai sau nhdi mau co tim thuc ddy phan ang Th2, gy tai cau tric qua murc,
gia ting tinh trang xo hoa va suy tim. C4c nghién ctu hién tai cho thay vai trd kép
cua truc 1L-33/ST2.297 Tac dong cua 1L-33 trong cac giai doan tién trién khéac nhau
cta bénh can duoc nghién ciu thém dé dinh hudng phi hop cho can thiép 1am sang.

1.2. Cac phwong phap in silico trong kham pha thuéc phan tir nhé
1.2.1. M@ hinh pharmacophore
1.2.1.1. Khai ni¢m va cdic hwong tiép cgn pharmacophore

Hiép hoi Qudc té vé Hoéa hoc co ban va ung dung (IUPAC) dinh nghia
pharmacophore 1a mét tap hop céc yéu td vé khdng gian (steric) va dién tir
(electronic) can thiét dé dam bao cho su twong tac siéu phan tir véi mot dich tac dong
nham hoat hda hozc tc ché tin hiéu sinh hoc twong tng. Khong dai dién cho mét phan
tir hoac mat tap hop cadc nhdm hda hoc nao, pharmacophore la mot khai niém triru
tuong va 1a mau sé chung 16n nhat cia mot tap hop cac phan tir hoat tinh.1% Bat ky
mot loai nguyén tir hoic nhém nao trong phan tir thé hién mot sé tinh chat lién quan
dén nhan dang phan ta déu cé thé dugc quy vé cac dic tinh pharmacophore. Cac dic
tinh thuong gap 1a kha ning cho hoic nhan lién két hydro, dién tich dwong hoic am,
kha nang tuwong tac vai kim loai, tinh thom va ki nuéc (Hinh 1.6A).1%°

M6 hinh pharmacophore 12 sy sap xép cac dic tinh phan ti trong khéng gian ba
chiéu. M6 hinh bao gom mat sb diém nhét dinh, mdi diém duoc biéu dién duéi dang
hinh cau c6 ban kinh xac dinh dé thé hién dung sai cho d6 léch so véi toa do chinh
xéac. Cac diém pharmacophore c6 thé biéu thi cho mét dac tinh riéng Ié hoac bat ky
t6 hop logic nao (“va”, “hoac”, “khdng™) dé két hop cac dac tinh vao cung mot diém.
Tur khi ki thuat tim kiém cu dang 3 chiéu duogc phét trién, pharmacophore da tré
thanh mét trong nhitng cdng cu don gian nhung hiéu qua trong linh vuc thiét ké thude
Véi sy trg gilip cua may tinh (computer-aided drug design — CADD) nham sang loc
40, thiét ké de novo va toi wu hoa chat khai nguon. Trong d6, hai huéng tiép can chinh
ctia pharmacophore 1a dya trén phdi ti (ligand-based pharmacophore — LBP) va dua
trén cau tric muc tiéu (structure-based pharmacophore — SBP).110.111

M6 hinh pharmacophore dua vao phdi tr (Hinh 1.6B) 13 mét trong nhiing chién
lugc chinh cua thiét ké thude trong diéu kién cau tric muc tiéu chua duge xac dinh.
LBP duoc tién hanh bang cach xac dinh nhiing dic tinh chung caa mét tap hop ciu
trdc 3D cua cac phdi tir da biét trudc hoat tinh sinh hoc trén mot dich tac dong cu thé.
Qua trinh xay dung md hinh LBP dwa vao phdi tir bao gém hai budc chinh: (i) tao tap
hop cau dang khong gian twong tng cta cac phdi ti trong tap chat huan luyén nham
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thé hién su linh dong trong thuc té caa cac phdi tu, (ii) gidng hang cac cau dang trong
khong gian 3 chiéu nham xac dinh cac “dic tinh chung” dé dua vao mé hinh. Viéc
kiém so4t tinh linh d6ng vé cau dang cua phéi tir va giong hang mot cach hop Iy 1a
cac luu ¥ quan trong dé tao ra mot mé hinh LBP dang tin cdy.!° Cudi ciing, mé hinh
can dugc danh gia kha ning phan biét cac phdi tir c6 va khéng cé hoat tinh bai mot
tap kiém tra phu hop.

Nguoc lai, md hinh pharmacophore dya trén cau trdc muc tiéu dugc xay dyng
bang c&ch 1am viéc truc tiép trén cau trc 3D cua dai phan tu sinh hoc. SBP ¢ thé
duoc phan loai chi tiét hon thanh mé hinh dwgc xay dung chi dua vao ciu trlc cua
dai phan tir (tac apoprotein, Hinh 1.6C) hoic duoc thiét 1ap dwa trén phic hop gitta
dai phan tur va phdi ti (tie holoprotein, Hinh 1.6D).110

Hinh 1.6. M hinh pharmacophore trong thiét ké thubc voi su trg gilip cia méy tinh
(A) Mot s6 déc tinh pharmacophore co ban. (B) M6 hinh LBP. (C) M6 hinh SBP ¢ dang
khéng c6 phoi tir (apoprotein) va (D) cé phoi tir gan két (holoprotein).

Hién nay, nhiéu phan mém khac nhau c6 thé hd tro xay dung mé hinh
pharmacophore. Tiéu biéu 1a cong cu MOE Pharmacophore Elucidator va Editor,
chuong trinh Catalyst trong g6i phan mém BIOVIA Discovery Studio, cong cu Phase
trong go6i phan mém Schrédinger Suite, cong cu GASP caa phan mém Sybyl-X hoic
chuong trinh LigandScout. Ngoai ra, cic céng cu truc tuyén ciing c6 thé hd tro viec
xay dung mo hinh va thuc hién sang loc ao nhu PharmIT, ZINCPharmer, PharmaGist
hay PharmMapper.1t2113
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1.2.1.2. Ddnh gia mé hinh pharmacophore

Pé danh gia hiéu ning sang loc caa mot md hinh pharmacophore, cac chi s6
thudng duoc sir dung bao gom do nhay (Se), d6 dic hiéu (Sp), ti suat hoat tinh (Ya),
diém sb Guiner—Henry (GH), hé s6 1am giau (EF) va phan tich duong cong ROC.114
Tap dit liéu duoc str dung dé danh gia mé hinh can chira cac chat da biét 1a c6 hoat
tinh (active) va khdng c6 hoat tinh (inactive). Néu khong cé san cac chat khong cé
hoat tinh x4c dinh bang thuc nghiém, cac hop chat “méi nhi” (decoy) c6 thé duoc sir
dung. Pay 1a cac chat duoc gia dinh 1a khdng c6 hoat tinh va duoc tao ra bang cac
cdng cu may tinh dya trén ciu tric cua cac chat ¢ hoat tinh.11° Céc chi s6 danh gia
md hinh pharmacophore dugc tinh todn dua trén ma tran nham Ian trong sang loc 40
duoc minh hoa ¢ Bang 1.2.116

Bang 1.2. Ma tran nham Ian caa sang loc 4o trong thiét ké thudc

Thuc nghiém
Pharmacophore Chit c6 hoat tinh Chat khong c6 hoat tinh
Théa mé hinh Duong tinh that (TP) Duong tinh gia (FP)
Khong théa Am tinh gia (FN) Am tinh that (TN)

Do nhay, do dac hiéu, ti suat hoat tinh va diém s6 GH lan luot duoc tinh theo céc
cong thuc (1)—(4).114

o TP o _ TN
T TP+FN 1) P=TIN + FpP (2)
TP 3 1
L (3) _ (_ - ) (4)
Ya TP + FP GH 4Ya + 4Se X Sp

buong cong dac trung ctia bo nhan tin hiéu (Receiver Operating Characteristic —
ROC) la d6 thi biéu dién cing ldc su thay doi caa do nhay (Se) va do dic hiéu (1 —
Sp), hay n6i cach khac la biéu dién ti I¢ duong tinh that so vai ti 1¢ duong tinh gia tai
tirng ngudng phan loai cd thé xay ra cia mét md hinh.1Y” Phan dién tich dudi duong
cong (area under the curve — AUC) ROC c6 thé duoc sir dung dé danh gia kha ning
phan biét ciia mo hinh ddi véi céc chat ¢ va khong cé hoat tinh trong tap dir lieu.
Gia tri AUC = 0,5 twong (ng véi duong thang y = x trén d6 thi cho biét mé hinh
khong thé phan biét giita chat c6 va khong c6 hoat tinh, tic sy phan loai 1a ngau nhién.
M6t mé hinh c6 ROC-AUC cang cao thi cang dang tin cdy vé hiéu ning sang loc. Gia
tri AUC tir 0,7-0,8 cho thay md hinh c6 thé chap nhan duoc; 0,8-0,9 goi y mot md
hinh hoan hao; va >0,9 cho thay md hinh tét vuot trén sy mong doi.118

Hé s 1am giau (enrichment factor — EF) 1a mét chi s quan trong trong danh gia
cac md hinh sang loc a0. Sau khi sang loc qua mé hinh, cac chat trong tap kiém tra
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duoc xép hang (vi duy, theo gia tri RMSD so véi md hinh pharmacophore). Gi4 tri
EFx 12 hé s6 1am giau ¢ x% duoc tinh theo cdng thic (5).
EF,, = —H;’_‘%/ Nt 5)
ity /N;

Trong d6, N 1a tong sb chat cua tap kiém tra, véi Hite 1a s lugng chat c6 hoat
tinh thuc su. Ny 12 s6 lwong twong Gng véi x% s chat dugc xép hang tét nhat cua
két qua sang loc, véi Hitws 12 s6 chit ¢d hoat tinh thuc su trong Ny 129120 HE s6 1am
giau nho cho thay két qua phan loai bang mé hinh duoc sap xép mot cach ngau nhién
va hau nhu khong c6 su 1am giau nao dat duoc bang md hinh. Hé sé 1am giau 16n goi
y rang chi can mot ti 1& nho cua thu vién can dugc sang loc ¢d thé tim mét sé luong
I6n céc chét hoat tinh. 120

Bén canh d6, Empereur-mot V& cong su con dé xuat duong cong du doan
(predictiveness curves — PC) dé bo sung cho dudng cong ROC trong viéc danh gia
kha ning nhan dang sém céc hop chat cd hoat tinh bai md hinh sang loc 40.1° Trong
d6, sy phan tan cua diém sé dugc mé ta rd rang bang PC va giup dinh luong hiéu suat
du doan cua md hinh. Téng muc thu dwoc chuan hda (standardized total gain — TG)
duoc tinh tir PC thé hién mirc d6 phan biét cac hop chét cé hoat tinh do sy thay doi
cua cac diém sb sang loc trén toan bo tap di lieu. TG > 0,25 két hop véi ROC-AUC
> 0,5 cho thay su thay d6i diém s6 co ¥ nghia trong viéc phan biét cac hop chét c6
hoat tinh.t?!

1.2.2. Truy van twong dong hinh dang phan tir 3 chiéu

Cac chat c6 su twong dong vé hinh dang 3 chiéu dugc cho 1a ¢ kha niang cho
hoat tinh twrong tu nhau. Tuy nhién, so sanh hinh dang phan tr da tirng la moét tac vu
kho khin cho cac phuong phép tinh toan dya trén ham nhi phan cho dén khi Grant va
cong su dé xuat thuat toan sir dung bo md ta Gaussian.'?212% Dya trén ham dic tinh
Gaussian, OpenEye da phat trién chuong trinh chdng phu nhanh céc cau tric héa hoc
(Rapid Overlay of Chemical Structures — ROCS). Triét Iy cua OpenEye cho ring
phan tir c6 hai théng sé mo ta co ban: hinh dang va tinh dién. Cac dic tinh vé tinh
dién nhu kha nang cho hay nhan lién két hydro, dién tich am hoic duong, tinh ki nuéc
va vong thom dwoc md ta bang cac bo mau sic don gian (Hinh 1.7). Nho d6, ROCS
cho phép tinh toan nhanh chéng sy tuong ddng vé hinh dang ba chiéu va tinh chat
hoa hoc cua phan tir thé hién qua cac mau sic quy udc.!* ROCS van dam bao duoc
cac vu diém cua phuong phap tim kiém tuong déng 3D (50 véi 2D), nhung c6 toe dd
sang loc rat nhanh (1000—-2000 bo cau dang mdi gidy).
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Hinh 1.7. M6t vi du vé truy van ROCS
Hinh dang phan tir 3D duoc thé hién bai phan mau xam. Cac mau sic quy uéce thé hién cho
cac tinh chat hoa hoc, trong d6 mau xanh 14 cdy, xanh duong va dé lan luot dai dién cho
cac dic tinh vong, cation hoic cho lién két hydro, va nhan lién két hydro.

Truy van tuong dong hinh dang 3 chiéu cé thé tng dung trong sang loc 40 véi
hiéu qua cao hon cac bd md ta 2 chiéu, va nhanh hon nhiéu so véi md phong gan két
phan tir. Phuong phap nay ciing ¢ thé wng dung trong tim kiém khung cau tric mai
cho chét khai ngudn hoic dy doan tu thé gin két cua phdi tir trén vi tri hoat dong cua
protein. Do st dung thuat todn xap xi Gaussian, ROCS ¢4 thé tinh diém cho su tuong
ddng hinh dang va tinh chat caa hai phan ta, vi du nhu hé sé Tanimoto dugc tinh boi
cong thuec (6):

Oas (6)
Oaa + Opg — Oy

VGi 0,5 14 d6 chong phu giita phan tir A va B, 044 Va Ogg lan lugt 1a d6 ty chong
phu cua A va B.1?4

Mot truy van tuong ddng hinh dang 3 chiéu chay trén phan mém ROCS c6 thé 1
mat hozc nhiéu phan tir hoat tinh, mot tap hop cac manh cau tric hay tham chi 1a cac
nguyeén tir gia. Mo hinh ludi thu dugc tir mat do dién tir trong tinh thé hoc tia X cling
c6 thé dugc st dung 1am truy van cho ROCS. Déi tuong truy van da dang, toc do
sang loc nhanh va c6 chirc nang tinh diém Ia nhitng wu diém quan trong cua ROCS.
Trong mét nghién ciu so sanh, ngay ca khi khdng biét cau tric muc tiéu tac dong,
ROCS vin thé hién hiéu niang sang loc bang hoic vuot troi hon so voi cac chuong
trinh mé phong gan két phan tir.12° La mot md hinh sang loc 4o, truy van ROCS ciing
duoc danh gia qua duong cong ROC va hé sé lam giau.

T(A,B) =

1.2.3. M6 hinh méi lién quan dinh lwgng giira cau trdc — tac dong

M6 hinh méi lién quan dinh lugng giita cu tric — tic dong (QSAR) la mot
phuong phap hoa tin dya trén phdi tir va duoc sir dung rong rai dé xac dinh mdi quan
hé toan hoc giira hoat tinh sinh hoc ciia mot phan tir va cac dic tinh cau tric caa né
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(thé hién qua théng s6 md ta hozc dau van tay phan tir).228 Nhing thay d6i di nho
nhét trong cdu trac ciing c6 thé dan dén cac thay ddi 16n vé hoat tinh duoc luc hay
doc tinh caa mot phan te. Do 6, QSAR 1a mot md hinh ly thuyét hitu ich dé thiét ké
cac phan tir mai ¢ cac dic tinh mong mudn. Nho giam thoi gian va chi phi cho thuc
nghiém, QSAR c6 tng dung quan trong trong viéc xac dinh va tbi wu héa chat khai
ngudn.?” Mé hinh QSAR c6 thé duoc biéu dién dudi dang toan hoc nhu sau:

Hoat tinh = f(thudc tinh héa hoc) = f(thong tin dinh lwong ciu tric phan tk)

O day, hoat tinh 12 bién phu thudc va céc thudc tinh hoa hoc 1a bién doc lap. Céac
thugc tinh hda hoc duogc biéu dién thanh cac thong tin dinh lwrong dya trén cac phuong
phéap Iy thuyét hoac thyc nghiém. M6 hinh QSAR vai hoat tinh sinh hoc phu thugc
nhiéu bién thong sé mé ta cau tric héa hoc duoc biéu dién boi phuong trinh:

Y =ay +a;X; +a,X, +a3X; + - +a,X,

Theo hudng dan cua T6 chic Hop tac va Phat trién Kinh té (Organisation for
Economic Co-operation and Development — OECD), mé hinh QSAR can dugc xay
dung va tham dinh dé dat céc tiéu chi:

1. M@t diém cubi xac dinh (tic hoat tinh sinh hoc)

2. Mot thuat toan rd rang

3. Mot mién tng dung dugc xac dinh

4. Cac phuong phap danh gia thich hop ddi véi do khép, do tin cay va kha
nang du doan cua mo hinh

5. Mot sy dién giai mang tinh co hoc néu c6 thé.128

Hai huéng tiép can thuong gap trong thiét 1ap md hinh QSAR la xay dung mo
hinh hdi quy va md hinh phan loai. Cac phuong phap xay dung md hinh hdi quy
thuong duoc sir dung bao gom hoi quy da bién, binh phuong tdi thiéu tirng phan hay
phan tich hoi quy thanh phan chinh. Mé hinh phan loai cé thé duoc thiét lap bang cac
thuat toan phan tich phan biét tuyén tinh, hdi quy logistic hay thuat toan phan cum.
Hién nay, v&i su phat trién cua dit liéu 16n va tri tué nhan tao, cac mé hinh QSAR con
c6 thé duoc huan luyén vai cac thuat toan hoc may va hoc sau.1?’

Dé xac thuc mot md hinh QSAR hdi quy, cac chi sb thong ké can duoc tinh toan
dé danh gia do khop caa mé hinh qua cac gia tri R, R2hisu chinn; d0 On dinh cia mo
hinh théng qua danh gia chéo bd-ra-mét (leave-one-out — LOO) véi cac chi s6 Q% oo,
PmLoo) Va kha ning du doan ngoai ciia md hinh trén tap kiém tra qua chi s6 RZpreq,
rmctesy. C4c chi s6 nay duoc tinh todn theo céc cong thic & Bang 1.3.17
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Bang 1.3. C4c chi s6 dénh gid mo hinh QSAR hdi quy

Chi s6 danh gia mé hinh QSAR Cong thic tinh

Do khap caia mo hinh

Z(Yexp - Ycalc)2

Hé s6 xdc dinh RZ=1-— .
Z(Yexp - Ytram)
— 21 _
Hé s6 xdc dinh higu chinh g = DXRY-p
n—p-1
. .4 2
Can bac hai sai so binh phu'ong _ Z(Yexp(train) - Ycalc(train))
RMSEtrain -
Ntrain
SRy N 1

Sai s6 tuyér doi trung binh MAE rgin = - X ZlYexp ~ Yol
Dé on ,dinh _Cfla mo hinh qua danh , Z(Yexp(train) _ Ypred(train))z
gia chéo noi Qioo=1-— — >

Z(Yobs(train) - Ytrain)
Kha nang du doan ngoai trén tap (Y _y 2
kiém tra Q%1 —1— ( exp(test) pied(testg)
Z(Yexp(test) - Ytrain)
2
2 Z(Yexp(test) - pred(test))
Qr =1-

Z (Yexp(test) - Ytest)2

1
MAEese = H X ZlYexp - Ypredl

2L =@ —y)
im(x =2+ XL (i — )+ nx-Y)

Hé s twong quan phu hop CCC =

Panh gia dua trén chi s6 r’m — thATR L,
I'm = 2 »Arm—lrm_rm

VOIi:

“ Yexp: gid tri hogt tinh sinh hoc thuc nghiém, Ycac: gia tri hoat tinh diroc mé hinh duy dodn
trén tap hudn luyén (train), Ypred: gia tri hoat tinh dwoc dir dodn trén tap kiém tra (test), n:
s6 chdt dwoc sir dung dé xay ding md hinh, p: sé bién déc 1ap ciia md hinh, r2: binh phirong
hé s6 tuwong quan cua dwrong hoi quy giga gia tri hogt tinh thyc nghiém va duw dodn, ro?: binh
phirong hé 6 tuwong quan ciia dwong hoi quy Véi truc x 1a gia tri hogt tinh duw dodn, truc'y
la gia trj hogt tinh thyrc nghiém va c6 hé sé chan bang 0, ro 2 ¢6 cing cdch tinh nhw ro? nhung
hai truc x, y duoc dao nguoc.
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Str dung mé hinh QSAR dé du doan cho tat ca cac loai hop chat méi 1a khong
thuc té. Bé c6 nhitng du doan c6 ¥ nghia, md hinh QSAR phai duoc sir dung cho céc
hop chat nam trong mién ¢ng dung cua nd. Mién tng dung cua mo hinh QSAR duoc
xem 1a khdng gian hoa hoc cua tap xay dyng ma dia trén d6 mé hinh duoc phat trién,
c6 thé duoc xac dinh duwa trén pham vi gié tri cta thong sé md ta, cac phuong phap
dua trén hinh hoc, khoang cach hozc phan bd mat do xac suat.'?’

1.2.4. M6 phéng gan két phan tir
1.2.4.1. Cdc phwong thirc gin két phan ti

Gin két phan tir (molecular docking) 1a phuong phéap dd dwoc sir dung tir nhitng
nam 1980 va hién nay da tré thanh cong cu quan trong va phd bién nhat trong linh
vuc SBDD. Phuong phap ndy md phong su gan két caa méot phdi tir vao mé hinh vi
tri gan két cia mot dai phan tir sinh hoc khéc (protein, enzym hay acid nucleic) trong
khong gian ba chiéu (Hinh 1.8). Cac phan mém dua trén nhitng thuat toan khac nhau
dd duoc phat trién cho mé phong gan két phan ta. Hiéu biét chinh xéac vé vi tri gan
két trén dai phan ta sinh hoc 1a yéu tb gilp cho qué trinh gan két phan tir duoc thuc
hién hiéu qua va cho két qua dang tin cay.!?

M& hinh vi tri gén két Phirc hop protein-phdi t

>

§

) Mb phéng
gan két phan tor
- >

L&y méu clu dang

Hinh 1.8. Nguyén tic co ban ciia md phong gan két phan tu

Tir mo hinh “6 khoa va chia khoa” duoc dé xuat boi Fischer (1894)1% d¢é mo ta
co ché gan két gitra thu thé va phdi tir, cc chuong trinh gan két phan tir dau tién da
4p dung thuat todn md phong dua trén Iy thuyét nay. Cac phan mém quy dinh ca thu
thé va phdi tir déu 1a nhitng phan tir cing nhac. Sau do, voi su phat trién cia may
tinh, cac chuong trinh bat dau ap dung thuat todn md phong dua trén thuyét gan két
“pht hop cam tmg” duoc dé xuat bai Koshland (1958).130 Ly thuyét nay cho rang ca
thu thé va phdi tir thay doi cau dang lién tuc dé gan két véi nhau va goi ¥ rang thu thé
va phéi tir can dugc gitr linh dong trong quéa trinh md phong gan két. Tir d6, cac thuat
toan md phong gan két “ban linh dong” ra doi, trong d6 chuong trinh xem phdi ti 1a
nhitng phan tir linh dong, con protein muyc tiéu van 1a mot phan tir cang nhac. Mot
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cach chinh x4c hon nhung ciing tiéu ton tai nguyén may tinh hon, cic phuong phap
mé phong gan két “linh dong hoan toan” xem ca phdi tir va cau tric myc tiéu 1a phan
tir linh dong. Dé can ddi gitta do chinh xéac va thoi gian tinh toan, gin két ban linh
dong 1a phurong phap dugc ap dung phd bién nhit hién nay.

Muc tiéu cua gan két phan tir 13 du doan mot cau tric phtc hop gitra muc tiéu tac
dong va phdi tir. Qua trinh nay gdm hai budc lién quan dén nhau: (i) 1dy mau cac ciu
dang cua phdi tir trong vi tri hoat dong cua protein muc tiéu, (ii) xép hang céc cau
dang gan két nay thong qua mot ham tinh diém (Hinh 1.8). Cac phwong phap 1y mau
cau dang dién hinh gébm thuat toan so khap, tim kiém hé thdng va tim kiém ngau
nhién. Déi vai tac vu tinh diém, cac ham c6 thé dua trén truong luc, kinh nghiém,
kién thuc hodc md hinh hoc méy. Ly tudng nhat 1a cac thuat toan chon mau cau dang
c6 thé tai tao duoc cau dang gan két thuc nghiém cua phdi tir va ham tinh diém ciing
s& xép hang n6 cao nhat trong s tat ca cac cau dang md phong gan két cé thé tim
klém du00.129’13l'132

1.2.4.2. Pdnh gid quy trinh mé phéng gan két phan tie

Céc tiéu chi vé hiéu qua gin két va hiéu ning sang loc thudng duoc sir dung dé
danh gia mo6 hinh gin két phan tir. D4i voi hiéu qua gan két, cac phuong phap thuong
duoc sir dung 1a tai gin két va gan két chéo. Mot mo hinh c6 ning luc gan két tét khi
c6 thé tai tao cau dang gan két thuc nghiém cua phéi tir, phan anh qua gia tri RMSD
giira cau dang dugc moé phong gan két va thuc nghiém khdng qua 2 A. Bén canh do,
ham chdm diém cua phan mém ciing phai du doan duoc &i luc gan két twong quan
Vi dir liéu thuc nghiém.'3® B¢ danh gia hiéu ning sang loc cua md hinh, tap di lidu
chtra c4c phéi tir co hoat tinh va tap chat khéng c6 hoat tinh lan luot duoc sang loc
qua mé hinh gin két. Néu khdng c6 tap chat khdng hoat tinh thi tap “moi nhir” (decoy)
c6 thé dugc st dung. Dién hinh 1a cdng cu DUD (directory of useful decoys), duoc
gidi thiéu lan dau tién bai Huang va cong su (2006), nham tao ra cac hop chat moi
nhtr d@ sir dung cho muc dich danh gia cdac mé hinh gin két phan ter.13 Hién nay,
DUD c6 céc phién ban méi hon gdm DUD-E va DUDE-Z.135136 Say khi sang loc,
kha ning phan biét chat c6 va khong cé hoat tinh ciia mé hinh dugc danh gia qua
phan tich duong cong ROC, PC va hé s lam giau da duoc mo ta tai Muc 1.2.1.2.

1.2.5. M0 phéng dong luc hoc phan tir
1.2.5.1. M6 phéng dgng luc hoc phan ti trong kham phéa thuéc

Moi sinh vat séng déu duoc cau tao tir cAc nguyén tir, va ban chat cua su séng
chinh 1a sy chuyén dong “lic lu” cua cac nguyén tir d6. Cac dinh luat cua co hoc
lwong tir chi phéi nhirng chuyén dong caa thé gisi vi md mot cach sau sac. Tuy nhién,
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cac tinh toan can thiét ¢é mé ta cac chuyén dong co hoc luong tir va phan wng hoa
hoc cua cac hé phan tir I6n thudng rat phuc tap. Do d6, md phong dong luc hoc phan
tar (molecular dynamics — MD) dugc phét trién vao cudi nhimg nam 1970 dé khic
phuc han ché nay. Bing céch str dung cac phép tinh gan dang va don gian dua trén ly
thuyét cua vat Iy Newton, MD mé phong chuyén dong ctia cac nguy@n tir va 1am giam
d6 phtc tap trong tinh toan. Quy trinh chung cta phép tinh gan ding duoc st dung
trong mé phong MD dugc minh hoa & Hinh 1.9A.

A M6 hinh nguyén tir ban dau
—— Tinh toan luc phan tlr tdc ddng 1én mdi nguyén tlr
Lap lai cho ,,
dén khi hét ; P =, S =y
thoi gian Di chuyen moi nguygn tlr theo luc da tinh
cai dat
Duy tri mé phéng trongvong 1—21fs
B Lién két Khéng lién két
- { ? ¢ 2 Vo A By qig;
Eu’:ngcg.uzg = Z K, (r - rvq) + Z }\B(e - eoq) + Z 2 [1 + cos(nd —y)] + z W - ﬁ + R.
lién kat goc goc nhi dién ig LY i "
r
— 0 <+
00 oG° od,° P -
¢ R @

Hinh 1.9. Nguyeén tic co ban cua md phong dong luc hoc phan tu
(A) Cac qua trinh trong md phong dong luc hoc phan tir. (B) Mot vi du ve phuong trinh
dugc st dung dé xap xi cac luc chi phoi su chuyén dong cua phan tur.
Nguén: Durrant va cgng su (2011)1%7

Dau tién, mot mé hinh caa hé nguyén tir duoc st dung nhu diém bét dau cua qua
trinh md phong. Sau d6, cac luc phan tir chi phdi sy chuyén dong cua hé duoc wéc
tinh tir phuong trinh nhu vi du & Hinh 1.9B, gom cac luc phat sinh tir sy twrong tac
giira cac nguyén tir lién két va khong lién két. Cac lién két hoa hoc va goc nguyén ti
duoc md hinh héa nhu cac 10 xo don gian. Cac goc nhi dién duoc md hinh hda bang
cach sir dung mot ham hinh sin dé tinh toan xap xi sy khac biét nang luong giira cac
cau dang bi che khuat va nhiing cau dang so le. Cac luc khong lién két phat sinh do
cac tuong tac Van der Waals duoc mé hinh héa bang cach sir dung thé nang Lennard-
Jones va cac twong tac tinh dién dugc mé hinh héa bang dinh luat Coulomb.3
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Pé md phong giéng nhét voi “hanh vi” cua cac phan tir that trong chuyén dong,
cac dai luong nang luong néu trén can dugc tham sé hoa dé phii hop véi tinh toan co
hoc lwong tir va dit liéu thuc nghiém. Viéc tham sb hoé nay bao gém sy xac dinh do
ctng va do dai cua 10 xo md phong lién két hoa hoc va gdc lién két, xac dinh dién
tich nguyén tr duoc str dung dé tinh toan ning luong tuong tac tinh dién, xac dinh
dung ban kinh twong tac Van der Waals va nhiéu yéu té khac. Nhitng tham sé nay
duoc goi 1a “truong luc” (force field). Mot s6 truong luc thuong dugc st dung dé md
phong MD nhu AMBER, CHARMM, OPLS hay GROMOS. Khi luc tuong tac 1én
tirng nguy@n tir trong hé dugc xac dinh, vi tri ciia cac nguyén ti nay sé dugc di chuyén
dwa trén cac dinh luat cia Newton vé su chuyén dong. Tur d6, gia toc va van tdc duoc
tinh toan dé cap nhat vi tri mai caa cac nguyén tir. Mbi 1an md phong su chuyén dong
duoc thuc hién trong 1 hoic 2 femto gidy va qua trinh nay dwoc thuc hién tiép tuc
hang triéu dén hang ti 1an cho dén khi hét thoi gian md phong duoc cai dit trudc.

1.2.5.2. Cac phan tich trén quy dao mo6 phéng déng luc hec phén ti
Can bdc hai trung binh binh phwong dé léch

Can béc hai trung binh binh phuong d¢ léch (Root Mean Square Deviation —
RMSD) duoc sir dung dé theo ddi d6 dich chuyén cua phan tir (protein va phdi tir) &
mot thoi diém xac dinh trong qua trinh md phong so véi mét cau tric tham chiéu
(thuong 1 ciu tric tinh thé hodc ciu tric tai thoi diém bat dau cua qué trinh mo
phong). RMSD cua phan tir trong khung hinh x & thoi diém t caa quy dao mé phong
MD dugc tinh boi cong thac (7):

N
1
RMSD, = NZ(r; (t,) — ri(tee))? (7)

Véi N 1a tong sb6 nguy@n tir caa phan tir, r;(t..) 12 toa do cac nguyén tir cia phan
tir & thoi diém tham chiéu, r{(t,) 1a vi tri ciia cac nguyén tir twong (ng trong khung
hinh x & thoi diém t,. Gia tri RMSD duoc tinh toan cho moi khung hinh cua quy dao
mo phong va biéu dién thanh d thi theo thoi gian. Biéu ¢6 RMSD thudng dugc sir
dung dé danh gia sy 6n dinh cia phan tir protein va phdi tir trong qué trinh mo
phong. 138

Can bdc hai trung binh binh phwong do dao dong

Can bac hai trung binh binh phuong d6 dao dong (Root Mean Square Fluctuation
— RMSF) 1a thude do dong luc hoc cia mdi nguyén tir trong hé mo phong. RMSF
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duoc tinh todn tir sy dao dong cua cac vi tri nguyén tir doc theo quy dao MD theo
cong thtrc (8):

T
1
RMSF; = TZ((ri’ (1) — 1i(te))?) (8)

Trong d6, T 1a thoi gian caa quy dao md phong can tinh toan, r;(t..) 1a toa do
cta nguyén tir thir i tai thoi diém tham chiéu, r{(t) 1a toa do cua nguyén tir do tai thoi
diém t. Thong thuong, gia tri RMSF dugc tinh toan cho nguyén tir C, cua céc acid
amin trong cau tric protein va cho cac nguyén tir ning cua phdi tir.138

Béan kinh quay

Sy phan tan khéi lwong caa protein xung quanh mét truc quay co thé duge danh
gi& qua ban kinh quay (Radius of gyration — Rg). Pai lugng nay twong duong vai ban
kinh ciia mot qua cau c6 khdi lugng bang vai protein va duoc tinh bai cong thic (9):

R0 = jzimxrg_t)m = tan)? o)

Véi t 1a thoi gian, m; va ry lan luot 12 khdi lwgng va vi tri ciia nguyén ti thi i va

Ieam la toa dO cua tam protein. 138
Dién tich bé mat tiép can dung moi

Dién tich bé mat tiép can dung mdi (Solvent Accessible Surface Area — SASA)
la phan dién tich ma protein c6 thé tiép xtc vai phan tir dung mdi ciia méi trudng mo
phong. SASA 1a mot trong cac dai luong dé nghién ciru sy cudn gap va do on dinh
cua protein. SASA cd thé duoc sir dung trong tinh toan nang lugng tu do hoic khao
st cac tinh chat Iy sinh va nhiét dong cua protein. 3

1.2.6. Ning lwong tw do gin két

Sy mé ta dac diém cdu tric va niang luong cua phac hop phan tir 1a chia khoa
quan trong dé giai thich cho nhiéu qua trinh sinh hoc, trong d6 ¢ su gin két giira
thudc va protein muc tiéu. Su phét trién cia md phong MD di thuc day linh vuc tinh
toan nang luong tu do gan két (binding free energy — BFE) ciia phirc hop protein—phdi
ttr.1° Nhiéu loan ning luong tu do va tich phan nhiét dong luc hoc 1a cac phuong
phap tinh BFE nghiém ngat vé ly thuyét nhung lai tiéu ton tai nguyén tinh toan rat
I6n. Trong khi @6, tinh toan BFE ¢ trang thai cudi yéu cau nang luc tinh toan it hon
nho viéc sir dung mé hinh dung moi khong tuong minh va boé qua cdc moé phong trang
thai trung gian.
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Vi vay, cac phuong phap nay da dugc su dung rong rai trong cac nghién ctru sinh
hoc tinh toén. Trong d6, phuong phap Co hoc Phan tir — Dién tich bé mat Poisson-
Boltzmann (MM-PBSA) va Co hoc Phan tir — Dién tich bé mit Born Tong quat (MM-
GBSA) tinh toan BFE bang cach tinh chénh léch ning luong tu do giita trang théi gan
két va khong gan két ciia hai phan tir dugc solvat hoa (AGgsn ket, ds solvar) theo chu ky
nhiét dong & Hinh 1.10.14

AC':‘gém két, da solvat

+

H AGphéui tr, solvat hoa 1 AGthu thé, solvat hda lAGphl}c hop, solvat héa

B Phéi tor
AGgén két, khi B Thythé
+ M Hé duoc solvat hoéa

[] He trong pha khi

Hinh 1.10. Chu ky nhiét dong trong tinh ton ning luong tu do gan két cua phuc hop
protein—phoi tur

Tur d6, AGgsn ket, da solvat durocC tinh toan theo cong thic (10):
AGgsn két, dasolvat = AGphtchop, solv — (AGthuthe, solv + AGphsitw, solv) (10)

Su chénh léch nang lwong tu do lién quan dén mdi dai lwong & vé phai caa cong
thac (10) dugc uac tinh theo cong thuc (11):

AGgz solvat = Exni + AGsolvathsa — TSchit tan (11)

Trong d6, nang luong pha khi (Ey;,) dugc st dung la nang lwong co hoc phan tu
(Emm) tir truong luc va dong gop entropy (S) duge wdc tinh tir cac gia tri gan ding
da biét. Nang luong tu do solvat hda (AGgs so1vat) €O thé dugc xem 4 tong cua céc
dong gop tinh dién va khong phéan cuc, dugc tinh tir cdc mé hinh dung moi khong
tuong minh nhu Poisson-Boltzmann (PB) hoic Born Tong quat (GB). Bé so sanh
BFE cua cac phdi tir trong phirc hop vai cling mét protein, tic cac hé théng gan gidng
va c6 entropy gan bang nhau, thi gié tri entropy c6 thé dugc bo qua trong qué trinh
tinh toan.*! Véi mot md phong MD dat trang thai can bang, AGgsn kat, az soty duroC
tinh dya trén tap hop cac khung hinh cua quy dao moé phong.

1.2.7. Dw doan tinh chit dwoe ddng hoc va déc tinh

Nguyén nhan quan trong dan dén ti 1& that bai cao khi phat trién mot ang vién
thudc 1a doc tinh nghiém trong va cac tinh chat duoc dong hoc (ADMET) bét loi. Bé
tang ti 1¢ thanh cdng, viéc du doan sém tinh chat ADMET cua cac hop chat “hit” va
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chat khoi nguon 1a can thiét. Nham tiét kiém thoi gian va chi phi cho nghién cau thuc
nghiém, c&c cong cu du doan ADMET in silico da dugc ap dung rong réi. Tuy nhién
cac phan mém thwong mai chuyén dung thuong dat tién va ndm ngoai kha ning cua
cac du an hoc thuat. Nhimg nam gin dy, nhiéu cong cu truc tuyén mién phi da duoc
gi6i thiéu nhu pkCSM, SwissADME, ADMETIab, admetSAR hay VNN-ADMET .42
Nghién ctru ciia Dulsat va cong su (2023) da chi ra rang khéng c6 céng cu truc tuyén
nao cd thé cung cap toan bo cac thdng sé vé tinh chat 1y hoa va ADMET, nhung may
cha ADMETIab dugc xem 1a noi cung cap nhiéu nhat cac thong sé du doan véi do
chinh xéc tot nhat. 143

1.3.  Cac phwong phap in vitro danh gia tac déng vc ché hoat tinh cia IL-
33/ST2

1.3.1. Thir nghiém danh gia sw gian két cia khang thé hodc phéi tir phan tir nhé
véi IL-33 va ST2

Phé cong huong plasmon bé mit (SPR) di duoc st dung dé khao sat tac dong wc
ché cua cac dai phan tir sinh hoc (protein hoic khang thé don dong) dbi véi su tuong
tac cua IL-33/ST2. Vi dy, Osbourn va cong su (2017) da bao cao protein HpARI tiét
bai loai giun Heligmosomoides polygyrus & chuét co tac dong lam giam dap ung di
tng & md hinh chudt bi hen suyén. Phd SPR da dugc tng dung dé xac dinh kha nang
gan két caa HpARI véi IL-33 caa chudt (mIL-33) va cua ngudi (hIL-33), thu duoc
hang s6 phan ly (Kp) lan luot 1a 0,56 nM va 260 nM.'* Tuong ty, Murphy va cong
su (2014) da sir dung pho SPR dé kham pha mot sé protein d6i van gan két 1L-33 voi
Kp < 5 pM.1 Trong nghién ctu caa Okragly va cong su (2021), phd SPR duoc st
dung dé xac dinh ai luc gan két va do dic hiéu cia cac khang thé don dong véi IL-
33, din dén sy kham pha torudokimab.1®

Chuan d¢ nhiét lwong dang nhiét (ITC) 1a phuong phap dwoc si dung bai
Holgado dé xac dinh &i lyc cua protein by 1L-33. Pay 1a mét protein tai to hop duoc
thiét ké tir cau tric cua thu thé ST2 va dong thu thé IL-1RACP. Két qua cua thu
nghiém cho thay protein bay c6 &i luc cao gép 30 lan so voi ST2 (Kp = 0,125 nM).

Kim va cong su (2016) da ¢ng dung phéd NMR dé khao sat sy gin két cua cac
phdi tr phan tr nho véi 1L-33.2° Trong phuong phap nay, do bién doi dich chuyén
hoa hoc A8 (chemical shift perturbations — CSP) gay nén boi cac tuong tac khong
cong hoda tri gitra protein va phdi tir duoc dung dé wac tinh hing sé phan ly Kp. Ki
thuat nay yéu cau protein dugc danh dau N. Vi phé HSQC duoc do cho hdn hop
protein—phdi tir, néu co tuong tac xay ra, cac peak chéo 'H-5N trong pho NMR sé bi
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dich chuyén ra khi vi tri ban dau.!*® Bang phuong phap nay, phan tir nho BTB11086
dugc xac dinh 1a phan tir nho gén két dau tién trén 1L-33.2

Quang phé huynh quang, cu thé 1a phuwong phap dap tit huynh quang, ciing co
thé duoc ung dung dé khao sét su gan két caa phdi tir phan tir nho véi protein. Zazeri
va cong su (2020) di sir dung phurong phap nay dé xac dinh &i luc gan két cua piperin
véi IL-1p*7 — mot cytokin cing ho véi 1L-33. K¥ thuat nay c6 wu diém 14 st dung
thiét bi do quang pho huynh quang phd bién va nhd d6 c6 thé ap dung trong diéu kién
Viét Nam. Tuy nhién, dap tat huynh quang ciing cé nhiing nhuoc diém nhu khong
thé ap dung véi céc protein khdng phat huynh quanh manh (do khdng chua céc acid
amin phét huynh quang nhu Trp hodc Tyr), ¢6 thé bi anh huéng bai hiéu wng loc noi
tai hoic cac yéu té gay nhidu tir moi truong.148.149

1.3.2. Thir nghiém danh gia sw vrc ché canh tranh PPI cia IL-33 va ST2

AlphaLISA 1a mét phuong phap cai tién cua ELISA, c6 thé dugc tng dung dé do
ludng su twong tac ctia hau hét cac muc tiéu trong kham pha thuéc méi, trong d6 cd
nghién ctu chat &c ché tuong tac IL-33/ST2. Yang va cong su (2016) da st dung
AlphaLISA dé sang loc thong luong cao (High-Throughput Screening — HTS) chat
trc ché ST2.150151 Trong 6, cac protein IL-33 va ST2 can dugc thiét ké khi tai t6 hop
sao cho c6 thém cac thé tuong tng véi chat cho va nhan tin hiéu AlphaLISA. Khi c6
su gan két gitra 1L-33 va ST2, cac hat cho va nhan phat quang nay sé & mot khoang
cach du gan dé c6 thé phat xa tin hiéu thir cap & budc séng 615 nm, gidp phat hién sy
tuong tac gitra hai protein. Su gan két caia chat ic ché phan tir nho 1am cho ST2 khéng
thé gan két voi IL-33 va do d6 sé& lam giam cudng d6 phat quang tha cap nay.

Huynh quang phan giai thoi gian dong nhat (Homogeneous Time Resolved
Fluorescence — HTRF) la phuong phap danh gia i luc gin két twong tu AlphaLISA.
HTRF dya trén su truyén niang luong giira hai chat phat huynh quang, mot chat cho
va mot chat nhan khi ¢ gan nhau. Tuy nhién, HTRF sir dung cac chat cho huynh
quang dic biét chira kim loai dat hiém nhom lantan. Boi thoi gian phat xa dai hon,
cac chat nay tao ra hiéu ¢tng phan giai theo thai gian va cho phép loai bo cac tin hiéu
huynh quang nén ton tai trong thoi gian ngan. Phuong phap nay da duoc sir dung bai
Yuan va cong su (2022) dé khao sat tac dong tc ché tuong tac IL-33/ST2 cuia cac dan
chat acid salicylic.1%2

1.3.3. Thir nghiém wc ché tin hiéu 1L-33/ST2 dua trén té bao

Trong nghién ctru cia Ramadan va cong su (2018), sau khi sang loc thong lwong
cao bing phuong phap AlphaLISA, cac hop chat phan tir nhé c6 hoat tinh tc ché PPI
dugc xac nhan hiéu hyc bang thir nghiém duya trén dong té bao than phoi nguoi (HEK)-
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Blue 1L-33.2 Pay 1a té bao duoc bién doi dé phat hién hoat tinh sinh hoc cua 1L-33
théng qua viéc theo doi tac dong kich hoat con duong NF-xB va protein hoat héa 1
(AP-1). Dong té bao nay di duoc chuyén gen va biéu hién thu thé ST2 trén mang té
bao. V&i su hién dién trong méi trudong nudi cay, 1L-33 gan két véi thu thé ST2 va
kich hoat 16 trinh tin hiéu NF-xB va AP-1, cudi cung duoc dich ma tao thanh
phosphatase kiém tiét ra boi té bao phoi (SEAP). Tin hiéu SEAP duogc dinh luong
bang bo kit QUANTI-Blue & budc séng 620-655 nm.

La mot trong cac dich tac dong quan trong cua 1L-33, té bao mast co thé duoc sir
dung cho thir nghiém wc ché hiéu lyc cua cytokin ndy. Kim va cong su (2021) da
danh gia hoat tinh cua cac phan tir nho trén dong té bao mast cua nguoi (Human mast
cell-1 — HMC-1).2 HMC-1 duogc cam ung boi IL-33 va san xuit ra IL-6. Nguyén tic
cua thtr nghiém 1a néu chat G ché c6 tac dong e ché 1L-33 thi s& lam giam ndng do
IL-6 san xuat bai té bao mast. Nong d6 cua IL-6 duoc dinh lugng bang kit ELISA.
Tur d6, hop chat 7¢ duoc xac dinh 1a chat tc ché tét nhat hiéu luc cua 1L-33, véi kha
nang Gc ché 97,2% hoat tinh san xuét IL-6 caa HMC-1 ¢ nong d6 ~0,3 uM.?! Tuong
tu, Park va cong su (2020) ciing da sir dung dong té bao HMC-1 dé danh gia tac dong
e ché tin hiéu IL-33/ST2 cua mot sé khang thé. Nguyén tic caa thir nghiém 12 1L-
33 gan két trén thu thé ST2 1am kich hoat con duong tin hiéu MAPK va NF-kB. Néu
khang thé c6 tac dong tc ché su trong tac 1L-33/ST2 thi micc d6 MAPK va NF-kB
s& giam.1®® Ngoai té bao HMC-1, té bao mast c6 ngudn géc tir tay xwong (bone
marrow-derived mast cells— BMMC) hoac tir da caa thai nhi (fetal skin-derived mast
cells — FSMC) ciing 6 thé duoc st dung dé danh gia hiéu lec e ché 1L-33/ST2.154155
1.4. Tinh hinh nghién ciu chat &c ché 1L-33 va ST2
1.4.1. Céc nghién ctru trén thé giéi
1.4.1.1. Cé&c nghién ciru vé tac nhan sinh hec #c ché 1L-33/ST2

M6t sé tac nhan sinh hoc ¢ tc dung we ché hoat tinh IL-33/ST2 da duoc nghién
ctru va phat trién dén giai doan thir nghiém 1am sang. Céc tac nhan nay bao gdom 2
nhom chinh: khang thé don dong va céc protein uc ché.

Khang thé don dong trung hoa IL-33/ST2

Khéng thé khang 1L-33 ¢c6 tac dung trc ché viém duong ho hap trén mé hinh chuot
méc bénh hen suyén di tng duoc bao cao dau tién bai Liu va cong su (2009).156 Sau
d6, Kim va cong su (2012) bao cdo mot khang thé khang 1L-33 c6 tac dung giam
viém mili di ang trén mo hinh chuot.’” Gan day, Okragly va cong sy (2021) gidi
thiéu khang thé torudokimab c6 kha nang gan két dic hiéu véi 1L-33, ¢6 ai lyc manh
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hon so v&i ST2 va khong twong tac véi bat ky thanh vién nao khéac cua ho IL-1.15
Trong khi d6, khang thé itepekimab duoc phat trién boi Regeneron Pharmaceuticals
va Sanofi di dugc thir nghiém 1am sang pha I1a & bénh nhan COPD tir trung binh dén
nang. Két qua cho thay itepekimab 1am giam ti 16 bung phat dot cAp va cai thién chirc
nang phoi & bénh nhan ting hat thudc mac COPD.1® Mot khang thé don dong khéc
|la tozorakimab dugc phat trién boi AstraZeneca va dang & giai doan thir nghiém 1am
sang pha 111 cho COPD. Tozorakimab gin két véi 1L-33 manh hon so vai thy thé ST2
va ¢ kha niang ¢rc ché manh cac phan ¢ng viém phu thuoc ST2 do 1L-33 cam @ng
trong cac té bao ciia nguoi va trén mo hinh ton thwong biéu mé phoi & chugt.” Mot
khang thé don dong khang IL-33 khéc c6 tén etokimab ciing dang duoc phat trién bai
hang AnaptysBio va thir nghiém lam sang pha Ila ¢ bénh nhan viém da co dia.*®
Déi voi ST2, Nnane va cong su (2019) di bao cao dau tién khang thé CNTO7160
c6 tac dung trung hoa thu thé nay va ing dung trong diéu tri hen suyén ciing nhu viém
da co dja.’® CNTO7160 tiép tuc dugc phét trién boi GlaxoSmithKline véi tén goi
melrilimab. Két qua thir nghiém 1am sang pha | cho thdy khang thé dung nap tt va
tac dung phu & mirc @6 nhe.* O pha I, melrilimab thé hién tac dong giam nong do
sST2 ty do ¢ nhdm bénh nhan thir nghiém.1® Bén canh d6, khang thé don dong
astegolimab khang ST2 duoc nghién ctiu va phat trién boi Genetech ciing da duoc
thir nghiém 1am sang pha IIb. Astegolimab da thé hién tinh an toan va dung nap tét,
gilip 1am giam ti 1& tram trong cua bénh hen suyén & nhiéu bénh nhan, bao gém ca
nhém cd bach cau wa acid thap, bi hen nang va khong duoc kiém soat day du. 6!

Protein zzc ché 1L-33/ST2

Murphy va cong su (2014) dang ky bang sang ché W02014/152195Al dé bao ho
cho mét loat cac hdn hop protein ¢ tac dung ddi van IL-33. Day 1a hdn hop cua cac
protein tai to hop nhu thu thé sST2 va dong thu thé IL1-RACP. Bang phuong phap
khao sét &i luc gan két duwa trén phd SPR, hing sé gin két caa hdn hop protein doi
van nay véi IL-33 duogc xac dinh & khoang picomol. Ché pham dbi van tot nhat sau
d6 duogc xac dinh bang phuong phap ELISA va thir nghiém dua trén dong té bao biéu
hién thy thé ST2, cho ndng do tc ché 50% (ICso) lan luot 1a 7,0 va 1,5 pM.1*® Nam
2017, mot loai protein c6 tén HpARI tiét ra boi loai giun Heligmosomoides polygyrus
& chudt c6 kha ning e ché hoat tinh IL-33 dugc phét hién boi Osbourn va cong su.
Protein nay uc ché tac dong cua IL-33 trén té bao ILC2 bang hai cach: gin két truc
tiép vai IL-33 dé ngin can twong tac IL-33/ST2 va uc ché su hoat hda cua 1L-33. Két
qua phan tich SPR cho thdy HpARI gén két véi 1L-33 caa ngudi voi Kp = 260 nM.144
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1.4.1.2. Céc nghién ciru vé phan ti nhé sc ché 1L-33/ST2
Phan ti nhé ¢ ché I1L-33

Hién nay, cac nghién ctu vé phan tir nho tc ché IL-33/ST2 con han ché.
Funakoshi-Tago va cong su (2015) dd bao cao dau tién vé cac phan tir nhé tc ché con
duong tin hiéu cua IL-33. D6 1a cac hop chét tu nhién cé cau trdc lién quan flavonoid
trong keo ong Nepal, bao gém 3’4’-dihydroxy-4-methoxydalbergion, 4-
methoxydalbergion, cearoin va chrysin co tac dong tc ché su cam ung cua I1L-33 ddi
Vi su biéu hién cua IL-6, TNF-o va IL-13 & té bao BMMC. Cac hop chat nay ciing
tic ché sy kich hoat NF-xB gay ra bai 1L-33, tir d6 gép phan giai thich cho tac dung
khang viém cua keo ong.*>

Kim va cong su (2016) da sang loc phén tir nhé BTB11086 tur thu vién hoa hoc
Maybridge c6 kha nang gan két voi IL-33. Bang phuong phap pho NMR, BTB11086
(Hinh 1.11A) dugc chirng minh la gan két véi cac acid amin tai vi tri tuong tac tha
hai cua 1L-33 voi thu thé ST2.2° Trong mét nghién ctu ndi tiép, Kim va cong su
(2021) d3a t6i uu hoa cau trdc cia BTB11086 bing cach thay ddi trén khung
oxazolo[4,5-c]quinolinon. Trong cac din chat duoc tong hop, hop chét 7c cho tac
dong tot nhat thé hién qua thir nghiém gan két xac dinh bang phuong phap phé NMR
va thir nghiém in vitro trén dong té bao mast san xuat IL-6. Hop chit nay c6 thé tc
ché 97,2% hoat tinh san xuat IL-6 cua té bao ¢ nong do6 ~0,3 uM.2! Le va cong su
(2023) béo cao mot sb saponin triterpenoid tir ré cay Astragalus membranaceus cd
tac dong wc ché tin hiéu IL-33. Trong s6 8 hop chat duoc phan lap, 1, 5 va 6 tc ché
lan luot 37, 68 va 54% hoat tinh 1L-33 trong thir nghiém ELISA & nong d6 100 pM.2

Phan tiz nhé ¢ ché ST2

Yang va Paczesny (2016) da dang ky bang sang ché W02017/083242Al, liét ké
hon 60 hop chat phan tir nho co tac dong wc ché sy gan két cua IL-33 va ST2 xéac
dinh bang phuong phap AlphaLISA va thir nghiém dua trén dong té bao HEK-Blue
IL-33.150 C4c chat nay duoc chia thanh 3 nhdm céu triic chinh nhu Hinh 1.11B. Sau
d6, nhom nghién ctru ctia Yang tap trung phat trién cac dan chat thuoc nhém ciu tric
1. Hop chét dai dién 12 iST2-1 (Hinh 1.11C), c6 tac dong uc ché su gan két gita 1L-
33 va ST2 qua thir nghiém AlphaLISA vai ICso = 47,7 uM va tac dong uc ché 1L-33
trén dong té bao HEK-Blue 1L-33 véi I1Cso = 56,24 pM. Ddng thoi, iST2-1 ciing thé
hién hiéu qua trén md hinh chudt dugc gay bénh GVHD.?? Dya trén phan tich SAR,
Yuan va cong su (2023) tiép tuc t6i wu hoa cau trac va thu duoc cac dan chat tc ché
ST2 manh hon, dan dau 1a hop chat 32 ¢ Hinh 1.11C 23162
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Hinh 1.11. M6t sb phan tir nho ¢6 kha ning gin két va tc ché 1L-33/ST2
(A) BTB11086 la chat gan két vai IL-33 duoc phat hién boi su thay doi do dich chuyén
héa hoc trén phd NMR va duoc phat trién thanh hop chat 7c¢ ¢6 tac dung tc ché tac dung
IL-33 trén té bao mast tiét IL-6. (B) Mot s6 hop chat tc ché ST2, véi 3 khung ciu tric
chinh. (C) Hop chét iST2-1 thudc nhém IT dugc phat trién lan luot thanh hop chat 32 ¢6 tac
d6ng manh hon trong thtr nghiém AlphaLISA va trén dong té bao HEK-Blue 1L-33.

1.4.1.3. Céc nghién cizu in silico sang lgc chat sic ché 1L-33/ST2

Trén 1L-33, Kim va cong su (2016) di str dung md phong gan két phan ter dé sang
loc qua thur vién manh ciu tric Maybridge. M6 hinh gin két duoc xay dung dua trén
vi tri 2 ctia bé mit tuwong tac gitra 1L-33 va ST2. Qua trinh sang loc dugc thuc hién
véi phan mém AutoDock Vina va 30 hop chat tét nhat dugc thuc hién thar nghiém
gan két bang pho NMR. Tir d6, BTB11086 duoc xac dinh la hop chat ¢ kha ning
gan két véi 1L-33 thé hién qua su thay d6i do dich chuyén hda hoc trén phd HSQC.
Sau d6, phan mém Surflex-Dock da dugc sir dung d¢é md phong gén két linh dong
nham giai thich co ché gan két cia BTB11086.2° Tir hop chét nay, Kim va cong su
(2021) da téng hop cac din chat va xac dinh kha ning gan két véi IL-33 bang pho
NMR. Gia tri CSP cua Glu121 trén IL-33 di duoc st dung nhu diém cubi dé xay
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dung md hinh 3D-QSAR. Ciing tai vi tri gan két ké trén cua 1L-33, Adamu va cong
su (2021) da sir dung md phong gan két va dong luc hoc phan tir dé sang loc cac hop
chat di vong tir Universal Natural Product Database. Qua d6, UNPD36 duoc dé xuét
la hop chat gin két tiém ning trén I1L-33.2° Tuong tu, Le va cong su (2023) di sir
dung mé phong gan két va dong lec hoc phan tir dé giai thich tac dong ac ché 1L-33
cuia cac saponin triterpenoid tir ré ciia Astragalus membranaceus.?

Trén ST2, Yang va cong su (2016) di sir dung md phong MD dé ldy mau ciu
dang cua protein va tir d6 xac dinh cac vi tri gan két tiém nang trén thu thé nay.163
Trong mot nghién ciru khac, Yang (2020) da sir dung két hop md phong MD thdng
thudng va MD duoc ting téc dé so sanh ciu dang giita sST2 va ST2L, 1am nén tang
cho cac thiét ké chat tc ché chon loc trén mdi ddng dang cua thu thé.1%* Ramadan va
cong su (2018) di str dung 4 hop chit cé hoat tinh thu dwoc tir qué trinh sang loc
thong lugng cao dé xay dung mo hinh pharmacophore chira 4 diém dic tinh. Md hinh
da duoc sir dung dé sang loc qua thu vién héa hoc thuong mai. Cac hop chat thoa
man mo hinh pharmacophore duoc md phong gan két vao vi tri 1 cia ST2. Sau do,
c4c hop chit tiém niang duoc lua chon dé thir nghiém in vitro va mot sé chat c¢6 hoat
tinh d duoc bao c40.22 Qua thir nghiém HTRF, Yuan va cong su (2022) quan sét thay
acid salicylic, benzamidin va niacin thé hién hoat tinh tc ché PPI 1L-33/ST2 vdi ICso
lan lwot 12 1,77; 8 va 11 mM. M6t sé dan chat acid salicylic tiép tuc duoc danh gia
va cho hoat tinh tuong tu. Tir do, cac tac gia da ng dung phuong phap anh xa dua
trén md phong MD ddng dung mai va phat hién cac manh cau triic nho nay c6 tiém
nang gan két voi ST2 tai vi tri 1 trong PPI vai 1L-33.1%2

1.4.2. Cac nghién ciru trong nwéc

Tai Viét Nam, cac nghién ctu vé chat wc ché IL-33/ST2 van con khiém tén.
Nguyén Thi Thanh Thao va cong su (2015) d tai to hop thanh cong thu thé sST2 cua
chudt dung hop véi mién hang dinh cua globulin mién dich gamma-1 (mIL33R-Fc)
bang cé4ch biéu hién trén chung nAm men Pichia pastoris. Két qua thir nghiém trén té
bao HEK-293 cho thdy mIL33R-Fc tc ché canh tranh sy tuong tac cia mIL-33 véi
thu thé ST2. Pong thoi, protein nay con &c ché su san xuat 1L-2 ¢ dong té bao u
lympho trén chudt.1®°

Trong linh vuc CADD, nhém cta chiing tdi (2016) da c6 nghién ctru ban dau trén
IL-33 va ST2. Tuy nhién, cac nghién ctu chi dung lai ¢ sang loc in silico mot cach
gidi han trén nhitng co s& dit liéu nhé nhu Ngan hang thudc hay Co sé dir lidu cac
hop chét tir bai thudc ¢b truyén Trung Hoa. Mé phong MD duoc thuc hién dé danh
gia d6 6n dinh cua protein vai phdi tir con rat ngan (1,2 ns) va chua c6 thir nghiém in
Vitro nao duoc thyuc hién dé xac nhan hoat tinh cua cac chat duoc sang loc.
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1.4.3. Khoang tréng trong nghién ciru thudc phan tir nhé chat c ché 1L-33/ST2

Céc thir nghiém trén md hinh chudt loai bo gen va thir nghiém lam sang vé vai
tro cua 1L-33 va ST2 trong cac bénh viém va ty mién da gdp phan xac thuc 1L-33 va
ST2 14 nhitng muc tiéu phd hop cho phat trién thubc méi. Cac dy 4n kham phé thude
méi cia cac cong ty dugc pham theo co ché e ché 1L-33/ST2 cang khang dinh tiém
nang lam thudc caa cap protein nay.

Tong quan tai liéu vé chat &c ché IL-33 va ST2 cho thay mot sé khoang tréng
nghién ctru. Trudc hét, huéng nghién cieu sir dung cac cong cu CADD trén IL-33/ST2
du da duoc &p dung nhung van con han ché. Cac acid amin diém néng duge xac dinh
bang thuc nghiém trén bé mit PPI caa hai protein van chua duoc ang dung trong bat
ky nghién ciru mé hinh héa in silico nao. Bi voi hudng thiét ké thude dua trén cau
trdc muc tiéu (structure-based drug design — SBDD), xac thuc vi tri gan két cho phdi
tir phan tir nho trén bé mat protein 1a mot bude c6 ¥ nghia quan trong. Trén 1L-33 va
ST2, chua c6 nghién ctru ndo khao sat mot cach ¢ hé thdng nhitng vi tri gan két nhu
vay. Bén canh d6, cac nghién ciru in silico gan dy van chua giai quyét duoc tinh linh
dong cua céc protein.

Déi véi nghién ctu thuc nghiém, sé lugng chat e ché 1L-33 van con han ché.
Tac dong cua cac chat tc ché da biét trén 1L-33 nhu hop chit 7¢ van con & mic trung
binh. V&i diém bat dau 1a 7c, cac nghién ciru dya trén phéi tir c6 thé duoc thuc hién
dé tim kiém céc hop chat trong dong va gia ting co hoi tim kiém nhiing chat Gc ché
manh hon trén IL-33. Trén thu thé ST2, mot sé chat ¢ ché tiém nang da duoc cong
bd nhung chua c6 nghién ciru ndo thiét 1ap méi lién quan dinh luong gitra cau tric va
tac dong cua ching. Mic du con khiém tén, dit liéu hién tai vé chat tc ché ST2 van
cd thé 1a chat liéu quan trong cho céac nghién ctu thiét ké thudc dua trén phéi tir. Cac
md hinh may tinh c6 thé gop phan l1am giau hozc téi wu hoa cac chat tc ché hién tai
dé tao ra céac chat khoi ngudn mai cho 1L-33/ST2.

1.4.4. Nhirng thuan lgi va thach thirc trong nghién ciu chat ic ché 1L-33/ST2

Viéc tim kiém chat tc ché 1L-33/ST2 ¢d mot sd tién dé thuan lgi. Trude hét, ciu
trdc khdng gian ba chiéu cua 1L-33 va ST2 ¢ ngudi da dugc xac dinh bang phuong
phap nhidu xa tinh thé tia X (PDB: 4KC3, d6 phan giai 3,27 A) va pho NMR (PDB:
2KLL).%847 Trong cau trc thuc nghiém cua phtc hop IL-33/ST2, su tuong tac giira
hai protein da dugc 1am sang to va mot s6 acid amin dong vai trd quan trong cho PPI
cling dugc xac dinh bang phuong phéap giy dot bién.4” Bén canh d6, mot sé hop chat
cau tric phan tar nho ¢ kha ning gan két hoac e ché 1L-33 va ST2 di duogc béo
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C40.20:22:24.26,154.166 B3y 13 nhitng dir liéu co thé duoc sir dung dé thyc hién cac nghién
ctru tim kiém chét &c ché 1L-33/ST2 dua trén ca cau tric muc tiéu va phdi ti.

Tuy nhién, thiét ké phan tir nho tc ché 1L-33/ST2 ciing gap phai nhirng thach
thire tuong ty nhu cac truong hop PPI khac. Ca hai déu 1a cac protein c6 tinh linh
dong cao, trong tac v4i nhau trén nhitng bé mat ndng, rong va tich dién.*” Nhing dic
diém nay dat ra céac thir thach 16n cho kha ning tim ra chét ac ché phan tir nho sao
cho vira c6 tinh chat phu hop dé 1am thube hoa duoc lai vira c6 &i luc cao vai protein.
Bén canh d6, phan tir nho e ché IL-33 va ST2 con han ché vé s6 luong, su da dang
cau tric va su phan hoa gia tri hoat tinh wc ché. Quan trong hon ca, chua o vi tri gan
két nao cua phdi tir phan tr nho xac dinh bang phuwong phap tinh thé hoc tia X duoc
bao céo trén 1L-33 va ST2 (theo tra ctu tai co so di liéu PDBe-KB, 7 tinh dén ngay
01/06/2024). Viéc khong cé sin nhitng tdi gan két nhu vay dan dén khé khan trong
viéc xay dung cac md hinh sang loc in silico dua trén cau trdc muc tiéu.

V& vai trd sinh hoc, van dé can luu y 1a truc 1L-33/ST2 thé hién tac dong da hudng
trén cac co quan khac nhau, tham chinh ddi 1ap nhau trén cing mot hé co quan.1%’
Céc nghién ciu cho thay viéc e ché tin hiéu xudi dong cua con dudng nay 1a myc
tiéu phu hop cho cac bénh viém, di @ng va ty mién theo co ché gan két véi IL-33
hodc ST2L dé bat hoat PPI 1L-33/ST2L. Theo hudng nay, cac cong ty duoc pham da
phat trién cac khang thé don dong dén giai doan thir nghiém 1am sang pha 11-111. Véi
bénh ly tim mach, céc thir nghiém in vivo ung hd huéng tc ché sST2 dé ngin can
dang thy thé hoa tan nay gan két va lam mét tac dung bao vé cua IL-33 khi tuong tac
v6i ST2L. Tuy nhién, cac nghién ctru trén ngudi can dugc thuc hién dé danh gia tac
dong toan dién cua IL-33 va sST2 nham xéc dinh thoi diém can thiép phd hop. Ngoai
hé tim mach, IL-33 con tham gia diéu hoa cé4c chic ning bao vé md trong pha phuc
hoi sau cac tén thuong cua hé than kinh trung wong va tiéu hoa. Vi vdy, tinh dic hiéu
can duoc chu y dé tranh cac tac dung khéng mong muén cua viéc wc ché 1L.-33.168

V& thuc nghiém, cac bo kit thir nghiém hoat tinh @c ché PPI cua IL-33/ST2 van
chua dugc thuong mai hoa. Do d96, viéc thuc hién quy trinh thir nghiém danh gia tac
dong e ché con duong tin hiéu caa cytokin nay 1a mot thach thac 16n trong diéu kién
tai Viét Nam.

Mic du khong ¢ nhiéu thuan loi khi tiép can mot muc tiéu méi nhu 1L-33/ST2,
nhitng tré ngai néu trén dong thoi cling 13 co hoi cho dé tai giai quyét. V&i su phat
trién cua cac phuong phép in silico, dic biét 1a cac ki thuat md phong hé thong sinh
hoc, qué trinh tim kiém chat &c ché 1L-33/ST2 c6 thé duoc thuc hién mot cach hiéu
qua va tiét kiém hon.
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1.  Thiét ké nghién ciu

Hién nay, cAu trdc caa muc tiéu tac dong IL-33/ST2 da duoc cdng bd va mot sb
hop chit phan tir nho c6 tac dong e ché tuong tac giira hai protein nay ciing da duoc
bao cdo. Dya trén céc dir liéu hién co, dé tai tiép can phuong phéap sang loc in silico
chat ¢ ché IL-33/ST2 nhu minh hoa ¢ Hinh 2.1. Cu thé, hai hudng thiét ké thubc
chinh duoc st dung:

i. Thiét ké dua vao cau tric muc tiéu, trude hét bang viéc nhan dién muc tiéu
(96m khao sat twong tac protein-protein va xac dinh vi tri gian két cho phdi
tir phan tir nho), sau d6 1a xay dung cac md hinh pharmacophore, thiét lap
quy trinh md phong gan két va dong lec hoc phan tir.

ii. Thiét ké thudc dua trén phdi ti, bang cach xay dung truy van tuong dong
hinh dang phan tir 3 chiéu, mé hinh pharmacophore va mé hinh méi lién quan
dinh luong gitra cau trdc — tic dong (QSAR).

Di ligu vé
phéi tir

v Thiét ké thudc dua

) =T MRS el trén cau tric phirc hop

D3 biét

phéi tor ARSI Phan tich twong tac phéi ter
QSAR A , A > < A
Toi wu hoa phdi tir gan két
. Lz Nhén dién muc tiéu ./
Chwa co Sang | Hof} Ato h?p Pharmacophore
héi tir ang loc thong Iuong cao Gén két phante
’ Sang loc muyc tiéu o M6 phéng dong lwec hoc
P Clr I D@ lidu vé
muc tiéu
) Chua cé ) Paco )
cau truc muc tiéu cau truc muc tiéu

Hinh 2.1. Hudng tiép can sang loc in silico chat e ché twong tac 1L-33/ST2

Cac md hinh in silico sau d6 duoc tng dung dé sang loc ao qua cac co sé dit lidu
hoa hoc va cac hop chat tiém ning s& dugc lya chon dé danh gia hoat tinh Gc ché IL-
33/ST2 in vitro.
2.2.  Pbéi twong nghién cieu
2.2.1. Cau trac khong gian 3 chiéu cia IL-33 va thu thé ST2

Hién nay, c¢6 3 ciu trac protein lién quan dén 1L-33 va thu thé ST2 duoc luu trix
tai Ngan hang D liéu Protein RCSB, ! bao gom: (i) cau tric cua IL-33 & ngudi trong
dung dich duogc xac dinh bang phuong phap phé NMR (PDB: 2KLL), (ii) ciu trdc
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cta phtc hop 1L-33/ST2 & ngudi dugc xac dinh bang phuong phap nhiéu xa tinh thé
tia X (PDB: 4KC3), va (iii) cau tric cia phuc hop IL-33/ST2/IL-1RACP & chudt duoc
xéac dinh bing phwong phap nhidu xa tinh thé tia X (PDB: 5V14).4647170 B xay dung
cac md hinh sang loc in silico dwa trén cau tric muc tiéu, nghién ciru ndy st dung cu
trdc tinh thé caa 1L-33 va ST2 trong phitc hop PDB 4KC3. Phirc hop nay c6 do phan
giai 3,27 A, chtra ciu tric cua hai protein c6 ngudn gbc tir ngudi (véi ma dinh danh
UniProt lan luot 12 095760 va Q01638) va khong cd dot bién. Bong thoi, cau tric
PDB 2KLL cua IL-33 trong dung dich cling duoc st dung cho muc dich so sanh.
Théng tin chi tiét vé cac cau trac nay duoc bd sung & PHU LUC 1. Bén canh d6, cdu
trdc tinh thé cua céc thanh vién khac thudc ho IL-1 & ngudi cling duoc st dung cho
cac nghién ctu so sanh, bao gém IL-1p (PDB: 11TB, 3040, 4DEP, 5R8A, 5R8B,
5R8C, 5R8D, 5R8E, 5R8F, 5R8G, 5R8H, 5R8I, 5R8J, 5R8K, 5R8L, 5R8M, 5R80,
5R8P, 5R8Q, 5R85, 5R86, 6Y8I, 6Y8M, 8C3U) va IL-36y (PDB: 41ZE, 6PIE).

2.2.2. Céc phdi tir phan tir nhé da dwoc bao c4o kha niing gian két va co tac dong
trc ché 1L-33/ST2

Dé xay dung cac md hinh in silico dua trén phéi tir va xac dinh céc vi tri gan két
trén 1L-33 va ST2, dé tai sir dung:
i. Céac chat gan két trén 1L-33 vé&i khung cau tric oxazolo[4,5-c]quinolinon
(Hinh 2.2) dugc bao céo bai Kim va cong su (2016, 2021).20%
ii. Cac chat tc ché thy thé ST2 véi ba khung cu tric chinh I1a 2-phenylfuran,
((1S,2R,4S)-quinuclidin-2-yl)methanamin va 1-(1H-indol-1-yl)propan-2-ol
(Hinh 2.2) duogc bao cao baoi Ramadan va cong su (2018), Yuan va cong su
(2022, 2023).22°%

eas
>_R1 Ry | OH
\ Ro ,Rs

oxazolo[4 5-c] 2-phenylfuran ((1S,2R,4S)-quinuclidin-2-yl)  1-(1H-indol-1-yl)
quinolinon methanamin propan-2-ol

Hinh 2.2. Khung cAu triic cua cac hop chét da dugce béo céo co tac dong irc ché 1L-33/ST2
dugc st dung cho xay dung mo hinh in silico dua trén phoi tu
Théng tin chi tiét vé cau trdc hoa hoc, tén goi va gia tri hoat tinh thé hién kha
nang gan két hoac tac dong uc ché IL-33/ST2 ciia cac hop chat ké trén dugc trinh bay
lan luot tai Bang PL2.1 va Bang PL2.2 cia PHU LUC 2.
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2.2.3. Co so dir ligu hoa hoc cho sang loc ao
2.2.3.1. Co sé dir liéu hoa hec tich hep trong cac cong cu sang loc truc tuyén

Dé sang loc 40, cac thu vién hoa hoc chira cac hop chit duoc thwong mai hoa
duoc sir dung, bao gdm ZINC, ChemDiv, Enamine, Thu vién hop chit Mé cua Vién
Ung thu Quéc gia Hoa Ky (NCI). Nhimg co sé dit liéu ndy cd thé duoc sang loc
nhanh chéng nhd duoc tich hop sin trong céc cong cu truc tuyén nhu ZINCPharmer
va PharmIT.171172 Cy thé, co sé dit liéu ZINC Purchasable tai may cha ZINCPharmer
chtra hon 20 triéu hop chat voi hon 200 triéu cau dang. Pbi véi may cha PharmiT,
cac thu vién duoc st dung gom ZINC (13.127.550 hop chét), ChemDiv (1.456.120
hop chat), Enamine (4.117.328 hop chat) va NCI Open Chemical Repository (52.237
hop chat).

2.2.3.2. Co sé di# ligu hda hoc tw xay dwng nham dinh hwéng cho nghién ciru
chat sic ché PPI

Cac cdng cu truc tuyén ZINCPharmer va PharmIT chira cac thu vién hoa hoc cho
muc dich sang loc tong quét, thiéu tinh cap nhat va khéng chap nhan cac mé hinh
pharmacophore cé cac quy tic rang budc duoc xay dung boi cac phan mém thiét ké
thudc théng dung. Dé khic phuc nhiing ton tai do, dé tai tu xay dung mot bd co sé
dir liéu chira cac thu vién dugc chon loc cho dinh huéng nghién ctiu chat e ché PPI.
Co s¢ dit liéu nay co thé dugc van hanh trén may tinh cuc b, c6 thé cap nhat dé dang
va tuong thich vai cac phan mém thiét ké thudc théng dung. Cac thu vién hoa hoc
duoc sir dung dé xay dung co so dir liéu nay duoc liét ké tai Bang 2.1.

Bang 2.1. Cac co so dir liéu hoa hocldinh huéng PPI dugc su dung cho qua trinh sang loc
ao tim kiém chat urc che I1L-33/ST2

Thuw vién Thu vién con S6 lwgng (chat)
Enamine Enamine Advanced Collection 751.195
Enamine Hit Locator Library 460.160

Enamine Discovery Diversity Set 50.240

Enamine PPI Library 40.640

Enamine Protein Mimetics Library 8.960

Enamine PPI Fragment Library 8.374

Enamine PPI PDZ Library 1.920

ChemDiv PPI 2.0 Library 211.413
PPI Helix Turn 3D Mimetics Library 68.388

3D-Pharmacophore Diversity Library 47.490

Peptidomimetics Library 36.711

PPI Inhibitors Tripeptide Mimetics Library 23.722

PPI Recognition Elements Library 23.943




43

Thw vién Thw vién con S6 lwong (chat)
Nonpeptide Peptidomimetics PPI Library 18.417

PDZ PPI Library 3.055

Peptidomimetic B-turn Motif Library 1.810

3D Mimetics PPI Library 1.503

Analogues of Approved Drugs Library 1.403

Asinex All Screening compounds 575.302
PPI Library 14.557

National Cancer Institute (NCI) Open Database Compounds 265.242

2.2.3.3. Ngan hang thudc va thu vién hep chdt ngi bé

Co so dit lieu Ngan hang thudc (DrugBank Database)!”® duoc st dung véi muc
tiéu tim kiém co hoi tai dinh vi tc dung diéu tri cua cac thude da duoc chap thuan
theo co ché trc ché IL-33/ST2. Bén canh d6, mot thu vién hop chat noi bo dugc thu
thap tai B6 mén Hoéa Dugc, Khoa Duge, Pai hoc Y Duoc Thanh phd H6 Chi Minh
chira 825 hop chit ciing duoc dua vao qua trinh sang loc 0.

2.2.4. Phan mém va may tinh sir dung cho nghién ciru in silico

Cac phan mém thiét ké thuc dugc sir dung trong nghién ctu ciing thdng tin vé
nha phét trién, tinh trang ban quyén va muc dich st dung duoc trinh bay tai Bang
PL3.1, PHU LUC 3. Céc phan mém dugc chay trén cac may tinh cuc bo nén tang
Linux va Windows hoic cac may ao trén nén tang Google Colab véi ciu hinh dugc
trinh bay tai Bang PL3.2, PHU LUC 3.

2.2.5. Hoa chat va thiét bi sir dung cho nghién ciru in vitro

Protein IL-33 duogc tong hop bang phuong phéap tai to hop. Dong té bao HEK-
Blue 1L-33 biéu hién thu thé ST2 xuy&n mang dwoc cung cap bai cong ty InvivoGen
(San Diego, Hoa Ky). Céc hoa chat va thiét bi lién quan dén thir nghiém danh gié tac
dong wc ché tin hiéu IL-33/ST2 trén dong té bao HEK-Blue 1L-33 va thtr nghiém
danh gan két sir dung quang phé huynh quang duoc liét ké chi tiét tai Bang PL4.1 va
Bang PL4.2 tai PHU LUC 4.

2.3.  Théi gian va dia diém nghién ciru

Pé tai dugc thuc hién tir thang 2 ndm 2020 dén thang 2 nam 2024. Cac nghién
cau in silico dugc thuc hién tai Phong thi nghiém Duoc Tin hoc, B6 mon Hoa Duoc,
Khoa Duoc, Pai hoc Y Duoc Thanh phé H5 Chi Minh. IL-33 duogc tong hop tai Bo
mén Hoa Sinh, Khoa Dugc va Phong thi nghiém Céng nghé sinh hoc, Trung tam
Khoa hoc — Céng nghé Duoc Sai Gon, Pai hoc Y Dugc Thanh phé H6 Chi Minh.
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Tha nghiém hoat tinh wc ché tin hiéu IL-33/ST2 trén dong té bao HEK-Blue 1L-33
duoc thuc hién tai Phong Céng nghé sinh hoc Y Duoc, Trung tdm Cong nghé Sinh
hoc Thanh phé H6 Chi Minh. Thir nghiém danh gia sy gan két cua hop chat phan tir
nhé véi IL-33 bang quang phd huynh quang duoc thyc hién tai Bo mon Hoa phan
tich — Kiém nghiém, Khoa Duoc, Pai hoc Y Duoc Thanh phé H6 Chi Minh.

2.4.  Phwong phap va cong cu do lwang, thu thap sé liéu
2.4.1. Phwong phap xiy dung co sé dir liéu cho sang loc 40 chat ic ché PPI

CAc co s¢ dit liéu hoa hoc tai Bang 2.1 duoc tai vé tir trang chu ciia mdi thu vién
dudi dinh dang tép SDF. Phan mém MOE 2022.02 duoc st dung dé xir Iy cac tép co
s& dir liéu, bao gom viéc 1am sach cu trac, thém hydro va proton héa & pH sinh Iy
véi cong cu Wash.2* Céc hop chét trong thu vién dugc gan dién tich tirng phan véi
chirc nang Partial Charges va ti thiéu hoa ning lwong bang céng cu Energy Minimize
véi RMS Gradient 0,0001 kcal/mol/A2. Tat ca cac qué trinh nay duoc thyuc hién dudi
truong luec Amber10:EHT danh cho phan tir nho, véi dién tich ting phan duoc tinh
toan theo mé hinh AM1-BCC.1"5 Sau d6, tap hop cau dang 3D cua cé4c chat duoc tim
kiém bang cong cu Conformation Import, véi cac théng sb duoc cai dat gom tdi da
10.000 c4u dang duoc tim kiém, 1000 budc tim kiém ngau nhién va 1000 budc tdi
thiéu hoa nang lwong véi mac Gradient kiém tra 1a 0,0001 kcal/mol/A2.

Déi voi cac md hinh st dung bo tng dung OpenEye, thu vién sang loc ciing duoc
chuan bi theo cting nguyén tic noi trén. Cu thé, cac hop chat duoc proton héa & pH
7,4 v6i md-dun FixpKa va gan dién tich tirng phan theo mé hinh AM1-BCC vai mé-
dun MolCharge trong chuong trinh QUACPAC 2.2.2.0.17® Sau d6, cong cu OMEGA
4.2.2.0 dugc st dung dé tao tap hop cau dang 3D ning luong thap.t’”

2.4.2. Phwong phap khao sat PPI cia IL-33/ST2 va xac dinh cac vi tri gan két
cho phéi tir phan tir nhé

2.4.2.1. Tinh chinh va ddnh gid chét Iwong cdu tric tinh thé cia 1L-33 va ST2

Cau tric tinh thé cua phic hop 1L-33/ST2 sau khi tai vé Ngan hang Dit liu
Protein (PDB: 4KC3)*" dugc chuan bi bang céng cu QuickPrep caa phan mém MOE.
Qua trinh nay bao gom cac giai doan chuan hoéa céc acid amin cua protein, loai bo
cac phan tir N-acetyl-D-glucosamin (xuat hién do qué trinh hau dich ma), b6 sung cac
acid amin con thiéu, thém céc nguyén tir hydro, gan dién tich tirng phan, proton hoa
& pH sinh ly va tbi thiéu hoa nang lugng. CAu trlic cia protein trudc va sau Xt 1y duoc
danh gid bang cac diém sb chit luong md hinh tong thé véi cong cu ModFOLD.178



45

Sau d6, cau tric toan nguyén tir ciia protein duoc danh gia chi tiét bang cong cu
MolProbity, phan anh béi cac diém sb xung dot va biéu d6 Ramachandran, 179162

2.4.2.2. Xdc dinh cac acid amin diém nong trong PPI cia 1L-33/ST2

IL-33 va ST2 gin két véi nhau tai hai vi tri riéng biét, voi bé mit turong tac trén
mdi protein rong gan 1800 A2, Liu va cong su di xac dinh 13 acid amin cua 1L-33
tuong tac voi mién D1D2 caa ST2 tai vi tri 1 va 8 acid amin cua IL-33 tuong tac voi
mién D3 cua thu thé tai vi tri 2 (Bang PL5.1, PHU LUC 5). Bang phuong phap gay
dot bién diém céc acid amin tai bé mat twong tac va xac dinh do giam i lyc gan két
Vv6i ST2, Liu va cong su da xac dinh cac acid amin “diém néng” cua 1L-33 tai mdi vi
trf (gdm Glu144, Glul48, Asp149 va Asp244 tai vi tri 1; Tyr163, Glu165 va Leul82
tai vi tri 2).47 Hai vi tri gin két cung céc acid amin diém nong duoc kham phé 1a
nhitng co s ban dau cua chién luoc thiét ké thudc dua trén cau triic muc tiéu, cu thé
la dua trén PPI. Tuy nhién, cac acid amin diém nong trén ST2 van chua dugc khao
sét, trong khi chi mot s6 luong han ché diém néng trén 1L-33 dugc xac dinh. Do hiéu
biét vé cac acid amin diém noéng 1a co sé quan trong d6i voi thiét ké thudc theo
phuong phap “bit chudc PPI”, cac phuong phéap tinh toan dudi diy dwoc sir dung
trong nghién ctru ndy dé khao sat mot cach toan dién vai tro cua cac acid amin tai cac
bé mit twong tac nhiam 1am co s¢ cho qua trinh thiét ké chat Gc ché 1L-33/ST2.

Phwong phdp dwa trén Cdu triic “tinh” tir phirc hop tinh thé

Cau trdc tinh thé caa phirc hop PPI IL-33/ST2 dugc khao sat bang cong cu MOE
Protein Contacts. C4c phirc hop 1L-33/ST2 trong ciu trdc tinh thé nguyén ban (PDB:
4KC3) va ciu trac di xtr Iy bang phan mém MOE dugc sir dung dé phan tich twong
tac nham muc dich so sanh. C4c loai twong tac duoc khao sat bao gém lién két hydro,
lien két ion, twong tac ki nuéc véi ngudng niang luong cho cac loai tuong tac < 0,5
kcal/mol va d6 dai lién két < 5,0 A. Cong cu PDBsum®® ciing duoc sir dung song
song dé khao sat PPI cua phtc hop PDB 4KC3.

Phuwong phdp dira trén md phéng MD va phan tich ddu vdn tay tiong tic

Cau trdc tinh thé PDB 4KC3 a mot mé hinh “tinh” chtra cdu dang cua 1L-33 va
ST2 o trang thai gan két véi nhau. Nham khao sat tinh linh dong cua PPI giira hai
protein va xac dinh cac acid amin diém néng, phic hop IL-33/ST2 dugc md phong
MD 500 ns, gom 5 quy dao doc 1ap 100 ns. Qua trinh md phong MD duoc thyc hién
bang phan mém Amber228* véi truong luc Amber ff14SB.185 Sir dung md-dun
tLEaP, protein dugc solvat héa trong mot hop nude TIP3P bat dién sao cho khoang
cach tir bién cua protein dén canh caa hop 1a 10 A. lon Na* hoic CI- dwgc st dung dé
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trung hoa hé va gitr nong do mudi dat 0,15 M. Céc qué trinh toi thiéu hoa nang luong,
can bang va mod phong dugc thuc hién theo quy trinh tai Bang PL6.2, PHU LUC 6.
Quy dao md phong MD dugc phan tich bing chuong trinh cpptraj trong goi cong
cu AmberTools23. Tan suat hinh thanh cac loai twong tac giita cac acid amin tai bé
mit PPI duoc thong ké bang churong trinh MDAnNalysis va ProLIF.186-18 Phyrong phap
phéan ra nang lugng tu do vaéi cong cu MMGBSA.py duoc ap dung cho quy dao mo
phong MD dé xac dinh mtc d6 déng gop cua cac acid amin. Cac acid amin diém
néng trong PPI IL-33/ST2 duoc xac dinh dya trén tan suit twong tac va dong gop
nang luong tu do cua chung.

Phwong phdp dira trén ki thudt quét dgt bién alanin

Quét dot bién alanin (con duoc goi 1a “quét alanin”) 1a phuong phap tinh toan
thuong duoc sir dung dé xac dinh cac diém nong chiu trach nhiém quan trong cho
hoat tinh cta cac dai phéan tir sinh hoc. Phuong phap nay dac biét hitu ich trong viéc
khao sat cac diém nong cua PPL. Cac chuong trinh s& giy dot bién diém tai céc acid
amin trén bé mat PPI thanh alanin va tinh toan do chénh léch nang luong gan két giia
hai protein ¢ dang ty nhién va dang dot bién (AAG) theo cong thuc (12):

AAG = AGgang dst bign — AGdang ty nhien (12)

Cac dot bién cho gia tri AAG > 0 goi y cac acid amin c6 vai trd quan trong trong
PPI giira hai protein. Tuy nhién, mdi chuong trinh s& c6 mot phuong phap tinh toan
AG (con goi la chirc ning tinh diém) khac nhau. Nham dat dwoc két qua ddng thuan
va hitu ich cho viéc thiét ké chit e ché PPL 4 chuong trinh quét d6t bién alanin khéc
nhau duoc sir dung trong nghién ciru nay, bao gdom DrugScore® (tinh diém dua trén
kién thic), BUDE Alanine Scan (dua trén thuc nghiém), MutaBind2 (dua trén mo
hinh hoc may) va PIIMS (phuong phap MM-PBSA).”"189-192 pg khao sat sau hon, sau
khi quét dot bién diém alanin, giao dién PPI cta IL-33/ST2 duoc quét cum bang may
cha BUDE Alanine Scan ddi vai cac diém nong c6 ngudng AAG > 1,2 kcal/mol va
khoang cach Co—Co trong pham vi 13 A1

2.4.2.3. D dodn vi tri gin két ciia phéi tie phan tie nhé trén 1L-33 va thu thé ST2

Mic du céc acid amin diém néng trén giao dién PPI c6 thé duoc xac dinh bang
cac phuong phap tinh toan hay thuc nghiém, nhung sy pht hop dé thiét ké va phat
trién cac chat e ché phan tir nho dua trén cac bé mat nay (tuc vi tri orthosteric cua
PPI) van gap nhiéu thach thirc. Nhiing tré ngai chinh bao gém céac yéu té vé khong
gian va dién tir gay nén boi chinh cac diém néng. Vi vay, “kha ning 1am muc tiéu
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cho thudc” (druggability) d6i voi cac vi tri tai bé mat PPI gitra 1L-33/ST2 can dugc
danh gia can than,

Khi xem xét cac thanh vién khéc trong ho IL-1, mot s6 cytokin c6 phdi tir phan
tr nho gan két ¢ cac vi tri khac (allosteric) so véi vi tri twong tac véi thu thé twong
tng (orthosteric). Bac biét hon, mot s chat ac ché manh lai gin két ¢ cac vi tri von
khong c6 san trong cau triic protein & dang khong lién két phéi tir (apoprotein). Nhitng
khoang nay duoc goi 1a cac “tai an” (cryptic pocket).!® Trong céc cytokin ho 1L-1,
IL-1p va IL-36y la hai protein c6 cau tric tinh thé & dang apoprotein va holoprotein
vé6i phdi tir gan két tai tdi an. La mot thanh vién thudc ho 1L-1, véi su trong dong vé
c4u tric va tac dong sinh Iy, nhitng ti gan két allosteric hoic céc tdi an c6 kha ning
ton tai trén IL-33. Bé phat hién hiéu qua céc vi tri gan két tiém niang cho phdi tir phan
tir nho trén I1L-33 va ST2, cac phuong phap sau day da duoc sur dung.

Phwong phdp dir dodn vi tri gan két duwa trén cdu trac tinh thé cia IL-33/ST2

Dua trén cau trdc tinh thé ¢ trang thai “tinh” caa protein, cac cong cu tinh toan
duoc sur dung bao gém cac nhém cong cu dua trén hinh hoc (MOE Site Finder'®,
Fpocket!®1% DoGSite!®1% va SiteMap!®®), dua trén niang luong (AutoSite?® va
FTSite?®), dya trén pharmacophore (VolSite?®?) va dya trén md hinh hoc may
(P2Rank?32%%  DeepSite?® va PocketMiner?0). Nhu mot nghién ciu hdi ctu, cac
cdng cu tinh toan nay duoc thuc hién trude tién trén cau trdc apo va holo cua IL-1p
va IL-36y. Kha ning phat hién vi tri gan két cua cac phuong phap dugc danh gia qua
su ddi chiéu véi vi tri thuc nghiém cuaa phdi tir trong cau trdc holo. Sau d6, cac cong
cu nay tiép tuc duoc ap dung trén cau trdc cua IL-33 va ST2 dé dy doan nhirng vi tri
gan két tiém niang cho phdi tir phan nho. Cach thuc hién cac phuong phap ké trén
duoc md ta chi tiét tai PHU LUC 6.

Phuong phap dy dodn vi tri gan két dua trén mé phoéng MD dong dung moi

Cac phuong phap “dong” dya trén mé phong MD duoc st dung nhim muc dich
cai thién kha nang phat hién céc vi tri allosteric va tdi an. Dac biét, dbi vai cac protein
chua c6 phdi tar dong két tinh nhu IL-33 va ST2, md phong MD dong dung moi
(cosolvent molecular dynamics — CMD) ciia nudc va cac dau do hitu co 13 cach tiép
can phd hop. Céc phan tr dung méi nay cé thé 1a benzen (BNZ), pyrimidin (1P3),
isopropanol (IPA), acetonitril (ACN), hay N-methylacetamid (NMA) dé dai dién cho
kha ning thim do nhitng bé mit c6 twong tac vong thom, ki nuéc hay lién két hydro.
Céc ki thuat dwoc sir dung trong nghién ctu nay bao gdm MixMD?7 va
CrypticScout?8, vgi quy trinh thyuc hién dugc md ta chi tiét tai PHU LUC 6. Thé tich
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va cac dac tinh caa thi gan két dugc trong qué trinh md phong MD duoc khao sat
bang céng cu MDpocket. 2

Du doan vi tri allosteric

Sau khi xac dinh mot cach dong thuan céc vi tri gan két trén protein bang cac
cdng cu tinh toan, nhitng vi tri nam bén ngoai bé mat PPI cd thé dugc xem 14 vj tri
allosteric. Nham muc dich khang dinh, cic khoang nay dwoc khao sat thém bang
phuong phap Phan tich Ché d¢ Binh thuong (Normal Mode Analysis — NOMA) Vi
su ¢ mit cua cac phdi tir gia (pseudoligand). Céach tiép can nay duoc dé xuat boi
Panjkovich va cong su, trong d6 mot phdi tir gia bat dién tai vi tri allosteric 6 thé
gay ra sy thay dbi hinh dang c6 y nghia d6i véi ciu trdc cua apoprotein trong
NoMA.21° Trong nghién ctru nay, cac phdi tir gia bat dién chira 6 nguyén tir carbon
(d6 dai cua cac lién két 12 1,5 A)2! duge dat vao cac khoang can khao sat bang phan
mém PyMOL dua trén vi tri anh xa cua cac phan tir thim do trong md phong MD
ddng dung méi. NoMA sir dung md hinh mang dan hoi (elastic network model —
ENM) toan nguyén tir vai truong luc aaenm2 duoc thuc hién véi mé-dun aanma cua
thu vién Bio3D trong mdi truong phan mém R dé danh gia do linh hoat cua protein
trong 10, 20 va 30 ché d¢ khong du thira dau tién. Binh phwong trung binh (u?) d6
dich chuyén cua cac nguyén tir ning cua protein duoc chuyén do6i thanh hé sé nhiét
d6 B ly thuyét (B-factor) theo cong thuc (13):

8n®

Sau d6, kiém dinh dau—hang Wilcoxon hai duéi khong ghép cip duoc thuc hién
dé so sanh sy dao dong gitra cu trdc apo va holo cua protein trén tirng cap nguyén
tir. Gid tri p < 0,05 duoc xem 1a c6 ¥ nghia théng ké va vi tri khao sét c6 tiém nang 1a
mot vi tri allosteric.

2.4.3. Phwong phap xay dwng md hinh in silico dwa trén cau trdc muc tiéu
2.4.3.1. Xay deng md hinh pharmacophore dea trén cdu tric muc tiéu
Phwong phdp “bat chude” cdc acid amin diém ndng cia PPI

Voet va cong sy da thuc hién mot danh gia vé sy kha thi cuia phuong phéap “bit
chudc” PPI dé xay dung md hinh pharmacophore nham sang loc cac chat phan tir nho
trc ché PP (SMPPII).212213 C4c md hinh pharmacophore dua trén cau trdc muc tiéu
trong dé tai duoc xay dung dya trén ¥ tuong ndy. M6 hinh pharmacophore cho chat
trc ché IL-33 duoc tao ra bang cach “bat chude” cac dic tinh va sy twong tac ciia cac
acid amin diém nong tai giao dién PP1 da dugc xéac dinh trén ST2 va nguoc lai (Hinh
2.3A). Cong cu MOE Pharmacophore Editor dugc st dung dé tao céc truy van
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pharmacophore. Dé tang tinh chon loc cho mé hinh khi sang loc a0, cac qua cau loai
trir thé tich duoc tao ra dua trén bé mit cua khoang gén két caa protein.

A

Pharmacophore

“bat chuéc”

“bd sung”

Hinh 2.3. Hai phuong phap xay dung mo hinh pharmacophore dya trén PPI
(A) Phuong phap “bat chudc” PPL Dé wc ché protein chira Arg tao cau mudi véi Glu, diém
pharmacophore dugc tao ra can bat chuéc tinh chat anion cua Glu (Ani). (B) Phuong phap
dya trén tinh chat cua acid amin diém néng. Arg c6 thé cho nhiu tuong tc khac nhau,
nhung chi ¢6 mot kha nang cho lién két hydro (Don) Xuat hién trén bé mat protein. Dé tic
ché protein chtra Arg nay, can tao mot diém pharmacophore c6 tinh chat twong tng, tic
kha nang nhan lién két hydro (Acc)

Phwong phdp dira trén hinh dgng va tinh chat ly héa cia khoang gan két

IL-33 va ST2 tuwong tac trén cac bé mit tich dién co thé dan dén cac mé hinh
pharmacophore kiéu “bat chudc” chira nhiéu diém cation hay anion. Nhitng mé hinh
nhu vay c6 thé han ché kha ning tim kiém hop chat “hit” trén cac co sé dit liéu phd
bién. Do d6, cach tiép can thtr hai dugc 4p dung trong nghién ctu nay 1a xay dung
cac md hinh duya trén khoang gan két cua céc protein. Tir mot khoang gan két da xac
dinh, mdt md hinh pharmacophore c6 thé duoc tao ra bang cach phan lap céc acid
amin diém nong va cac acid amin khac trong khoang gin két. Tir d6, cong cu MOE
Pharmacophore Editor cd thé goi ¥ cac diém pharmacophore thé hién dic tinh caa
protein. M6 hinh pharmacophore dugc tao ra theo nguyén tac “bo sung” dé tim kiém
cac chat c6 kha nang “khoa” cac diém nong caa PP1 (Hinh 2.3B).

M® hinh pharmacophore dua trén phitc hop protein—phoi ti

Tt mot phicc hop protein—phdi tir, cong cu AutoPH42 dugc st dung dé tao ra
mét truy van pharmacophore theo ché d6 Holo. Vi céc vi tri gan két da biét cac hop
chét gan két thuc nghiém, mé hinh dugc danh gia qua cac chi s6 do ding, do dic
hiéu, diém s6 GH, phan tich dudng cong ROC va hé s6 l1am giau.
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2.4.3.2. M0 phéng gdn két phan ti

Cau truc 3D cua IL-33 va ST2 sau khi tinh chinh bang phan mém MOE duoc dua
vao phan mém AutoDockTools 1.5.7 dé gan dién tich Kollman va luu & dinh dang
PDBQT. Chuc ning hop ludi (Grid box) duoc sir dung dé chi dinh vi tri gin két. Toa
d6 tam cua hop mo phong gan két duoc dat tai trung tdm cua vi tri gan két trén protein.
Khoang cach gitta cac diém ludi cua hop duoc dat ¢ 1 A va kich thude thudc cua hop
duoc mo rong dé bao phu céc acid amin quan trong. Qua trinh sang loc 40 bang md
phong gan két phan tir duoc thuc hién vai phan mém AutoDock Vina 1.1.2,215 véi do
gang sirc cua chuong trinh (exhaustiveness) 1a 16, s6 cau dang gan két giir lai 1a 10
va khoang cach nang luong la 6 kcal/mol.

Véi nghién cau st dung md phong gan két bang phan mém LeadIT 2.1.8,26 quy
trinh ciing duoc thyuc hién vai cling nguyén tic & trén. Khoang gan két duoc xac dinh
bang cach ma rong ban kinh tir vi tri caa céac acid amin quan trong. Trong do, thuat
toan két hop Enthalpy va Entropy dugc sit dung, vai sé 1an phan manh cau trdc phoi
tir toi da 14 200, s6 1an 13p lai toi da 12 1000 va s tu thé gan két tét nhat duoc luu lai
la 10.

Trén nhitng vi tri d c6 thong tin vé phéi tir gan két thuc nghiém, quy trinh gin
két phan tr duoc tham dinh trudc khi Gtng dung trong sang loc a0. Tap dir liéu dé
danh gia md hinh chtra céc chat c6 va khong cd hoat tinh. Néu khdng c6 san cac chat
khong hoat tinh tir thuc nghiém, mot tap hop cac hop chat méi nhir duoc tao ra tir cac
chét c6 hoat tinh bang céc cong cu DUD-E, '3 DUDE-Z%36 va DeepCoy?!” dé dai dién
cho cac chat khéng hoat tinh. Mot mé hinh gén két phan tir ¢ hiéu ning sang loc tét
khi c6 thé phan biét dugc chat ¢ va khdng hoat tinh bai &i luc gan két dy doan, duoc
phan anh céc gia tri ROC-AUC, TG va EFis.

Sau qué trinh sang loc bang mé phong gan két phan tir, cac hop chat tiém ning
dugc lya chon trén diém s6 &i luc gan két (AGuock) VA Cach thiic tuong tac véi cac
acid amin quan trong cua protein muc tiéu. Bén canh do, tir phirc hop gin két phan
ttr, chuong trinh HYDE duoc sir dung dé tinh diém lai va lya chon cac hop chat tiém
nang 218219 Niang luong tu do gan két AGgsn kit Hype gom hai nang lwong thanh phan
chinh 12 AGiien két hydro VA AGdenydrat hea. T AGgin két HyDe, churong trinh c6 thé uéc tinh
gia tri & luc Kinvoe Voi don vi ndong o6 mol.

2.4.3.3. M0 phéng déng luc hoc phan ti va tinh todn néing lweng tw do gan két
cho phiic hgp protein—phdi tie

Phirc hop gan két giita cac phéi tir tiém ning va protein duoc md phong MD véi

phan mém Amber22.184 Protein dwgc chuan bi bang Iénh pdb4amber va phdi tir
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duoc chuan bi va tham sb hda bang cc 1énh antechamber va parmchk2. M6-dun
tLEaP dugc sir dung dé xay dung hé md phong, véi truong luc Amber ff14SB185
duoc &p dung cho protein va GAFF2220 danh cho phéi tir. Phirc hop duoc solvat hoa
trong mét hop nuéc TIP3P bét dién sao cho bién cua protein dén canh hop ¢ khoang
cach 8 A. Hé duoc trung hoa bang ion Na* hoic CI- (ndng ¢6 muédi duoc gitr ¢ 0,15
M) va sau d6 duoc giam thiéu nang lugng, gia nhiét va can bang theo ciing quy trinh
cua c&c mo phong trén apoprotein (Bang PL6.2, PHU LUC 6). Cac md phong dugc
thuc hién cho mdi phtc hop protein—phdi tir vai thoi gian can thiét dé dat trang thai
can bang. Khi hoan tat, quy dao md phong duogc xir Iy bing mo-dun cpptraj®® dé
tinh cac gia tri RMSD, RMSF, Rg va SASA nham danh gia 6 on dinh cua phirc hop.
Dit liéu cua giai doan can bang duoc trich xuat dé phan tich twong tac protein—phdi
tr bang chuong trinh MDAnalysis va ProLIF.185188 Hjng thoi, cac khung hinh cua
dir liéu da trich xuat ciing duoc st dung dé tinh toan niang luong tu do gan két bang
phuong phap MM-GBSA véi céng cu MMPBSA.py tich hop trong phan mém
AmberTools23.141184 \/4i nghién ciru st dung phan mém GROMACS va Desmond,
quy trinh md phong MD c6 nguyén tic turong tu va ning luong tu do gan két ciing
duoc tinh toan theo phuong phap MM-GBSA . 221.222

2.4.4. Phwong phap xay dung md hinh in silico dwa trén phdi tir
2.4.4.1. Phwong phdp xdy dung truy vin twong dong hinh dgng ba chiéu

Phuong phap chong pha nhanh cac cau tric hda hoc (ROCS)?2 dugc ung dung
nhu mot céch tiép can dya trén phdi tir nham gop phan lam giau luong chét tc ché
IL-33/ST2, véi quy trinh thuc hién dugc minh hoa ¢ Hinh 2.4.

Diz liéu huan luyén va danh gia mé hinh

Déi voi 1L-33, hién c6 18 hop chit duoc xac dinh kha nang gin két tai bé mat
tuong tac véi ST2 bang phuong phap do d6 nhiéu loan dich chuyén hoéa hoc trén pho
NMR. Hop chit 7c c6 hoat tinh tét nhat duoc str dung dé tao truy van ROCS. Céc
hop chét con lai duoc st dung 1am tap Kiém tra, dai dién cho cac chat c6 kha ning
gan két voi IL-33. Do chua c6 dir liéu dugc cong bd vé chat khong cd hoat tinh nén
mot tap khong hoat tinh gia dinh chira cac hop chat decoy tao bang cong cu DUD-
E,135 DUDE-Z!% v DeepCoy?’ dugc sir dung dé danh gia cac truy van ROCS.

Tim kiém truy van ROCS

Dé tim kiém cac truy van ROCS, hop chat 7¢ duoc dua vao phan mém vROCS
3.6.0.0 du6i dang SMILES hoic ciu dang OMEGA duoc tao véi cac ngudng RMS
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khac nhau.'2522 Truong luc dé tham sé hoa cac tinh chat héa hoc (Color Force Field)
duoc str dung la Implicit Mills-Dean.??*

gan két va (rc ché IL-33

J

[ Tap di¥ liéu chét

Tao decoys
(DUD-E, DUDEZ, DeepCoy)

l l

Hop chéat7c Tap kiém tra

l l Tao cau dang véi
OMEGA 4.2.2.0 \

Tim kiém truy van Tap Tap
(VROCS 3.6.0.0) hoat tinh moi nhiy

Panh gia truy vén

N

[ Truy van ROCS

J

‘L Tao céu dang
©) 900 o v6i OMEGA 4.2.2.0  Thyvién
®\Y® Sang loc in silico hoa hoc

Hinh 2.4. Quy trinh xay dung truy van ROCS va ung dung trong sang loc 40
Pdnh gid cdc truy van ROCS

Cac hop chat trong tap kiém tra dugc tim kiém tap hop cau dang bang phan mém
OMEGA. Mdi hop chat trong tap kiém tra sau khi dugc chay qua truy van ROCS s&
duoc cham cac diém sé tuong dong Tanimoto vé hinh dang (ShapeTanimoto), tinh
chat hoa hoc (ColorTanimoto), diém sé tuwong dong tong thé (TanimotoCombo), do
chdng phu (Overlap) va cac hé sé twong dong khéc so véi truy van. Kha ning phan
biét chat ¢ va khdng c6 hoat tinh cua truy van ROCS duge danh gia dua trén phan
tich dudng cong ROC va hé sé 1am giau (tai 0,5; 1 va 2%) duogc tinh toan theo ting
loai diém sb cuia c4c chat trong tap danh gia. Cac chi s6 danh gia duoc tinh toan bang
phan mém VROCS va cong cu Screening Explorer.12122 Ngoai ra, phuong phap tim
kiém tuong dong dua trén dau van tay 2 chiéu Lingos (Lingos similarity) duoc ap
dung song song nham so sanh véi hiéu ning sang loc cua cac truy van ROCS.? Gia
tri Phicu chinh dugc tinh toan boi phan mém vROCS gilip so sanh thong ké hiéu ning
gitta cac mo6 hinh. Gia tri prisu chinn < 0,5 cho biét truy van c6 hiéu ning sang loc tot
hon cé y nghia thong ké so véi phuong phap tham chiéu va nguoc lai. Bén canh do,
kiém dinh didu—hang Wilcoxon dugc thyc hién dé so sanh théng ké giira cac mé hinh
va chon ra truy van ROCS tét nhat duoc tim kiém tir ciing mot tap huan luyén.228
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sang loc do cdc thi vién hda hoc qua truy van ROCS

Truy van ROCS c6 két qua danh gia t6t nhat duoc str dung dé sang loc qua céac
thu vién héa hoc nham tim kiém céc hop chit méi c6 tiém ning tc ché IL-33. Truéc
khi sang loc, cac hop chét trong cac thu vién ciing duoc tao cdu dang baing OMEGA
Vvéi cling quy trinh dd mo ta & trén. Tép cau dang duoc cho chay qua truy van va céc
chét duoc xép hang dua trén hé sb twong ddng Tanimoto téng thé.
2.4.4.2. Phwong phdp xdy dung md hinh pharmacophore dua trén phéi ti
Tap di lieu xay dung va danh gia mé hinh pharmacophore

Tap hop 82 hop chit c6 tac dong &c ché twong tac IL-33/ST2 vai hoat tinh dugc
xé&c nhan qua hai thir nghiém doc 1ap (AlphaLISA va trén dong té bao HEK-Blue IL-
33) dugc sur dung dé xay dung va danh gia mé hinh pharmacophore dua trén phdi
tir, 2224150151227 Quy trinh x&y dung mé hinh pharmacophore dwa trén phéi tir dé sang
loc in silico chat uc ché 1L-33/ST2 duoc minh hoa & Hinh 2.5.

Tap di liéu chét Tao decoys

trc ché IL-33/ST2 (DUD-E, DUDE-Z, DeepCoy)

Phén chia theo khung
céu tric va hoat tinh

17 chétl l65 chét 2
i i i o Tap chét khong Tap
Tap huan luyén Tap kiem tra hoat tinh that mdi nhip

Tim kiém céu dang
y

l Tim kiém céu dang

lT/‘m kiém cau dang

Tim kiém truy van )

pharmacophore Tap kiém tra [ Tap kiém tra }

co hoat tinh khéng hoat tinh
Danh gia ndi | |
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Méhinh | Dénh gid ngoai
pharmacophore J‘

l

Tim kiém céu dang

00,00 . Thw vién

- héa hoc §
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©e®

Hinh 2.5. Quy trinh xay dung, dénh gia va tng dung mo hinh pharmacophore dva trén
phoi tir ic ché hoat tinh IL-33/ST2
Tap dir liéu duoc phan chia thanh tap huan luyén va tap kiém tra ¢ hoat tinh.
Trong d6, 17 hop chat ¢ hoat tinh tc ché 1L-33/ST2 manh nhat (dya trén gié tri 1Cso
trong hai thir nghiém sinh hoc) trong mdi khung cau tric dugc dua vao tap huin
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luyén. Tap kiém tra khdng c6 hoat tinh bao gom mét tap khdng hoat tinh thuc nghiém
dugc lay miu dai dién tir dir liéu PubChem BioAssay (ma sé 1259354) va cac tap
chat méi nhtr duoc tao bing cac cong cu DUD-E, DUDE-Z va DeepCoy. 135136217

Tim kiém cdu dang cho cac hep chdt trong cac tdp hop

Tim kiém cau dang cho cac hop chat trong tap huan luyén 1a buéc quan trong
truéc khi tim kiém céc truy van pharmacophore. Chic nang Conformation Search
cua phan mém MOE duoc st dung dé tim kiém tap hop cac cau dang c6 murc ning
lugng thap caa cac hop chat trong tap huan luyén va tap kiém tra. Thuat toan tim
kiém ngau nhién (Stochastic) duoc &p dung véi cac thong s6 duoc thiét dat bao gom
s6 lugng cu dang tbi da tim kiém 1a 10.000, ning lwong bién dang dugc gidi han ¢
muc 7,0 kcal/mol, s6 budc tim kiém lap lai tdi da 1a 10.000, sé budc téi thiéu hoa
nang luong téi da 1a 1000 cho dén dat dugc gia tri RMS Gradient duéi 0,0001
kcal/mol/A2. Trong qué trinh tim kiém c4u dang, cdu hinh tuyét dbi caa cac carbon
bat dbi xtng duoc chi dinh va dién tich ting phan caa céc cau dang dugc tinh toan
theo mé hinh AM1-BCC.

Xay dung va danh gid mé hinh pharmacophore dwa trén phoi tir

Cong cu MOE Pharmacophore Elucidation dugc st dung dé tim kiém cac truy
van pharmacophore dua trén tap hop cau dang cua cac hop chat trong tap huan luyén.
Mo hinh pharmacophore dugc danh gia ban dau dwa vao sb luong chat c6 hoat tinh
c6 thé thoa man truy van (Cover), diém sé chdng phu (Overlap) va d6 chinh xac
(Accuracy). Sau d6, cac md hinh tiép tuc dugce danh gia hiéu nang sang loc trén tap
kiém tra c6 va khdng c6 hoat tinh. Tir d6, cac chi s6 danh gia nhu do nhay (Se), do
dac hiéu (Sp), ti suat hoat tinh (Ya), diém s6 Giiner—Henry (GH), hé s6 lam giau (EF)
va dién tich dudi duong cong ROC dugc tinh toan dé danh gia mé hinh.?

2.4.4.3. Phwong phdp xdy dung md hinh méi lién quan dinh lwong gida cdu tric
va tac dong (QSAR)

Nghién ctru QSAR duoc thuc hién trong dé tai ndy nham xéc dinh cac dic diém
cau trac dong gop vao tac dung cua cac chat tc ché ST2 da dugc bao céo. M hinh
duoc xay dung va danh gia tuan tha cac nguyén tic cua OECD.'2 M hinh QSAR
dwa trén théng sé6 mo ta phan tir 2 chiéu (2D-QSAR) duoc thyuc hién theo quy trinh
dugc tom tit & Hinh 2.6.

“DPiém cudi” ctia md hinh QSAR Ia gia tri ICso thé hién hoat tinh tc ché tin hiéu
IL-33/ST2 trén dong té bao HB. Dit liéu dé xay dung va danh gia mé hinh duoc trinh
bay tai Bang PL2.2, PHU LUC 2. Gi4 tri ICsome) duoc chuyén thanh plCsos) =
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—log(1CsoHe)). Cac hop chét trong tap dit liéu dugc tinh toan thdng sé6 mo ta phan tu
2D bang phan mém MOE 2022.0217, ¢ong cu PaDEL 2.21%° va OCHEM?* (bo
thong sé Dragon 7, alvaDesc 2.0 va Mordred). Sau do, cac bo thong sé6 md ta duoc

gop thanh mot tép dir liéu duy nhat va loai trung lap.
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y
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Hinh 2.6. Quy trinh xay diung mé hinh QSAR du doan chat e ché 1L-33/ST2

Dit liéu xay dung mé hinh 2D-QSAR dugc tién xu Iy bang cach loai bo cac thong
s6 md ta co phuong sai < 0,1 va twong quan chéo > 80% bing thuat toan V-WSP.231
Cac dir liéu ngoai lai hodc gay nhiu dugc xac dinh va loai bé bang cong cu Small
Dataset Curator.232 Sau do, tap dit liéu duoc phan chia thanh tap huan luyén va tap
kiém tra bang phuong phap Kennard-Stone? hoic theo thoi gian. Qua trinh xay dung
md hinh chi duoc thuc hién trén tap huan luyén. Bo thong sé mo ta dé xay dung mo
hinh duoc lya chon bang thuat toan di truyén hoic phuong phap Stepwise. Md hinh
duoc xay dung bang thuat todn binh phuong t6i thiéu tirng phan (Partial Least Squares
— PLS), danh gia ndi bang phuong phap danh gia chéo bd-ra-mgt (leave-one-out —
LOO) va danh gia ngoai trén tap kiém tra (vi cac chi s6 tai Bang 1.3). Phuong phap
Y—ngau nhién 100 lan dugc 4p dung dé chirmg minh mé hinh duoc thiét 1ap khéng
phai do ngau nhién. Mién ung dung ciia md hinh dugc xac dinh bang thuat toan
DModX. Cong cu Intelligent Consensus Predictor duoc su dung dé dy doan dong
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thuan tir cac mé hinh PLS-QSAR. Nham muc dich so sanh, cac thuat toan hoc may
ciing duoc st dung dé xay dyng mé hinh, bao gdm may vector hd trg (Support Vector
Machine — SVM), Rung ngau nhién (Random Forest — RF), XGBoost va LightGBM.

2.45. Du doan tinh chit dwge dong hoc va déc tinh

May cha ADMETIab 2.0 dé st dung 1ap hd so ADMET cho céc hop chit “hit”
trén IL-33/ST2 thu duoc tir qua trinh sang loc in silico. Chudi SMILES cua hop chat
duoc dua 1én may chu AMDETIab. Tir d6, cac nhom dic tinh duoc dy doan bao gdbm
tinh chat ly hoa, su phi hop véi cac bo loc hoa duoc, kha niang hap thu — phan bé —
chuyén hoa — thai trir va doc tinh.23423

2.4.6. Thir nghiém in vitro danh gia hoat tinh wc ché twong tac 1L-33/ST2
2.4.6.1. Taito hop IL-33 nguoi

IL-33 duoc téng hop bang phuong phap tai té hop vector biéu hién pET-SUMO-
IL-33 trén chung vi khuan Escherichia coli BL 21 tai B moén Hoa Sinh, Khoa Duoc,
Pai hoc Y Dugc Thanh phé Ho Chi Minh.2 Sau 40 gio nudi cay chang vi khuan
trong diéu kién méi truong ZYP-5052 ¢ nhiét d6 25 °C, SUMO-IL-33 duoc thu lay
va tinh ché qua cot Ni-Sepharose. Poan dung hop duoc loai bé bang enzym SUMO
protease. Sau do, san pham tiép tuc duoc tinh ché qua cot Ni-Sepharose va IL-33 &
dang nguyén thé duoc thu ldy & phan doan dau tién. Trudc khi sir dung cho thi
nghiém, protein duoc dinh luong bang phuong phap Bradford so v&i albumin dé xac
dinh ndng d¢. Protein duoc xac nhan hoat tinh bang bo kit ELISA chaa khang thé
phat hién IL-33. Pdng thoi, IL-33 ciing duoc khao sat sy dap tng phu thudc liu
lwong trén dong té bao HEK-Blue IL-33.

2.4.6.2. Thiz nghiém ddnh gid hoat tinh sc ché tin higu 1L-33/ST2 trén dong té
bao HEK-Blue 1L-33

Dong té bao HEK-Blue IL-33

Dé khao sat tac dong tc ché tin hiéu 1L-33/ST2 cua céc hop chat duoc sang loc
in silico, nghién ctu nay sir dung thir nghiém trén dong té bao HEK-Blue 1L-33 (HB).
HEK-Blue la dong té bao than phoi thai nguoi (human embryonic kidney — HEK)
duoc chuyén mot gen tong hop enzym phosphatase kiém tiét ra bai phdi (secreted
embryonic alkaline phosphatase — SEAP). Gen nay c6 vai tro nhu mét “gen bao cao”.
Dudi tac dong cua 1L-33, NF-kB va AP-1 duogc hoat hoa, dan dén su biéu hién cua
SEAP va dé dang do dugc bang thudc thir phat hién phosphatase kiém.237

Dong té bao HB dugc cung cap bai hang InvivoGen (mé s6: hkb-hil33), da duoc
chuyén gen IL1RL1 dé biéu hién thu thé ST2 xuyén mang. Do sy dap tng voi TNF-
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a, IL-1pB va nhiéu cytokin khac da bi bt hoat, té bao nay dap tng dac hiéu véi IL-33
nguoi V4i gisi han phéat hién trong khoang tir 0,5-100 ng/mL.%

Quy trinh nudi cdy ban dau

Ong chira 3—7 x 10° té bao dugc ra dong nhanh va dam bao vé tring bang céach
lic nhe trong ndi cach thuy & 37 °C. Tat ca cé4c giai doan tiép theo dugc thuc hién
trong diéu kién vo tring nghiém ngat. Moéi trudng ting trudng Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) high glucose dugc st dung, véi su bd sung huyét thanh thai
bd (FBS) 10% bat hoat bang nhiét (30 phit & 56 °C), penicillin 100 U/mL,
streptomycin 100 pg/mL va normocin 100 pug/mL. Té bao duoc chuyén vao lo chira
15 mL mai trudng ting truong da duoc lam dm va ly tam lo voi luc 300 xg trong 5
phdt. Phan ndi phia trén c6 chira chat bao vé dong lanh duoc loai bo va huyén phu té
bao duoc tai tao vai 1 mL moi truong tang truong khdng chira khang sinh chon loc.
Cac thanh phan trong lo duoc chuyén sang chai nudi ciy 25 cm? ¢ chira 5 mL moi
truong tang truong khong co khang sinh chon loc va nudi cdy ¢ 37 °C trong moi
treong CO2 5%.

Bdo qudn té bao

Huyén phu té bao dugc téi tao trong moi trudng déng lanh (DMEM vai FBS 20%
va dimethyl sulfoxid (DMSO) 10%) méi chuan bj va méi truong tang truong lanh dé
dat dugc mat d6 5-7 x 10° té bao/mL. Mdi mot mL té bao duoc cho vao lo dong lanh
roi dat vao hop dong lanh va bao quan qua dém & —80 °C. Sau dé, cac lo dugc chuyén
sang nito 16ng dé bao quan 1au dai.

Quy trinh thyc hién thi: nghiém ddnh gid hoat tinh i ché IL-33/ST2 cua hop chdt
phan tiz nho trén dong té bao HEK-Blue IL-33

Thir nghiém hoat tinh &c ché 1L-33/ST2 cua cac hop chat phan tir nho trén dong
té bao HB dugc thuc hién theo quy trinh cuaa InvivoGen va nghién ciru cua Ramadan
va cong su (Hinh 2.7A).2 IL-33 nguoi tai to hop dugc pha lodng dén néng d6 khao
sat bang méi truong thir nghiém (DMEM high glucose, FBS 10%, penicillin 100
U/mL va streptomycin 100 pg/mL). Hop chat thir nghiém va ddi ching duong duoc
pha thanh dung dich géc nong d6 50 mM trong DMSO, sau d6 dugc pha lodng ndi
tiép dén ndng do khao séat bang mai trudng thir nghiém. Néng ¢6 DMSO cudi cuing
trong cac giéng khong quéa 0,2%. Cho dén nay, hop chit 32 (Hinh 1.11) duoc bao
céo 1a phan tir nho tc ché tin hiéu 1L-33/ST2 tot nhat trén mo hinh té bao HB nhung
khong san co trén thi trudng. Do d6, trong nghién ctitu nay, iST2-1 (Hinh 1.11) dugc
sir dung 1am hop chat d6i ching duong.
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A Té bao HEK-Blue IL-33

Y
Nuéi cay & 37 °C, trong CO, 5%, méi trwéng tang trudng
DMEM high glucose, FBS 10%, penicillin 100 U/mL,
streptomycin 100 pg/mL, normocin 100 pg/mL
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Hinh 2.7. Quy trinh thyc hién thir nghiém dénh gia hoat tinh trc ché IL-33/ST2 trén dong
o té bao HEK-Blue 1L-33 ,

(A) Quy trinh nudi cay te bao va thuc hi¢n thu nghiém déanh gia tac dong uc che tin hiéu
IL-33/ST2. (B) Mot vi du ve su thay doi tin hieu SEAP tict ra boi te bao theo nong do tang
dan cua hop chat thi nghiém.

Té bao duoc nudi cay trong moi trudng tang truang va mat do té bao trong huyén
phu duge dam bao ¢ mic 265.000 té bao/mL. Dich néi té bao duoc phan phéi trong
dia 96 giéng (190 uL/giéng, twong duwong ~50.000 té bao trong mdi giéng). Sau do,
10 uL dung dich IL-33 ngudi nong do 100 ng/mL va 50 pL dung dich hop chat thir
nghiém duoc thém vao mdi giéng. Thir nghiém duoc thuc hién song song véi chiing
duong 12 hop chat iST2-1 néng d6 100 uM va chiing &m 1a DMSO 0,2% (v/v). Céc
nong do duoc mo ta 1a ndng do cudi trong giéng. Mdi giéng cé thé tich cudi cuing 1a
250 pL va dugc  trong ta &m CO2 ¢ 37 °C trong 20 gio. Sau khi ly tim, 40 uL dich
noi té bao trong céc giéng duoc tron ki véi 160 puL hdn hop QUANTI-Blue
(InvivoGen) trong cac giéng mai va i 2 gid ¢ nhiét d6 37 °C trude khi do hoat tinh
SEAP bing may quang phd & budc séng 620 nm.

Sy thay ddi mau sic caa thudc ther QUANTI-Blue phan anh tin hiéu 1L-33/ST2
trén té bao (Hinh 2.7B). O cac giéng chi dugc cho protein, té bao duoc kich thich ti
da boi IL-33 va cho tin hi¢u SEAP manh nhit. SEAP lam bién d6i thudc thir
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QUANTI-Blue tir mau hong thanh xanh duong. Nguoc lai, giéng trang khong co IL-
33 nén chi ¢ mau hong cua thude thir. O cac giéng duoc cho hop chit khao sat, néu
c6 tac dong e ché tin hiéu 1L-33/ST2, mic SEAP s& giam va thé hién qua mau tim
hoic héng.

Hoat tinh &c ché (%) duoc tinh boi cong thie (14). Thi nghiém duoc lip lai 3 1an
va két qua duoc trinh bay duéi dang gia tri trung binh + d6 Iéch chuan.

ODmau thir = ODmiu trang (thl’r))
%l=(1- x 100% (14)
< ODgs; ching — OD 0 tring

Trong do:

- ODygsi chang: Mat do quang cua giéng chi duogc cho IL-33

- ODpiy trang: MAt d6 quang cua mau chi duoc cho moi truong

- OD,5y the: Mat d6 quang cua mau duoc cho 1L-33 va hop chat thir nghiém

- OD iy tréng (thin: Mat d0 quang cta mau chi duge cho moi truong va hop
chat thir nghiém.

Padnh gid ti 1é song cua té bao HB bang thi nghiém MTT

Té bao HB duoc nudi cay trong méi trudng DMEM high glucose, b6 sung FBS
10%, penicillin 100 U/mL va streptomycin 100 pg/mL. Sau dé, t& bao duoc phan
phdi trén dia 96 giéng trong 100 uL méi truong véi mat do ~50.000 té bao/giéng. Té
bao duoc 1 trong CO, 5% & nhiét do 37 °C trong 24 gio. Tir dung dich me ¢6 nong
d6 50 mM, cac hop chét thir nghiém dugc pha lodng néi tiép trong méi truong dén
nong do 100 M. Sau d6, méi truong cii dugc hit bé va 100 uL dung dich hop chat
thir nghiém & nong d6 100 pM duoc cho vao mdi giéng. Cac mau dbi chimg duoc
thue hién song song, gdm mau dugc xt 1y chi véi méi trudong (mau tring), DMSO
0,2% (chting dung mai) va H.02 5 mM (chiing gay chét té bao).

Sau khi té bao tiép tuc duoc u trong CO2 5% & 37 °C trong 20 gid, 10 uL thube
thir MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) néng do 5
mg/mL duoc cho vao mdi giéng. Dia duoc boc gidy bac dé tranh anh sang va tiép tuc
u trong 3 gio. Sau do, dich moi truong duoc hat bo va 100 uL. DMSO 100% duoc
cho vao mdi giéng. Pia tiép tuc duoc boc gidy bac va lac trén may lac ngang dén khi
tan hét can tinh thé trong giéng. Cudi cing, mat 46 quang duoc do & budc séng 540
nm va ti 1¢ song cua té bao HB dugc tinh bang cong thire (15). Thi nghiém dugc lap
lai 3 1an va két qua duoc trinh bay dudi dang gid tri trung binh + d6 léch chuan.

ODmju thee
Ti 1é té bao song (%) = (m—um> X 100% (15)

ODp5u trang
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Trong do:

- ODpau the: MAt d6 quang cua giéng duogc xt Iy bang hop chit thir nghiém
- ODmau trang: Mat do quang cua giéng chi duoc cho mdi truong

2.4.6.3. Thiz nghiém ddnh gid sw gin két ciia phéi ti phan ti nhé trén 1L-33 bang
quang phé huynh quang

IL-33 c0 kha nang phat huynh quang do chira cac acid amin thom nhu Trp, Tyr
va Phe. Quang phé huynh quang cé thé duoc ung dung dé xac dinh hang sé gan két
giita hop chat phan tir nho va protein théng qua kha ning lam tit quang cua phéi tir.
Tat quang duoc dinh nghia 12 bat ki qué trinh ndo 1am giam cudng d6 huynh quang
cua protein. Chét Iam tit huynh quang duoc goi chat tit quang (quencher — Q). Mi
lién hé gitra cuong do huynh quang trudc va sau khi co su xuat hién cua chat tit quang
duoc md ta bang phuong trinh Stern-Volmer (16). Trong d6, gia tri F,/F 1a mot ham
s6 phu thudc vao gié tri nong do chat tat quang [Q].28

% =1+ Kgy.[Q] =1 +kq.10.[Q] (16)
VOi:
- F, va F lan luot 1a cuong d6 huynh quang cua protein khi chua c6 va c6
chat tat quang véi cac nong do khac nhau
- Kgy la hing s6 Stern-Volmer cua phan tng (M™)
- kq |2 hang so toc do dap tat ludng phan te (M s )
- 1, la thoi gian séng huynh quang cua protein (s)
- [Q] 1a ndng do chat tat quang (M).

Dung dich IL-33 nong d6 1 uM trong dém PBS duoc quét phd 3 chiéu dé ghi
nhan két qua 3 chiéu cia cudong d6 phat huynh quang duoc biéu dién theo cip budc
song kich thich Aex (250-300 nm) va budc song phat xa Aem (tir 300-500 nm). Qué
trinh duoc thuc hién véi chie niang 3D-Scan cia may quang phd huynh quang Hitachi
F7000, trong d6 gia tri khe song kich thich va phat xa duogc cai dat ¢ 5 nm. T do,
budc séng kich thich Aex V6i cuong d6 huynh quang téi wu s& duoc st dung dé khao
sét tinh chat phat huynh quang cua I1L-33.

Phuong phap quét phd phét Xa Aem (300-500 nm) dugc sir dung trong qua trinh
do cudng do huynh quang cua dung dich IL-33 1 pM Vi sy ¢6 mat cua hop chat thi
nghiém c6 nong d6 tang dan. Pong thoi, hop chat thir nghiém dugc quét pho UV-Vis
dé danh gia kha niang gay ra hiéu tng loc noi tai ¢ thé anh huong dén két qua cua
thir nghiém. Phuong trinh Stern-Volmer (16) duoc sir dung dé xac dinh co ché tat
quang cua phdi tr ddi vai protein. Biéu do Stern-Volmer duoc V& véi truc tung 1a gia
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tri Fo/F va truc hoanh 12 ndng d6 chat tat quang [Q]. Khi d6, phuong trinh hoi quy
nhan gié tri Kgy 1am hé sb goc. Tir gia tri Ky Va gid tri T,, hang sé dap tit ludng phan
tir ciia phan ung k, (M7's™) ¢6 thé duoc xac dinh bai cong thirc (17):
_Ksy
To

Ddi véi cac protein chua duoc xac dinh gié tri T, thuc nghiém nhw IL-33, T, ¢6
thé duoc xac dinh so bo dua trén cac tai liéu tham khao tir y vin va dao dong quanh
0,1-10 ns.?*® Trong nghién cttu nay, gia tri t, gia dinh duoc str dung la 10 ns, mot
gia tri duoc ung dung thuong quy trong cac nghién ciu ma T, cia protein van chua
dugc xac dinh.?40.241

Néu gia tri k, thu dugc nhé hon 2 x 10*° M5 thi phan (g ¢6 co ché tit quang

k

q 17)

dong, qué trinh tat quang xay ra do sy va cham hdn hoan va hap thu btc xa huynh
quang cua chat tit quang. Nguoc lai, néu k, thu duoc 16n hon rat nhiéu so véi gia tri
2 x 10'° M~Is7! thi phan tmg c6 co ché tit quang tinh.1#® Tir d6, phuong trinh Stern-
Volmer bién d6i (18) dugc str dung dé xac dinh hang sé két hop (K,) va ti 1¢ gin két
giira phdi tir va protein. 149

F,—F
1og( - )=10gKa+n-log[Q] (18)

0
VOi:
- F, va F lan luot 1a cuong d6 huynh quang cua protein khi chua c6 va c6
chat tat quang véi cac nong do khac nhau
- K, 1a hing sb gén két caa phan ng protein va phéi tir (M)
- n lati Ié phan ¢ng gitra phoi tir va protein.

2.5.  Quy trinh nghién ctru

Dua trén thiét ké va phuong phap nghién ciu, quy trinh thuc hién dé tai sang loc
in silico va in vitro chat (rc ché IL-33/ST2 duoc thuc hién nhu so d6 & Hinh 2.8. Cu
thé, cau trdc tinh thé cta IL-33 va ST2 & ngudi (PDB: 4KC3) duoc st dung nhu diém
bat ¢au cho hudng thiét ké thudc dua trén cau trdc muc tiéu. Sau khi dugc tinh chinh
dé cai thién chit luong ciu trdc, phic hop 1L-33/ST2 duoc sir dung dé khao sat céc
acid amin diém nong trong PPI va céc vi tri gin két phi hop cho phéi tir phan tir nho.
Cac dir kién nay duoc st dung dé xay dung mé hinh pharmacophore dya trén cau tric
muc tiéu va md hinh mo6 phong gan két phan ta. Doi véi hudng thiét ké thude dua
trén phdi tir, cac md hinh in silico dugc xay dung bao gébm truy van ROCS, mé hinh
pharmacophore dya trén phdi tir va md hinh QSAR.
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Sau khi duoc thiét 1ap, cac mé hinh pharmacophore dua trén cau tric muc tiéu,
m6 hinh mé phong gan két phan tir va truy van ROCS duoc sir dung dé sang loc 40
qua cac co so dir liéu hoa hoc 16n. Cac chat dan dau dugc 1ap hd so tinh chat ADMET
va dua vao md phong MD dé danh gia su 6n dinh caa phtc hop protein—phdi tir va
tinh toan niang luong tu do gan két. Pong thoi, cac md hinh pharmacophore dya trén
phdi tir va QSAR duogc st dung dé giai thich méi lién quan cau tric — tac dong caa
cac hop chat c6 hoat tinh di biét, tir d6 hd trg cho viéc lva chon cac hop chat tiém
nang dé dua vao thir nghiém in vitro. Hai thu nghiém in vitro duoc thuc hién, bao
gom thir nghiém danh gia kha niang gin két cua cac hop chat trén protein va thir
nghiém danh gia hoat tinh tc ché tin hiéu 1L-33/ST2 trén té bao HEK-Blue IL-33.

Chu trac tinh thé o Tap di¥ liéu chét
clia IL-33/ST2 Tinf chinh &G ché IL-33/ST2
Thiét ké thubc dwa trén cau trac Thiét ké thuéc dwa trén phdi tir

Khao sat PPl va
Xéac dinh vi tri gén két l 1

|
! !

Pharmacophore @ o4, & IEUR Truy van ROCS
dwa trén cau trac

Pharmacophpre
dwa trén phai tt

R L Thuw vién Giéi thich
Sang loc in silico héa hoc méi lién quan
l cAu tric — tac dong

Lap ho so tinh chadt ADMET
M6 phéng dong Iwc hoc phan tl:l”
Tinh toan nang lvgng tw do gan két

|

( Hop chét “hit” o )

Thr nghiém in vitro

)
v Y

banh gia kha nang Danh gia hoat tinh trc ché tin hiéu
gan két trén protein IL-33/ST2 trén te bao HEK-Blue IL-33

Hinh 2.8. Quy trinh nghién ctru tim kiém chat tic ché twong tac 1L-33/ST2
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2.6. Phwong phap phan tich dir liéu

Dé phan tich su phan b vé cac tinh chat Iy hoa caa cac hop chét trong co s¢ dir
lieu cho sang loc 40, cac biéu dd phan bd va mat o duogc vé bang thu vién Matplotlib
trong moi trudng ngdn ngir lap trinh Python 3. Bé phan tich di liéu thu duoc tir qua
trinh mé phong MD, cac biéu d6 RMSD, RMSF, Rg, SASA va ning luong ty do
dugc biéu dién véi thu vien Matplotlib va Seaborn. Qua trinh thong ké va xép hang
ddng thuan cac acid amin diém nong trong quét dot bién alanin dugc thyc hién véi
phan mém Excel trong géi Microsoft Office 365.

Pé danh gia hiéu niang sang loc cua cac md hinh pharmacophore, gia tri RMSD
so v&i mo hinh cua cac chat c6 va khdng cd hoat tinh dugc sip xép trong chuong
trinh Microsoft Excel. Sau d6, phén tich dudng cong ROC duoc thuc hién bang cong
cu Screening Explorer'2! két hop voi mo-dun sklearn.metrics trong moi truong
Python 3. Hiéu ning sang loc cua truy van ROCS va md hinh gin két phan tir ciing
duoc danh gia theo phuong phap twong tu. Dé chon lya mé hinh ti vu trong nhiéu
mo hinh dugc xay dung tir cing mét dit liéu, kiém dinh dau-hang Wilcoxon duoc
thuc hién véi mo-dun scipy.stats trong méi trudng Python 3. Dé so sanh diém
s6 gan két cua céc chét tir co so di liéu khac nhau, kiém dinh Shapiro-Wilk va biéu
dd Q-Q duoc sir dung dé kiém tra phan phdi chuan. Sau dé, kiém dinh t-test hoic
Mann-Whitney U duoc &p dung dé so sanh thong ké tdy theo phan phéi cua di liéu.242

Dbi voi cac mo hinh QSAR duoc xay dung bang phuong phap PLS véi bo cong
cu ctia DTC Lab, cac chi s6 danh gia gom R2, RMSE, MAE, Q?, CCC, 2y dugc phan
tich va bao c4o truc tiép tir phan mém PLS SingleY 1.0. Vi cac mo hinh QSAR duoc
xay dung dya trén mé hinh hoc may, cé4c chi s6 trong tu duogc phan tich véi mo-dun
sklearn.metrics trong mdi truong Python 3.

Déi vai thir nghiém in vitro, két qua thd tir may do quang phd dugc nhap vao
phan mém Microsoft Excel dé xir ly s6 liéu va dua vao phan mém GraphPad Prism
8.4.3 dé phan tich va vé& cac biéu dd. Hoat tinh cua cac hop chat thir nghiém duoc so
sanh vé&i hop chat d6i ching duong bang kiém dinh ANOVA mét chiéu két hop voi
so sanh hau nghiém. Gia tri 1Cso duoc xac dinh dya trén phuong trinh phi tuyén tinh
logarit ndng d6 — hoat tinh &c ché va duoc biéu dién dudi dang gia tri trung binh +
sai s6 chuan.

2.7. Pao duc trong nghién cau

Nghién ctru nay khéng c6 ddi twong nghién ciru 13 con ngudi va khdng st dung
cac mo hinh thir nghiém trén dong vat.
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CHUONG 3. KET QUA

3.1. Co sé dir liéu cau trac hoa hoe dinh hwéng cho nghién ciru sang loc
in silico chat vc ché PPI

Kham pha thubc phan tir nho e ché PPI hién van con 1a mét trong cac thach thirc
trong linh vuc Hoa Dugc. DPé gop phan thiic day nhiing tién bo trong linh vuc nay,
mat co sd dir liéu cau tric hda hoc da dugc chuan bi can than dé san sang cho viéc sir
dung trong cé4c du &n sang loc phan tir nho te ché PPI. Sau khi thu thap, xu 1y va tao
tap hop ciu dang cho ting hop chat trong mdi thu vién héa hoc, cac tép co s dit lidu
dugc luu trir dudi céc dinh dang phi hop dé c6 thé truy cap bang cac phan mém thiét
ké thudc phd bién. Céc tép nay co thé duoc tai vé tir cac duong dan tai dia chi
https://github.com/MedChemUMP/Ready-Database-for-PPI-VS (Hinh PL7.1, PHU
LUC 7). Bo co so dix liéu chira tong cong 2.615.938 hop chat véi hon 224 triéu cau
dang 3D (Bang PL7.1, PHU LUC 7). Trong d6, mdi thu vién con déu dugc cung
cap: (i) tép SDF va MDB chira cac ciu tric da dugc tdi thiéu hoa ning luong, (ii) tép
nén ZIP chta cac cac ciu tric o dinh dang PDBQT sin sang cho tac vu gan két phan
tar bang phan mém thong dung nhu AutoDock, (iii) mot tép OEB.GZ chua tap hop
c4u dang 3D sin sang cho qua trinh sang loc 40 bang md hinh pharmacophore véi
phan mém MOE hoic bing truy van tuong déng hinh dang phan tir 3 chiéu véi phan
mém ROCS. Sy phan b vé cac thong s6 1y hoa co ban (khéi lwong phan tir, s6 nhém
cho va nhan lién két hydro, s6 nhém lién két quay, LogP, dién tich bé mat phan cuc
topo) cua mdi thu vién duoc théng ké va luu trix trong thu muc twong ang.

3.2. Khao sat twong tac protein-protein ciaa IL-33/ST2 va xac dinh cac vi
tri gan két cho phéi tir phan tir nhé trén méi protein bang cac céng
cu may tinh

3.2.1. CAu tric tinh thé dwec tinh chinh caa IL-33 va thu thé ST2

Tép PDB 4KC3 chira ciu tric caa 1L-33 va mién ngoai bao caa ST2 & trang thai
gan két vai nhau. Trong d6, 3 phan tir N-acetyl-D-glucosamin lién két véi Asn95,
Asn140 va Asnl91 cia ST2 do quad trinh hiau dich md. IL-33 chuea cac
selenomethionin tai vj tri acid amin thir 181, 183 va 223. Ca hai protein déu c6 mot
s6 vling cau trac chua duogc giai boi tin hiéu dién tir yéu trong quéa trinh nhiéu xa tinh
thé tia X. Vi vdy, cau tric tinh thé cia mdi protein duoc tach riéng tir phirc hop noéi
trén va xir Iy bang phan mém MOE dé thu duoc 1L-33112-270 (dang 1L-33 ¢6 hoat tinh
cytokin) va ST219.323 (Mién ngoai bao cua ST2) ¢o cau tric hoan chinh. Hinh PL8.1
tai PHU LUC 8 minh hoa cho cau trdc cua cac protein trudc va sau khi xt Iy. Trong
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d6, mach chinh cua cau tric thuc nghiém duoc gitt nguyén, chi c6 cac vong (loop)
con thiéu duogc bd sung va chudi bén cua céac acid amin duoc tbi wu hoa.

CAu trlc cua 1L-33 va ST2 sau khi xir Iy déu c6 diém sb chat lwgng mé hinh téng
thé du doan bai ModFOLD (lan luot 14 0,8224 va 0,7116) tét hon so véi cau trdc ban
dau (0,7600 va 0,6765). Po tin cay caa md hinh cau trdc tinh trén tung acid amin
dugc thé hién tai Hinh PL8.2, PHU LUC 8. Cau triic toan nguyén tir ciia cac protein
trong phac hgp PDB ban dau va sau khi xu Iy duoc dénh gia bang cdng cu MolProbity
(Bang PL8.1, PHU LUC 8) va biéu d¢6 Ramachandran (Hinh PL8.3, PHU LUC 8).
Két qua cho thay cau tric 3D ciia mdi protein sau khi dugc tinh chinh déu giam thiéu
duoc cac hé sé xung dot, sé nhém quay kém chat lwong va ting sb acid amin trong
viing thuén loi cua biéu dd Ramachandran. Do dé, cac cau tric protein thu dugc sau
qua trinh tinh chinh dugc st dung lam diém bt dau cho cac nghién cau thiét ké thube
dya trén ciu trdc muc tiéu cho 1L-33 va ST2.

3.2.2. Khao sat PPI caa IL-33/ST2
3.2.2.1. PPI caa IL-33/ST2 trong céu truc tinh thé

Phirc hop tinh thé cia IL-33/ST2 (¢ dang nguyén ban trong tép PDB 4KC3 va
sau khi xur 1y) duoc sir dung dé khao sat PPl biang cong cu MOE Protein Contacts.
Két qua tai Bang 3.1 cho thiy tit ca cac acid amin diém ndng cua I1L-33 va ST2 tai
vi tri 1 duogc bédo cao baoi Liu va cong su da duoc phat hién. Trong do, 3 twong tac
quan trong la cau mudi gitra Glu144 va Arg38, Glul148 va Lys22, Asp244 va Arg35
v6i nang luong lién két lan luot 12 —4,29; —16,19 va —10,32 kcal/mol. Mic du duoc
chirng minh la cc acid amin quan trong, tuong tac gitta Asp149 va Arg198 khong co
nang luong lién két noi bat nhu 3 acid amin con lai. Tai vi tri 2 cua PPI giira 1L-33
va ST2, chi c6 cau mudi giira acid diém néng Glul165 va Arg313 duoc cong cu MOE
Protein Contacts b&o céo, véi nang lugng lién két 1a —15,47 kcal/mol. Cac diém néng
thuc nghiém c6 thé hinh thanh tuong tac ki nude nhu Tyr163, Leul82 trén IL-33 va
Leu246, Leu306, Leu308, Leu311 trén ST2 da khong duwoc phat hién.

Ngoai nhitng twong tac ké trén, ba twong tac quan trong dugc phat hién thém Ia
lien két ion gitra Lys152 cua IL-33 va Asp115 caa ST2, giita Glu139 cua IL-33 va
Arg38 cua ST2 tai vi tri 1; va gitra Glul21 cua IL-33 va Lys257 cua ST2 tai vi tri 2
(v6i nang luong lién két lan luot 1a —24,43; —5,61 va -5,91 kcal/mol). Cac twong tac
nay chua duoc nhan manh trong cac bao céo trude day. Str dung cong cu phan tich
PDBsum, cac cau mubi ké trén ciing duoc phét hién (Hinh PL9.1, PHU LUC 9)
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Bang 3.1. Phan tich twong tac protein-protein gitta 1L-33 va ST2 trong cau tric tinh thé

Phirc hop tinh thé IL-33/ST2 (PDB 4KC3) Phirc hop 1L-33/ST2 sau tinh chinh bing MOE
Twon E D Twon E D
wo I8 ST2 o) (A) wo . LB ST2 g on (A)
H Pro118  Lys257 -0,50 3,31 H lle119  Lys257 —450 2,94
IH Glul2l  Lys257 -6,72 3,52 IH Glul2l  Lys257 591 3,82
H Asp131  Argl98 -1,90 3,38
H Aspl31  Tyr1l9 -1,40 2,73 H Asp131  Tyr1l9 -1,80 2,51
| Glul39  Arg3s -5,08 3,65 | Glu139  Arg3s 561 3,85
H Tyrl43  Arg3s -1,10 3,66
IH Glul44  Arg3s ~7,60 3,57 IH Glul44  Arg3s -429 3,83
H Glul44  GIn39 -2,00 3,18 H Glul44  GIn39 —4,00 3,27
IH Glul48  Lys22 -7.21 3,13 IH Glul48  Lys22 -16,19 3,12
H Aspl49  Thri3s -2,60 2,95 H Asp149  Thr135 -1,80 2,98
I Aspl49  Argl98 -1,66 3,90 IH Aspl49  Argl98 -3,18 3,75
A Leul50  Tyr119 -1,00 3,99 H Leul50 Met118 0,60 3,56
IH Lys152  Aspll5  -13,19 3,20 IH Lys152  Aspll5  —2443 3,17
H Lys152  Ser199 -1,30 3,42 H Lys152  Ser199 -1,00 3,98
IH Glul65 Arg313  -2375 321 | Glul65 Arg313  -1547 3,35
H Lys180  Leu311l -6,10 3,20 H Lys180  Leu311l -480 3,28
A Asn222  His309 -1,10 3,49 A Asn222  His309 0,90 3,76
| Asp244  Arg35 -9,03 3,25 IH  Asp244  Arg35 -10,32 3,35
H Asn245  Aspl37 -2,20 2,89 H Asn226  Phe245 0,70 3,16

Két qua dong thuan, * két qua khac biét gitra hai phac hop, * két qua méi duoc phat hién, E: nang
luong lién két, D: khoang céch cua lién két, H: lién két hydro, I: lién két ion, A: tuong tac cta vong
thom.

3.2.2.2. PPI caa IL-33/ST2 trong mé phéng MD

Phirc hop IL-33/ST2 dugc mé phong MD 500 ns, gom 5 quy dao doc lap 100 ns.
Trong mdi quy dao, phtrc hop nhanh chéng dat sy 6n dinh sau khoang 10 ns dau tién,
thé hién qua biéu d6 RMSD cua protein (Hinh PL9.2, PHU LUC 9). Béan kinh quay
va dién tich tiép xdc bé mat dung méi cua phic hop hai protein ciing giam nhe va dat
khoang gi4 tri hoi tu tir khoang 40 ns trong mdi quy dao. Do vay, dit liéu 50 ns cudi
cua mdi quy dao duoc trich xuat dé phan tich tinh chat dong caa PPI gitra 1L-33/ST2
trong qua trinh md phong va tan suat biéu hién cua cac twong tac duoc trinh bay tai
Bang 3.2. Trong d6, md phong MD da phat hién tat ca cac acid amin diém nong thuc
nghiém cua IL-33 va ST2 tai ca hai vi tri PPI (cac twong tic mau xanh). Ngoal trur
Aspl49 kha linh dong va twong tac véi nhidu acid amin khac nhau trong ving 1an
can, nhimng diém nong khac déu duy tri twong tac trén 80% trong qua trinh moé phong
MD. Ciing tai Bang 3.2, mot s6 twong tac mai so véi cac béo céo vé diém néng thuc
nghiém da duoc phat hién, véi cac cip ¢ tan suit trén 80% duoc to mau do.
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Béing 3.2. PPI giita IL-33/ST2 dugc khao sét qua md phong MD, véi tan suat bicu hién cua
cac loai tuong tac dugc tinh toan trén dir liéu 50 ns cuoi cua 5 quy dao MD ddoc lap

Vith o Addamin o Acid amin Twong téc vi tAn suit bidu hién (%)
1 Tyrl29 Tyrl32 Hyd (87,6), VdW (50,4)
1 Asn130 Tyrl32 Hyd (95,3), VdW (44,2)
1 Asp131 Tyr119 Hyd (54,7), VdW (49)
1 Aspl31 Thr121 HBA (50,3), VdW (58)
1 Asp131 Arg198 Ani (71), HBA (56,9), VdW (71)
1 Alal37 Phe20 Hyd (93,3)
1 Leul38 Lys19 HBA (34,4), VdW (41)
1 Glul39 Lys19 Ani (66), HBA (51,8), VdW (62,1)
1 Glu139 Phe20 Hyd (91,4)
1 Glul44 Phe20 Hyd (86,2)
1 Glul44 Arg38 Ani (99,4), HBA (97,2), VdW (98,9)
1 Glul44 GIn39 HBA (91,8), VdW (93,6)
1 Tyrl46 Pro37 HBD (39,7), Hyd (50,2), VdW (49,9)
1 Glu148 Lys22 Ani (96,4), HBA (87,8), VdW (93,7)
1 Aspl49 Lys22 Ani (40,9)
1 Aspl49 Met118 Hyd (64,5)
1 Aspl49 Tyrl19 Hyd (54,8), VdW (39,5)
1 Asp149 Thr135 HBA (41,2), VdW (43)
1 Aspl49 Arg198 Ani (37,7), HBA (34,9), VdW (35,1)
1 Leul50 Tyrl19 HBA (74,5), Hyd (76,7), VdW (83,4)
1 Lys152 Aspll5 Cat (33,9), HBD (65), VdW (76,7)
1 Lys152 Tyrll6 HBD (40,9), VdW (46,6)
1 Glu200 Lys41l Ani (44,8), HBA (37,4), VdW (40,6)
1 Asp244 Arg35 Ani (84,7), VAW (57)
1 Asn245 Arg35 HBA (53,3), VdW (70,1)
1 His246 GIn39 Hyd (90,7), VdW (56,8)
2 lle119 Leu250 Hyd (82,3)
2 lle119 Leu304 Hyd (66)
2 lle119 Leu306 Hyd (95,7)
2 lle119 Leu311 Hyd (75,8)
2 Thrl20 Leu246 Hyd (54,3)
2 Thr120 Leu306 Hyd (56,8)
2 Tyrl22 Leu246 Hyd (47,8)
2 Tyrl63 Leu246 Hyd (91,4), VAW (43,7)
2 Glul65 Arg313 Ani (94,5), HBA (93,7), VdW (93,9)
2 Glul65 Leu31l Hyd (92,8), VdW (33,6)
2 Lys180 Leu311 HBA (96,5), HBD (95,5), Hyd (61,7), VdW (99,7)
2 Leul82 Leu246 Hyd (81,3)
2 Leul82 Leu306 Hyd (80,6)
2 Leul82 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)

* Céc loai twong tac: Ani: anion, Cat: cation, HBA: nhan lién két hydro, HBD: cho lién két hydro, Hyd: ki nuéc,
VAW: tuong tac Van der Waals. B Cip twong tic gitra c4c acid amin diém néng thuc nghiém M Cac tuong tac dugc
mo ta trong y van nhung chwa duoc ching minh bang thuc nghiém B Céc acid amin c6 tin suit biéu hién cao, chua
dugc bao cdo trong y vin va 6 tiém ning 1a nhimg diém néng méi trong PPI cua 1L-33/ST2.
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T Bang 3.2, cac acid amin tham gia twong tac Voi tan suat cao hon 80% duoc
lya chon dé tinh toan phan ra nang lugng tw do MM-GBSA nham danh gia sy dong
gop cua ching cho twong tac gitta 1L-33 va ST2. Két qua tai Hinh 3.1 cho thiy céc
acid amin duoc khao sat déu dong gdp murc ning lwong &m, ngoai trir Asp244. Cac
acid amin trén ST2 ¢6 mac dong gop nang luong tu do 16n hon so véi IL-33. Bén
canh d6, ning luong tu do gan két gitra IL-33 va ST2 dugc hinh thanh cha yéu boi sy
déng gop tir cac chudi bén cia méi acid amin twong tac (Hinh PL9.3, PHU LUC 9).

Nang lugng déng gép cta cac diém néng PPI gitra IL-33 va ST2

b ||!|!!| i!! llll!!l!.!! !llllllﬁlfll'll!l!!l

N&ng lugng déng gop (kcal/mol)
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Hinh 3.1. Sy dong gbp cua cac acid amin djém nong trong PPI IL-33/ST2 duoc tinh toan

tir qua trinh phan ra nang luong tu do gan két MM-GBSA dua trén mo phong MD

Tai vi tri 1 cua IL-33, Glul44 13 acid amin diém nong thuc nghiém c6 muc déng
g6p nang luong ty do nhiéu hon so véi Asp149, Glu148 va Asp244. Céac acid amin
khac c6 dong gop 16n va co tiém ning 1a diém néng bao gom Lys152, Aspl3l,
Tyr146, Leu150, Asn130, His246, Glu139 va Asn245. Trén thu thé ST2, mic dong
g6p ning luong ty do di chirng minh cho tim quan trong cua cac acid amin Lys22,
Arg35, Arg38, GIn39 va Argl98. Cac acid amin khac ciing c6 muc dong gop dang
ké bao gdm Tyr119, Tyr132, Phe20, Asp115 va Pro37 (Hinh 3.1).

Tai vi tri 2, cac diém noéng thuc nghiém cua 1L-33 gém Leul82, Glul65 va
Tyr163 c6 mic dong gop nang lwong tu do quan trong nhat. Cac acid amin khac cia
IL-33 thé hién tiém ning 1a diém néng bao gém 1le119, Leu267, Lys180, Tyr122
Leu220 va Asn222. Trén ST2, cac diém ndng thuc nghiém Arg313, Leu246, Leu306
va Leu311 déu c6 muc dong gop niang luong tu do dudi —2,0 kcal/mol. Bén canh do,
cac acid amin khac cd mirc dong gop tuong ty bao gdm Phe245, Leu308, Met118,
His309 va Tyr116 (Hinh 3.1).
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3.2.2.3. Cdc diém ndng trong PPI ciia IL-33/S T2 dwoc phéat hign béi phwong phdp
quét dgt bién alanin

Sau qua trinh quét alanin trén bé mat twong tac cua 1L-33 va ST2, c4c acid amin
diém noéng gay ra AAG > 0 duoc du doan ddng thuan bai cac may cha DrugScorePPl,
BUDE Alanine Scan, MutaBind2 va PIIMS duoc xép hang va minh hoa tai Hinh 3.2.
Dua trén két qua ddng thuan tir 4 chuong trinh quét alanin, tat ca cac diém nong thuc
nghiém da duoc phét hién, ngoai trir Asp244 cua IL-33. Su phan bd cua cac diém
néng trén cau tric 3D caa phic hop 1L-33/ST2 duoc trinh bay tai Hinh PL10.1, PHU
LUC 10. Bo chénh léch nang luong lién két gitra 1L-33 va ST2 khi quét alanin trén
cac diém nong nay duoc trinh bay chi tiét tai Bang PL10.1 va Bang PL10.2 tai PHU
LUC 10.

A Céc diém néng trén IL-33 dwoe phat hign bding quét dot bién alanin
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DrugSeane™ 5 BUDE Alanine Scan @ MutaBind2 ®sPIIMS

Hinh 3.2. Két qua dong thuan tir qué trinh quét alanin trén cau trdc 1L-33 va ST2 sir dung
cac may chu DrugScore®', BUDE Alanine Scan, MutaBind2 va PIIMS
(A) Cac di€ém nong du doan trén IL-33. (B) Cac diém dy doén trén ST2. Mili tén chi vi tri
cua cac acid amin diém ndng thuc nghiém.
Sau khi quét dot bién diém, qué trinh quét cum béi BUDE Alanine Scan di dugc
thuc hién. Toan bo cac cum 3, 4 hodc 5 diém nong déu dugc tim thay trén vi tri 1 cua
IL-33 (Bang PL10.3, PHU LUC 10). Nguoc lai, trén ST2, phan I6n cac cum duoc
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tim thay tai vi tri 2. Tuy nhién, ciing c6 cac cum nhu Lys22-Arg35-Arg38-GIn39
dugc tim thiy & vi tri 1 cua thu thé (Bang PL10.4, PHU LUC 10).

Két hop céc két qua tir mé phong MD, phén ra ning luong tu do gin két va quét
dot bién alanin, cic acid amin diém néng trong PPI giita IL-33 va ST2 duoc dé xuat
tai Bang 3.3.

Bing 3.3. C4c acid amin diém néng trén hai bé mit tuong tac cua IL-33 va ST2 dugc dé
Xuat dya trén két qua mod phong MD va quét dot bien alanin

Vit Piém nong trén 1L-33 Piém nong trén ST2
tuong tac

1 Tyrl46, Aspl49, Lys152, Lys22, Arg35, Pro37, Arg38, Aspll5,
Glul44, Asp131, His246, Tyrl19, Tyrl32, Thr135, Arg198
Asn245, Glu148, Glul39

2 11119, Tyrl22, Tyrl63, Met118, Phe245, Leu250, Leu246,
Glul65, Leul82, Leu220, Leu306, Leu308, His309, Leu311,
Asn222, Leu267 Arg313

W Céc acid amin diém nong cua 1L-33 da dugc xac dinh bang thuc nghiém. W Céc acid amin cua
ST2 lién két véi acid amin diém néng thuc nghiém cua IL-33.

3.2.3. Céc vi tri gin két tiém niing cho phdi tir phan tir nhé trén 1L-33 va ST2

3.2.3.1. Ddnh gid hiéu qud cia cac cong cu dw dodn Vi tri gan két cia phai tir
phan tiz nhe trén cac interleukin ho IL-1

IL-1 1a phan ho cytokin 16n nhit véi 11 thanh vién, trong d6 c6 IL-33. Viéc khao
st vi tri gan két cua phdi tir phan tir nho trén cac 1L thanh vién ciia ho nay cung cap
nhitng kinh nghiém hitu ich cho viéc kham pha vi tri gan két pht hop cho thudc hoa
dugc trén 1L-33. Cho dén nay, IL-1p va IL-36y 1 hai truong hop c6 cau trdc tinh thé
& dang khdng c6 phdi tir gan két (apo) va co phéi tir gan két (holo) duge lwu trit tai
PDB (Bang PL11.1, PHU LUC 11). Cu thé, IL-1p c6 4 vi tri lién két vgi phoi tir
phan tir nho. Trong do, vi tri 4 1a mot tdi 4n allosteric dugc mé ra boi sy cam @ng cua
chat e ché 2. Tuong tu, IL-36y ciing c6 chat uc ché A-552 gin két tai tli an & vi tri
orthosteric cua PPI (Hinh 3.3).

Dau tién, cac céng cu du doan vi tri gan két dua trén ciu trac tinh cta protein
duoc ap dung trén IL-1p va IL-36y va dbi chiéu vai thuc nghiém. Két qua du doan
duoc phan tich chi tiét tai PHU LUC 12 va PHU LUC 13 va duoc duc két nhu sau:

(1) Céc cong cu du doan hiéu qua trén dang holo (khi tli an d3 ma san) va kém
chinh x&c trén dang apo, du d6 1 vi tri tdi an hay céc tdi c6 san trén bé mat
protein.

(2) Trén cau truc holo, Fpocket, DoGSite, SiteMap, VolSite, DeepSite va
PocketMiner la nhitng cdng cu du doan chinh xac hon
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(3) PocketMiner 1a cong cu du doan thi an don gian nhung hiéu qua, du chi dwa
trén ciu tric tinh cua protein.
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Hinh 3.3. Phac hqp cua cac cytokin ho IL-1 vé6i thu thé caa ching va sy minh hoa cua cac
vi tri gan ket thuc nghiém cua phoi tir phan tr nho trén cac cytokin nay
(A) IL-33 va thu the ST2 (PDB: 4KC3) chua duge xdc dinh vi tri gan ket thyc nghiém trén
ca hai protein. (B) IL-1p va thu the IL-1R1 (PDB: 4DEP), véi sy hién dién cua cac phoi tir
gan ket tai 4 vi tri khac nhau trén IL-1p. Trong do, hop chat 2 gan két 'gai mot tli an & vi tri
allosteric. (C) 1L-36y (PDB: 41ZE) véi m6 hinh homology cua thy the IL-36R va su hién
dién cua phoi tir A-552 gan tai vi tri tdi an ¢ vi tri orthosteric.

Pé dam bao tinh linh hoat hoan toan cua protein trong qua trinh xac dinh vi tri
gan két, phuong phap mé phong CMD di dugc &p dung trén cau trdc apo cua IL-1p
va IL-36y, gom quy trinh MixMD va CrypticScout.

M6 phong MixMD dai 1 us duoc thuc hién cho mdi protein véi hdn hop dong
dung méi cua 5 loai phan tir tham do BNZ, 1P3, IPA, ACN va NMA véi nuéc (nong
d6 5%, v/v). Ban d6 diém nong va céc vi tri gan két tiém ning xac dinh bai MixMD
cho IL-1B va IL-36y lan lugt dwge minh hoa tai Hinh PL14.1 va Hinh PL14.2, PHU
LUC 14. Trén IL-1p, MixMD c6 thé anh xa thanh cong dén vi tri 1, 2 va 3 (xép hang
2, 6 va 3) va anh xa gidi han dén vi tri 4 chta tai an. Trén 1L-36y, vi tri tdi an cua
phdi tir A-552 duoc anh xa tét bai cac phan tir tham do (xép hang 3).

M6 phong CMD dai 400 ns véi CrypticScout ciing dugc &p dung trén hai protein,
st dung d6ng dung moi ctia BNZ va nudc (néng do 0,2 M). Két qua tai Hinh PL14.3,
PHU LUC 14 cho thiy vi tri caa cac phdi tir thuc nghiém tai tdi 4n déu dugc anh xa
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t6t. Xét theo nang luong diém nong, vi tri gan két cua chat ac ché 2 cua IL-1p va A-
552 cua IL-36y dugc xép hang lan luot 13 2 va 4. Xét theo diém sé diém ndng va thoi
gian luwu giit cua phan tir BNZ, céc tli 4n nay duoc xép hang lan luot 1a 2 va 1.

Nhu vay, mic du khdng tuyét déi nhung phuwong phap “dong” dua trén nén tang
ciia md phong CMD di thé hién tinh hiéu qua cao hon so véi cac phuong phap thong
thudng trong viéc phét hién cac vi tri gan két trén ciu tric apoprotein, dic biét la cac
tdi an va allosteric. T4t ca cac cong cu du doan vi tri gan két déu cé gia tri nhat dinh
va s& dugc ap dung dong thoi cho I1L-33 va ST2, nhung két qua cia md phong CMD
s& dugc wu tién trong danh gia cac vi tri gan két tiém nang, dac biét 12 tdi an va vj tri
allosteric.

3.2.3.2. Xdc dinh cac vj tri gdn két tiém nding cho phéi tir phan tiz nhé trén 1L-33

Trong dé tai ndy, cac phuwong phéap tinh toan duoc ap dung trén ciu tric cua IL-
33 nham hai muc tiéu chinh: (i) phét hién cac tli gan két tai hai vi tri orthosteric cua
PPI gitra 1L-33 véi thy thé va danh gia kha ning lam thubc phan tir nhé cua ching,
(i) phat hién cac tai gan két khac (néu c6) bén ngoai vi tri PPI.

Céc vj tri gan két dwpc xdc dinh bang cdc phwong phdp dia trén cdu tric “tinh”

Bang 3.4. C4c tui gan két duoc phat hién va xép hang boi cac cong cu tinh toan dya trén
cau truc tinh tai vi tri PPI cua IL-33/ST2

Xép hang caa cac tui Xép hang caa cac tui
Phin mam gén két tai vi tri PP gén két tai vi tri PPI
trén cau tric I1L-33 trén cau tric ST2

Vitril Vi tri 2 Vitril Vi tri 2

MOE Site Finder 6, 8 1 1,7 21, 23
Fpocket 8 7,9 2,4,10,11, 14 16
DoGSiteScorer 3,56 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

* Cac xép hang c6 sir chia sé véi vi tri allosteric cua ST2.

Do van ¢6 nhimg wu diém nhét dinh, dic biét 1a vé chi phi tinh toan, cac phuong
phap dua trén cau trac tinh duoc 4p dung dau tién trén cau truc tinh thé caa 1L-33
(PDB: 4KC3). Su xép hang cua hai vi tri orthosteric 1 va 2 cta IL-33 bai cac phan
mém duoc trinh bay tai Bang 3.4. Toan b cac ti gan két dy doan cing cac thong
tin b6 sung duoc trinh bay chi tiét tai Hinh PL15.1, PHU LUC 15. Vi tri 1 cua IL-
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33 duoc du doan 1a tap hop cua nhiéu tdi nho va dugc xép hang khong dong nhat boi
cac phan mém. Trong khi d6, vi tri 2 dugc du doan nhu mét tdi duy nhat va xép hang
cao hon. Xét trén toan bo mot giao dién PPI, két qua tai Bang 3.4 goi y vi tri 2 c6
tiém ning cho phdi tr gin két hon so vai vi tri 1.

Céc vj tri gan két xdc dinh bang phirong phdp “dong” sir dung méd phong CMD

M6 phong MixMD dai 1 ps da duoc ap dung trén cau tric apo cua IL-33 va ban
dd chiém gii cua 5 loai phan tir tham do ¢ z = 206 dugc thé hién & Hinh 3.4A va 10
vi tri c6 xép hang cao nhat dugc minh hoa & Hinh 3.4B.
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Vi tri orthosteric 1 cua PPI

Vi tri orthosteric 2 ctia PPI

Hinh 3.4. Céc vi tri gin két tiém nang trén 1L-33 duoc xac dinh bsi md phong MixMD
(A) Ban do chiém gii cua 5 loai phan tu thdm do duoc xac dinh boi MixMD. (B) Cac vi tri
gan ket (bé mat mau xanh lo) dugc phan cum va xép hang bai MixMD Probeview.

Ca hai vi tri orthosteric PP gitta IL-33 va ST2 déu thu hdt su twong tac cua cac
phan tir tham do. Vi tri 1 dwoc nhan dién vai 3 tdi con riéng biét (xép hang 3, 8 va
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10). Két qua nay ung ho du doan cta cac phan mém trudc va goi ¥ rang, dé tac dong
vao vi tri 1, khdng nén sir dung toan bo bé mit giao dién PPl ma sy tap trung vao mot
tdi gan két tiém ning c6 thé cho hiéu qua gan két phdi tir tot hon. Nguoc lai, vi tri
orthosteric 2 dugc MixMD &nh xa mot khoang gan két duy nhat va dugc xép hang
cao nhat, goi ¥ kha nang gin két voi phdi tr cao hon. Hinh 3.4A cho thay vj tri nay
duoc chiém gitr boi nhiéu loai phan tir tham do khac nhau véi tan suat cao. Mot cach
ddng thuan, vi tri 2 caa IL-33 ciing duoc xép hang cao nhat trong mé phong CMD
véi may chua CrypticScout (Hinh PL15.2, PHU LUC 15).

Nhu céc phén tich truéc vé PPI giita hai protein, IL-33 dong vai tro 1a protein
nhan lién két hydro tir ST2, va diéu nay duoc phan &nh bai su anh xa tét cia phan tir
NMA trén ca 2 vi tri tuong tac. Bén canh d6, BNZ va 1P3 da anh xa vi tri cua cac
acid amin chtra vong thom tai vi tri 1. Su tap trung céc phan tir thim do ké trén xung
quanh cac acid amin Tyr129, Asn130, Glul139, Tyr146, Asp149 va Leul50 cua IL-
33, phan anh tuong tac cua chdng vai cac acid amin Tyrl32, Phe20, Pro37 va Tyrl119
trén thu thé ST2. Piéu ndy con dugc thiy rd hon tai vi tri 2, véi su &nh xa cua céc
phan tir thaim do dén Tyr163, Leul82, Val228 va Leu267 cua IL-33, dai dién cho su
tuwong tac cua chang véi Leu246, Leu306, Leu308 va Phe245 trén ST2.

Dic biét, tai ca 2 vi tri orthosteric, cac tdi gan két xéac 1ap bai MixMD c6 xu
hudng chdn vii mot phan vao cau tric tinh thé cua 1L-33, duoc giai thich boi su tham
nhap cua c4c phan tir tham do c6 tinh thom va ki nude nhu BNZ va 1P3. Két qua hién
tai goi Y tiém ning cac phan tir Nho chira cac nhém vong thom cé thé gay nén su cam
g tuong ty dé ting cuong ai luc gan két véi 1L-33. Vi cac twong tac phan cuc, ban
d6 chiém giir ciia cac phan tir tham do anh xa manh nhat véi cac acid amin diém nong
Lys22, Arg35, GIn39 va Arg38 cua ST2 tai vi tri 1.

Ngoai hai vi tri PPl v4i ST2 da dugc anh xa, mé phong MixMD con gitp phat
hién mot s tai gan két mai trén 1L-33. Cac khoang dugc MixMD xép hang 2 va 4
trén IL-33 tuong dwong vi tri 2 cua IL-1B, noi protein nay lién két va bi trung hoa boi
khang thé don dong canakinumab. Vi tri 2 cta IL-1p c6 thé gan két voi cac manh cau
trdc, goi y mot kha ning twong tu cho 1L-33. Xép hang 5 14 mot khoang khéng ton
tai rd rét trén cau trdc tinh thé cua IL-33, dugc &nh xa boi bon loai phan tir tham do
gom BNZ, 1P3, NMA va IPA. Trén cau tric tinh thé, vi tri ndy gan nhu mot mat
phing. Su twong tac ciia His201, Val238, Leu249 va Lys251 véi cac phan tir tham do
va sau d6 1a su chuyén dong cua cac chudi bén tuong tng da gbp phan ma ra tdi gan
két nay. Tuong tu, Sy 4nh Xa ciia MixMD tai vi tri duoc xép hang 6 goi y mét tli gan
két tiém ning twong ty dugc dinh hinh bai cac vong B8-p9 va p11-p12. BNZ di luu
gitt mot cach manh mé tai vi tri ndy, cam @ng va mé ra mot tdi gan két sau hon vao
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bén trong so véi cau tric tinh thé. Gan d6, mot vi tri duoc xép hang 9 dinh vi ngay
trén vong B11-B12 véi sy anh xa cia BNZ, 1P3, IPA va NMA.

Dang chu ¥, mot khoang gan két xép hang 7 dwoc phat hién & gan dau N va vong
B8-P9 cua IL-33. Khoang nay duoc anh xa boi 1P3 va ACN, néu két hop mét ving
ké can duoc anh xa boi BNZ va 1P3 c6 thé tao nén mot tli gan két twong dong cao
VGi Vi tri thi an caa phdi tir 2 trén 1L-1p. MixMD khong mé duoc mot tli an nhu vay
trén IL-33 chi véi cac phan tir tham do kich thuéc nho, nhu két qua trén chinh IL-1p
da dugc trinh bay ¢ phan truéc. DU vay, két qua hién tai c6 thé ung ho cho mot tdi an
VGi su cam tng ciia mot phéi tir thich hop.

Tat ca céc thi gan két bén ngoai 2 vi tri orthosteric cua PPI I1L-33/ST2 duoc khao
sat bang phuong phap NoMA vai sy c6 mit caa phdi tir gia bat dién. Tuy nhién, cac
phan tich hién tai khéng cho thay su thay d6i c6 ¥ nghia thong ké gitta dao dong cua
cau triic apo va holo cuaa I1L-33 dé ung ho cho tinh chat allosteric.

TUi dn trén IL-33 duwoc xdce dinh qua md phéng MD thoi gian dai

Hop chat 7¢ da dugc chiing minh sy gan két véi 1L-33 qua phd NMR va tac dong
trc ché hiéu lyc cua cytokin nay trén dong té bao HMC-1. Nham d& xuat mot mé hinh
gan két protein—phdi tir giira 1L-33 va 7c¢, ciing nhu dé khang dinh thém vi tri 2 (duoc
xép hang 1 boi MixMD) 1a mét tai gan két quan trong trén 1L-33, md phong MD dai
5 s (20m 5 quy dao doc lap 1 ps) dd dugc thuc hién cho phtc hop nay. Cau trdc bat
dau cho qua trinh MD 1a phuc hop gan két phan tir giira 1L-33 va 7c.

Két qua cho thy 7c duy tri su dinh vi trong vi tri ndy trong qua trinh md phong,
mac di c6 sy thay doi nhat dinh vé tu thé. Phan tich diu van tay tuong tac cho thay
7¢ twong tac mot cach manh mé véi Tyrl63, 1a mot diém néng quan trong trong PPI
IL-33/ST2 (Hinh 3.5A). Ngoai ra, kha nang tuong tac cia protein vai 7¢ con duoc
gia tang boi twong tac ki nudc cua llell19, Thrl20, Leul82, Leu220 va Leu267. Phéi
tir 7¢ ciing tao mot s6 lién két hydro quan trong voi Asn222 va tuong tac m-cation Voi
Tyr122. Quy dao md phong thoi gian dai da tao ra nhiéu cau dang lién két khac nhau
cua 7¢. Cac cau dang duoc phan cum bang thuat toan QT véi ngudng RMSD = 3 A
va 5 cum pho bién nhat dugc minh hoa tai Hinh 3.5B. Trong d6, cum 1 va cum 2
chiém tan suat pho bién nhat (21,82 va 12,90%). C4u dang dai dién cho 2 cum nay c6
AGgin kit Mm-Bsa tot Nhat (—44,09 va —38,39 kcal/mol). Mic du chua dat dugc sy hoi
tu va cac nghién ctru sau hon can duogc thuc hién, trong nghién ctu hién tai, cum 1
duoc dé& xuat 1a cAu dang gan két phu hop cua IL-33 va 7c. Két qua nay ciing gop
phan chang minh vi tri 2 cua IL-33 12 mot khoang phu hop cho phan tir nho gan két
Véi i luc cao. Dong thoi, khi quan sét tdi gan két duoc hinh thanh giira 7¢ va 1L-33
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& Hinh 3.5B, day ciing 1a mét vi tri cd thé duoc cam tmg dé tao mot tdi an von khong
thé quan sat thay trong cau tric tinh thé caa I1L-33.
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Hinh 3.5. Két qua md phong MD thai gian dai 5 ps cho phirc hop 1L-33 va hop chit 7¢
(A) Bicu d6 nhi¢t minh hoa su twong tac gitra phoi tu 7¢ va IL-33 theo thoi gian. (B) Nam
cum cau dang gan két pho bien nhat dugc trich xuat tir quy dao trong mé phong MD.

3.2.3.3. Xdc dinh céc vi tri gdn két tiém néng cho phéi tir phan tie nhé trén ST2

Céc phuong phap du doan vi tri gan két dua trén cau triic tinh da duoc ap dung
trén thy thé ST2 (PDB: 4KC3). Két qua dugc trinh bay tai Bang 3.4 va cac hinh b
sung tai Hinh PL16.1, PHU LUC 16 cho thay khéng c6 tdi gan két nao dugc phat
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hién tai vi tri 2 cua PPI, tac mién D3 cua thu thé ST2. Khac véi 1L-33, vi tri 1 cua
PPI trén ST2 duoc du doan 1a mot khoang gan két pht hop hon cho phdi tir phan tir
nho véi sy dong thuan cao tir c4c phan mém. Do d6, vi tri orthosteric nay c6 trién
vong dé phat trién chat tc ché ST2.

M6 phong MixMD vai tong thoi gian 1 us da duoc thyc hién trén mién D1D2 tir
cau trdc tinh thé cua ST2. Ban d6 chiém gitr caa cac phan tir tham do tai z = 106 van
anh xa dén vi tri orthosteric 1 cua PP (Hinh 3.6A), gop phan cang cd tiém ning cua
vi tri nay, di tin hiéu giam ¢ z = 206 (Hinh 3.6B). Tuy nhién, mot vi tri gan két hoan
toan mai trén ST2 dd duoc phat hién bei MixMD, véi su chiém gitr manh mé cua céc
phan tir tham do. Vi tri nay duoc xép hang 1 (Hinh 3.6C) va thé hién day du céc tiéu
chi ctia mot tdi gan két phu hop cho viéc phét trién thudc phan tir nho: ¢ hinh dang
cuia mot tai, duoc chiém gitr bai ca 5 loai phan tir thim do trong phan 16n thoi gian
m6 phong CMD va ¢4 thé tich trung binh khoang 1079 A3 (Hinh PL16.2, PHU LUC
16). Céc acid amin niam trong tGi gan két gom Trp25—-Leu32, Thr103, Tyr105—
Leull7, Glul46-Alal53, Aspl78, Thr180-Phel83, Tyr192-Thr197 (Hinh PL16.3,
PHU LUC 16).

Do nam & mét vi tri bén ngodi so va&i bé miat PPI, vi tri nay duoc gia thuyét 1a
allosteric va NoMA duoc thuc hién dé gop phan khang dinh. Hinh 3.6D—F cho thay
s c6 mat cua cac phdi tir gia tai vi tri nay 1am thay doi sy dao dong cua ST2 gitra
dang holo va apo c6 ¥ nghia thong ké trong kiém dinh Wilcoxon (p = 0,000817) va
phén tich ma tran twong quan chéo dong luc hoc (DCCM), goi y day la mot tui
allosteric tiém ning. NoMA ciing duoc thyc hién trén tat ca cac vi tri khac duoc nhan
dién béi MixMD nhung khong c6 mét vi tri nao cho két qua tuong tw. Tir nhitng du
doén trén, vi tri 1 caa PPI IL-33/ST2 va vi tri allosteric trén mién D1D2 duoc dé xuat
1a hai vi tri tiém ning dé phét trién cac chat e ché phan tir nho.
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® Benzen (BNZ) @ Pyrimidin (1P3) @ Isopropanol (IPA) @ Acetonitril (ACN) @ N-methylacetamid (NMA)
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Hinh 3.6. Xac dinh vi tri gan két trén thu thé ST2 v&i md phong MixMD va NoMA
(A) va (B) Ban d6 chiém giir cua céc phan tir thim do trong mé phong MixMD & ¢ bang
10 va 20. (C) Su xép hang cac vi tri gian két trén mién D1D2 caa ST2 boi MixMD
Probeview. (D) Cac “phdi tir gia” bat dién duoc dat tai tii dugc xép hang 1 dé chuan bj
cho Phan tich Ché do Binh thuong (NoMA). (E va F) Biéu do kiém dinh Wilcoxon va ma
tran twong quan chéo dong luc hoc (DCCM) dé so sénh su dao dong cua ST2 & dang
khong c6 (apo) va co (holo) phdi tir gia trong NoMA.
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3.3.  Md hinh sang lec in silico dwa trén cau tric muc tiéu 1L-33 va ST2
3.3.1. M6 hinh gan két phan tir cho 1L-33 va ST2
3.3.1.1. M0 hinh gdn két phan ti# dra trén cac vi tri gdn két cia 1L-33

Hai vi tri gan két tiém nang trén IL-33, ciing 13 hai vi tri tai giao dién twong tac
PPI, duoc str dung dé xay dung mé hinh gan két phan tir. Dya trén cac acid amin diém
nong di xac dinh va két qua tir cac du doan vé vi tri gan két, hai mo hinh duoc xay
dung va minh hoa tai Hinh 3.7. Tai vi tri 1, hop ludi c6 toa d6 tam (45,782; —27,413;
16,362) va kich thudc (20x15x22 A3). Tai vi tri 2, hop ludi c6 toa do tam (45,879;
—52,344; 11,740) va kich thuéc (22x26x22 A3). Ca hai md hinh tai Hinh 3.7A va B
déu st dyng cau tric tinh thé cua IL-33 (PDB: 4KC3).
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Hinh 3.7. M6 hinh géan két phan ti cho IL-33 tai hai vi tri caa PPI véi thy thé ST2
(A va B) Hai md hinh gan két phan tur tai mdi vi tri PPI duoc xay dung dua trén cau tric
tinh thé cua IL-33 (PDB: 4KC3). Cac acid amin diém ndng thuc nghiém duoc danh dau
mau do6, cac diém nong duoc phat hién bo sung bang phuong phap in silico dugc danh dau
mau xanh duong. (C) M6 hinh gan két phan tir cua I1L-33 duoc xay dung dua trén ciu dang
phd bién nhat trong cac md phong MD caa I1L-33 va chat tc ché 7c¢, véi su hién dién cua
tUi 4n. (D va E) Puong cong ROC danh gia nang lyc sang loc ciia cac md hinh gan két
phan tir cia 1L-33 tai vi tri 2 (1 m6 hinh dya trén cau trdc tinh thé, 5 mé hinh dua trén cau
dang md phong MD), sir dung tap hoat tinh va tap méi nhie DUDE-Z va DeepCoy.
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M6 hinh gan két phan tar dwa trén cau tric tinh thé cua 1L-33 tai vi tri 2 (Hinh
3.7B) duoc xéc thyuc bang cach sang loc trén tap hop céc chat gan két da biét (Bang
PL2.1, PHU LUC 2) va cac hop chat moi nhir duoc tao bang céng cu DUDE-Z. Sau
qua trinh sang loc, dudng cong ROC dugc phan tich va gia tri AUC, TG va EFy thu
dugc lan luot 13 0,906 0,521 va 0 (Hinh 3.7D).

Dua vao két qua phan cum cua cac quy dao méd phong MD 5 ps trén phuc hop
IL-33 va chat trc ché 7¢, cau dang tét nhat caa 5 cum phé bién nhat (Hinh 3.5B) duoc
trich xuat dé xay dung mé hinh gan két phan tir. Két qua phan tich duong cong ROC
cho thay cu dang dai dién cho cum pho bién nhat trong mé phong MD (ciu dang
MD 1, Hinh 3.7C) da giup lam tang hiéu nang sang loc cua mo hinh, véi ROC-AUC,
TG va EF1% lan luot 12 0,989; 0,883 va 51 (Hinh 3.7D).

Pé danh gia mo hinh chat ché hon, mot tap chat moéi nhir c6 “do khé™ cao hon
duoc tao ra bang DeepCoy véi muc tiéu sao cho hop chat mdi nhir ¢ tinh chat Iy hoa
khép véi cac chat hoat tinh. Két qua danh gia cac mé hinh dugc thé hién ¢ Hinh 3.7E
cho thiy cdu dang MD 1 van cho két qua tot nhat, vai ROC-AUC, TG va EFis lan
luot 12 0,899; 0,615 va 17. Trong khi d¢6, mé hinh dya trén ciu tric tinh thé chi dat
ROC-AUC =0,549; TG = 0,101 va EF1s = 0.

3.3.1.2. M hinh gdn két phan ti# dwa trén cac vi tri gdn keét cia thu thé ST2

Trén ST2, cac m6 hinh gan két phan tir duwoc xay dung dua trén céu trdc tinh thé
cua thy thé (PDB: 4K C3). Hai mé hinh da duoc xay dung cho khoang orthosteric tai
vi tri 1 (Hinh 3.8A) va tdi allosteric (Hinh 3.8B). Ca hai vj tri gan két ciing nam trén
mién D1D2 cua thu thé ST2. Tai vi tri orthosteric, dwa trén cac phan tich vé acid amin
diém nong, hop luéi cho md phong gan két dugc thiét 1ap véi toa do tam (47,012;
—21,987; 11,093) va kich thudc (26x24x32 A3). Tai vi tri allosteric, dya trén dy doan
cua MixMD, hop ludi cb vai toa do tam (45,782; —27,413; 18,534) va kich thudc
(24x18x20 A3). Khoang cach giita cac diém ludi trong hai mé hinh la 1 A.

Hién nay, mot sé hop chat gan két vai ST2 da duoc béo céo (Bang PL2.2, PHU
LUC 2). Tuy nhién, vi tri gan két cua cac chat nay van chua dugc xac dinh bang thuc
nghiém va ching c6 thé gan két trén vi tri orthosteric hoac allosteric ciia ST2. Pé xac
thuwe mé hinh gan két phan ti, dong thoi gop phan xac dinh vi tri gén két cua cac phdi
tr phan tir nho trén ST2, tap hop cac chét c6 hoat tinh tir thuc nghiém duoc sang loc
qua ca hai mé hinh gan két. Tap hop nay gém 82 hop chit duoc xac nhan tac dong
trc ché PPI gitra IL-33/ST2 qua thir nghiém AlphaLISA va tc ché tin hiéu 1L-33/ST2
trén té bao HEK-Blue 1L-33 (Bang PL2.2). Tir 82 chat hoat tinh, cac tap chat moi
nhtr dugc tao bang cong cu DUDE-Z va DeepCoy. Pic biét, hién nay c6 53.531 hop
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chat khéng hoat tinh trén ST2 da dugc bao céo va luu trit tai PubChem BioAssay (ma
s6 1259354). Tur dit liéu ndy, 4100 hop chét da duoc ldy miu sao cho c6 tinh chat ly
hoa khép véi cac chat cd hoat tinh bang cong cu DecoyFinder. Céc tap chit nay duoc
sang loc qua 2 mé hinh gan két phan tir da xay dung dé danh gia sy pht hop caa moi
mo hinh vai bo dix liéu.
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Hinh 3.8. Cac mé hinh mé phong gén két phan tu trén ST2
(A) M6 hinh gan két phan tu trén khoang orthosteric cia ST2 tai vi tri 1 & bé mat PPI, cling
Vv6i danh gia ROC trén ba bo dit lidu chira cac hop chét co hoat tinh va (i) cac moi nhir
dugc tao bang DUDE-Z, (i) cac moi nhir duoc tao bang DeepCoy, (iii) cac hop chat khong
c6 hoat tinh duoc xac dinh tir thuc nghiém. (B) M6 hinh gén két phan ti cho tdi allosteric
cua ST2, vai danh gia ROC trén cac bo di liéu tuong tu.
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Phan tich dudng cong ROC tai Hinh 3.8A cho thay mé hinh gan két phan tir tai
vi tri orthosteric cho kha ning phan biét céc chét cd hoat tinh va cac chat méi nhir
DUDE-Z, DeepCoy lan cac chét khong c6 hoat tinh thuc nghiém, véi ROC-AUC lan
luot 12 0,848; 0,581 va 0,660; TG lan luot 14 0,575; 0,131 va 0,255; EF1y lan luot la
12,401; 1,214 va 4,856. Cac két qua nay tét hon so vai mé hinh géan két phan ter ¢ tai
allosteric (Hinh 3.8B) va goi Y ring cac chat c6 hoat tinh di duoc bao céo c6 uu thé
gan két voi ST2 tai vi tri orthosteric. O huéng nguoc lai, phan tich duong cong ROC
gop phan chitng minh niang luc sang loc cia md hinh duwoc xay dung tai khoang
orthosteric. Trong khi d6, Ui allosteric 1a mot vi tri méi va mé hinh gan két phan tu
tai vi tri ndy c6 thé duoc st dung dé sang loc cac hop chat wc ché ST2 theo mot co
ché mai.
3.3.2. Sang loc chat gin két véi 1L-33 va ST2 tai vi tri 1 cia giao dién PPI bing

phuong phap pharmacophore

3.3.2.1. Sang lgc vai md hinh pharmacophore cho 1L-33 tai vi tri 1

Dua trén bao céo vé PPI gitra IL-33/ST2 cua Liu va cong su tai vi tri 1 (Hinh
3.9A), hai md hinh pharmacophore cho chat wc ché IL-33 duogc tao ra dua trén dic
tinh cua c4c acid amin tai bé mit nay.

| GIn39
" &, A= arg3s

% M lysz2
-~ 5 ys
.f

2 I

PH4-1L33-S1-M1  PHAIL33-81-M2
Hinh 3.9. C4c md hinh pharmacophore cho chat gan két IL-33 tai vitril
(A) M6 hinh PH4-1L33-S1-M1 dugc xay dung bang cach bat chudc céc acid amin diém
nong trén ST2. (B) M6 hinh PH4-1L33-S1-M2 dugc Xxay dung dua trén cac acid amin trén
bé mat tuong tac ctaa chinh IL-33.

Pau tién, cac diém pharmacophore dugc dat trén cac nguyén tir tham gia tuong
tac cua GIn39, Lys22 va Arg35 cia ST2 nham bat chudc cac lién két ion va hydro
giita chlng véi cac acid amin diém nong Glu144, Glu148 va Asp244 trén 1L-33. Mo
hinh pharmacophore thu dugc ban dau dwoc ky hiéu 13 PH4-1L33-S1-M1 (Hinh
3.9B) chua 4 diém, trong do6 cac diém F1, F2 va F3 mang dic tinh cation (Cat), diém
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F4 mang dic tinh nhan lién két hydro (Acc). Bén canh d6, mé hinh thtr hai dya trén
dic tinh cua khoang gan két duoc xay dung véi su goi ¥ cua cong cu MOE
Pharmacophore Editor. Md hinh PH4-1L33-S1-M2 chia 3 diém bt buoc (F1, F2, F3)
cd thudc tinh Don dai dién cho kha niang cho lién két hydro cua cac acid amin Glu144,
Glul48 va Asp244, va cac diém F4:Acceptor, F5:Acceptor, F6:Donor ciing F7: PiN,
F8: PiN duoc rang budc thoa man “it nhat mét” (Hinh 3.9C). Do chwa c6 nghién ctu
thuc nghiém nao cdng bd cac hop chat phan tir nho gan két véi 1L-33 tai vi tri 1 cua
PPI nén cac md hinh pharmacophore PH4-1L.33-S1-M1 va M2 khong dugc danh gia
va la cac mo hinh huéng téi muc tiéu thiét ké thude de novo.

Hai mé hinh pharmacophore duoc st dung dé sang loc qua thu vién DrugBank
va Maybridge, thu duoc 24 chit thoa md hinh PH4-1L33-S1-M1 va 37 chét théa ma
md hinh PH4-1L33-S1-M2. Cé4c chit théa man mé hinh duoc tiép tuc sang loc qua
md hinh gin két phan tir bang phan mém LeadlT, thu duoc 31 chat gan két thanh
cong vao vi tri 1 cua IL-33 véi diém sé gan két tir —28,0 dén —6,3 kJ/mol (twong
duong —6,7 dén —1,5 kcal/mol) (Hinh 3.10A). Dau van tay twong tac giira cac phoi
tir véi IL-33 duoc phan tich bang cong cu MOE PLIF cho két qua nhu Hinh 3.10B,
cho thdy mot sé hop chat cd thé tuong tac véi cac acid amin diém nong Glul44,
Glul48 va Asp244 bang lién két hydro va ion.
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Hinh 3.10. Két qua md phong gan két phan tir cua cac chat thoa mén cac mo hinh
pharmacophore trén vi tri 1 tai be mat PPI cua IL-33
(A) Su phan b diém sb gan két cuia cac phdi ta. (B) Thong ké tan suat tuong tac cua cac
phdi tir vai cac acid amin tai vi tri 1 cia I1L-33 dya trén phan tich diu vén tay tuong tac.
Trong sb cac hop chat gan két thanh cong, 9 hop chat tiém ning (voi diém sé gan
két tét va twong tac dugc véi it nhat mot acid amin diém néng cua 1L-33) duoc lya
chon dé dua vao cac md phong MD 10 ns (Bang PL17.1, PHU LUC 17). Phirc hop
cua IL-33 vai cac phéi tr DB00116, DB00158, DB00314, va DB00642 c6 d6 6n dinh
cao véi bién d6 dao dong RMSD < 1 A (Hinh PL17.1, PHU LUC 17). Biéu d6
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RMSF tai Hinh PL17.2, PHU LUC 17 cho thiy cac diém néng c6 do dao dong trung
binh thip, khoang 0,8 A dbi véi Glu144, Glu148 va khoang 1,0 A ddi véi Asp244.
Tur dir liéu cua cac quy dao md phong MD, tan suat hinh thanh cac loai twong tac
duoc phan tich va trinh bay tai cac biéu d6 & Hinh PL17.3, PHU LUC 17. Céc hop
chat tiém niang bao gdm DB00158, DB00314 va DB00642 dugc chon dé thuc hién
cac md phong MD dai bai chiing ¢6 tan suat hinh thanh twong tic cao véi cac acid
amin diém néng cua IL-33.

Cac mé phong MD 50 ns cho thiy 2 hop chat DB00158 va DB00642 van duy tri
duoc su lién két 6n dinh vai 1L-33 tai vi tri 1. Bac biét, cac phan cu tric nhu pterin
cua DB00158 va 2-amino-4-oxo-3,7-dihydropyrrolo[2,3-d]pyrimidin cua DB00642
dong vai trd quan trong trong viéc duy tri sy twong tac 6n dinh vai cac diém néng
Glu144, Glu148 va Asp244 cua I1L-33 (Hinh 3.11A va B). So véi cau dang md phong
gan két phan tir, DB00158 chi cd su thay d6i nho vé vi tri dé gan két tét hon voi
protein (phdi tir dwgc minh hoa mau xanh lo tai Hinh 3.11C). Hop chit nay hinh
thanh lién két hydro 6n dinh véi Glu144 (tan suat 173%) va Glu204 (168%). i V6i
DB00642, md phong gan két phan tir cho thiy phéi tir nay lién két vai 1L-33 bang
cac lién két hydro véi hai diém néng quan trong 12 Glu144 va Glu148. Trong qué
trinh MD, DB00642 c6 su chuyén dong dang ké ¢ thai diém 13 ns (phdi tir duwoc minh
hoa mau nau) dé lién két on dinh hon véi Glu148 va Asp244 trong sudt thoi gian con
lai cua qua trinh md phong (phdi tir dugc minh hoa mau vang tai Hinh 3.11C). Sau
nhitng thay d6i trong tu thé gan két véi 1L-33, DB00642 cho lién két hydro véi
GIu148 (tan suat 192%) va Asp244 (tan suat 147%).

Dit liéu tir quy dao md phong MD 50 ns cia phtc hop 1L-33 véi hai hop chét
duoc sir dung dé tinh toan ning lwong tu do gin két theo phwong phap MM-GBSA.
DB00158 va DB00642 lién két véi 1L-33 tai vi tri 1 cua giao dién PPI vi AGgin kit
mm-cesa 1an luot 14 —49,67 + 6,65 va —35,93 + 4,80 kcal/mol. Biéu d6 tai Hinh 3.11D
cho thiy DB00158 ¢6 ning lwong tu do gan két manh va 6n dinh trong sudt qua trinh
mo phong. Trong khi d6, DB00642 ¢ ning lugng tw do gan két ban dau rat manh véi
IL-33 (c6 thoi diém dat —82,5 kcal/mol). Tuy nhién, cing véi sy thay dbi tu thé gan
két nhu da trinh bay & trén, DB00642 duy tri nang luwong tu do gan két on dinh khoang
—36 kcal/mol cho dén cubi thoi gian md phong.
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Hinh 3.11. Sy twong tac cia DB00158 va DB00642 véi IL-33 trong mb ph()ng MD 50 ns
(A) Biéu do nhiét the hién sy tuong tac cia mdi phoi tir theo thoi gian vai cc acid amin
cua cua IL-33. (B) So do 2D thé hién tan suat tuong tac proteln—phol tu. (C) Su gan két

cuia phdi tir trén IL-33 dwoc minh hoa ¢ hinh anh 3D, véi cu trac mau xanh lo, mau nau,
mau vang lan luot 12 vi tri caa phdi tir ¢ cac thoi diém 0; 13 va 50 ns. (D) Nang luong tu

do gan két MM-GBSA giita cac phéi tir va IL-33 duoc tinh tir dix liéu méd phong MD 50 ns.
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3.3.2.2. Sang lgc véi md hinh pharmacophore cho thu thé ST2 tai vi tri 1

Trén vi tri 1 cia ST2, mét truy van pharmacophore bit chudc céc acid amin diém
nong cua IL-33 ciing duoc tao ra nham tim kiém chat e ché cho thu thé ndy. Cu thé,
md hinh PH4-ST2-S1-M1 chtra 5 diém (Hinh 3.12A), gém cac diém F1, F2, F3 ¢6
dic tinh anion (Ani), diém F4 c6 dic tinh cho lién két hydro (Don) va F5 c¢6 dac tinh
nhan lién két hydro (Acc). Tuy nhién, cac phan ti nhd phu hop dé 1am thude thuong
kho thoa man cac yéu cau vé dién tich nhu trén, nén diém F1 va F2 dugc dat rang
budc “it nhat mgt”. Mot mé hinh doi héi nhiéu diém dién tich 4m ciing gay kho khan
cho qué trinh sang loc ao ciing nhu s€ dinh hudng cho nhitng phén ta it co6 dac tinh
“giéng thudc”. Vi vay, moét md hinh pharmacophore thtr hai dwgc xay dung dua trén
dic tinh cua cac acid amin cua ST2 trén bé mat PPI, gom Lys22, Arg35, Arg38,
GIn39, Tyr119, Thr135 va Arg198. Ngoai ra, cac acid amin nam & trung tam cua vi
tri gan két ciing duoc xem xét, gdm GIn23, GIn39, Met118, 11136 va Leu138. Cong
cu MOE Pharmacophore Editor duoc sir dung dé chi dan cho viéc xay dung mé hinh
nay, dan dén truy van pharmacophore 6 diém duoc minh hoa ¢ Hinh 3.12B.
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Hinh 3.12. Céc md hinh pharmacophore cho sang loc chat e ché ST2 tai vi tri 1.

(A) M6 hinh PH4-ST2-S1-M1 duoc xay dung bang cach bat chudce cac acid amin diém
ndng trén IL-33. (B) M0 hinh PH4-ST2-S1-M2 dugc xay dyng dua trén cac acid amin trén
bé mit twong tac cua chinh thu thé ST2.

Hai mé hinh duoc tai 1én may chit ZINCPharmer dé sang loc nhanh chéng qua
thu vién ZINC15 chira hon 200 triéu cau dang cta hon 20 triéu hop chat. Két qua
sang loc di thu dugc 1778 chat thoa man md hinh, véi 1438 chat thoa man mé hinh
PH4-ST2-S1-M1 va 349 chat théa mdn mé hinh PH4-ST2-S1-M2. C4c chat nay duoc
tiép tuc sang loc qua md hinh mé phong gan két phan tir vai phan mém LeadIT, thu
duoc 1755 chét gan két thanh céng véi thu thé ST2. Trong d6, 6 hop chat gan két véi
&i lyc dy doan cao (AGaock < —40 kJ/mol) va 249 chat co diém sé gan két duéi —30
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kJ/mol. Trong qué trinh sang loc bang mé phong gan két, chat ddi chiéu dugc st dung
la hop chat iST2-1, v&i AGaock t6t nhét 1a —19,25 kd/mol.

Hai muoi phdi tir xép hang cao nhat theo diém sb gan két (Bang PL18.1, PHU
LUC 18) duoc chay cac md phong MD ngan (20 ns) dé khao sat su 6n dinh khi gan
két vai mién D1D1 cua ST2. Sy dao dong cua thu thé & dang apo va dang phtc hop
VGi cac phdi tir khao sat qua biéu ¢ RMSD carbon mach chinh cia protein duoc
phan tich va trinh bay chi tiét & Hinh PL18.1. Sy 6n dinh caa protein con dugc phan
anh qua biéu do ban kinh quay (Rg) va dién tich bé mat tiép xdc dung moi (SASA)
dugc trinh bay tai Hinh PL18.2. Hau hét cac phéi tir gan két 6n dinh vai protein trong
cac md phong MD 20 ns, véi gia tri RMSD cac nguyén tir nang caa phdi tir dudi 2 A,
ngoai trir ZINC02065976, ZINC02876200, ZINC20527417 va ZINC40659148. Bac
biét, su hién dién cua phéi tir 1am cho ST2 tré nén 6n dinh hon so vai dang apo, thé
hién qua céc biéu d6 RMSD tai Hinh PL18.1. Tur cac quy dao mé phong 20 ns, ning
lwong tu do gan két MM-GBSA di duoc tinh todn cho giai doan phirc hop can bang
(Hinh 3.13). Cau dang gin két tét nhat cua chat dbi chiéu iST2-1 dat AGgin kit Mu-
cesa 12 —7.28 + 3,96 kcal/mol. Trong khi d6, nhiéu phdi tir khao sat dat gié tri ning
lwgng tw do tét hon, dang cha ¥ 1a cic hop chat ZINC08821844, ZINC08911140,
ZINC16933127, ZINC40658091, ZINC59502934 va ZINC59514725 déu cé gia tri
AGgin két mm-cBsa < —20 kcal/mol.
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Hinh 3.13. Ning luong tu do gan két MM-GBSA giira ST2 va céc phdi tir duoc khao sét.

Tan suét hinh thanh lién két hydro gitra 20 phdi tir va ST2 duoc phan tich va trinh
bay tai Bang PL18.2, PHU LUC 18 cho thy cac hop chit trong tic manh nhat véi
thu thé bao gé)m ZINC08911140, ZINC16933127, ZINC20527417, ZINC40658091
va ZINC59514725. Dua trén kha ning tuwong tac véi cac acid amin diém néng, 4 hop
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chat ZINC08911140, ZINC16933127, ZINC40658091 va ZINC59514725 duoc lva
chon dé dwa vao cac mod phong MD dai hon (100 ns) nham khao sat thém.

Phan tich quy dao caa cac md phong MD 100 ns cho thay sy 6n dinh caa phic
hop ST2 véi cAc phéi tir ZINC16933127 va ZINC59514725, thé hién qua bién d6 dao
dong RMSD < 1 A (Hinh 3.14A). Chinh vi thé, hai phéi tir d4 gitip on dinh cau tric
ctia cac vong trong cau tric bac hai cua protein, thé hién qua db thi RMSF tai Hinh
3.14B.

A RMSD carbon mach chinh ctia ST2 B Pd dao dong RMS cua C,
8 10
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6 8
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Hinh 3.14. Phan tich quy dao m6 phong MD 100 ns va tinh toén nang lugng tu do gan két
cua 4 hop chat tiém nang trén ST2

Su chuyén dong caa cac phdi tir trong khoang gén két dugc phan anh qua biéu d6
RMSD cac nguyén tir nang, cac hop chét dat dan su can bang sau 40 ns (Hinh 3.14C).
Céac phéi tor ZINC08911140, ZINC16933127 va ZINC59514725 c6 su 6n dinh cao
Vvé6i bién d6 dao dong RMSD < 0,5 A. Ca 4 phéi tir dugc khao sat déu c6 kha niang
hinh thanh lién két hydro véi thu thé cao hon so véi hop chat iST2-1 (Hinh 3.14D).
Mot nira quy dao cudi cta qua trinh md phong (khi cac phic hop dat d6 6n dinh)
duoc sir dung dé tinh toan su hinh thanh cua céac loai tuong tac protein—phdi tir. Hinh
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3.15 cho thay mdi phéi tir déu co thé twong tac voi mot hodc nhiéu acid amin diém
néng cua ST2 nhu Lys22, Arg35, Arg38 va Argl98. Nang luong ty do gan két MM-
GBSA cua cac phdi tir déu dat gia tri &m, lan luot 1a —21,53 + 5,32; —28,93 + 6,66;
—23,25 + 8,39; —26,84 + 5,07 kcal/mol, tot hon so véi hop chét dbi chiéu iST2-1, véi
AGgin két Mm-GBsA = —5,46 + 4,68 kcal/mol.
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Hinh 3.15. Tan suat hinh thanh twong tac giita ST2 va 4 phdi tir duoc khao sét

Ngoai ra, tinh toan phan rd ning luong tu do da duoc thuc hién dé danh gia su
dong goép cua mdi acid amin trong sy tuong tac protein—phdi tir. Két qua tai Bang
PL18.3, PHU LUC 18 cho thidy ZINC59514725 Ia hop chat tiém nang khi twong tac
véi 3 acid amin quan trong la Lys22, Arg35 va Arg38 véi mic phan ra nang luong
tu do lan luot 12 —5,03; —5,88 va —8,92 kcal/mol. Bén canh d6, ZINC16933127 cling
la mot hop chat trién vong khi tuong tic véi Arg38 véi mirc ning luong cao nhat
trong céc phdi tir duoc khao sét, voi muic niang luong dong gop 1a —11,26 keal/mol.

Ho so tinh chdt ADMET cho 4 hop chét tiém ning tai Hinh 3.15 da duoc lap
bang cong cu ADMETIab va trinh bay chi tiét tai Bang PL18.4, PHU LUC 18. Cac
hop chat déu thoa man Luat 5 Lipinski, khdng phai la cac hop chét gay nhiéu lién thir
nghiém (pan-assay interference compounds — PAINS), duoc dy doan kha ning hap
thu bang duong udng tir trung binh dén tot va dé tong hop hda hoc.
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3.3.3. Sang loc chat gan két véi 1L-33 tai vi tri 2 cia giao dién PP1 biang phwong
phap pharmacophore

3.3.3.1. M hinh pharmacophore tim kiém chat sc ché 1L-33 tgi vi tri 2 dwoc xay
dung theo phwong phdp bit chwéc PPI

Nghién ciru vi tri gan két da chi ra vi tri 2 trén giao dién PPI caa IL-33 c6 tiém
nang phat trién chat ¢c ché phan tir nho hon so véi vi tri 1. Tai vi tri nay, mé hinh
pharmacophore PH4-1L33-S2-M1 duoc xay dung bang cach bat chudc cac nhom
tham gia tuong tac cua Leu246, Leu306, Leu311 va Arg313 trén ST2 vai cac acid
amin diém néng Tyr163, Leu182 va Glul65 cua IL-33 trén 1L-33 (Hinh 3.16). Mo
hinh chira 4 diém, gom F1: Cat|Don, F2: Hyd, F3: Hyd va F4: Hyd. Ngoai ra, mot
viing loai trir thé tich dwa trén bé mat cua protein ciing dugc bd sung dé ting d6 chon
loc cho m6 hinh.

PH4-IL33-S2-M1

Hinh 3.16. M hinh pharmacophore PH4-IL.33-S2-1 tim kiém chét tc ché I1L-33 tai vj tri 2
(A) Su minh hoa mo hinh trén phuc hop cau truc tinh the cua IL-33/ST2 (PDB: 4KC3). (B)
Cac acid amin trén ST2 duoc st dung d€ bat chudc va tao ra truy van. (C) Hinh anh tong
thé cua mo6 hinh pharmacophore 4 diém cung vaéi vung loai trir thé tich.

Mo hinh dugc sir dung dé sang loc qua céac thu vién hoa hoc trén céc cong cu truc
tuyén ZINCPharmer va PharmIT v&i s6 chat thoa man truy van dugc trinh bay tai
Bang PL19.1, PHU LUC 19. Céc chat duoc dua vao cing mot tép dir lidu dé loai
tring lap. Trong d6, 2000 chat c6 dd khap cao nhat vai mé hinh (gia tri RMSD thap
nhat) dugc tiép tuc sang loc bang mé phong gan két véi phan mém AutoDock Vina.

Song song d6, mé hinh ciing duoc str dung dé sang loc qua co so dit lidu dinh
huéng PPl d3 duoc xay dung trong dé tai (Bang PL7.1, PHU LUC 7). Qué trinh
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sang loc dugc thuc hién trén may tinh cuc b, véi két qua duogc trinh bay tai Bang
PL19.1, PHU LUC 19. Céc chit théa man mé hinh duoc gop chung vao mot tap tin
va loai tring lap. Nham muc dich so sanh véi két qua sang loc qua cac cong cu truc
tuyén, 2000 hop chat co6 RMSD thap nhat so vdi truy van pharmacophore ciing duoc
sang loc qua mé hinh gan két phan tu.

Do mé hinh PH4-1L33-S2-M1 duoc xay dung truc tiép trén cac diém nong tir cau
trdc tinh thé cua IL-33 (PDB: 4KC3), cac hop chét thoa mé hinh ciing dugc mo phong
gan két trén céu trac nay. Hinh 3.17A cho thay 2000 hop chat tir co so dit liéu hoa
hoc dinh huéng PPI c6 diém sé gin két trung binh t6t hon c¢6 ¥ nghia thong ké so cac
hop chit tir sang loc tir cac ¢ng cu truc tuyén nhu ZINCPharmer va PharmIT (kiém
dinh Mann-Whitney U, p = 2,186 x 107%3). Hai tap dix liéu chia sé véi nhau 6 hop
chat tring ldp. Su phan b AGuock cua tat ca 3994 hop chat ciing duoc minh hoa tai
Hinh 3.17B. Trong d6, nhiéu hop chat da cho AGaock tot hon so véi chat dbi chiéu 7c
(AGaock = —6,9 kcal/mol) trén cau tric tinh thé caa I1L-33.

Cac chat thuoc 10% c6 AGgock tot nhat duoc 1ap hé so ADMET bang cong cu
ADMETIab. Sy phu hop cua cac chét véi cac bo quy tic hoa duge duoc théng ké tai
Hinh 3.17C. Phan I16n céc chat duoc sang loc thoa man Luat 5 Lipinski (90%) va
khong vi pham PAINS (92%). V&i cac bo loc cd tidu chi nghiém ngit hon, sb chat
théa man luat Pfizer va GSK lan luot 12 79% va 20%. Dic biét, 77% s6 chat théa man
tiéu chi “Golden Triangle”, goi ¥ tinh chat dugc dong hoc thuan loi. Pdng thoi, 400
hop chat nay ciing dugc tinh diém lai voi chuong trinh HYDE va &i luc gan két udc
tinh dugc minh hoa tai Hinh 3.17D.

Cac hop chat dan dau vé diém sé gan két (AGuock) Va ¢ kha ning tao lién két
hydro hozc cau mudi véi cac acid amin tai vi tri 2 cua IL-33 dugc chon dé dua vao
md phong MD 100 ns, gdm Enamine Z8479543772, ZINC000009715199, Enamine
75129920608, ZINC000097979009 va ZINC000003396261. Bén canh d6, dua trén
&i luc gan két Kinype, cac hop chat dan diu gdm Enamine 21416073120, Enamine
219188025, ChemDiv S779-0339, Enamine 25198657368 va ZINC12152030 ciing
duoc lva chon dé khao sat thém qua cac mé phong MD. Céc hop chat ¢ cau tric
duoc trinh bay tai Bang PL19.2, PHU LUC 19 va tinh chat ADMET duoc trinh bay
tai Bang PL19.3, PHU LUC 19.
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Hinh 3.17. C4c hop chat ddn dau thu duoc tir qua trinh sang loc a0 chat tc ché IL-33 tai vi
tri 2 cua PPI dya trén mé hinh pharmacophore PH4-I1L33-S2-M1
(A) So sénh su phan bé diém sb gan két caa cac chat duoc sang loc tir thu vién truc tuyén
va tir co so dit liéu dinh hudng PPI. (B) Su phan b diém sé gan két caa toan bo 3994 hop
chét két hop tir hai bo co so dit liéu. (C) Su pht hop cua céc hop chit véi céc bo loc hoa
dugc va ADMET. (D) Céc hop chat ¢ i luc gan két HYDE tét nhat véi 1L-33.
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D6i voi 5 hop chat dugc lva chon dua trén AGaock, phitc hop cua 1L-33 véi cac
phdi tir dat sy 6n dinh véi bién do dao dong RMSD < 1 A, ngoai trir phtic hop cua
ZINC09715199 (Hinh 3.18A). Bdi véi su chuyén dong cuaa tirng phdi tir, Enamine
78479543772, Enamine 25129920608 va ZINC03396261 c6 sy 6n dinh cao hon so
vé6i hai phdi tir con lai. Dén nira cudi thoi gian md phong, ZINC09715199 ciing dat
su can bang nhung ZINC097979009 van con dao dong (Hinh 3.18B). Pd dao dong
trung binh cua cac acid amin trén IL-33 khong khac nhau déng ké gitra cac phic hop,
thé hién qua biéu d6 RMSF ¢ Hinh 3.18C. Ca 5 phdi tir déu c6 kha ning tuong tac
ki nuéc véi mot hodc nhiéu acid amin diém néng cua I1L-33 (Bang PL19.2, PHU
LUC 19). Phuong phap MM-GBSA dugc ap dung dé tinh toan ning lugng tu do gin
két gitra cac phdi tir va 1L-33 dya trén cac quy dao md phong MD (Hinh 3.18D). Tinh
tr thoi diém dat trang thai can bang, Enamine Z8479543772 va Enamine
75129920608 14 hai phéi tir c6 i luc gan két tot nhat vai 1L-33, v6i AGgin két MM-GBSA
lan luot 12 —38,4 + 4,3 va —41,4 + 3,9 kcal/mol. Dic biét, Enamine 28479543772 c6
thé hinh thanh twong tac v&i ca 3 diém nong thuc nghiém 1a Tyr163, Glul65 va
Leu182. Trong khi d6, Enamine 25129920608 tuong tac manh mé vai cac diém nong
Tyr163 va Leul82 véi tan suit lién két 1én dén 98-100% trong sudt thoi gian md
phong. Dic biét, ca hai phdi tir déu c6 thé cho lién két hydro véi nhém C=0 mach
chinh cua Lys180, véi tan suat hinh thanh tuwong tac cua mdi phéi tir lan luot 12 75 va
97%. Pay 1a mot acid amin quan trong tham gia tuong tac véi Leu311 caa thy thé
ST2 duoc quan sat trong cac md phong MD phirc hop IL-33/ST2 trude do.

Véi su chi dan cia chuong trinh tinh diém HYDE, 5 hop cht tiém ning d3 duoc
lya chon dé md phong MD 100 ns. 1L-33 trong phitc hop vai céc phéi tir déu dat su
on dinh voi bién d6 dao dong RMSD < 2 A (Hinh 3.18E). Cac phéi tir sau mét thoi
gian dao dong ciing dat duoc su 6n dinh & khoang ntra cudi quy dao md phong (Hinh
3.18F). Ca 5 phéi tir déu c6 ning luong tu do gan két am, nhung ndi bat 14 Enamine
219188025 va ZINC12152030 véi AGgin kit MM-GBSA lan luot 14 —40,1 + 6,1 va —32.8
+ 5,6 kcal/mol. Céc phdi tr nay déu tuong tac ki nwdc manh véi cac acid amin diém
nong nhu Tyrl22, Tyrl63, Leul82, Leu220, Asn222 va Leu267, nhung dong gop
nang lugng quan trong nhat Ia lién két hydro va ion véi Glu269 (Bang PL19.2, PHU
LUC 19). Tan suat cia Enamine 219188025 khi cho lién két hydro, ion va tuong tac
ki nuéc véi Glu269 lan luot 14 90, 91 va 53%. Trong khi do, lién két hydro, ion va
tuong tac Van der Waals cua ZINC12152030 véi Glu269 duoc duy tri 100% trong
suét thoi gian md phong MD.
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Phan tich quy dao mé phéng MD 100 ns cla cac chat duoc chon dwa trén AG,,,
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Hinh 3.18. Phan tich quy dao mé phong MD 100 ns va tinh toan ning lwong tu do gan két
MM-GBSA cuia c4c chat tiém niang dugc sang loc tir md hinh PH4-11L33-S2-M1.

(A, B, C va D) Két qua phan tich RMSD carbon alpha cua protein, RMSD cua phéi tir,
RMSF carbon alpha va AGgsn ké mm-cesa cuia phirc hop 1L-33 véi 5 hop chét dugc chon dya
trén diém sé gan két. (E, F, G va H) Két qua phan tich cac quy dao MD cua phic hop IL-
33 vdi 5 hop chat dugc chon dua trén &i lec gan két HYDE.
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3.3.3.2. M hinh pharmacophore tim kiém chat zc ché 1L-33 tai vi tri 2 dera trén
phiic hep ciia protein véi chat irc ché thiec nghiém 7¢

Dua trén md phong MD dai 5 ps ciing thuat toan phan cum, cau dang gan két phd
bién va tét nhat caa 1L-33 va chat uc ché 7¢ di duoc ldy mau (Hinh 3.5). Phtc hop
IL-33/7¢ duoc sir dung dé xay dyng mé hinh pharmacophore mét cach tu dong bang
cdng cu AutoPH4. Két qua thu duoc mé hinh PH4-1L33-S2-M2 chira 6 diém va mot
vung loai trir thé tich dugc minh hoa tai Hinh 3.19A.

Tap khong hoat tinh thye nghigm c Tdp DeepCoy
1.07 1.0
+ 0.81 - 0.8
e ~0
£ S
= ¥
£ 06/ £ 06
o =y
3 B
) S 04 S 0.4
© el
s @
s =
0.2 — {AUC =~ 0.769) . — (AUC = 1.000)
(AUC - 0.788) (AUC = 1.000)

0% 02 04 o6 o8 10 %0 02 o4 o6 08 10
Ti & duong tinh gia Ti lé duong tinh gia
W Ciu dang 1go biang MOE Conformation Search
Céu dang 130 bng OMEGA

Hinh 3.19. M6 hinh pharmacophore dua trén Qa?iu trac phtrc hop 1L-33/7¢
(A) M6 hinh PH4-1L33-S2-M2 trong khong gian 3 chicu. (B) Puong cong ROC dénh gia
md hinh qua tap cé va khdng c6 hoat tinh that, cung tap moi nhir DeepCoy.

Mo hinh dugc danh gia bang cach sang loc trén tap hoat tinh va tap khong hoat
tinh. Tap khong hoat tinh trong trudng hop nay bao gom cac chat khéng hoat tinh
thuc nghiém duoc bao cdo boi Kim va cong su, va mot tap mdi nhir DeepCoy. Cac
tap chat nay duoc tao cau dang bang céng cu MOE Conformation Search. Bong thoi,
phan mém OMEGA ciing duoc st dung dé tao cau dang nham danh gia sy phii hop
cta viéc sang loc trén cac thu vién dinh huéng PPl véi cAu dang duoc tao bang
chuong trinh nay. Két qua danh gia tai Hinh 3.19B va C cho thay md hinh c6 thé
phan biét dugc chat cd va khong cé hoat tinh véi dién tich dudi duong cong ROC
trong tat ca cac lan danh gia déu 16n hon 0,70.

Do d6, mé hinh PH4-1L.33-S2-M2 dugc st dung dé sang loc qua cac co so dit
lieu va két qua duoc trinh bay b sung tai Bang PL20.1, PHU LUC 20. Sau khi loai
bo triing 13p, ¢ tong cong 694 chat tir cac thu vién truc tuyén va 5697 chat tir co so
dit liéu dinh hudng PPI théa mdn mé hinh. Cac chat dugc tap hop chung thanh mot
tép dir liéu duy nhat va sang loc qua mé hinh mé phong gan két trén tdi gan két duoc
xac dinh trén vi tri 2 tai giao dién PPI cta IL-33. Do m6 hinh pharmacophore duoc
xay dung dua trén phic hop gin két gitra 1L-33 va hop chét 7¢ duoc ldy mau tir md
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phong MD nén qua trinh gan két phan ti cling st dung cau dang nay cua IL-33. Su
phan b diém s gan két 6391 hop chat duoc trinh bay tai Hinh 3.20A, véi nhiéu hop
chat c6 &i luc cao hon so voi chat déi chiéu 7¢ (AGgock < —9,0 kcal/mol). Trong do,
10% sb chat xép hang cao nhit duoc 1ap ho so ADMET. Su phtl hop caa cac chat nay
Véi cac bo loc hda duoc nhu Luat 5 Lipinski, Pfizer va GSK lan luot 12 92, 71 va
24%. Hau hét cac hop chat khong vi pham b loc PAINS (98%) dé tranh duong tinh
gia trong céc thir nghiém sinh hoc va tuan thi bo loc Golden Triangle (84%) dé c6
tinh chat ADMET thuan loi (Hinh 3.20B). Sau khi tinh diém lai véi HYDE, 50 hop
chat dan dau vai ai luc gan két udce tinh tot nhit dugc trinh bay tai Hinh 3.20C.

Cac hop chét tiém ning duoc lya chon dé khao sét tinh 6n dinh cua su gan két
véi IL-33 trong cac md phong MD 100 ns. Nam hop chat ZINC08602233,
ZINC39732507, Enamine Z4873984348, ZINC09831173 va ChemDiv G725-1491
duoc lya chon theo su xép hang dua trén AGgock VA Su twong tac véi cac acid amin
quan trong (dic biét 1a véi cac diém nong caa IL-33). Bén canh do, cac chat Enamine
71256575314, Enamine 25292512172, Enamine 2367633186, ChemDiv E957-2106
va Enamine 71627498921 ciing duoc lya chon dé md phong MD dua trén su xép
hang bai 4i luc gin két HYDE va kha ning tuong tac cua ching véi cac acid amin
diém nong.

Trong cac md phong MD (Hinh 3.21), ca 10 hop chat tiém ning duoc lua chon
déu duy tri su lién két on dinh véi 1L-33 tai vi tri 2, dugc phan anh qua biéu d6 RMSD
cua phéi tir (Hinh 3.21B va F). Trén céc biéu db nay, cac phdi tir c6 su dich chuyén
S0 Vi Vi tri bat dau va sau d6 dan dat duoc sy can bang. Tat ca cac quy dao duoc
xem xét tryc tiép dudi dang hinh anh bang phan mém VMD dé xéac nhan cac phoi tir
van dinh vi tai tdi gin két & vi tri 2 cua IL-33. Nira cubi cua quy dao khi phic hop
protein—phdi tir dat sy can bang, nang lugng tu do gan két MM-GBSA dugc tinh toan
va cho thay ca 8 phdi tar déu duy tri sy gan két tét voi 1L-33 voi AGgin két Mm-GBsA aM
va 6n dinh. Phan quy dao nay ciing duoc dua vao phan tich tan suit twong tac gitta
phdi tir v&i cac acid amin tai vi tri 2 cua IL-33. Thong ké tai Bang PL20.2, PHU
LUC 20 cho thay mdi phdi tir déu c6 kha niang duy tri twong tac véi mot hoac nhiéu
diém nong, dac biét 1a cac diém nong thuc nghiém nhu Tyr163, Leul82 va cac diém
nong dugc phat hién qua nghién cau in silico nhu Ile119, Tyr122, Lys180, Leu267
va Asn222. Duya trén nang luong tu do gan két MM-GBSA, cac hop chit ndi bat gan
két & luc cao voi 1L-33 gdm ZINC09831173, ChemDiv G725-1491 va Enamine
71256575314 v&i AGgin két mm-eesa dudi —30 kcal/mol. Tinh chat ADMET cua cac
hop chit tiém ning nay duoc trinh bay chi tiét tai Bang PL20.3, PHU LUC 20.
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Hinh 3.20. C4c hop chat dan dau thu duoc tir qua trinh sang loc a0 chat tc ché IL-33 tai vi
tri 2 cua PPI dya trén mé hinh pharmacophore PH4-I1L33-S2-M2
(A) Su phan bb diém sb gan két caa cac chat duoc sang loc tir mé hinh pharmacophore. (B)
Ho so ADMET véi mot s6 dic tinh hoa duogc tiéu biéu cia 10% sb chat co diém sb gan két
t6t nhat. (C) Ai luc gan két caa 50 hop chat din dau khi tinh diém lai bang HYDE.
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Hinh 3.21. Phan tich qu dao m6 phong MD 100 ns va tinh toén nang lugng tu do gan két
MM-GBSA cua cac chat tiém ning duoc sang loc tir md hinh PH4-1L33-52-M2.

(A, B, C va D) Két qua phan tich RMSD carbon alpha cua protein, RMSD cua phéi tu,
RMSF carbon alpha va AGgn két mm-Gasa ctia phic hop 1L-33 véi 4 hop chat dugc chon dua
trén diém sb gan két. (E, F, G va H) Két qua phan tich cac quy dao MD cua phuc hop IL-
33 v6i 4 hop chat dugc chon dya trén ai luyc gan két HYDE.
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3.4. M6 hinh in silico dwa trén phdi tir iec ché 1L-33 va ST2
3.4.1. Truy van twong dong hinh dang 3 chiéu tim kiém chat wc ché 1L-33
3.4.1.1. Tim kiém truy van

Cho dén nay, 7c 1a chat tc ché tiém ning nhét caa IL-33, duoc ching minh kha
ning gin két véi protein qua thir nghiém do nhiéu loan do dich chuyén héa hoc trén
pho NMR va hiéu lec Gc ché trén dong té bao HMC-1. Trong nghién ctu nay, 7c¢
duoc st dung dé tao truy van ROCS nhu diém khoi dau cho viéc tim kiém cac hop
chat méi ¢6 sy twong dong vé hinh dang 3D va tinh chat héa hoc, gop phan lam giau
luong hop chit phan tir nho we ché 1L-33. Tur chudi SMILES cua 7¢, phan mém
VROCS tim kiém duoc 5 truy van (Hinh 3.22A). Nham muc dich so sanh hiéu qua
cua viéc tao truy van ROCS tir chudi SMILES va tir cau dang 3D sin c6, hop chit 7c¢
duoc tim kiém ciu dang trudc bang phan mém OMEGA va dua vao phan mém
vROCS dé tim kiém truy van tuong ddng hinh dang 3D. Trong qua trinh tim kiém
cau dang v6i OMEGA, ngudng RMSD cao hon mic dinh (> 0,5 A) duoc cai dat dé
thu dugc mot tap hop cac cau dang da dang cua 7¢. Vi nguong RMSD 1,0 va 1,5 A,
VROCS tim kiém dugc lan Iuot 5 va 2 truy van (Hinh 3.22B va C).

Hiéu niang sang loc cua tat ca 12 truy van ROCS duoc danh gia qua kha ning
phan biét cac chét trong tap kiém tra cd hoat tinh va tap moi nhir DeepCoy. Két qua
danh gia céac truy van duoc trinh bay tai Bang PL21.1, PHU LUC 21, bao gébm céc
phan tich duong cong ROC va hé sé 1am giau. Kiém dinh dau-hang Wilcoxon dugc
thuc hién dé so sanh su khac biét gitra c4c truy van dua trén cac diém s Tanimoto va
Overlap. Hinh PL21.1A, PHU LUC 21 cho thay khi str dung diém sé Tanimoto 1am
thudc do trong sang loc 40, cac truy van ROCS déu co hiéu nang tot hon c6 ¥ nghia
thdng ké so véi phuong phap Lingos (tat ca cac gia tri p < 0,05). Hinh PL21.1B goi
y ROCS-ilL33-6 la truy vén tt nhat, nhung kiém dinh Wilcoxon chi ra rang truy van
nay khac biét khong c6 v nghia thong ké so vai truy van ROCS-ilL33-1 va ROCS-
iIL33-10. Do d6, truy van ROCS-ilL33-6 duoc chay qua tap kiém tra song song véi
ting truy van con lai va gié tri p hiéu chinh (tinh toan boi phan mém vROCS) dugc
st dung dé so sanh thong ké. Gia tri p hiéu chinh khi so sanh truy van ROCS-ilL33-
6 VGi c4c truy van khac duoc trinh bay tai Bang PL21.2, PHU LUC 21. Két qua cho
thy truy van nay c6 hiéu niang sang loc t6t hon cac truy van ROCS-ilL33-1, 2, 5, 8,
9 khi so sanh bang diém sé TanimotoCombo (Phigu chinh < 0,5). Khi st dung diém sé
Overlap dé so sanh, truy van ROCS-ilL33-6 tot hon hét tit ca cac truy van con lai ¢
gia tri ROC-AUC va EFos% (Phigu chinh < 0,5). Danh gia trén tap decoy DUD-E va
DUDE-Z bing diém s tuong dong Tanimoto tong thé, truy van ROCS-ilL33-6 c6
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ROC-AUC lan luot 1a 1,00 va 1,00; EF1s lan luot 1a 96,88 va 100. Nhu vay, ROCS-
iIL33-6 duoc xac dinh 1a truy van téi wu nhit dua trén hop chit 7¢ va duoc sir dung
cho sang loc ao.

A. Truy van ROCS dworc tao dwa trén chudi SMILES cua 7¢

ROCS-ilL33-1 ROCS-ilL33-2 ROCS-IL33-3 ROCS-ilL33-4 ROCS-IL33-5

B. Truy van ROCS dworc tao dwa trén ciu dang cua 7c tim kiém bing OMEGA (RMSD = 1,0 A)

ROCS-ilL33-6 ROCS-ilL33-7 ROCS-ilL33-8 ROCS-ilL33-9 ROCS-iIL33-10

C. Truy v4n ROCS dworc tao dwa trén ciu dang cta 7c tim kiém bing OMEGA (RMSD = 1,5 A)

ROCS-IL33-11 ROCS-ilL33-12

Hinh 3.22. C4c truy van ROCS cho chit (¢ ché IL-33 duoc tao tir cau tric cuia hop chét 7¢
(A) Cac truy van ROCS dugc tao tr chuoi SMILES cua 7c. (B va C) Cac truy van dugc
xay dung tir cau dang 3D cua 7c¢ dugc tao bang phan mém OMEGA véi RMSD lan luot la
1,0val5A.

3.4.1.2. Sir dung truy van ROCS sang lgc do chat irc ché 1L-33

Truy van ROCS-ilL33-6 duoc sir dung dé sang loc qua co sé di liéu dinh huéng
PPI da dugc chuan bi. V&i mdi lan chay trén mot tap dir liéu, ngudng diém Tanimoto
téng thé chon vao 1a 1,0 va sé hop chit tbi da tot nhat duoc giir lai 1a 5000. Két qua
sang loc qua cac thu vién duoc trinh bay tai Bang PL21.3, PHU LUC 21.

Dé so sanh vai mo hinh pharmacophore cho chét e ché 1L-33 tai vi tri 2 dya trén
hop chét 7¢ (PH4-1L33-S2-M2), mét lugng hop chat thoa mén truy van ROCS tuong
duong duogc dua vao méd phong gan két bang phan mém AutoDock Vina. Téng cong
6371 hop chét véi diém sé Tanimoto tong thé 16n hon 1,07 dugc sang loc va sy phan
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bd diém sé gan két caa ching dwoc minh hoa tai Hinh 3.23A. Khi so sanh truy van
ROCS véi md hinh pharmacophore PH4-1L33-S2-M2, Hinh 3.23B cho thay sy phan
bd diém sé gan két cua céc chat dugc sang loc tir hai mé hinh khac biét khong co y
nghia thong ké (kiém dinh Mann-Whitney U, p = 0,2141).

Trong s6 6371 hop chit duoc md phong gan két sau khi sang loc qua truy van
ROCS, 10% sb chat c6 ai luc gin két tét nhat (twong dwong khoang 785 chét c6
AGdock < —8,0 keal/mol) duoc 1ap hd so ADMET. Két qua tai Hinh 3.23C cho thay
99% sb hop chat thoa man Luat 5 Lipinski va 97% sb chat théa quy tic Golden
Triangle. Bdng thoi, 94% sb hop chat khéng vi pham bo loc PAINS dé gay duong
tinh gia trong cac thir nghiém sinh hoc. Céc hop chit nay dugc dua vao chuong trinh
HYDE dé tinh diém lai va ai luc gan két du doan vai IL-33 cua 50 chat dan dau duoc
minh hoa tai Hinh 3.23D. Tuong tu cac sang loc ao trudc, phic hop cua IL-33 véi 5
hop chit c6 AGaock Va 5 hop chit ¢ Kipype tot nhit duoc lua chon dé mé phong MD
100 ns. Cac chat cd cu trdc va tinh chat ADMET duoc trinh bay lan luot tai Bang
PL21.4 va PL21.5, PHU LUC 21.

Niam hop chét dan dau vé AGgock déu co diém sé < —10,0 kcal/mol va dén tir thu
vién Asinex. Phan tich RMSD cua protein va phdi tir cho thay 5 hop chat gén két 6n
dinh vai IL-33 tai thi gin két & vi tri 2 caa PPI (Hinh 3.24A va B). bic biét, Asinex
BAS-01389088 va BAS-03072524 l1a nhitng phdi tir c6 bién d6 dao dong RMSD rit
thap. Biéu d6 RMSF & Hinh 3.24C cho thdy, ngoai trir Asinex BAS-01389082, 4
phdi tir con lai déu 1am giam su dao dong cua céc acid amin & dau N cuaa I1L-33. Hinh
3.24D thé hién nang luong tu do gan két MM-GBSA cua cac phdi tir véi 1L-33, trong
d6 Asinex BAS-01389088 va BAS-03072524 la nhitng hop chat noi bat vi AGasn két
mm-cesa lan Tuot 12 —33,79 + 3,97 va —31,65 + 2,95 kcal/mol.

Céc hop chit duoc lya chon dya trén Kinype ciing thé hién su gan két 6n dinh
vai IL-33 trong cac quy dao md phong MD 100 ns (Hinh 3.24E, F va G). Trong do,
hop chat gan két tiém nang nhat 1a Enamine 21832708609 va Asinex ASN-04481572
V6 AGgin két Mm-casa lan Tuot 13 —30,65 + 2,76 va —34,66 * 4,04 kcal/mol (Hinh
3.24H).
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Hinh 3.23. Cac hop chét dan dau thu duogc tir qua trinh sang loc 4o chit wc ché 1L-33 tai vi
tri 2 ctia PPI dia trén mé hinh twong ddng hinh dang 3D ROCS-ilL33-6
(A) Sy phan b diém s6 gan két cua céc chat duoc sang loc tir truy vin ROCS. (B) So sanh
su phan b diém s gin két caa ~6000 hop chat dugc sang loc tir truy van ROCS va md
hinh pharmacophore PH4-1L.33-52-M2 qua co s& dit liéu hda hoc dinh huéng PPI. (C) H6
so ADMET véi mot s dic tinh hoa dugc tiéu biéu cia 10% s6 chat co diém s gan két tot
nhét. (D) Ai luc gan két caa 50 hop chat dan dau khi tinh diém lai bang HYDE.
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Hinh 3.24. Phan tich quy dao mé Pphong MD 100 ns va tinh toan nang lugng tu do gan két
MM-GBSA cua cac chat tiém ning duoc sang loc tir md hinh ROCS-ilL33-6
(A, B, C va D) Két qua phan tich RMSD carbon alpha cua protein, RMSD cua phéi tir,
RMSF carbon alpha va AGgin két Mm-Gasa cua phic hop 1L-33 véi 5 hop chit dugc chon dya
trén diém sé gan két. (E, F, G va H) Két qua phan tich cac quy dao MD cua phic hop IL-
33 vdi 5 hop chat dugc chon dua trén &i lec gan két HYDE.
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3.4.2. M0 hinh pharmacophore dwa trén phéi tir phan tir nhé wc ché 1L.-33/ST2

Dua trén tap hop 82 chét trc ché ST2 da duoc bao c4o trong cac nghién ciru trudc
(Bang PL2.2, PHU LUC 2), cac md hinh pharmacophore dwa trén phdi tir xay dung
dwa trén 17 chat trong tap huan luyén va danh gia dya trén 65 chét c6 hoat tinh trong
tap kiém tra. Phan tich thanh phan chinh (PCA) tai Hinh PL22.1, PHU LUC 22 cho
thay tap huan luyén phan bb déu trong khong gian héa hoc cua toan tap dir liéu. Tap
kiém tra khdng hoat tinh bao gém mét tap khéng hoat tinh thuc nghiém duoc ldy mau
tir co s dir liéu PubChem BioAssay (ma s6 1259354) va tap méi nhir duoc tao bang
DUD-E, DUDE-Z va DeepCoy. Tong cong 74 truy van pharmacophore di duoc tao
ra dwa trén diém chung cua cac chat c¢d hoat tinh manh trong tap huan luyén. Tt ca
cac md hinh chira tir 4—5 diém, chu yéu 1a cac diém vong thom va ki nuéc, cho thay
tam quan trong cua dic diém ciu trdc ndy. Céc truy van 5 diém tbt nhat da duoc danh
gia so bo qua tap cd hoat tinh va tap moi nha DUDE-Z (Béng 3.5). Dua trén diém sé
GH, truy van tha 18 c6 két qua danh gia t6t nht.

Bang 3.5. Danh gia cac md hinh pharmacophore dya trén phdi tir irc ché ST2, vai tap
decoy dugc tao bang DUDE-Z

Mo £ bo bo

hinh Truy van ch(‘")ng.phﬁ dl'll.lg 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

M6 hinh 18 duoc ky hiéu 1a PH4-LB-iST2, tiép tuc duoc danh gia qua phan tich
duong cong ROC. Trén tap moi nhir DUD-E va DUDE-Z, md hinh c6 ROC-AUC lan
luot 120,878 va 0,958; TG dat 0,54 va 0,77 va hé sb 1am gidu EF1s, dat 24,41 va 16,16.
Str dung tap chat mdi nhir DeepCoy khé phan biét hon, mé hinh dat ROC-AUC =
0,793, TG = 0,29 va EF1y = 18,59. Bén canh d6, mot tap khdng hoat tinh thyc nghiém
duoc sir dung dé danh gia mé hinh, thu dwoc ROC-AUC = 0,860, TG = 0,47 va EF1y
= 24,62 (Hinh 3.25). Nhiing chi s6 nay cho thdy md hinh c6 thé duoc chap nhan boi
kha nang phan biét tot chat co va khong c6 hoat tinh.
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Hinh 3.25. M0 hinh pharmacophore PH4-LB-iST2 dya trén phdi tir rc ché ST2 dugc danh
gia bang cac tap moi nhir khac nhau va tap khéng hoat tinh thuc nghiém

3.4.3. M6 hinh QSAR duw doan chit wc ché hoat tinh I1L-33/ST2

Nghién cttu QSAR sir dung 82 hop chat ¢6 hoat tinh wc ché 1L-33/ST2, véi diém
cudi caa mo hinh 12 hoat tinh trén té bao HB (plCsome)). Trong qué trinh tién xu Iy
dix liéu, 4 hop chét duoc bao céo 1a ngoai lai vé cau trdc va hoat tinh duoc loai bo
(gom C11, C19, C26 va C48). Tap hop cudi cuing chira 78 hop chat voi 372 thdng s6
m6 ta phan tir 2D dugc phan chia thanh tap huan luyén va kiém tra bang phwong phap
Kennard-Stone véi ti 1& 80:20 (Hinh PL23.1, PHU LUC 23). Trén tap huan luyén,
cac thong sé mo ta duoc lya chon véi su hd tro cua thuat toan di truyén va Stepwise.
Cac bo théng s6 md ta phan tir véi s6 luong khac nhau da dugc khao sat, trong dé cac
md hinh chira 7 bién sé cho két qua tét nhat (so véi 5, 6 hay 8 thong sé mo ta).

Niam b 7 théng s6 mo ta tét nhat da duoc lua chon dé xay dung mé hinh QSAR
bang phuong phap PLS va trinh bay tai Bang 3.6. Cac thong sé6 md ta déu co twong
quan chéo duai 80% (Hinh PL23.2, PHU LUC 23). Trong phép phan chia di liéu
theo phuong phap Kennard-Stone, ca 5 mé hinh déu dat c4c chi sé danh gia dbi voi
moét md hinh QSAR (R? = 0,77-0,81; Q%o = 0,71-0,76; MAELoo = 0,15-0,17:
12 100y = 0,60-0,67 V& ; Ar; 00y = 0,13-0,18 trén tap huin luyén; Q%, = 0,78-0,80;

MAE = 0,16-0,19; r2, = 0,63-0,69: Ar2, = 0,17-0,20 va CCC = 0,85-0,88 trén tap
kiém tra). Su twong quan gitta gia tri hoat tinh du doan va thuc nghiém dugc minh
hoa & Hinh PL23.3, PHU LUC 23. Mién ung dung cua 5 mé hinh duoc xac dinh
bang phuong phap DModX va minh hoa tai Hinh PL23.4, PHU LUC 23. Phuong
phap Y-ngau nhién 100 lan di duoc thuc hién va két qua cho thay cac md hinh thu
duoc khong phai do ngau nhién (Hinh PL23.5, PHU LUC 23).
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Béing 3.6. Cac m6 hinh QSAR-HB dy doén hoat tinh rc ché IL-33/ST2 trén dong té bao
HEK-Blue IL-33 str dung thong s6 mo ta phéan tir 2D

Phwong trinh PLS va cac chi s6 dianh gid mé hinh

M6 hinh QSAR-HB-M1 (phan chia Kennard-Stone, Niain = 62, Neest = 16, LV = 6)
plCsone) = 2,81549 + 0,13958 x VE3sign_D/Dt + 0,01098 x P_VSA s 4 +0,13028 x
SM14_AEA(dm) — 0,24552 x CATS2D_09_AA — 0,2938 x FO7[0-0] + 0,00187 x ATSC7dv
—0,00474 x ATSC7i

Train: R? = 0,81; Q{00 = 0.76; 2,100y = 0,67; Arf, 100 = 0,16; MAE = 0,13; MAEi 00 = 0,15

Test: Q%, = 0,78; Q%, = 0,77; r, =0,68; ArZ = 0,18; MAE = 0,18; CCC = 0,87

Phan chia theo thai gian (Nirain = 50, Neest = 28, LV = 6)
Train: R? =0,69; Q%0 = 0,59; MAE = 0,15; Test: Q%, =0,93; MAE = 0,13

M6 hinh QSAR-HB-M2 (phan chia Kennard-Stone, Nirain = 62, Niest = 16, LV = 5)
plCsoe) = 3,31414 + 0,1673 x VE3sign_D/Dt — 0,28314 x VE1_B(p) + 0,01028 x
P VSA s 4 +0,23636 x SM14_AEA(dm) — 0,10091 x SsssNH+ — 0,32146 x
CATS2D_09_AA -0,24679 x FO7[0-0]
Train: R? =0,81; Q%o = 0,75; rﬁl(Loo) =0,65; Arfn(Loo) =0,13; MAE =0,14; MAE, 00 = 0,16
Test: Q&, =0,79; Q%, =0,78; r2, =0,66; ArZ =0,19; MAE =0,19; CCC = 0,87

Phan chia theo thai gian (Nirain = 50, Neest = 28, LV = 3)
Train: R? =0,70; Q%o = 0,57; MAE = 0,16; Test: Q%, = 0,88; MAE = 0,18

M6 hinh QSAR-HB-M3 (phan chia Kennard-Stone, Nirain = 62, Niest = 16, LV = 3)
pICsoms) = 2,12495 + 0,1853 x VE3sign_D/Dt + 0,00567 x P_VSA_LogP_2 + 0,01135 x
P_VSA_s 4-0,18725 x CATS2D_09_AA — 0,22452 x FO7[0-O] + 0,0019 x ATSC7dv +
0,01889 x TSRW10

Train: R? =0,80; Q%o = 0,75; rfn(Loo) =0,64; Arfn(Loo) =0,18; MAE =0,13; MAE_ 00 = 0,15

Test: Q4, =0,79; Q%, =0,78; r3, =0,64; Ar% =0,19; MAE =0,17; CCC = 0,87

Phan chia theo thai gian (Nirain = 50, Neest = 28, LV = 6)
Train: R? =0,68; Qfoo =0,57; MAE = 0,15; Test: Q%l =0,88; MAE =0,18

M6 hinh QSAR-HB-M4 (phan chia Kennard-Stone, Nirain = 62, Niest = 16, LV = 5)
pICsonp) = —2,49652 + 0,10992 x VE3sign_D/Dt + 0,01448 x P_VSA_s_4 + 0,02063 x
SssCH2 —0,14833 x SsssNH+ — 0,41443 x CATS2D_09 AA + 0,34338 x BO6[N-N] +
0,03482 x AATS8i

Train: R? =0,81; Q%o = 0,72; rfn(Loo) =0,62; Arrzn(wo) =0,16; MAE = 0,14; MAE 00 = 0,17

Test: Q%, = 0,78; Q%, =0,76; r2, =0,63; ArZ, =0,20; MAE =0,19; CCC =0,85

Phan chia theo thai gian (Nirain = 50, Neest = 28, LV = 3)
Train: R? = 0,66; Q%50 = 0,53; MAE = 0,16; Test: Q%, =0,85; MAE = 0,21

M6 hinh QSAR-HB-M5 (phan chia Kennard-Stone, Nirain = 62, Niest = 16, LV = 5)
pICsoe) = 3,18868 + 0,16897 x VE3sign_D/Dt + 0,01316 x P_VSA_s 4 + 0,00845 x
P_VSA ppp_P—-0,21962 x CATS2D_09_AA - 0,25625 x FO7[0-O] + 0,00204 x ATSC7dv
+0,01617 x VR3_Dzs

Train: R? =0,77; Q%o = 0,71; rlgn(LOO) =0,60; Arfn(Loo) =0,18; MAE =0,14; MAE 00 = 0,16

Test: Q%, = 0,80; Q%, = 0,79; r3, =0,69; ArZ =0,17; MAE = 0,16; CCC = 0,88

Phan chia theo thoi gian (Nrain = 50, Neest = 28, LV = 5)
Train: R? = 0,63; Q¢ = 0,50; MAE = 0,16; Test: Q%; = 0,93; MAE = 0,13
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Bén canh d6, phép phan chia dir liéu theo thoi gian cling dugc thuc hién (Bang
PL23.2, PHU LUC 23) va két qua cho thiy céc bo 7 thong sé mé ta phan tir déu cho
cac mo hinh c6 thé dy doan tot trén tap kiém tra véi Q%, = 0,85-0,93 va MAE = 0,13
0,21 (Bang 3.6). Cac m6 hinh QSAR dugc dua vao cong cu du doan dong thuan va
két qua tai Bang PL23.3, PHU LUC 23 cho thay m6 hinh CM-0 cho két qua tot nhat
trong ca hai phép chia dir liéu (Qf, = 0,91-0,95 va MAE = 0,12-0,16).

3.5. Thir nghiém in vitro danh gia hoat tinh &c ché 1L-33/ST2

3.5.1. Sang lec in silico chat wc ché 1L-33/ST2 tir thw vién hop chat ndi bd va lwa
chon hep chat tiém ning cho thir nghiém in vitro

3.5.1.1. Két qud sang loc thw vién hep chdt ngi bé qua cac md hinh in silico

Thu vién hda hoc noi bo thu thap tir BO mon Hoa Dugc, Khoa Dugc, Pai hoc Y
Duoc Thanh phd H6 Chi Minh dugc st dung dé sang loc qua cac mé hinh in silico
nham tim kiém céc hop chét c6 tiém nang wc ché tuong tac 1L-33/ST2. Thu vién chta
825 hop chat thudc céc khung ciu tric da dang nhu flavonoid (chalcon, auron, flavon,
flavanol, flavanon); hop chua di vong morpholin, pyrazol, pyrimidin, imidazol,
triazol, oxadizol, benzimidazol; hgp chat chaa thiosemicarbazon, hydrazon,
allylamin, sulfonamid; mot s6 hoat chat hoa duoc va cac hop chat dugc phan lap tir
tu nhién. Sy phan bd cac tinh chat 1y hoa va tinh da dang vé cau trdc cia cac hop chat
trong thu vién dugc minh hoa tai Hinh PL24.1, PHU LUC 24. Céc hop chét trong
thu vién duoc sang loc qua cac mé hinh pharmacophore di xay dung trong dé tai, V6i
két qua duoc trinh bay tai Bang 3.7. CAc chat thoa man mo hinh pharmacophore dugc
tiép tuc md phong gan két vao vi tri trong ng trén protein va két qua duoc trinh bay
tai Bang PL24.1, PL24.2, PL24.3 va PL24.4, PHU LUC 24.

Bang 3.7. Két qua sang loc thu vién hop chat noi bo qua cac mod hinh pharmacophore

Vi tri trén M5 hinh S6 chat théa ~ Swphan bo
IL-33/ST2 mé hinh diém so gan ket (kcal/mol)
- o PH4-1L33-S1-M1 0 -
Vitilwenll-33 - ppg ) 33-51-M2 1 AGaosk 1L = 7,0
PH4-ST2-S1-M1 0 -
Vitri 1trén ST2 PH4-ST2-S1-M2 1 AGdock sT2 = —3,5
PH4-LB-iST2 142 AGdock st2 = —9,8 dén —5,8
- o PH4-1L33-S2-M1 68 AGdock L33 = —7,6 dén —6,3
Vitri 2 trén IL-33 PHA-1L33-52-M?2 0 i

Thu vién ciing duoc sang loc qua truy van ROCS-ilL33-6, thu duoc diém sb
tuong dong Tanimoto tong thé tir 0,514 dén 1,237. Céc hop chat c6 diém sé >0,75
tiép tuc duoc md phong gan két vao vi tri 2 cua 1L-33, véi gia tri AGdock iL-33 tir —8,8
dén —5,1 kcal/mol (Bang PL24.5, PHU LUC 24). Sang loc qua cac md hinh QSAR-
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HB dé du doan hoat tinh Gc ché IL-33/ST2 trén dong té bao HB, 128 hop chét dugc
du doan dong thuan c6 gia tri plCsos) t6t hon hop chat ddi ching duong iST2-1
(Bang PL24.6, PHU LUC 24).

Vi tri allosteric cua thu thé ST2 1a mét tli gin két tiém ning. Do dé, toan b cac
chat trong thu vién ndi bo dugc md phong gan két tai vi tri ndy. Dé so sanh, thu vién
cling duoc md phong gan két trén 1L-33 va ST2 tai c4c vi tri orthosteric. Biéu db tai
Hinh 3.26 cho thay su phan phéi diém sb gan két cua cac hop chat tir thu vién ndi bo
Vi tli allosteric cua thu thé ST2 13 tdt nhat, Vi AGgock tir —11,8 dén —5,2 kcal/mol.

Diém s6 gan két cua thu vién hop chat ndi bé trén IL-33/ST2

2 ¢

AGysck (kecal/mol)
i
Lo ]

-10 e

-12 .(

Vitrilcuall-33 Vitri 2 cua IL-33 Vitri 1 cua ST2 Vi tri allosteric cua ST2
Cac vi tri gan két trén IL-33/ST2

Hinh 3.26. Sy phan b diém s6 gin két cua céc hop chat trong thu vién ndi bo véi 1L-33
va ST2 tai cac vi tri trong mé phong gan két phéan tir vai Autodock Vina

CAau dang gan két tét nhat cia mdi hop chat trén 4 vi tri cua 1L-33 va ST2 duoc
dua vao chuong trinh HYDE dé tinh diém lai (Hinh PL24.2, PHU LUC 24). Trong
do, tai allosteric ctia ST2 va tdi 4n tai vi tri 2 caa 1L-33 1a nhing vi tri c6 cac phdi tir
gan két vai Ki pype hang picomol. Bac biét, nhdm din chat quercetin thé hién kha
nang két tbt tai vi tri allosteric caa ST2. Phtic hop cua thu thé va cac phdi tir dan dau
gom T721, T718 dwoc md phong MD 100 ns. Két qua tai PHU LUC 25 cho thay hai
hop chat nay gan két 6n dinh tai tai allosteric va c6 AGgin két mm-cesa lan luot 1a —41,7
+ 3,4 va —41,9 + 4,3 kcal/mol.

3.5.1.2. Lwa chgn hep chdt cho thi nghigm in vitro

Véi sy dinh hudng tir két qua sang loc in silico va su san c6 cua cac hop chat
trong thu vién noi bd, 32 hop chit tai Bang 3.8 dugc dwa vao thir nghiém in vitro
danh gia tac dong &c ché tin hiéu 1L-33/ST2. Théng tin bd sung vé ciu tric héa hoc,
tinh chat va d tinh khiét cua cac hop chat duogc trinh bay tai PHU LUC 26.
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Bang 3.8. Cac hop chat duoc lya chon dé danh gia hoat tinh ¢c ché 1L-33/ST2 in vitro

Hop chét Nhom céu tric Théa md hinh insilico  AGgock (kcal/mol) Ki hvpe"
B . PH4-1L33-M2 AGdock 1L-33-s1 = —7,0 4,74 mM

789 Hop chat tu nhien PH4-ST2-51-M2  AGeck stz-orto = —8.,5 4,48 M
_Tri2 AGock sT2-allo = —10,2 328,0 nM
& AGuock sT2-allo = —8,0 259,9 nM
_ 1714 AGaock sT2-all0 = —8,2 69,6 nM

& AGock sT2-all0 = —8,1 1,9 nM
_ T716 AGock sT2-allo = —10,5 228,1 nM
ﬂ . AGdock sT2-allo = _10,1 64,2 nM
T718 PH4-LB-IST2 AGdock ST2-allo = _11,6 72,9 pM

T719 Gén két 4 |1_IC cao AGaock sT2-allo f -11,2 9,2nM
_ 1720 trén tui allosteric cia —2GdocksTzallo = 9,8 1858 M
T721 Dan chat quercetin thu thé ST? AGudock sT2-all0 = —11,8 60,1 pM

_ 1723 ' AGqock sT2-allo = —7,6 1,5nM
_ T4 AGaock sT2-all0 = —8,2 26,1 nM
_ 1725 AGdock sT2-allo = —8,8 434,6 pM
_ 1726 AGdock sT2-allo = —7,5 25,2nM
_ 1822 AGock sT2-2l0 = —10,3 154,5 M
ﬂ AGdock sT2-allo = _10,6 26,2 nM
1296 P AT AGaock sT2-all0 = —9,5 15,43 nM
T824 Ga”tr‘éf]t g?g” W AGuokstoai = 103 24,18 1M
T825 AGock sT2-all0 = —9,3 90,3 uM

. N R -ilL33-
T577 2-Aminopyrimidin (_CI_)(C::Sz '1’023(’))6 AGdock 1L-33-52 = —7,8" 13,98 uM
Hoat chat héa dugc ROCS-ilL33-6 _ aat
T8l4 (loratadiin) (TC=0822)  ACuwoskiss=-98 84uM
ROCS-ilL33-6 L
1815 Hoat chét héa duc (TC=0775)  AGwdwmse=-101" 188 nM
(rupatadin) PH4-LB-iST2 AGiock sT2-0rtho = —9,4 -
(RMSD=1,12A)  AGuock 5120110 = —10,0 -
Gan két phan ter C aat

891 Hoat chit héa duoc trén IL-33 AGuock L-33.52 = 8,9 33nM

(mOﬂtGlUkaSt) PH4‘LB‘|ST2 AGdock ST2-ortho — _7,2 2,3 MM

QSAR-HB AGock sT2-allo = —8,6 2,3nM

. PH4-1L33-S2-M1 AGdock 1L-33-52 = —8,5" 18,1 nM

T651  Morpholinoalkoxychalcon Ciu plang 3D AGeou sr2.a = —7.5 1.0 uM

. tuong dong moO hinh  AGaqock 1L-33-52 = —7,4T 6,2 uM

T655  Morpholinoalkoxychalcon PHA-LB-iST? AGeou sra.a = —8.0 14 uM

. AGuock sT2-0rtho = _6,5 8,1 mM

T520 6-Alkoxyauron PH4-LB-iST2 AGuaock staallo = 7.5 7.7 uM

T521 6-Alkoxyauron Cau dang 3D AGcck srzarto =6, 30 M

A A AGock sT2-2ll0 = —5,2 30,8 uM

tuwong dong mé hinh AGaock =67 598 MM

_ PH4'LB‘ T2 ock ST2-ortho — — U,

T813 6-Alkoxyauron iS AGecek staate — —7.4 37 nM
T491 4,6-dihydroxyauron Gan két i luccao  AGaock sT2-all0 = —10,7 0,86 nM
T802 4-hydroxyauron trén tui allosteric cua _AGaock st2-ailo = —9,1 1,57 nM
T805 4,6-dihydroxyauron thu thé ST2 AGdock sT2-al0 = —9,1 0,61 nM

* Ai lyc HYDE duoc wdc tinh tir cdu dang mé phong gan két; T Biém s6 mé phong gan két linh dong.
IL-33-S2: vi tri 2 tai PPI cta IL-33; ST2-ortho va ST2-allo: vi tri orthosteric va allosteric cua ST2.
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3.5.2. Panh gia hoat tinh wc ché tin hiéu 1L-33/ST2 trén dong té bao HEK-Blue
IL-33 ciia cac hep chit tir thw vién ndi bd

3.5.2.1. Ddp g ciaté bao HEK-Blue IL-33 vdi I1L-33 tai té hop va xdc dinh hoat
tinh sc ché tin higu 1L-33/ST2 cia hep chdt iST2-1

Trude khi duoc su dung cho céc thir nghiém in vitro, protein 1L-33 nguoi san
Xuat bang phuong phap tai té hop dugce danh gia chirc ning thong qua tac dong kich
thich té bao HB. Hinh 3.27A cho thay sy dap tng phu thudc nong do cua té bao voi
IL-33. Sau d6, IL-33 néng do 100 ng/mL duoc sir dung cho thir nghiém khao sét hoat
tinh tic ché tin hiéu IL-33/ST2 trén té bao HB. Quy trinh duoc &p dung dé xac dinh
hoat tinh cta hop chéat iST2-1, thu duoc I1Cso = 48,69 + 1,27 uM (Hinh 3.27B).

A Dap irng cua té bao B Hoat tinh (rc ché tin hiéu IL-33/ST2
HEK-Blue voi IL-33 cua iST2-1 trén HEK-Blue IL-33
< 5 120+
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: 0.8 e o L
-+ g £ 60 \
- R -E 1 : @
=) g — = X
O 0,6 = - N
1 © 20- LN
- - _ s
Y0 N . S ———— o+——r————r——————r—t
-2 -1 0 1 2 35 30 25 20 15 10 05 0,0
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Hinh 3.27. Panh gia mé hinh thir nghiém in vitro khao sat tac dong uc ché tin higu IL-
33/ST2 trén dong te bao HEK-Blue 1L-33
(A) Bap g kich thich phu thugc nong do cua te bao véi IL-33 (n = 3). (B) Hoat tinh trc
che tin hiéu 1L-33/ST2 trén teé bao phu thudc nong do cuaa hop chat iST2-1 (n = 3).
3.5.2.2. Khdo sét hoat tinh sc ché tin higu 1L-33/ST2 trén dong té bao HEK-Blue
IL-33 ciia cac hep chat tir thu vign néi bg

Cac hop chat thir nghiém duoc danh gia ban dau hoat tinh Gc ché tin hiéu IL-
33/ST2 trén té bao HB & nong d6 100 uM, véi két qua dugc trinh bay tai PHU LUC
27. Trong d6, mot s6 hop chat tiém nang c6 hoat tinh ¢ ché tét hon d6i chimg duong
(%] = 63,5 + 3,9%) duoc tiép tuc thir nghiém danh gia tac dong e ché tin hiéu IL-
33/ST2 phu thudc ndng do. Cac chat nay thudc 3 nhém chinh, gdm 3 hoat chat hoa
duoc (T814 — loratadin, T815 — rupatadin, T821 — montelukast), dan chat
morpholinoalkoxychalcon (T651) va 4 dan chat quercetin (T296, T713, T718, T721).
Qua d6, gia tri 1Cso cua cac hop chat duogc xac dinh va dudng cong tc ché theo nong
do duoc minh hoa tai Hinh 3.28 va Hinh 3.29.
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Hinh 3.28. Tac dong tc ché tin hiéu 1L-33/ST2 trén té bao HB cua cac hoat chat hoa duoc
va din chat morpholinalkoxychalcon tir thu vién hop chat noi bo
(A) T814: loratadin, (B) T815: rupatadin, (C): T821: montelukast va (D): T651. BC: dbi
chung, d6i chiing duong 14 iST2-1 100 uM, ddi chizng am 1a DMSO 0,2%, thi nghiém
duoc 1ap lai 3 1an (*p < 0,05; ***p < 0,001, ****p < 0,0001).
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Hinh 3.29. Tac dong tc ché tin hiéu 1L-33/ST2 trén té bao HB mot s6 dan chat quercetin
(A) T296, (B) T713, (C) T718 va (D) T721. DC: déi chimg, ddi ching duong 1a iST2-1
nong d6 100 puM, d6i ching &m 1a DMSO ndng do 0,2%, thi nghiém duoc 13p lai 3 1an (ns:
khong c6 ¥ nghia théng ké: **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).
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3.5.2.3. Pdnh gid khd nang gdy dpc té bao HB cia cac hgp chdt thi nghigm

Thir nghiém MTT duoc thuc hién dé khao sat tac dong lam giam hoat tinh SEAP
cua cac hop chat thir nghiém 1a do wc ché con duong tin hiéu 1L-33/ST2 hay do kha
ning gay doc ddi véi té bao HB. Ti 18 té bao séng dugc trinh bay tai Hinh 3.30.

150

100= l —

50-

Ti 1& s6ng cia té bao HB (%)

.

L 1 LI L]
Té14 TE15 Taz21 TeS1 T296 T713 TriE T721 iSTZ-ADMSO H,0, MT
Hep chit thie nghidm (100 pM)

Hinh 3.30. Ti I¢ song cua té bao HB khi dugc xir Iy véi cac hop chat & nong do 100 pM
trong thur nghiém MTT (cac mau chirng: moéi trueong (MT), H202 5mM, DMSO 0,2%)

3.5.3. Panh gia kha ning gin két caa phdi tir phan tir nhé trén 1L.-33

Dung dich IL-33 ndng d6 1 uM trong dém PBS duoc quét phd 3 chiéu budc séng
kich thich—phét xa. Hinh PL28.1, PHU LUC 28 cho thay IL-33 cho phét xa cuc dai
tai bude song 370 nm khi dugc Kich thich ¢ budc song 280 nm. Do do6, budc song
kich thich Aex= 280 nm duoc sir dung dé quét phd budc song phat xa Aem trong khoang
300-500 nm nham khao sat su phat huynh quang cta 1L-33 khi c6 mat phdi tir phan
tr nho. Hop chét thir nghiém dugc lua chon 12 T821 (montelukast), véi nong do khao
st tir 0,5-5,0 uM. Dé danh gia hiéu tng loc noi tai cua phdi tir d6i vai thir nghiém,
phd UV-Vis ctua T821 trong dai budc séng va tai cac nong do khao sat dugce do va
trinh bay tai Hinh PL28.2, PHU LUC 28. Két qua cho thay tai budc séng kich thich
Lex = 280 nm va trong dai budc song phét xa Aem = 300-500 nm cua IL-33, d6 hap thu
UV-Vis ctia T821 déu thap hon 0,1 va cho thay hiéu ung loc noi tai it anh huong. Do
do6, su diéu chinh cudng d6 phat quang theo hiéu tng nay la khdng can thiét.

Sau d6, phd phét xa huynh quang cua IL-33 dugc do véi sy chuan do T821 tir 0—
5,0 uM. Bong thai, cuong d6 phét huynh quang riéng phan cua T821 ciing dugc do
va két qua duoc trinh bay tai Hinh 3.31A. Véi su ting dan c4c nong do ban dau cua
hop chat thir nghiém, cudng do phat huynh quang cua IL-33 giam dan, ddng thoi c6
“sy dich chuyén do” ctia budc song phét xa huynh quang cuc dai (tir 370 nm). Tuy
nhién, khi cang ting nong d6 cua T821, cudng dd phat huynh quang cua dung dich
tang boi sy phat huynh quang tang dan cua phéi tir tir 370—-400 nm. Do sy anh huong
nay, cuong do phat huynh quang cua dung dich thtr nghiém dugc ghi nhan & mot dinh
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phu c6 budc song 320 nm dé danh gia kha nang 1am tat quang cia T821 ddi véi IL-
33. Biéu d6 Stern-Volmer cia T821 duoc lap tai Hinh 3.31B cho thiy su twong quan
cua gia tri Fy/F véi ndng d6 hop chét the nghiém (R? = 0,9933). Hé sé goc cua
phuong trinh 13 10.188, giup uoc tinh k, = 1,01 x 10'2 M*s™2. Gia tri nay |6n hon rét
nhiéu so véi k, ciia tit quang dong (2 x10° M*s™%), xac nhén day 1a su tit quang
tinh va ¢ su hinh thanh phac hop gitta 1L-33/T821 & trang thai nén. Biéu d6 Stern-
Volmer bién d6i duoc lap tai Hinh 3.31C cho thdy sy twong quan cua gia tri
log[(F, — F)/F] véi logC cua T821 (R? = 0,9894). Tur phwong trinh hdi quy, ti 1& gin
két (n) gitta protein—phdi tir gan bang 1, logarit cua hang sé két hop K, bang 2,7889.
Ttr d6, hing sé phan ly K, duoc ude tinh 12 1,7 x 1073 M.

A 350
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250
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o
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Hinh 3.31. Sy hinh thanh phtic hop giita hop chat T821 va IL-33 duoc xac dinh boi co ché
tit quang tinh trong thir nghiém st dung quang phé huynh quang
(A) Phé phét xa huynh quang cua 1L-33 ndng do 1 pM khi dugc chuan d6 bang T821 véi
cac nong d6 khéc nhau va phd phat xa huynh quang caa T821 ndéng d6 5 uM. (B) Phuong
trinh Stern-Volmer biéu dién gia tri Fo/F theo nong do ctia T821. (C) Phuong trinh Stern-
Volmer bién doi biéu dién gia tri log[(Fo — F)/F)] theo logarit ndng d6 cua T821.



115

CHUONG 4. BAN LUAN

4.1. Co sé dir liéu cau trac hoa hoe dinh hwéng cho nghién ciru sang loc
in silico chat vc ché PPI

Véi muc tiéu st dung phuong phap sang loc ao dé tim kiém cac hop chat phan tir
nho ¢ ché twong tac IL-33/ST2, sy ¢4 san cta mot co sé dit liéu 16n 1a diéu kién can
thiét dé gia ting co hoi thanh cdng. Quy trinh sang loc 4o trong dé tai nay bat dau
bang mé hinh pharmacophore, von doi hoi cac tap co so dit liéu phai dugc tim kiém
cau dang 3D cho tirng hop chat. Hién nay, hai cong cu truc tuyén cung cip co so dir
lieu hda hoc duoc tao sin cdu dang 1a ZINCPharmer va PharmIT.172172 C3 hai déu la
c4c cong cu tién dung, cho phép ngudi dung sir dung mé hinh pharmacophore dé sang
loc truc tiép trén giao dién web.

Tuy nhién, nhugc diém chinh ciia cac céng cu noi trén 1a: (i) khong chap nhan
cac mo hinh pharmacophore chira cac diém logic va rang budc, (i) khéng tuong thich
vGi mot s6 didc tinh pharmacophore duoc tao bai cac phan mém thiét ké thubc thong
dung, (iii) st dung cac thu vién héa hoc c6 tinh tong quat va thiéu cap nhat. Bé giai
quyét nhitng han ché nay, tao ra tinh linh hoat cao trong viéc tng dung md hinh
pharmacophore va ting tinh chuyén biét cho nghién ciru chét e ché PP, mét co so
dir liéu duoc van hanh trén may tinh cuc bo dé giao tiép truc tiép véi cac phan mém
thiét ké thudc 1a giai phap hitu ich. Tir dé tai nay, mot bo co so dit lidu dap tng céc
tiéu chi ké trén da duoc xay dung. Co s dit liéu chira cac thu vién hoéa hoc duogc dinh
hudng cho nghién cau PPI béi cac nha cung cap hoa chat phd bién nhu Enamine,
ChemDiv, Asinex va Vién Ung thu Quéc gia Hoa Ky (NCI). Piém dic biét cua bo
co s dit liéu nay 1a cac ddng phan quang hoc duoc tao ra néu cac hop chat trong thu
vién ban dau c6 chira cac nguyén tir bat doi xang. Khi sir dung dé sang loc, ngudi
ding cd thé biét dang dong phan nao caa hop chét tiém ning cho kha ning gin két
t6t nhat trén protein muc tiéu. Cac hop chat trong co s& dit liéu da duoc tim kiém tap
hop cau dang 3D ning luong thap bang OMEGA — mét chuong trinh dugc ching
minh kha ning tao cdu dang 3D chat luong ca0.2** Bén canh d6, khong nhu
ZINCPharmer hay PharmIT chi dugc su dung dé sang loc qua md hinh
pharmacophore, bd co sd dit liéu duogc tao ra trong nghién ctiu nay con c6 thé duoc
trng dung cho cac myc dich khac nhu mé phong gan két lwong 16n, sang loc qua truy
van twong ddng hinh dang 3 chiéu va dy doan hoat tinh qua md hinh QSAR, mé hinh
hoc may va hoc sau. Tuy nhién, ngudi st dung can chl y rang cac thu vién héa hoc
c6 thé chira mot sé hop chat gidng nhau nén can loai bo tring lap trong két qua sang
loc a0 khi sir dung b6 co s& dir liéu nay.
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4.2. Khao sat PPI ciia IL-33/ST2 va xac dinh cac vi tri gan két cho phaoi
tir phan tir nhé trén mdi protein bang cac cdng cu may tinh

4.2.1. Swcan thiét caa viéc khao sat PPI va xac dinh vj tri gan két

Xéc dinh céc vi tri gan két phu hop cho phdi tir phan tir nho trén cac muc tiéu PPI
la cong viéc tién quyét trude khi thuc hién tat ca cac thiét ké va xay dung mé hinh
sang loc in silico. Béi véi cac phic hop PPI da duoc xac dinh cau trdc khong gian va
cong bé tai PDB, vi tri duwoc nham muc tiéu dau tién chinh 12 bé mit twong tac gitra
hai protein. Nhiing giao dién nay thuong khé rong va dat ra nhu cau xac dinh céc acid
amin diém nong dé 1am nén tang cho cac phuong phap thiét ké thudc dua trén cau
trdc muc tiéu. PPI cua I1L-33/ST2 1a truong hop ma mot sé acid amin diém néng da
duoc xac dinh bing phuong phap thuc nghiém. Tuy nhién, nhirng dir liéu nay khéng
phai bao gid ciing san o6, dac biét & cac loai cytokin khac va hang ngan PPI ton tai
trong co thé ngudi von chua duoc khao sét.

Déi vai IL-33 va ST2, mic du cac nghién ciru di trude da dat ra nhing tién dé
nhat dinh cho thiét ké thudc,*®4” nhung s6 luong acid amin diém nong duoc khao sét
bang phuong phéap thuc nghiém con gigi han. Bén canh d6, cac bé mat cua nhitng vi
tri PPl nay c6 diém sb “phu hop dé 1am thudce” (druggability) con khiém tén dé co
thé gan két &i luc cao véi phdi tar phan nho, du chi 1a trong md phong gan két phan
tr. Trong dé tai nay, dé giai quyét nhirng ton tai ké trén, mot khao sét toan dién da
dugc thuc hién trén IL-33 va ST2 dé phat hién nhiing vi tri gan két phi hop nham
phuc vu cho qua trinh nghién cau chat tc ché phan ta nho.

La diém bat ¢au cua qua trinh CADD, mét cau trdc 3D chat lwong cao caa protein
g6p phan quan trong cho tinh chinh xac cua tat ca cac du doan. Vi vay, cau tric cua
IL-33 va ST2 di duoc tinh chinh dé dat cac chi s6 danh gia chét luong cao hon so véi
md hinh cau trdc tinh thé ban dau (Hinh PL8.1 va Bang PL8.1, PHU LUC 8).

4.2.2. Xac dinh acid amin diém nong caa PPI trén I1L-33 va ST2 bang cac
phuwong phap tinh toan

Xéc dinh acid amin diém néng trong PP1 bang phwong phap thuc nghiém yéu cau
cac qua trinh thiét ké gen chuyén nhiém, tai t6 hop, tinh ché protein dot bién va xac
dinh &i luc lién két gitra dang dot bién véi protein thu thé. Vi vay, viéc xac dinh tinh
chat “diém ndng” cua toan bd céac acid amin trén bé mat PPI 14 khdng kha thi. V6i
nhiéu loai PPI, théng tin vé diém noéng con han ché, tham chi 1a khéng c6. Trong
nghién ctu ndy, hai muyc tiéu cua viéc xac dinh acid amin diém néng cua PPI IL-
33/ST2 bang cac phwong phap tinh toan Ia:
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(i) Danh gia kha nang cua cac phuong phap tinh toan trong viéc xac dinh ding
cac acid amin diém néng thuc nghiém;

(i) Tim kiém cac diém néng tiém ning khac ma cac nghién ctu thuc nghiém
chua trién khai duoc.

Muc tiéu thi hai c6 dong luc xuat phét tir cac acid amin diém ndng thuc nghiém
trén 1L-33 déu la nhirng acid amin phan cuc va tich dién am.*” Pic diém nay di hudng
dan phuong phap pharmaphore tao ra cac mé hinh c6 dic tinh twong tu, tir d6 khong
thé sang loc ra hop chat théa man mé hinh hoic néu c6 thi chi thu duoc nhirng phan
tir kém phu hop dé 1am thude hoa duge. Qua trinh phat hién diém nong trong nghién
ctru ndy duoc thuc hién véi nhimg phuong phap tinh toan tir don gian dén phuc tap
nhu minh hoa ¢ Hinh 4.1 va c6 thé dugc ap dung cho cac nghién ctru PPI khac, dic
biét Ia vai nhitng phirc hop phuc tap caa céc interleukin.

Phan tich twong tac Mb phéng dong lwc hoc Quét dot bién alanin
protein-protein tric phan t& trong dung dich v" DrugScorePP!
tiép trén cAu trac tinh v' Phan tich dau van tay v BUDE Alanine
thé o twong tac Scan
v' MOE Protein v Phan ra nang lvong tw v MutaBind2
Contacts do déng goép cla tirng v PIIMS
v PDBsum acid amin

\ J
Y

U

[ Két qua dong thuan ]

Hinh 4.1. Qué trinh x4c dinh acid amin diém néng ctia PP1 bing cac cong cu may tinh
4.2.2.1. Xdc dinh acid amin diém néng tir cdu trac tinh thé cia protein

Chi tir cAu tric tinh thé cua phuc hop 1L-33/ST2 (PDB: 4KC3), c4c cong cu may
tinh c6 thé gilp phat hién tuong tac gira cac acid amin trén bé mit PPI. Cong cu
MOE Protein Contacts va PDBsum da duoc ng dung dé thuc hién tac vu ndy va mot
s6 twong tac manh dang ké di duoc quan sat. Tuy nhién, PDBsum chi cung cap thong
tin vé loai va khoang céch tuong tac, trong khi MOE Protein Contacts c6 thé cung
cap thém thdng tin vé ning luong cia tuong tac. Trong truong hop cua IL-33/ST2,
toan bo cac acid amin diém néng thuc nghiém da duoc béo céo bai hai cong cu. Do
quan trong cua cac acid amin duoc phan anh qua ning luong va d6 dai lién két. Do
d6, néu mot du an nghién cttu PP1 khdng ¢6 san ning lyc tinh todn Ion dé thuc hién
cac mo phong MD dai, céc cong cu phan tich PPI dua trén cau tric PDB ké trén c6
thé dugc ap dung.

Vi céch tiép can nay trén 1L-33/ST2, mot sé cap tuong tac mai cé nang luong
manh dang ké da dugc phat hién. Do 1a cac cau mubi gitra Lys152i1-33 Vi Aspl15st2;
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gitra Glul39.-33 va Arg38st2 tai vi tri 1; va gitra Glu121.-33 va Lys257st> tai vi tri 2.
Véi mirc nang luong tir —24,43 dén —5,61 kcal/mol, c&c cap acid amin nay dong gop
tuong dwong cac acid amin diém néng thuc nghiém. Nhung dé két luan day c6 phai
la nhitng diém noéng thyuc su hay khong, cac phuong phap tinh toan sau hon can duoc
thuc hién dé khing dinh. M6 phong MD va quét dot bién alanin dwgc thuc hién sau
d6 d3 chirng minh 2 trong 3 cip twong tac ké trén co tiém ning 1a cac diém néng
(Bang 3.3). Mic du chua dugc khai thac trong nghién ciru hién tai, nhitng diém néng
méi ndy van c6 nhiéu tiém ning trong viéc phat trién chat e ché 1L-33/ST2 va can
duoc khao sat thém trong cac nghién ctru turong lai.

Hiéu qua ciia chuong trinh MOE Protein Contacts va ¢6ng cu truc tuyén PDBsum
trong viéc khai thac thdng tin PPI 14 nhu nhau. MOE c6 uu diém trong viéc cung cip
thong tin chi tiét hon vé gia tri ning lwong lién két, gitip ngudi dung dé dang lua chon
céc acid amin quan trong. Tuy nhién, gié tri nang luong nay rat thay doi ¢ c4c trang
thai khac nhau cua protein (Bang 3.1). Su khac biét nay dén tir tinh trang proton hoa
& cac pH xac dinh, su tdi thiéu hoa nang luong khi chuan bi cau tric va dién tich ting
phan cua protein. Do d6, phirc hop PPI can duoc chuan bj va danh gia chat lwong can
than trudc khi 4p dung nhiing phan tich don gian nhu cac cong cu nay. Dé khic phuc
nhugc diém d6, mé phong MD cho phire hop PPI 14 lya chon phil hop dé tinh dén sy
linh dong cua céc protein trong méi truedng dung dich gan véi sinh ly.

4.2.2.2. Xdc dinh acid amin diém néng tir md phéng MD

Trong nghién cau hién tai, cAc m6 phong MD 500 ns trén phuac hop IL-33/ST2
da duoc str dung dé khao sat tinh linh dong cua PPI gitra hai protein. M phong MD
véi nhiéu quy dao doc lap va du dai la can thiét dé tim kiém trang thai hoi tu ciia phic
hop PPI va tir d6 khao sat cac twong tic mong mudn véi do tin cay cao hon. Quan sat
dau tién duoc ghi nhan 1a sy chuyén dong noi tai caa phic hop protein rat 6n dinh,
thé hién qua biéu dd RMSD cua carbon alpha trong ca 5 quy dao mé phéng (Hinh
PL9.2, PHU LUC 9). Phirc hop protein nhanh chong dat trang thai can bang. Béan
kinh quay cuing dién tich bé mat tiép xc dung méi giam va hoi tu & nira cudi cua 5
quy dao md phong. Cac quy dao md phong da cung cap mot lugng dir liéu Ién chira
cac anh chup nhanh cuaa phic hop 1L-33/ST2 trong dung dich va c6 thé six dung cho
nhiéu phan tich khac nhau.

Véi muc tiéu ban ddu nham khao sat tinh linh d6ng cua su tuong tac giira 1L-33
va ST2, biéu dd RMSF thé hién d6 dao dong trung trinh cua cac acid amin trong phuc
hop duoc tap trung phan tich (Hinh PL9.2, PHU LUC 9). B6 dao dong cua céc acid
amin diém néng thuc nghiém trén 1L-33 nhu Glul44, Glul48, Aspl49, Asp244,
Tyr163, Glu165 va Leul82 lan luot 12 0,81; 1,97; 1,90; 1,12; 0,90; 1,05 va 1,06 A.



119

Cac acid amin lién két twong tng trén ST2 gom Lys22, Arg35, Arg38, GIn39,
Leu246, Leu306, Leu31l, Arg313 c6 gia tri RMSF lan luot 12 1,48; 1,28; 1,00; 1,43;
0,95; 0,99; 1,12 va 0,99 A. Nhu vy, tir cdu tric két tinh duoc hoa vao dung dich
trong md phong MD, cac diém néng thuc nghiém van duy tri si 6n dinh véi bién do
dao dong trung binh thap hon 2 A. Cac acid amin khac c6 ning luong lién két dang
ké duoc quan sat trude d6 trén cau tric tinh thé nhu Glul21, Glul39 va Lys152 c6
d6 dao dong trung binh lan luot 12 1,39; 2,09 va 2,69 A, Asp115 va Lys257 c6 d6 dao
dong 2,66 va 3,25 A. Cac dao dong trén 2 A c6 thé khong dam bao sy on dinh cho
tuong tac gitra CAc acid amin nay.

Phan tich tan suat hinh thanh cac loai tuong tac giita cac acid amin cua I1L-33 va
ST2 tai Bang 3.2 cho thiy méd phong MD di ghi lai tat ca cac lién két quan trong gitra
c4c acid amin diém néng thuc nghiém cua IL-33 (Glul44, Glu148, Glu149, Asp244,
Tyrl63, Leul82, Glul65) va ST2 (Lys22, Arg35, Arg38, Argl198, Leu246, Leu306,
Leu311, Arg313). Céc cip twong tac nay déu duy tri tan suat lién két cao hon 80%.
Két qua nay goi ¥ rang mé phong MD c¢6 thé 1a mot phuong phép tiép can phi hop
cho nhiing du an kham pha chat wc ché cac muc tiéu PPI chi c6 cdu tric PDB ma
chua biét cac diém ndng thuc nghiém. Nhiing tuong tac méi dugc quan sét trén ciu
trdc tinh thé cua protein dugc béo céo bai cong cu MOE Protein Contacts van xuit
hién trong phan tich mé phong MD nhung khong duy tri véi mot tan suat dang ké.
Két qua nay goi Y rang cac phuong phap tinh co thé hitu ich trong viéc xac dinh cac
diém nong PPI, nhung su hd trg caa MD c6 thé xét dén tinh linh dong cua phuc hop
protein va cho két qua dang tin cay hon.

Bén canh céc acid amin diém nong thyc nghiém, cac acid amin tham gia tuong
tac trén 80% trong mé phong MD di duoc lya chon dé dua vao qua trinh tinh toan
phan ra nang luong tu do MM-GBSA. Trir Asp244 c¢6 dong gop nang luong duong,
tat ca cac acid amin duoc khao sat déu c6 muc dong gop niang lwong am (Hinh 3.1)
dé co thé liet ké vao danh sach céc acid amin quan trong cua PPI giira 1L-33 va ST2.

4.2.2.3. Xdc dinh acid amin diém ndng bang phwong phdp quét dét bién alanin

Nhin chung, 4 cong cu quét dot bién alanin dugc sir dung trong dé tai nay déu 1a
nhitng dich vu truc tuyén cé téc dd hoat dong nhanh chéng. Vi chi phi tinh toan hop
ly vé thoi gian va tai nguyén may tinh, cac cong cu nay co thé dé& dang ap dung cho
cac nghién ctru chat &c ché PPI. Tuy nhién, mdi cong cu lai sir dung mot thuat toan
khac nhau dé uéc tinh sy thay d6i nang luong tu do gin két gitra hai protein sau dot
bién, viéc st dung két hop cac phuong phap va tinh diém ddng thuan 1a can thiét.

Ciing can chi y rang nghién ciu thuc nghiém caa Lingel va cong sy (2009), Liu
va cong su (2013) thuc hién dot bién cho céc acid amin diém néng cé tinh acid nhu
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Glu hay Asp thanh Lys c6 tinh base.*647 Cach tiép can nay c6 thé dan dén su thay doi
&i luc PPI I6n hon dang ké so véi chi quét dot bién alanin don thuan. Do d6, néu chi
quét alanin ma acid amin nao cho AAG cang duong thi cang c6 tiém ning 13 mot diém
néng quan trong. Trong nghién ctu ndy, ca 4 cdng cu déu cd thé phét hién cac diém
nong Glul44, Glul48, Aspl49, Tyrl63, Glul65 va Leul82 trén IL-33 (Hinh 3.2).
Asp244 khong dugc nhan dién 1a diém néng boi DrugScore™ va PIIMS. Két qua nay
cling phu hgp véi mé phong MD phuc hop 1L-33/ST2, khi acid amin nay lai ¢c6 mac
dong gop nang luong tu do dwong (Hinh 3.1). Cac acid amin & bé mat déi dién trén
ST2 ciing dwoc nhan dién 1a nhimg diém néng tuong Gng.

Trong két qua hién tai, cdng cu BUDE Alanine Scan con cung cap céac du doan
vé nhirng cum diém néng chira 3, 4 hoic 5 acid amin (Bang PL10.3 va PL10.4, PHU
LUC 10) va c6 thé duoc sir dung cho cac nghién ctu trong twong lai. Cac cum diém
néng nay co thé hinh thanh mét vi tri gan két phu hop cho phan tir nho. Néu ching 1a
nhitng ving cau trdc 16i thi ciing ¢ thé dugc ung dung trong thiét ké thudc véi
phuong phap bt chugc hinh dang 3D nham sang loc cac phan tir nho co tinh chat
tuong ty Va tir d6 uc ché PPI.

4.2.2.4. Swbo sung cic acid amin diém nong cho PPI giga IL-33/ST2

Nhitng nd luc cua Lingel va cong su (2009), Liu va cong su (2013) da cung cap
nén tang quan trong cho qua trinh kham pha chat tc ché IL-33/ST2.%47 Vi mong
mubn dong gop thém cac dir kién hitu ich nhim thac day céc tién bo méi trong linh
vuc nay, két qua cua dé tai da bd sung mot sé acid amin diém nong tiém niang, ma
cha yéu 1 cac acid amin ki nudc. Diéu nay cé ¥ nghia quan trong dbi vai trudng hop
cua IL-33 va ST2. Boi néu chi dya trén cac bao céo tir y van, tai vi tri 1 cua PPI, hai
protein lién két v4i nhau phan 16n bang cac tuong tac phan cuc boi cac acid amin tich
dién trai dau. Néu thiét ké phan tir tc ché dua trén phuong phap “bét chudc” PP, két
qua s& dan dén nhitng hop chat qua phan cuc va ion hoa. Diéu nay dit ra thach thic
I6n cho viéc thiét ké mot phan tir e ché co dic tinh “giéng thude”, vén doi hoi tinh
than dau nhat dinh dé dam bao tinh thim va hon nira Ia sinh kha dung duong uéng.

Tai vi tri 1 ctia PPI 1L-33/ST2, két qua cua dé tai di bo sung cac acid amin diém
nong c6 ki nudc géom Tyrl46 va His246 cho I1L-33; Tyr119, Tyr132 va Pro37 cho
ST2 (Bang 3.3). Mot s6 acid amin phan cuc khéac ciing dugc bo sung gom Lys152,
Aspl31 va Asn245 cho IL-33; Aspl115 va Thr135 cho ST2. Tai vi tri 2, mac du hai
protein tuong tac voi nhau chii yéu bang cac twong tac ki nuwdc cling mot cau mudi
duy nhit, dé tai ciing d3 bd sung cac diém nong gom Ile119, Asn222, Tyr122, Leu267
va Leu20 cho IL-33; Phe245, Leu308, His309, Met118 va Leu250 cho ST2. Bac biét,
vai tro cua Asn222 dugc ung ho boi thyc nghiém caa Lingel va cong su. Trong tha
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nghiém dot bién trén IL-33 va xac dinh &i luc voi ST2 bang phwong phap giao thoa
ké 16p sinh hoc, dot bién Asn222 thanh Ala lam giam &i luc cua I1L-33/ST2 dung tha
hai chi sau d6t bién Glu144 thanh Lys.*

Trong d¢ tai nay, cach tiép can timg budc theo chi phi tinh toan da duoc 4p dung
dé xac dinh acid amin diém néng cho PPI cua IL-33/ST2. Tur két qua thu duoc va doi
chiéu véi thuc nghiém, cac du 4n méi trén nhitng muc tiéu PPI khac trong tuong lai
c6 thé tién hanh theo mot quy trinh tuong ty, lam co s cho viéc xac dinh cac acid
amin quan trong va xay dung cac mé hinh sang loc ao.

Déi vai nghién ciru tim kiém chat tc ché 1L-33/ST2 tai bé mat PPI, c4c acid amin
diém ndng tir thue nghiém va nhitng diém néng mai duoc dé xuét tir cac phuong phap
tinh toan c6 thé duoc ung dung dé xay dung mé hinh pharmacophore va danh gia két
qua md phong gan két phan ti. Theo d6, dua trén phuong phap “bat chude”, mot chat
Grc ché tiém nang can “khda” duoc cac acid amin diém nong caa PPI.

4.2.3. Kha ning phat trién thudc phan tir nhé cia cac bé mit PPI va xac dinh
cac vi tri gan két phu hep cho phdi tir phan tir nhé trén 1L-33 va ST2

4.2.3.1. Han ché cia cac cong cu du dodn vi tri gan két dwa trén cau tric tinh
cria protein

Qua khao sét tinh hiéu qua cac cong cu phat hién vi tri gan két trén hai trudng
hop cua IL-1p va IL-36y, nhiéu phan mém da that bai trong viéc phat hién vi tri gan
két cua phdi tir thue nghiém trén ciu tric apo. Lién hé dén IL-33 va ST2, day ciing
1a cac protein chua ¢ phdi tir gan két thyc nghiém (tic chi 6 dang apo) va cac phan
mém dura trén cau trac tinh c6 thé lap lai cac that bai twong tw. Trong cac céng cu dua
trén cau trac tinh cta protein, cac thuat toan dya trén hinh hoc va niang luong dudng
nhu hoat dong 6n dinh hon. Nguoc lai, cac cdng cu dya trén md hinh hoc may nhu
P2Rank khong thé du doan dung vi tri lién két caa phdi tir, ngay ca trong cau tric
holo d3 md san tdi 4n nhu trong trudng hop cua 1L-36y. Két qua ndy cd thé duogc giai
thich boi chiing phu thudc vao dix liéu da duoc huan luyén ban dau, c6 thé khdng bao
goém c&c muc tiéu PPI nhu interleukin.

Nhitng d4nh gia hién tai cho thay cac cong cu truyén thong dua trén hinh hoc va
nang luong co thé dugc ap dung trén cac protein PPI véi toe ¢ du doan nhanh chong.
Tuy nhién, c&c cong cu nay c6 thé khong xac dinh dwoc vi tri tdi an bai tinh linh hoat
cua protein khong dugc xét dén. Cong cu hiéu qua nhat duoc nhan thay trong pham
vi khao sét cua dé tai 1a PocketMiner. Chuong trinh di dy doan tét vi tri chira tdi 4n
trong cau trdc apo cua IL-1p (xép hang 2/3) va IL-36y (xép hang 1/3). Trén IL-33, vi
tri dugc PocketMiner xép hang 1/3 sau d6 ciing dugc x4c nhan 1a mot tdi an dua trén
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md phong MD thoi gian dai vai chat ac ché thuc nghiém 7c. Tuy nhién, PockMiner
c6 mot han ché 1a khdng cung cap mot chire nang nao khac dé khai thac thém cac dic
diém cua vi tri gan két.

4.2.3.2. Tiém ndng ciia phwong phdp mé phéng MD dong dung méi trong viéc
xdc dinh vj tri gdn két cho phéi tiz phan ti nhé

Cau tric tinh thé, du 1a dang apo hay holo, déu c6 tinh chat “tinh” va ciing chi 1a
maot “mé hinh” 3D cua protein. Bé vuot qua nhirng tré ngai caa viéc sir dung cau tric
apoprotein & trang thai tinh, dé tai da ap dung phuong phap CMD. Pic trung ctia cach
tiép can nay 1a c6 thé xét dén tinh linh hoat cua protein va kha nang lap ban do vi tri
gan két dua trén sy canh tranh cua cac phan ti thim do hitu co véi nude trong mot
moi treong dong luc hoc va theo thoi gian. Trong cac phuong phap mé phong CMD
khac nhau, MixMD va CrypticScout da dugc sir dung trong nghién ctu nay bai ching
sir dung céc loai phan tir tham do c6 thé phan tan déu trong nudc ma khong bi két tu,
gilp phat hién hiéu qua vi tri gan két & ndng do thap cua phan tir tham do da duoc
chang minh qua cac nghién ctru trudc, va cd san chirc niang 1ap ban d6 diém nong
ciing nhu xép hang cac vi tri gin két tiém nang,208:244.245

M6 phong CMD véi phuong phap MixMD va CrypticScout da thé hién su hiéu
qua trong viéc xac dinh cac vi tri gan két cua phdi tir thuc nghiém trén cau trdc apo
cua IL-1B va IL-36y. IL-1B c6 4 vi tri gan két gdm: 2 vi tri PPI, 1 vi tri cua khang thé
don dong canakinumab va 1 vi tri allosteric chtra ti an cua chat e ché 2. MixMD da
xac dinh chinh x&c céc vi tri 1, 2, 3 va &nh xa han ché vi tri caa ti an 4. Véi su hd
trg ciia CrypticScout, md phong CMD véi BNZ ¢ ndng d6 0,2 M di anh xa duge dén
vi tri tdi an nay va xép hang 2. Béi véi IL-36y, ca MixMD va CrypticScout déu c6
thé phat hién tli an dugc cam ¢ng boi chat we ché A-552 (PHU LUC 14). Trong khi
d6, khdng mot phuong phap “tinh” nao c6 thé phat hién duoc vi tri cua phdi tir thuc
nghiém trén cau tric apo cua IL-36y (PHU LUC 12 va 13). Vo thang 5 nim 2024,
Vulpetti va cong su da cong bd mot sé phdi tir méi e ché IL-1p, trong d6 c6 mot
chat wc ché cong hoa tri (S)-10 va mot hop chat dai vong 11.2%6 Nhu mot danh gia
tién ctu, cac phdi tir nay duoc trich xuat tir phic hop véi IL-1p (PDB: 8RZB va
8RYK) va kiém tra su anh xa trén két qua MixMD cua dé tai. Hinh PL14.4, PHU
LUC 14 cho thay hop chat 11 gan két tai vi tri dugc MixMD xép hang 1, (S)-10 anh
xa tai vi tri dugc xép hang 2 va 9. Nhu vay, viéc xac 1ap va xép hang duoc cac diém
nong gan két tai vi tri caa phdi tir thuc nghiém di xac nhan wu diém caa CMD.

Tai an trén 1L-1B 1a mot truong hop khé phat hién, ké ca véi MixMD. Su cam
trng manh mé caa phdi tir thuc nghiém 2 1am cho cac vong caa protein ¢d sy chuyén
dong 16n. Bang cach ¢ng dung CrypticScout véi hdn hop dong dung méi caa BNZ
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va nuéc (ndng d6 BNZ 0,2 M), ban d6 diém nong da su anh xa chinh xac dén vi tri
cua phéi tir thuc nghiém trén ciu tric apo caa IL-1p (Hinh PL14.3, PHU LUC 14).
Dong thoi, CrypticScout ciing anh xa thanh cdng vi tri tGi an cua phéi tir thuc nghiém
trén IL-36y, trong tu nhu MixMD. Két qua caa dé tai gop phan cung cb két luan cua
Martinez-Rosell va cong sy vé tinh hiéu qua caa quy trinh sir dung mé phong CMD
véi hdn hop dung méi BNZ 0,2 M bing CrypticScout trong viéc xac dinh tui an.208

Mac du thé hién hiéu qua tét hon MixMD trong truong hop cua IL-1p, nhung
CrypticScout khong nén 1a giai phap thay thé hoan toan cho MixMD bai hai ly do.
Thir nhat, hiéu qua cao hon ciia CrypticScout so véi MixMD c6 thé dén tir thoi gian
mO phong dai hon cho mét loai phan tir tham do (400 so véi 200 ns). Apo IL-1p dugc
trich xuét tir phac hop véi thu thé IL-1R1 (PDB: 4DEP). Ciu dang nay dang & tinh
trang gan két phi hop véi thu thé chir khong phai & trang théi tu do nhu apo IL-36y
(PDB: 41ZE). Do d6, thoi gian mé phong dai hon c6 thé gitp apo IL-1p tré vé trang
thai tu nhién va qua trinh tuong tac véi phén tir tham do sé thuan loi hon. Nhan xeét
nay goi Y rang, trong tuong lai, sy tang thoi gian md phong trong quy trinh MixMD
cd thé lam tang hiéu qua phat hién tli an twong tu CrypticScout. Thir hai, vé mat ki
thuat, CrypticScout 1a mot cong cu truc tuyén va cac mé phong kéo dai c6 thé bj 15i
trong qué trinh chay trén may cha. Bang thai, nhiéu tinh niang chuyén nghiép hon cua
cdng cu nay yéu cau quyén truy cap thuong mai. Trong khi d6, MixMD la mét quy
trinh mién phi, d& dang tdy bién, c6 chirc ning xép hang vi tri gan két, duoc chay trén
may tinh cuc bo va déng tin cdy hon vé kha ning van hanh. Bac biét, trong dé tai nay,
phan tir thaim do BNZ véi su tham sé hoa phi hop da dugc bo sung dé ¢ thé &p dung
trong MixMD ma khong gap phai hién tuong két tu nhu béo cdo bai Lexa va cong
su.2%5 Trong twong lai, quy trinh sir dung BNZ trong MixMD c6 thé dugc phét trién
thém dé dat duoc nhitng két qua twong ty CrypticScout.

Kham pha tdi 4n mé ra mot sé co hoi mai trong khdam phéa thude. Cac tli nay
cung cap mot vi tri gan két méi dé phat trién cac loai phan tir méi. Bén canh do, cac
phan ti tc ché dinh vi tai tdi 4n ciing ting tac dong chon loc cua ching khi khong
anh huong dén céc protein cuing ho. Sy gan két chon loc cia A-552 trén IL-36y ma
khdng lién két véi cac thanh vién khac caa phan ho 1L-36 1a mot vi du dién hinh. M&
rong trong linh vuc caa khang sinh hay thudc khang ung thu, tai an c6 thé gop phan
giai quyét tinh trang dé khang cuaa vi khuan hay té bao vai cac thude hoa tri lidu gan
két tai c4c vi tri hoat dong kinh dién.

Cho dén hién nay, céc tai an thuong chi dugc phét hién tir chup nhidu xa tinh thé
tia X cac phirc hop protein—phdi tir. Trong nghién cau nay, cac tui an cé thé duoc
phéat hién thdng qua moé phong CMD. Thanh cong nay dat dugc nho protein duoc gilr
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cho linh hoat hoan toan va sy cam ng cua cac phan tir hiru co tham do, dac biét la
BNZ. Tuy nhién, chi phi tinh toan cho cac md phong CMD khé 16n. Vi sy phét trién
cua phan cing may tinh trong tuong lai, tii n s& 1a mot linh vyuc hap dan duogc khai
pha nhiéu hon. Bén canh d6, han ché cia md phong CMD 1a chi mé phan nao tdi an
boi kich thuéc han ché cua cac phan tir tham do. Sy anh xa chi gop phan goi y cac vi
tri tiém ning. Mudn mo day du tui an, sy hién dién caa phan tir tc ché 1a can thiét.

Viéc ap dung cac cong cu tinh toan trong xac dinh vi tri gan két trén IL-1p va IL-
36y c6 muc tiéu truéc hét 1a khao st tinh hiéu qua cac phuong phap nay dé tir d6 ap
dung Ién ciu trdc caa 1L-33 va ST2. Tuy nhién, nhitng két qua thu dwoc vé vj tri gan
két, nhat Ia tir cac md phong CMD, ciing c6 thé 1a co s& cho cac nghién ciu tiép theo
nham tim kiém chat &c ché méi cho cac cytokin ho I1L-1. Diéu nay dac biét hitu ich
trong truong hop cua IL-36y, khi cac tai gan két méi bén ngoai vi tri cua phéi tir A-
552 da duoc bao céo trong nghién ctiru nay.

4.2.3.3. Ap dung cdic phwong phdp xdc dinh vi tri gdan két cho 1L-33 va ST2

Dua trén ciu trdc tinh thé cua apoprotein, cac phan mém du doan vi tri gan két
da dugc ap dung dé phat hién va danh gia ban dau kha ning 1am thudc cua cac tli gan
két tiém nang trén IL-33 va ST2. Két qua cho thay vi tri 1 trén bé mat PPI cua 1L-33
khéng duoc danh gia cao. Ngoai trir dwgc FTSite xép hang 1, vi tri nay duoc cac cong
cu khac xép hang 3-8 (Bang 3.4). Nguoc lai, & bé mat dbi dién trén ST2, vi tri PPI
duoc xép hang cao hon mot cach dong thuan boi cac phan mém. C6 8/11 chuong
trinh xép hang 1 va 3/11 chuong trinh xép hang 2 cho vi tri nay.

Déi voi vi tri 2 cua PPI, khoang orthosteric cua 1L-33 di duoc xép hang 1 bai
3/11 chuong trinh, hang 2 boi 2/11 chuong trinh. Sy khéng dong nhat nay la do vi tri
2 cua IL-33 khé rong va khong duoc nhan dién diy du hoic danh gia cao boi cac
thuat toan khac nhau (Hinh PL15.1, PHU LUC 15). Béi véi vi tri 2 cua thy thé ST2,
tir tong quan tai liéu dén cac phép tinh toan déu cho thay day khong phai 1a vi tri pho
hop dé phat trién thudc phan tar nho.*” Hai ly do cho nhan xét nay 1a vi tri 2 cua ST2
dinh vi trén mién D3 rat linh dong két hop véi tinh chat 16i cua bé mit lién két. Ty
than mién D3 kho c6 thé cho mot tdi gan két phu hop voi phan tir nho. Piéu nay chi
c6 thé dat duoc khi mién D3 can cé nhitng chuyén dong phl hop dé cung véi mién
D1 hoic D2 tao ra tui gan két, nhu béo céo cua Yang va cong su.163

Nhu vay, néu chi dua trén ciu trac tinh cua protein, vi tri 2 cua 1L-33 va vi tri 1
cua ST2 tai giao dién PPI la nhimg noi cung cip tdi gan két phd hop cho viéc phét
trién thuc phan tir nho. Kha nang gan két vai phan tir nho c6 thé duge dinh luong
bang cac thong sé két qua cua cac phan mém. Vi du, hai vi tri duoc dé cap c6 diém
s6 “xu huéng cua su gan két véi phéi tir’ (Propensity for Ligand Binding — PLB) duy
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doan boi MOE Site Finder lan lugt 1a 3,20 va 2,10; hay diém s6 “phu hop dé lam
thubc™ (DrugScore) du doan cong cu DoGSiteScorer 13 0,813 va 0,798 (PHU LUC
15 va 16). Vi tri 1 tai giao dién PPI caa IL-33 khong bi phu nhan, dugc chuong trinh
DoGSiteScorer du doan gdm 3 tli con vai diém sé DrugScore lan luot 12 0,275; 0,240
va 0,200 (PHU LUC 15). Véi sy cam ang ciia mot phdi tae phd hop, vi tri ndy c6 thé
hinh thanh mat tai gan két rd rang va cho kha ning lién két ai luc cao.

Tt nhitng nhixng nhan xét trén, ¢ thé thay rang viéc xac dinh dwgc c4c acid amin
diém néng cua PPI 1a chua du va khdng phai bao gid ciing hitu dung dé xac dinh vi
tri gan két trong qua trinh kham pha thudc méi. Cac diém nong doi khi nam trén
nhitng mit phang hozc bé 16i cua protein va hoan toan khong déng gop cho mét vi tri
gan két phi hop vai phan ti nho. Ung ho cho luin diém nay chinh 1a treong hop cua
cac diém néng cua thy thé ST2 tai vi tri 2 caa bé mat PPI (Bang 3.3). Tham chi, du
cho acid amin diém néng dinh vi ¢ khoang 16m cua protein nhung néu chiing nam &
miéng cua khoang thi ciing khong gitip ich cho su gan két ciia phdi tir phan tir nho.
Hién tugng nay ¢ thé quan sat duoc trén 1L-33. Glu165 14 acid amin diém nong quan
trong tai vi tri 2 cua IL-33 va dugc xac dinh boi ca nghién cau in silico va thuc
nghiém. Tuy nhién, boi sy dinh vi trén phan bo cua khoang gén két nén acid amin
nay khdng thé lién két véi phdi tir mot cach hiéu qua.

4.2.4. Tui an trén 1L-33 dwoc xac dinh béi mé phéng CMD va MD thei gian dai

Két qua cua dé tai cho thay vi tri 2 tai bé mat PPI cta 1L-33 duogc xac dinh mot
cach dong thuan boi cac phuong phap phat hién vi tri gan két tinh va dong (Bang 3.4
va Hinh 3.4). Nghién cu thuce nghiém caa Kim va cong su da chi ra rang day 1a vi
tri gan két cua chat ic ché 7¢ duoc chiing minh bang cach theo ddi do dich chuyén
hoa hoc cua cac acid amin 1L-33 trén phé NMR.2! Bén canh d6, tinh xac thuc caa vi
tri ndy con duoc ung ho bai nghién ctu cua Jamwal va cong su.?*’” Trong do, cac tac
gia cong bd ciu trdc tinh thé cua protein dbi van HpARI2 gan két voi 1L-33 (PDB:
8Q5R) tai vi tri 2 bang mot cau tric vong 16n (Hinh PL15.3, PHU LUC 15) va tc
ché sy twong tac ciia cytokin nay véi thu thé ST2.

Véi kién thue da biét vé chat &c ché 7¢c duoc bao cdo boi Kim va cong su,?t sy
tuong tac ctia phirc hop 1L-33 va phéi tir ndy da dugc mé phong MD véi 5 quy dao
dai 1 us. Hop chét 7c duogc phét trién dya trén hop chat ban dau, BTB11086, gin két
yéu vai IL-33. Mic du Kim va cong su da dé xuat mot mo hinh gin két gita
BTB11086 va IL-33, tuong tac & mic d6 nguyén tir gitta cac phan tir nay van con
chua dugc 1am r6.2% Vi vay, véi mot thoi gian mé phong MD dai 5 ps, cau dang gan
két cua IL-33/7¢ dugc Ky vong s& hoi tu va phuong thic gin két dugc 1am rd. Tuy
nhién, sy hoi tu tuyét dbi da khong thé quan sat trong két qua mé phong. Hop chit 7c¢
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lién két voi 1L-33 véi nhiéu tu thé khac nhau, doi hoi mot thuat toan phan cum pho
hop dé xac dinh cac kiéu gan két pho bién nhat. Nghién ctu da sir dung thuat toan
phan cum QT va thu duoc 5 cum pho bién, trong d6 cum 1 va cum 2 chiém ti 1& xuat
hién cao nhat. Trong ciu dang gan két tot nhat (theo AGgin kit Mm-cBsa) duoc 1ay mau
tr cum 1, nhom trifluorophenyl caa 7¢ da dugce dua sau vao 16i cua 1L-33 vai mot tdi
an ki nugc von khong thé quan sat duogc trén cau tric tinh thé (Hinh 4.2A). Tli nay
duoc bao quanh boi Leul61 va Leu267, tao diéu kién cho 7c¢ twong tac véi I8i ki nuéc
gom Leu126 va Phe230. Su hinh thanh tdi an nay doi hoi su chuyén dong cua Leu267
va Asn226, mé ra khong gian di vao cho phdi tir dé twong tac véi 16i ki nude. Doi
chiéu véi ban db chiém gir cua BNZ trong MixMD (Hinh 4.2B), tdi an nay da duogc
anh xa & vi tri trung tdm, cho thay hiéu qua cia phuong phap trong viéc phat hién cac
thi an von khong thé du doan trén cau truc tinh thé. Khi st dung dit liéu md phong
MD d¢é khao sat dic diém cua khoang gan két tai vi tri 2 caa IL-33 véi su hinh thanh
tdi 4an theo thoi gian, MDpocket di bao cdo thé tich trung binh cua khoang 1a ~400
A3 (Hinh PL15.4, PHU LUC 15). Trong d6, ciu dang gan két tt nhat trong cum 1
cho thé tich tdi 1a 637 A3 va diém sé phu hop 1am thudc 1a 0,932.

PocketMiner
Dy doan tui 4n

- . o ; ' 2
- e - s ™ Hang 2

VN /(’ ‘ : g
,/' ,L d B& mat PPl
Hinh 4.2. Su du doan tdi 4n tai vi tri 2 caa IL-33 tir mé phong MD dai véi phdi tir thuc

_ nghiém 7c, m6 phong MixMD va PocketMiner ’

(A) M0 hinh tui an tai vi tri 2 cua IL-33 vé&i su cam tng cua chat uc ché 7¢ dugc lay mau
tir md phong MD dai 5 ps. (B) Su anh xa cua BNZ (cac lugi mau xanh la cay) trén vi tri ti
an trong MixMD. (C) Céc vi tri tdi an duoc du doan va xép hang bai PocketMiner.

Két qua du doan cuia PocketMiner, mot cong cu dwa trén md hinh hoc sau duoc
huan luyén dé phat hién céc tli an, da cho thdy su dong thuan quan trong. Chi dua
trén cau tric tinh thé caa IL-33, PocketMiner dd dy doan vi tri 2 caa PPI 14 vi tri hang
dau cho su xuat hién cua ti an (Hinh 4.2C). Nhu vay, PocketMiner da thé hién kha
nang dy doan tot trén ca 3 cytokin ho IL-1, gom IL-1p, IL-36y va IL-33. Vi su hitu
ich cua PocketMiner, tdi an c6 thé dugc xac dinh so khoi. Sau d6, md phong gan két
phan tir, MD thoi gian dai va CMD c6 thé duoc &p dung dé khang dinh va khai thac
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cac dic diém cua tli an. Su xac dinh qua ting budc gidp giam chi phi tinh toan va
tang tinh hidu qua trong viéc khai phé céc tdi an trén bé mat protein. Véi sy tro gidp
cuia cac cong cu may tinh, viéc xac dinh tdi 4n ngdy nay di trd nén kha di hon thay vi
tinh c& duoc phat hién tir nghién ciu tinh thé hoc tia X nhu trude day.

Sy mé tai an tai vi tri 2 caa 1L-33 1am ting kha nang gan két véi phdi ta phan ti
nho, tir 46 1am ting kha ning phat trién thudc cua muc tiéu tac dong. Tuy nhién, tu
thé ctia 7¢ duoc trinh bay & trén c6 dai dién cho phuong thic gan két thuc su cia phéi
tir voi 1L-33 hay khdng. Hai cau hoi quan trong duogc dat ra khi dién giai két qua mo
phong 1a: (i) liéu cac chuong trinh md phong phan tir khac nhau, cu thé 1a chirc nang
tinh diém cua ching, c6 nhan dién tu thé gan két cua 7c dugc bao céo ¢ trén Ia thuan
loi nhét hay khong va (i) liéu tdi gan két nay co thich hop hon dé 1am giau céac hop
chat c6 hoat tinh so véi tGi gan két cua cau trdc tinh thé hay khdng. Bé giai quyét
nhitng cau hoi nay, dé tai da thuc hién viéc “gan két lai” 7c vao md hinh tui an bang
cac phan mém khéc nhau. Hinh PL15.5A, PHU LUC 15 minh hoa két qua gan két
lai bai cac phan mém AutoDock Vina, LeDock va MOE Dock. Tét ca cac chuong
trinh déu tai 1ap ciu dang gan két cua 7c nhu trong cum 1 ciia md phong MD véi
RMSD < 1,0 A. Sy ddng thuén gitta cac thuat toan gan két khac nhau goi ¥ riang 7c
c6 thé gan két vé6i 1L-33 theo phuong thirc nhu dugc dé xuat bai méd phong MD. Tuy
nhién, bang ching vé cau tric thuc nghiém van can thiét dé xac nhan gia thuyét nay.
Trong danh gia hoi cu vé kha niang 1am giau cac hop chat gan két véi IL-33 twong
tu nhu 7¢, Hinh 3.7D va E da cho thay mé hinh gan két trén tai an thé hién ning luc
phan biét chat hoat tinh va mdi nhtr tét hon, gdm ca DUDE-Z va DeepCoy.

Bén canh d6, cac mo phong MD thoi gian dai doi hoi tai nguyén tinh toan rt ln.
Liéu c4u dang cua IL-33 trong tu thé gin két véi 7¢ & cum 1 cua md phong MD c6
thé duoc lay mau bai cac chuong trinh gin két linh dong véi chi phi tinh toan it hon
hay khong. Dé tai da thuc hién mé phong gan két vai chudi bén cua 1L-33 duoc giir
linh dong biang phan mém AutoDock Vina. Két qua cho thay chi can giit cho chudi
bén cua céc acid amin Tyr163, Leul82, Leu220 va Leu267 linh dong la c6 thé tim
kiém duoc tu thé gan két twong tu nhu mé phong MD. Pong lec chinh caa su gan két
la sy hinh thanh tli an dé chira nhom trifluorophenyl cia 7¢, phu thudc phan 16n vao
su chuyén dong chudi bén cua Leu267 (Hinh PL15.5B, PHU LUC 15). Piéu thi vi
la c&c acid amin ké trén déu 1a cac diém ndng quan trong tai vi tri 2 cua 1L-33.

CAc cau trdc thuc nghiém cua IL-33 (PDB: 4KC3 va 2KLL) duoc khao sat dé
xem su chuyén dong néi trén co thé quan sat tir thue nghiém hoac bi can tré bai yéu
t6 ndo khong. Trong tat ca cac cau trdc co san, chudi bén cua Leu267 khdng cé xu
huéng dinh hudng vé phia dung mai va tdi an khong thé nhan thay. Trong cau triic
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tinh thé (PDB: 4KC3), tinh linh hoat cua Leu267 bi can tré dang ké boi Phe245 va
Leu308 tir ST2 (Hinh PL15.5C, PHU LUC 15). biéu nay cho thay IL-33 dang dap
tng cam ung dé lién két véi thy thé. Do do, trang thai nay khong dai dién cho ciu
trdc 1L-33 ¢ dang tu do. Déi véi cau tric NMR cua IL-33 trong dung dich (PDB:
2KLL), mic db 100 ciu trac dd duoc giai nhung céc tac gia chi bao cao 10 ciu tric
nang lugng thap nhat.*® Su chuyén dong huéng vé dung mai ciia chudi bén Leu267
c6 thé dan dén SASA cao hon va ning luong tu do it thuan loi hon, dan dén khong
dugc bao céo trong cau tric NMR (Hinh PL15.5D, PHU LUC 15). Tém lai, sy di
chuyén chudi bén nhu vay ¢ Leu267 chi cé thé ghi nhan dugc khi c6 mit caa cac dau
do hiru co hodc phdi tir phan tir nhod nhu 7c.

Trong béo cdo cua Kim va cong su, 7¢ lién két voi IL-33 va gay ra su thay doi
dang cha y do bién ddi CSP trén phd NMR cua 10 acid amin trén giao dién 1L-33/ST2
(acid amin 120, 121, 161, 220, 224, 226, 227, 229, 267, va 269) cung hai acid amin
6 18i ki nuac (acid amin 184 va 185). Hinh PL15.6A, PHU LUC 15 minh hoa su
chdng phu cua céc acid amin nay trong cau trdc tinh thé va cau tric caa phac hop IL-
33/7¢ trong md phong MD. Su gan két cua 7¢ doi hoi su sap xép lai d¢au C cua 1L-33
(acid amin 221-229) va vong B8-p9 dé tao khong gian cho nhém trifluorophenyl.
Viéc mé tii an ki nuée nay ciing 1am 16 ra chudi bén cua Leu161, Val184 va Leu220,
g6p phan giai thich rd hon co ché nhidu loan cua cac acid amin nay khi lién két véi
7¢, so véi gia thuyét do Kim di néu trong bao cao ctia minh.2t Sy hinh thanh tdi an
nay 1a yéu té chinh cho su lién két 6n dinh cua hop chat 7c va c6 thé giai thich cho
tac dong uc ché cua no.

Cudi cung, khi cin chinh phiic hop MD cua IL-33/7¢ véi phic hop dong két
tinh cua IL-36y/A552, sy phu hop vé phuong thirc gan két cua hai phdi tir trén hai
protein duoc nhan thay (Hinh PL15.6B, PHU LUC 15). Céc hop chat tham nhap sau
vao ranh ki nuéc cua protein, ddng thoi hinh thanh cac twong tac ki nudc bo sung véi
cac chudi bén dugc chon sau dé tao thanh phirc hop 6n dinh hon. Mit khéc, mit bén
ngoai cua hop chit co xu hudng hinh thanh cac twong tac ki nudc hoac ki nudc bd
sung véi cac acid amin lién ké. Nhitng phat hién nay cang nhan manh tam quan trong
ctia cc tdi an trong IL-33 nhu 1a vi tri gan két tiém nang cho cac phan tir nho we ché.

4.2.5. Gia thuyét vé tai allosteric cia thu thé ST2

Trén thu thé ST2, md phong CMD va ca nhitng phuong phap dua trén cau tric
tinh di cho két qua ddng thuan vé mot tdi lién két méi trén ST2. Vi tri nay ndam gan
khoang orthosteric cua PPI trén thy thé. Trong cac loai hinh dang khac nhau cua vi
gan két cho phan tir nho, khoang gan két méi nay cé hinh dang maot tdi kiéu “duong
hiam” (tunnel), trong khi vi tri orthosteric c6 hinh dang 1a mot tdi dang “ranh”
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(groove). Pé xac nhan day co phai thuc su 12 vi tri allosteric hay khéng, cac nghién
ctu thye nghiém can dugc thuc hién dé khang dinh. Trong pham vi cia dé tai, phuong
phap NoMA di duoc str dung dé chang minh rang chi can sy hién dién cua cac phoi
tir gia bat dién du dé 1am thay di sy dao dong tong thé cua protein so vai dang apo.
Bang cach sir dung nira cudi can bang cua 5 quy dao mé phong MD 100 ns cua thu
thé ST2, thé tich cua tai nay da duoc khao sat bang cong cu MDpocket va minh hoa
tai (Hinh PL16.2, PHU LUC 16). Trong mdi trudng dung dich gan vai sinh ly, tai
allosteric da duy tri dugc thé tich trung binh khoang 1080 A3, Trong dé tai nay, cac
phan tir c6 hoat tinh gom T296, T713, T718 va T721 da dugc kham phé thdng qua
viéc sang loc a0 biang md phong gan két trén tdi allosteric caa ST2.

4.2.6. Nhirng vi tri gan két tiém ning khac trén IL-33 va ST2

Trén IL-33, bén canh hai vi tri orthosteric di duoc thao luan, mot sé vi tri gan két
tiém ning khac di dugc phat hién boi MixMD. Trong sb d6, cac khoang duoc xép
hang 4, 5, 6, 7 va 9 (Hinh 3.4) la nhirng vi tri c6 sy thdm nhap sau caa phan tir tham
do. Hién tuong nay chi cé thé xuat hién khi protein dugc gitr cho linh hoat hoan toan
trong méi trudng mod phong MD. La cac cytokin cing ho, 1L-33 ciing c6 thé lién két
véi phdi tir phan tir nho tai cac vi tri khac nhau nhu IL-1B. Cu thé, vi tri 9 duoc xac
dinh boi MixMD tuong duong Véi vi tri caa chat e ché thuc nghiém cua IL-1p.

Trén thy thé ST2, cac khoang dugc xép hang 2 va 3 ciling la nhing vi tri c6 sy tap
trung véi tan suat cao caa cac phan tir tham do trong MixMD. Cac khoang nay chua
ting dugc bdo cdo. Hién tugng cdc phan tir tham do, dac biét 1a BNZ va 1P3, thdm
nhap sau vao protein dé tao ra mot ti gin két rd rang ciing dugc nhan thiy & ST2.
Trong tuong lai, cac vi tri gan két mai néu trén co thé dugc khao séat thém bang cac
phuong phap tinh toan va thuc nghiém dé xac nhan kha ning phat trién chét tc ché.

4.2.7. M6 phéng gan két phan tir “mu” trong xac dinh vi tri gian két

Gan két phan tir “mu” 12 phuong phap ma trong d6 mé hinh hop mé phong duoc
mé rong dé bao phu toan bo protein. Phan mém s& ¢ gang tim kiém tat ca cac vj tri
gan két co thé cua phdi tir. Phuong phap nay da duoc ap dung trén IL-33 nham muc
dich so sanh v&i cdc md phong MD va CMD.

Trén 1L-33, 18 phdi tir gan két thuc nghiém da duoc moé phong gan két mu trén
toan bo bé mat protein bang phan mém AutoDock Vina va két qua dugc trinh bay tai
Hinh PL15.7A, PHU LUC 15. Trong d6, khi xem xét cau dang co6 diém sb gan két
t6t nhat, chuong trinh d3 du doan sai vi tri gén két cua hai phdi tir quan trong 1a 7c va
BTB11086. V& ban chat, gan két mu 1a phuong phap ban linh dong va cau tric protein
van khdng thé hién duoc tinh linh hoat nhu trong mé phong MD va CMD. Do dé, tai
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an khong thé mo trong qué trinh mé phong gan két. Sau d6, dé tai da sir dung cau
dang 1L-33 duoc ldy mau tir qué trinh md phong MD véi ti an dd mé san cho mot
quy trinh gan két mu twong ty. Hinh PL15.7B, PHU LUC 15 cho thdy 100% phdi
tir thuc nghiém da duoc du doan dung vi tri gin két thuc nghiém duoc khao sat boi
Kim va cong su qua phuong phap phé NMR.2! Két qua nay cho thay gan két mu chi
hoat dong hiéu qua khi co sin cau dang protein véi ti gan két phi hop. Mat khac,
khong nhu mé phong CMD chi yéu cau cac phan tir thim do co ban, phuong phap
nay con c6 han ché 1a yéu cau vé céc phan tir gan két thuc nghiém. Dbi nhitng muc
tiéu tac dong maéi, nhitng chat e ché nhu vay thuong khdng cé sin va gisi han kha
ning tng dung cua gan két mu.

4.3. M0 hinh sang loec in silico dwa trén cau trdc muc tiéu 1L-33 va ST?2
4.3.1. Cac mo hinh gan két phan tir trén 1L-33 va ST2

Dua trén két qua cua qua trinh phan tich diém néng PPI va xac dinh vi tri gan két,
4 md hinh mé phong gan két phan tir da dugc xay dung cho 1L-33 va thu thé ST2.
Cho dén nay, chua c6 cong trinh nao thuc hién viéc xéac thyc cac mé hinh gan két
phan tir cho cac muc tidu tic dong nay. Dé tai da sir dung dir liéu vé cac chat ¢d hoat
tinh, cac hop chat mdi nhir va cac chat khong co hoat tinh thuc nghiém dé danh gia
md hinh gin két phan tir cho IL-33 tai vi tri 2 va cho ST2 tai vj tri 1 cua PPI.

Dé xac thuc mot mo hinh gan két phan tir, viéc sir dung bo dir liéu danh gia ding
va chét luong c6 ¥ nghia quan trong. Trén 1L-33, tap hop céc hop chit c6 hoat tinh
duoc sir dung (Bang PL2.1, PHU LUC 2) I cac chat gan két vai 1L-33 dugc ching
minh qua thuc nghiém, cu thé I thir nghiém danh gia gan két sir dung phd NMR duoc
bao céo boi Kim va cong su.2%2t Mac du phuong thirc gan két chinh xac cua cac hop
chat nay vai IL-33 van chua duoc bao cao, nhung nhiing bién doi trén pho HSQC da
chung minh céc hop chat nay lién két véi 1L-33 tai vi tri cia md hinh can danh gia.
Trén ST2, dé tai da sir dung c4c chét c6 hoat tinh duoc khang dinh qua hai thuc
nghiém khac nhau, gém AlphaLISA va trén té bao HEK-Blue IL-33 (Bang PL2.2,
PHU LUC 2). Trong cac chat co hoat tinh nay, hop chat iST2-1 da duoc ching minh
la gan két truc tiép I1én thu thé ST2 bang phan tich tan xa tia X goc nho (SAXS).22

Bén canh tap chat c6 hoat tinh, viéc danh gid mé hinh ciing can tap hop cac chat
khong c6 hoat tinh. Trong dé tai ndy, cac tdp moi nhir khac nhau di duoc st dung
nhiam muc dich so sanh va khang dinh, gdm DUDE-Z va DeepCoy. Pac biét, trén
ST2, mot tap khdng hoat tinh thue nghiém trich xuat tir PubChem BioAssays dé duoc
sir dung dé danh gia mo hinh gin két phan tu.
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Trén I1L-33, két qua danh gia tai Hinh 3.7 cho thay ciu dang protein duoc lay
mau tir m6 phong MD d cai thién ning luc lam giau ciia mé hinh so véi viéc sir dung
cau tric tinh thé. Trén thu thé ST2, Hinh 3.8 cho thiy md hinh gan két tai vi tri
orthosteric 1 c6 su 1am gidu sém hon trong tit ca cac danh gia v6i tip moi nhir DUDE-
Z, DeepCoy va tap khdng hoat tinh thuc nghiém. Qua trinh danh gia da gitp xac dinh
cac mo hinh gan két phan tir phi hop nhit dé str dung cho giai doan sang loc 40. Pang
cha'y, cac phan tich dudng cong ROC cho thay tap moi nhir DUDE-Z lubn cho AUC
cao hon so v&i tap DeepCoy va tap khong hoat tinh thyc nghiém. Diéu nay goi ¥ rang
néu chi sir dung DUDE-Z ¢6 thé cho két qua dénh gia kha quan hon nhung ciing tiém
an nguy co nhan vao cadc mo hinh tdt gia tao. Viéc sir dung DeepCoy, trong do6 cic
hop chit mdi nhir dugc tao ra bang md hinh hoc sau sao cho c6 tinh chat Iy hda khép
va kho phan biét véi chat c6 hoat tinh, gilp giam thiéu nguy co nay. Ly tuong nhat
12 mé hinh nén duoc danh gia bang tap c6 va khdng cé hoat tinh thuc nghiém, nhu
truong hop cua thy thé ST2 trong dé tai nay.

4.3.2. Sang loc chat c ché 1L-33 tai vi tri 1 cia PPI

La phan nghién ctru dau tién cua dé tai, cic acid amin diém nong cua IL-33 da
duoc dit 1am trung tdm cho viéc xay dung mé hinh pharmacophore, gan két phan tu
va danh gi4 két qua md phong MD. Tir d6, DB00158 va DB00642 dugc x4c dinh 1
cac hop chat gan két 6n dinh véi 1L-33 tai vi tri 1, duy tri duoc cac lién két hydro
quan trong vai cac diém nong Glu144, Glu148 hoic Asp244 trong sudt qua trinh md
phong MD va c6 gi4 tri nang luong ty do gan két MM-GBSA am.

Hau hét cac chat duoc giit lai dén cac giai doan cudi cua qué trinh sang loc 40
déu xuat phat tir md hinh PH4-1L33-S1-M2 (Hinh 4.3), von tan dung cac dic tinh
cua ca cac diém ndng thuc nghiém va nhitng acid amin ki nuéc khac trén bé mat PPI.
Véi mo hinh PH4-1L33-S2-M1, s6 lugng hop chét thoa mdn md hinh con it va i luc
gan két cua cac hop chat véi 1L-33 con yéu. Piéu nay duoc giai thich bai md hinh
pharmacophore bt chuéc cac Arg cua ST2 nén yéu cau nhiéu diém dién tich duong
va 1am han ché sé lugng hop chat thoa man. Ngoai ra, dU xuat phat tor md hinh
pharmacophore nao, cac hop chét c6 i luc gan két trén IL-33 con khiém tén (AGdock
khoang —6 kcal/mol). Pay 1a dong luc thuc day dé tai tim kiém nhiing vi tri gin két
tiém nang hon dé ¢ thé phat hién cac hop chat “hit” c¢6 ai luc cao ngay tir giai doan
md phong gan két phan tir (véi AGaock < —8 kcal/mol).

Tur két qua sang loc 40, folat ndi 1én nhu moét khung cau trac trién vong cho sy
gan két 6n dinh tai vi trf 1 caa 1L-33. Ngoai hai hop chit tiém ning dwgc nhan manh,
c4c dan chat folat khac ciing thoa man mé hinh pharmacophore va dugc mé phong
gan két thanh cong vao IL-33 gom DB00116, DB00563 va DB00650. Cau tric pterin
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ctia DB00158 hoic cac manh cau tric twong tu cung cap kha ning cho lién két hydro
Vi cac acid amin diém nong mang tinh acid cua I1L-33. Pay c6 thé 1a mé tip dinh
huéng cho sy phat trién chat e ché 1L-33 trong cac nghién ciu tiép theo.

- 1 2-amino-4-axe-4 7-dihydro
(o} X 1H-pyrrolof2 3-alpynmicn
_OH
N H o HaN—
[+ H HN-¢
HNT NN HN—

Hinh 4.3. Cac dan chét folat cung cap kicu cau tric tiém ning c6 thé gan két véi cac acid
amin diém néng mang tinh acid cua IL-33 tai vi tri 1 cua giao dién PPI
(A va B) Cau triic 3D cua dugc giong hang trén md hinh pharmacophore va cau truc 2D
cua DB00158 va D’BOOG42. (C) Bé mat PPI tai V1 tri 1 cua IL-33, véi céc acid amin diém
nong dugc danh dau mau do, mii tén chi rdnh gan két phu hgp cho phoi tir phén tu nho.
Trong két qua hién tai, dé tai da tap trung khai thac mot ranh dugc hinh thanh boi
Glul44, Glul48 va Asp244 (mii tén mau xanh ¢ Hinh 4.3C). Sy tap trung cho cac
diém nong nay ma bo qua diém nong Asp149 xuat phat tir sy lién két khdng on dinh
ctia nd véi cac acid amin cua thu thé ST2 dugc quan sat trong mé phong MD phic
hop 1L-33/ST2. Bén canh d6, vé mat khdng gian, vi tri ciia Asp149 ciing nim cach
xa phan trung tdm cua rdnh gan két. Khi phan tich su tuong tac cua cac phéi tir duoc
mo phong gan két vao 1L-33 tai vi tri nay, Glul44 1a diém ndng quan trong cé thé
hinh thanh lién két ion hoac hydro véi phan tir nho voi tan suat cao hon Glu148 hay
Asp244. Piéu nay dugc giai thich bai dinh huéng cua nhdm acid chudi bén cua
Glul44 duoc dinh huéng vao ranh gan két. Do d6, Glul44 can dugc chi trong nhu
mot diém nong hang dau. Su tap trung vao viéc tao cau mudi voi mot acid amin diém
nong da dugc chitng minh qua thanh cdng cta viéc khdm phé phéan tir nho R026-4550
trc ché 1L-2.248 Mot chién lugc cd thé 4p dung trong céc nghién ciu tiép theo 12 sang
loc cac manh cau trdc c6 thé lién két chat ché véi acid amin nay va tir d6 tiép tuc phat
trién cau trac dé thu duoc cac phan tir gan két ai lyc cao hon véi 1L-33.

4.3.3. Sang loc chat wrc ché ST2 tai vi tri 1 cia PPI

Nhu cac phan tich vé vi tri gan két ¢ phan trude, vi tri 1 trén bé mat PPI cua ST2
c6 tinh chat thuan loi cho viéc thiét ké va sang loc chat e ché phan tir nhé hon so véi
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IL-33. Véi cuing huéng tiép can s dung phuong phap pharmacophore “bat chugc”
PPI, c4c mo hinh da chi dan cho qué trinh sang loc 40 va tim kiém duoc cac hop chét
gan két thanh cong véi ST2 bang céach lién két véi cac acid amin quan trong cua thu
thé. Nghién ctru ciing da sir dung hop chat iST2-1 nhu chat déi ching trong céc sang
loc 40. Cac hop chat dan dau cua nghién ciu déu c6 ai luc gan két tét hon so véi
iST2-1 (AGuock = —4,4 kcal/mol). Phirc hop cuia cac chat nay véi thu thé ST2 duoc
dua vao cac mo phong MD ngan 20 ns, qua d6 su hién dién cua cac phdi tir 1am ting
tinh 6n dinh cua protein. Dya vao kha ning twong tac véi cac acid amin diém néng
va AGgin kit Mm-GBsA, 4 hop chat tiém nang nhit da dugc chon vao cac md phong MD
dai 100 ns dé khao sat tinh 6n dinh trong su gan két giira ching va thy thé ST2.
ZINC16933127 va ZINC59514725 la nhitng phdi tir trién vong nhat véi cac biéu do
RMSD protein, RMSD phdi tir, AGgsn két Mm-cBsa VA tan suat hinh thanh cac loai lién
két rat 6n dinh.

OH
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iST2-1 iST2-1a
ICs0(aiphaLisa) = 47,7 uM ICs0(alphaLisa) = 219,65 uM ICs0(alphaLisa) = 9,7 uM
IC50(HB) = 56,42 HM IC50(HB) = 4,6 ]J,M

AGgy4n két MM-GBsA = —9,46 kcal/mol

HO.__O 0. .0 ‘0. ,0
0 : o NN 0
ZINC08911140 ZINC40658091 OH
AGgén két MM-GBSA ~ -21 ,53 kcal/mol AGgén két MM-GBSA ~ —23,25 kcal/mol
Hinh 4.4. CAu triic ctia cac chat uc ché ST2 thuc nghiém (iST2-1, iST2-1a va 32) va cac
chat gan ket tiem nang duoc sang loc tir dé tai (ZINC08911140 va ZINC40658091)

Vé cau tric, cac hop chat tiém ning duoc xac dinh tir nghién ciu in silico trong
dé tai nay nhu ZINC08911140 va ZINC40658091 (Hinh 4.4) chia sé nhém
nitrophenyl twong ty nhu cac chat wc ché ST2 duoc béo céo boi Ramadan va cong
su, Yuan va cong su.?224 Trong md hinh mé phong gan két, nhém nitro nhan lién két
hydro tir cac acid amin diém néng ctia ST2 nhu Lys hay Arg. Bén canh do, ca 4 hop
chat tiém ning déu c6 cau trdc chira acid benzoic va dong vai tro nhan lién két hydro
tir c&c acid amin c6 tinh base gom Lys22, Arg35, Arg38 va Arg198 cua thu thé. Pic
diém ciu trac nay duoc ang ho bai nghién ciu ciia Yuan va cong su, trong d6 acid
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nicotinic va acid salicylic d3 dugc bao cdo kha niang gan két voi ST2 tai vi tri 1 cua
bé mit PPI va tc ché twong tac IL-33/ST2 trong thir nghiém HTRF véi 1Cso 1an luot
la 5,89 va 2,47 mM. 1%

4.3.4. Sang loc chat wc ché 1L-33 tai vi tri 2

Mac du cac bao céo cua Kim va cong su (2016), Adamu va cong su (2021), Le
va cong su (2023) da sir dung mé hinh gan két phan tu tai vi tri 2 cua 1L-33, van chua
c6 mot khao sat toan dién nao dé danh gia tinh ph hop cho viéc phat trién thudc phan
tr nho tai cac vi tri lién két khac nhau trén 1L-33.202526 Trong dé tai nay, véi sy goi
y cuiia cac cong cu du doan vi tri gan két cho phdi tir phan tir nho, dac biét 1a qua qua
trinh khao sat bang mé phong CMD, vi tri 2 tai bé mat PPI cua IL-33 di duoc tap
trung nghién ciru dé phat trién cac md hinh sang loc in silico.

Pau tién, md hinh PH4-1L33-S2-M1 duoc xay dyng theo cach tiép can ban dau
cua nghién ctu, tirc phuong phap “bat chude” PPI. Xuat phat tir 3 diém nong thuc
nghiém gom Tyr163, Glu165 va Leul82 cua IL-33 twong tac v4i Leu246, Leu306,
Leu311 va Arg313 cua ST2, truy van pharmacophore 4 diém d3 duoc tao ra va sang
loc qua cac thu vién héa hoc. Nhu mot budc phét trién so véi cac mé hinh
pharmacophore dau tién cua dé tai, md hinh PH4-1L33-S2-M1 dugc thém cac diém
loai trir thé tich nham ting tinh chon loc cho mé hinh (Hinh 3.16). Tur d6, cac hop
chat théa man mé hinh s& c6 kich thudc va hinh dang phu hop vai khoang gan két tai
vi tri 2 caa IL-33. Véi 3 diém ki nudc va 1 diém cation hoac cho lién két hydro, md
hinh phan anh dac tinh caa 18i ki nudc tai vi tri nay caa IL-33.

Mo hinh di duoc sir dung dé sang loc qua cac thu vién hda hoc. Tir giai doan nay,
dé tai da tu tao duoc mot co s dit liéu cau dang cho cac thu vién héa hoc dinh hudng
PPI tir nhitng nha cung cap hop chat thir nghiém hang dau nhu Enamine, ChemDiv
va Asinex. Do d6, mé hinh da dwogc sir dung dé sang loc song song qua céc cdng cu
tryc tuyén nhu ZINCPharmer, PharmIT va co s& dit liéu ciu dang tu chuan bi. Bé so
sénh, 2000 hop chat tot nhat thoa man md hinh pharmacophore tir cong cu truc tuyén
va co s dir liéu dinh huéng PPI dugc tiép tuc sang loc qua mé hinh gan két phan tir.
Phan tich diém s6 gan két tai Hinh 3.17A cho thay viéc sang loc tir cac thu vién dinh
huéng PPI véi s6 hop chét it hon nhung van c6 thé cho két qua gan két phan tir tét
hon. Bai IL-33 [a mot muc tiéu PPI, viéc sir dung cac thu vién dinh hudng PPI co
tiém ning cho cac hop chat gan két tét hon so véi viéc tim kién tir cac thu vién tong
quat véi s6 luong hop chat rat Ion. Co so dir liéu ciu dang nay hién di c6 thé sin sang
duoc sir dung cho cac dir an kham phé thudc trén cac muc tiéu PP1 méi.

Sau khi sang loc qua cac thu vién hda hoc, 4000 hop chat thoa man mé hinh
pharmacophore da dugc mo phong gan két va nhiéu hop chéat c6 AGock tot hon so voi
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hop chét 7¢ duoc béo céo boi Kim va cong su.2* Trén cau trdc tinh thé caa IL-33, 7¢
chi gan két véi diém s —6,9 kcal/mol. Cac chit c6 diém sé gan két tt nhat vdi AGdock
du6i —7,5 kecal/mol dd duoc 1ap hé so ADMET. Mic cho su don gian cia md hinh
pharmacophore, cac hop chat dan dau van c6 tinh chat phu hop vai cac bo quy tic
hoa duoc nhu Lipinski va Pfizer. Két qua nay c6 thé dén tir viing loai trir thé tich duoc
bd sung vao md hinh. Cac chat c6 tinh chat ADMET thuan lgi boi sy thoa mén quy
tac “Tam giac vang” va khong vi pham PAINS dé dan dén cac duong tinh gia trong
thir nghiém sinh hoc (Hinh 3.17C). Bang céach tinh diém lai cho phuc hop
protein—phdi tir vai cdng cu wdce tinh ai luc gan két HYDE, gié tri Kinvoe dd goi ¥
cac hop chit din dau duoc sang loc bing mé hinh PH4-1L33-S2-M1 ¢6 &i luc hang
nanomol. HYDE duoc lya chon dé tinh diém lai boi chuwong trinh cht trong dén dong
g6p ning luong cua lién két hydro, ddng thoi tinh todn ning lugng tu do desolvat hda
va tinh diém phat cho céc bat lgi vé lién két va goc lién két. HYDE da duoc ching
minh kha niang lam giam duong tinh gia.?!® Khi lya chon hop chat tiém niang dé dua
vao cac md phong MD, ca diém s6 gan két AGuock Va Kinype déu duoc st dung va
gitp tim kiém dwoc cac hop chat tiém ning Enamine Z8479543772, Enamine
75129920608, Enamine 219188025 va ZINC12152030. C4c phdi tir ndy gan két 6n
dinh véi 1L-33, duy tri twong tac bén viing véi cac acid amin diém nong va cd ning
luong tu do gan két xoay quanh gia tri —40 kcal/mol.

Bing cach md phong MD dai 5 ps va phan cum hau MD, tu thé lién két cia chat
trc ché 7c vé6i 1L-33 tai vi tri 2 d3 duoc dé xuat. Tir d6, cau dang gan két caa IL-33/7¢
da duoc st dung dé tao ra mot truy van pharmacophore PH4-1L33-S2-M2 cho I1L-33
tai vi tri ndy. Bong thoi, mot cach tiép can khac duoc &p dung 1a phuwong phap tim
kiém twong dong hinh dang 3 chiéu. Phuong phap 1am viéc truc tiép trén cau tric
phdi tir ma khdng can ciu tric cua protein. Cau dang cua 7c¢ da duoc tim kiém bing
chuong trinh VROCS va OMEGA Vvéi cac miac RMS khéc nhau. Céc truy van ROCS
da duoc tao cho mdi cau dang va mé hinh dugc xéac thuc trén tap kiém tra cd hoat
tinh va tap moi nhir. Truy van ROCS-ilL33-6 cho két qua tét nhat da dugc sir dung
dé 1am giau lugng hop chat c6 kha nang tc ché IL-33. Nhu vay, trén cung vi tri 2 tai
bé mat PPI, ¢ 3 md hinh in silico khac nhau d duoc tao ra cho 1L-33. Céc chét thoa
man cac mo hinh déu duoc md phong gan két bang phan mém AutoDock Vina. Sy
phan b diém sé gan két AGaock Cuia tap chit duoc sang loc tir mdi mé hinh duoc biéu
dién tai Hinh 4.5A. Tir biéu d nay, cd thé thiy hai mé hinh duya trén phdi tir 7¢ c6
diém sé gan két trung binh va téi da t6t hon so véi md hinh pharmacophore chi dya
trén céc acid amin diém nong. Tuy nhién, két qua nay khdng giai thich hoan toan cho
hiéu nang sang loc cia mo hinh. Can luu y rang cac chat thoa hai mé hinh PH4-1L.33-
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S2-M2 va ROCS-ilL33-6 dugc md phong gan két trén cau tric 1L-33 ldy mau tir md
phong MD trong phtic hop véi 7c. Trong ciu trac d6, tai an caa IL-33 dd dugc mo
va c6 thé gilp phdi tir gan két tot hon vao 15i ki nuéc cua protein.

Do m6 hinh PH4-1L33-S2-M2 va ROCS-ilL33-6 déu dua trén hop chat 7c, cac
hop chat thoa man mé hinh c6 thé bi rang budc theo kiéu ciu tric caa hop chat nay.
Vi vay, c4c chat thoa man cac mo hinh da duoc khao sat tinh da dang vé mat hda hoc
dua trén dau van tay Morgan 3 va phan tich t-SNE. Trai nguoc véi dy doan ban dau
rang truy van ROCS s& gigi han nhitng hop chét c6 khung cau trac twong tu 7¢, Hinh
4.5B cho thady mé hinh nay cho két qua sang loc da dang nhat vé mit cau trac. Tuong
tu, mo hinh PH4-1L33-S2-M2 duoc xay dung dua trén phic hop 1L-33/7¢ ciing ¢o su
da dang hoa hoc nhit dinh chtr khdng co cum trong mot kiéu cau tric.

A . B
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PHEIL3.S2.M]  PHEILIZ.S2.M2 ROCSILIN6 100 50 0 50 100

Mo hinh sang loc

Hinh 4.5. So sanh két qua sang loc a0 cua cac mé hinh pharmacophore PH4-1L33-52-M1,
PH4-1L.33-S2-M2 va truy van twong dong hinh dang 3 chiéu ROCS-ilL33-6
(A) So sanh sy phan bé diém sb gian két AutoDock Vina. (B) Biéu dién khdng gian hoa
hoc theo dau van tay Morgan 3 va phan tich t-SNE cua cac tap chat thoa man 3 mé hinh.

4.4. Mb hinh in silico dwa trén phdi tir ic ché 1L-33/ST2
4.4.1. Truy van twong ddng hinh dang phan tir 3 chiéu

Déi v6i phuong phap tim kiém tuwong ddng dua trén hinh dang 3 chiéu, dé tao ra
mot mot truy van ROCS tét thi viéc tim kiém cau dang cho phan tir hoat tinh 1a quan
trong. V6i chuong trinh OMEGA, gié tri RMS can duoc khao sat & cac muac khéc
nhau dé thu duoc mot tap hop cac ciu dang da dang. Mét gia tri RMS mic dinh véi
muc 0,5 A c6 thé cho ra nhitng ciu dang gan gidng nhau va céc truy van ROCS duoc
xay dung tir 46 khong khac biét c6 ¥ nghia théng ké. Doi khi, nhitng cau dang tot hon
bi bo qua va mé hinh thu dugc khong phai 13 téi uvu nhat. Vé ban chat, ROCS tuong
ddng vai md hinh pharmacophore. Hinh dang 3D cua ROCS tuong dwong véi Véi
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chic ning Ligand Shape va bd mau sic quy udc caa ROCS tuwong tng Véi cac chd
thich dic tinh hda hoc cua pharmacophore. Tuy nhién, ROCS ¢6 nhiing wu diém quan
trong: (i) toc d6 sang loc rat nhanh, (ii) mot phuong phap tinh diém dinh luong (b6
hé s twong dong Tanimoto) tét hon so véi gid tri RMSD don gian caa md hinh
pharmacophore, (iii) kha nang @ng dung cao khi c¢d thé dugc xay dung trén mot hop
chat cu thé, mot tap hop nhiing nguyén tir gia, mot phan cau tric caa protein, hoic
mat ludi mat do tir nghién ciru tinh thé hoc tia X.124125 Trong nghién ctu nay, ROCS
da duoc &p dung dé tim kiém cac hop chat twong dong vai 7c. Mot cach tiép can khéc
c6 thé 4p dung trong tuong lai, d6 1a ¢ thé xay dung truy van ROCS dua trén céc
vong hoic cac chudi p cua IL-33 hodc ST2 dé we ché PPI. Phuong phap nay da duoc
&p dung bai Lee va cong su khi st dung ROCS dé bit chuéc chudi xoan a cua 1L-17
nham tim kiém cac phan tir nho e ché sy twong tac cta nd vai 1L-17Ra.249

4.4.2. M0 hinh pharmacophore dwa trén phai tir

Déi voi phuong phap pharmacophore dya trén phdi tir e ché thu thé ST2, nghién
ctru da xay dung va danh gia mo hinh pharmacophore PH4-LB-iST2. Bang cé4ch six
dung cac tap khong hoat tinh va tdp mdi nhir I6n hon gap nhiéu 1an so véi tap hoat
tinh, diém s6 GH thu duoc tir cac danh gia 1a khong cao bai su chénh léch nay. Do
d6, phwong phéap phén tich duong cong ROC va danh gia hé sb 1am giau da duoc st
dung. Bang cach st dung 4 tap khdng hoat tinh khac nhau — DUD-E, DUDE-Z,
DeepCoy va tap khong hoat tinh that — mé hinh PH4-LB-iST2 déu phan biét dugc
chét c6 va khdng c6 hoat tinh véi gia tri ROC-AUC > 0,5 va hé s6 1am giau EF1 cao.
Tuy nhién, cac tip DUDE va DUDE-Z cho két qua tot hon so véi hai tap con lai. Két
qua ndy goi Y rang mo hinh pharmacophore nén duoc danh gia chat ché dua trén bo
mdi nhir duoc tao bang phuong phap “khdp tinh chat”, ma DeepCoy 1a mot cong cu
tidu biéu. Ly tudong hon 1a mé hinh nén duoc danh gia bang mot tap khdng hoat tinh
that. Trong nghién ciu nay, dit liéu vé chat khong hoat tinh that 1én dén hon 50 ngan
hop chét, tao ra sy chénh léch qué I6n véi s6 chat hoat tinh ciing nhu gy &p luc tinh
toan cho qua trinh tim kiém céu dang. Do d6, cac chat khdng hoat tinh da duoc lay
mau tir bo dir liéu trén véi ti 1& 1:50 bang phan mém DecoyFinder theo nguyén ly
“khdp tinh chat” dé xuat bai Stein va cong sy. 13

Béo céo cua Ramadan va cong su da sir dung 4 chat Gc ché thu duoc tir mot
chuong trinh sang loc thong luong cao dé xay dung md hinh pharmacophore dua trén
phdi tir. M6 hinh chira 3 diém vong thom hoic ki nudc (Aro|Hyd) va 1 diém nhan
hoac cho lién két hydro (Acc|Don).22 M6 hinh di chia sé cac dic diém vong thom
hoac ki nuéc véi mé hinh PH4-LB-iST2 caa nghién ctru ndy. Khi xem xét tat ca cac
m6 hinh pharmacophore thu duoc, mot mau s6 chung th vi da dugc quan sat. Tat ca
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cac chat hoat tinh da chia sé voi nhau cau dang hinh chit U, duoc hinh thanh bai it
nhét 4 vong (Hinh 3.25). Biém chung thir hai duoc quan sat khi giong hang cac cau
trac hoat tinh la su hién dién ctia nhom nitro. Tuy nhién, do dinh hudng khac nhau
cia nhom nay trén vong thom (ortho hoic para) lam cho chuong trinh tao
pharmacophore khong thé xac dinh day 1a diém chung (Hinh PL22.2, PHU LUC
22). Chinh dic diém nay da gop phan gisi han diém s6 GH caa mé hinh. Trong khu6n
kho cua dé tai, mé hinh PH4-LB-iST2 chua duoc (ng dung vao sang loc 40. DU vay,
mo hinh da dugc danh gia theo céc tiéu chi can thiét. Trude hét, mé hinh co y nghia
goi ¥ cho viéc thiét ké chat e ché ST2: yéu cau vé tinh ki nudc, cac vong thom hoic
vong © va cau dang chit U dic trung. Trong cac nghién cau tiép theo, md hinh c6 thé
duoc phat trién dé cai thién chi s6 danh gia (nhu diém sé GH) va md ta duoc dic tinh
cta nhém nitro. Khi &p dung trén thu vién hop chat noi bd, cau dang chir U dic biét
tr m6 hinh PH4-LB-iST2 da gitp tim kiém duoc cac hop chat ¢ hoat tinh chua
khung morpholinoalkoxychalcon nhu T651 va T655 (Hinh PL22.2, PHU LUC 22).

4.4.3. M6 hinh méi lién quan dinh hrong giira cau triic va tac dong ciia cac chat
wrc ché 1L.-33/ST2 trén té bao HEK-Blue I1L-33

Bang céch thiét 1ap cac md hinh QSAR st dung thuat toan PLS, méi lién quan
ciu tric — tac dong cua cac chat e ché IL-33/ST2 trén dong té bao HB di dugc lam
sang to. Véi quan niém khdng c6 mé hinh téi wu, hau hét cac mé hinh déu cé thé sai
nhung mot s6 mé hinh ¢6 ich, dé tai da giir lai 5 md hinh QSAR c6 két qua danh gia
t6t nhat. Cac mo hinh déu duoc xay dung va tham dinh theo huéng dan caa OECD.
Mot céach truyén théng, nghién cau chi sir dung nhitng bo théng sé6 md ta téi thiéu
(khoang 1/10 s6 chat trong tap dit liéu) dé tim kiém cac mo hinh QSAR don gian
nhung giai thich dwoc tdi da dir lieu. Céc két qua danh gia déu cho thdy méd hinh
khong bi qué khop (overfitting) hodc duai khop (underfitting). Cac mo hinh da dap
ng 4 tiéu chi quan trong nhat cia OECD: (i) diém cubi xac dinh (¢ day 1a gia tri
pICsog)), (ii) thuat toan rd rang, (iii) mién tng dung duoc xac dinh, (iv) duoc danh
gia chat ché. Tiéu chi tht 5 1a md hinh c6 thé dién giai mot cach co hoc.'2 Y nghia
cac thdng s6 md ta trong mé hinh duoc giai thich & Bang PL23.1, PHU LUC 23.
Trong d6, mot s6 théng sé mo ta vé pharmacophore, cap nguyén tir 2D va dién tich
bé mit Van der Waals c6 thé duoc giai thich nhu tai Hinh 4.6.

Mot s6 thdng s6 1am giam hoat tinh, dai dién nhuw CATS2D_09_AA (cap nhoém
nhan lién két hydro cach nhau 9 lién két) va FO7[0-O] (tan suit cua cip nguyén tir
0-0 & khoang cach topo biang 7). Cac hop chét ¢ hoat tinh manh nhat khéng sé hitu
nhitng dic tinh nay, nhu C126 va C99. Trong khi d6, nhitng chat ¢ hoat tinh trung
binh (iST2-1, C97) hoic kém (C16, C37) déu c6 cac théng sé nay vai gia tri tir 1-2.
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Nguoc lai, mot s6 thdng s6 mo ta quyét dinh sy gia ting hoat tinh, dai dién 1a cac
thong sé gidng dién tich bé mat Van der Waals (P_VSA-like) nhu P_VSA s 4 va
P VSA_LogP 2. Cac théng sé nay cang Ién thi hop chat cd plCsog) cang cao.
Tuong tu, su hién dién cua cap nguyén tir N-N & khoang céch topo bang 6 (BO6[N-

N]) ciing gop phan gia ting hoat tinh.

C126
PIC5o(uB) = 5,34
CATS2D 09 AA =0
F07[0-0] = 0
BOG[N-N] = 1

H P VSA_ s 4 =131,6

P VSA_LogP 2 =418

—O0
C44 (iST2-1)
PICs5o(uB) = 4,25
CATS2D 09 AA = 1
F07[0-0] = 0
BO6[N-N] = 0

H P VSA_ s 4=111,3

P VSA_LogP 2 =124

O/
CATS2D_09_AA
O\
CATS2D_09_AA

C16
pICSO(HB) = 3,46
CATS2D 09 AA =2
F07[0-0] = 0

BOBIN-N] = 1
P VSA_s 4 =99,19

P_VSA_LogP_2 = 14,51

c99
PICs5ouB) = 5,14
CATS2D 09 AA =0
F07[0-0] = 0
BOB[N-N] = 1

H P VSA s 4=119,7

P VSA_LogP 2 =124

/ n
O
O\
N C4 TSQO 0710 l\|l .
~0g <,
“Aq O

Cc97
PIC5ouB) = 4,28
CATS2D 09 AA = 1
ﬂ F07[0-0] = 2
BO6[N-N] = 1
H P VSA s 4=119.7
P_VSA LogP 2 =124

CATS2D_09_AA

S F07[0-0]

Cl NJ o}

C37
PICs5ouB) = 3,15
CATS2D 09 AA = 1
F07[0-0] = 2
BOB[N-N] = 0

H P VSA_ s 4 =106,7

P_VSA_LogP_2 = 11,55

Hinh 4.6. Su dién giai co hoc dbi vai md hinh QSAR-HB
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Biéu dd bién s6 quan trong trong dyu doan (Variable Importance in Prediction —
VIP) ctia cac mé hinh dugc trinh bay tai Hinh PL23.6, PHU LUC 23. Cac thong s6
mo ta c6 thm quan trong ddi véi gid tri hoat tinh plCsome) (V6i diém sé VIP > 1) gdm
SM14_AEA(dm), P_VSA s_4, SsssNH+, TSRW10, BO6[N-N] va VR3_Dzs. Nhan
xét tuong tu cling c6 thé duoc rt ra tir quan sat trén biéu do tai caa cac md hinh
(Hinh PL23.7, PHU LUC 23).

Phuong phap du doan dong thuan da duoc &p dung dé tang kha nang dy doan cua
cac md hinh QSAR-HB riéng lé. Két qua tai Bang PL23.3, PHU LUC 23 cho thay
mo hinh dong thuan da gitp ting hé s Q%,, Q%, va giam MAE khi danh gia ngoai
trén tap kiém tra, dac biét & mé hinh c6 dit liéu duoc phan chia theo thai gian. Trong
cac phép chia dir liéu, phan chia theo thoi gian cd gia tri cao nhat boi né phan &nh
dung thyc té rang md hinh s& duogc (ng dung dé du doan trén cac tap chat méi trong
tuong lai. Trong nghién cttu ndy, du doan déng thuan trén tap kiém tra dugc phan
chia theo thoi gian dat gia tri Q, = 0,95; Q%, = 0,51; Q4; = 0,82; CCC = 0,71 va
MAE = 0,12, thé hién kha ning khai quat hoa cia md hinh. M6 hinh di duoc ung
dung dé du doan trén thu vién hop chat noi bo, vai T821 1a hop chat dan dau (Bang
PL24.6, PHU LUC 26). Két qua thir nghiém in vitro di xac nhan day 1a hop chat c6
hoat tinh wc ché 1L-33/ST2 trén dong té bao HB, véi ICsows) = 46,54 M.

Nham muc dich so sanh, cac bo dir liéu 7 théng s6 mé ta phan tir dé xay dung céac
md hinh QSAR-HB duoc sir dung dé xay dung cac md hinh hoc may vai cac thuat
toan khac nhau, gém SVM, Random Forest, XGBoost va LightGBM. Bang PL23.4,
PHU LUC 25 cho thay cac mé hinh hoc may déu cd kha ning du doan trén tap kiém
tra kém hon mo hinh PLS. Bén canh do, néu sir dung cac bd dau van tay phan tir thay
cho théng s6 mé ta, van khdng c6 mé hinh hoc may nao cho két qua danh gia tt hon
mo hinh PLS (Bang PL25.5, PHU LUC 25). Nhitng két qua nay goi Y rang can than
trong khi str dung céc thuat toan hoc may cho céc b dir lidu nho. Bong thoi, cac md
hinh hoc may ciing nén duoc danh gia mot cach chat ché hon bang cac chi sé duoc
sir dung phd bién nhu trong tham dinh md hinh QSAR truyén thong.

4.5. Thir nghiém in vitro danh gia hoat tinh wc ché 1L-33/ST2
4.5.1. Sw phu hop ciia md hinh thir nghiém dwa trén dong té bao HEK-Blue

Trong nghién ciu nay, thir nghiém dya trén dong té bao HB da dugc sir dung dé
danh gia tac dong e ché tin hiéu 1L-33/ST2 cua cac hop chat duoc lya chon véi su
dinh hudng cua sang loc in silico. Uu diém cua thtr nghiém nay 1a dong té bao da
duoc thiét ké dé lién két “gen bao cao” SEAP véi con duong tin hiéu IL-33/ST2 va
khong dap (tng vai cac loai cytokin khac. Mat khac, InvivoGen cling da xac thuc tinh
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phu hop cuia dong té bao HB trong viéc sir dung cho thir nghiém danh gia tac dong
tic ché IL-33. Trong d6, su phong toa tac dung kich thich cua IL-33 trén té bao da
duoc xac nhan bang cach st dung khang thé khang 1L-33 va sST2.2

IL-33 duoc str dung trong dé tai 1a protein c6 trinh tu cta ngudi, dugc tong hop
bang phuong phap tai t& hop va biéu hién trén chung vi khuan Escherichia coli
BL21.2% Protein thu dugc ¢6 kha ning hoa tan trong dung dich dém va moéi trudng
thar nghiém. Sau khi tai to hop, IL-33 duoc nhan dién bai khang thé trong bo kit
ELISA IL-33 (Thermo Fisher). Pdng thoi, protein ciing da dugc danh gia tac dong
kich thich phu thudc nong do trén té bao HB (Hinh 3.27A), g6p phan chiing minh
cho chtrc ning cua protein dugc tong hop trong diéu kién Viét Nam.

Trong linh vuc khdm pha thudc méi trén cac muc tiéu interleukin, thir nghiém
trén dong té bao HEK-Blue ciing di duoc ap dung bai hing Novartis trén 1L-1p,
Quinnell va cong su trén IL-4, Ramadan va cong su trén IL-33/ST2.222°0:251 Ty vay,
can luu y rang thir nghiém nay khong cho biét hop chat duoc khao sat thuc sy gan
két trén IL hay thy thé cua chling. Do d6, thir nghiém danh gia gin két st dung quang
phd huynh quang di duoc 4p dung dé xac dinh phéi tir gin két thuc sy trén 1L-33.

Trong nghién ctru ndy, do su sin c6 trén thi trudng, hop chat iST2-1 béo c4o boi
Ramadan va cong su dd duoc st dung 1am d6i ching dwong. Thtr nghiém tac dong
trc ché phu thudc nong do caa iST2-1 trén té bao HB cho gia tri ICso = 48,69 + 1,27
uM (n = 3), phu hgp véi bao cdo cua Ramadan va cong su (ICso = 56,42 uM).??

4.5.2. Tiém ning cia cac hop chat cd hoat tinh trong thir nghiém sir dung dong
té bao HEK-Blue 1L-33

Dua trén céc bdo c4o cua Ramadan va cong su, Yuan va cong su,?>2 néng do
chat ther 100 uM da duoc lya chon dé danh gia ban dau ddi véi tac dong &c ché tin
hiéu 1L-33/ST2 trén té bao HB. Sau d6, mot s6 hop chét tiém ning bao gdm 4 dan
chat quercetin, 1 dan chat morpholinoalkoxychalcon va 3 hoat chat hoa duoc c6 hoat
tinh ¢ ché ~100% ¢ 100 uM da duoc xac dinh gia tri 1Cso. Trong d6, 3 hoat chat hoa
dugc gom loratadin, rupatadin va montelukast c6 hoat tinh wc ché twong duong dbi
ching duong, vai ICso lan luot 12 50,26 + 1,03; 48,35 + 1,07 va 46,54 + 1,03 uM.
Péng chu y, hop chat T651 véi cau tric morpholinoalkoxychalcon ¢6 hoat tinh tc
ché manh hon di ching duong, véi ICso = 31,61 + 1,15 puM.

Quercetin chira mot khung cau tric tiém ning khi c6 nhiéu dan chat thé hién hoat
tinh ¢ ché manh hon iST2-1 & ndng d6 100 uM. Trong d6, T713 1a hop chat tiém
ning nhat vai 1Cso = 23,85 + 1,17 uM. T721 ciing 1a mot hop chét trién vong, khi
nong d6 giam dén 1,56 uM van con tc ché ~50% hoat tinh cua IL-33 trén té bao. Do
d6, hoat tinh cua hop chat nay can duoc tiép tuc khao sat thém. Ngoai ra, T823, T824
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va T825 ciing 1a nhitng dan chat quercetin tiém nang (Hinh PL27.1, PHU LUC 27)
va can dugc xac dinh gid tri ICso trong cac nghién ciru ndi tiép.

Nhin chung, hoat tinh cua cac hop chét ké trén tét hon nhiéu hop chat duoc liét
ké trong bang sang ché W02017/083242Al (Yang va Paczesny, 2016) va c6 thé so
sanh vai nghién cau cta Yuan va cong su (2022). Trong do, cac tac gia bao cao cac
chat &rc ché ST2 duoc ti wu hoa tir iIST2-1 vai ICso trén té bao HB tir 33 dén 60 uM.2
O mot khia canh khac, khi xem xét hoat tinh tc ché caa cac hop chat da dugc bao céo
trong y van va thu duoc tir dé tai, thir nghiém HB c6 d6 nhay thap hon cac thir nghiém
truc tiép dua trén PPI (nhu AlphaLISA hay HTRF) trong viéc phan biét hoat tinh cua
chat ¢ ché. Tuy nhién, trong diéu kién Viét Nam, mé hinh thi nghiém dua trén HB
c6 tinh kha thi cao hon va chi phi thuc hién thip hon.

Trong thir nghiém MTT, Hinh 3.30 cho thay ti I¢ séng trung binh cua té bao khi
dugc xir Iy v6i cac hop chat thir nghiém 1a 86,4-130,8% & nong d6 100 uM. Pay 1a
nong do cao nhat dugc sir dyng trong thir nghiém danh gia hoat tinh wc ché tin hiéu
IL-33/ST2, cho thay hoat tinh 1am giam tin hiéu SEAP cua c4c hop chat cha yéu do
tic ché sy twong tac cua 1L-33 va ST2 chtr khong phai do tac dong gay doc té bao. Ti
1& séng cua té bao HB khi duoc xtr Iy véi céc hop chit thir nghiém va iST2-1 duoc
xéc dinh trong dé tai twong dwong véi cac dan xuat caa iST2-1 duoc thi nghiém MTS
trong nghién ctru cua Yuan va cong su (42,5-111,9%).2324

4.5.3. Thir nghiém khao st sw gin két giira T821 va IL-33 sir dung quang phé
huynh quang

Do may quang phd huynh quang Hitachi F7000 sir dung cuvet day 1 cm doi hoi
lwgng 16n dung dich tht, trong khi khoi lugng protein cé thé tai to hop con han ché,
nén két qua hién tai cia dé tai chi méi thu dugc két qua danh gia su gan két cua T821
(montelukast) véi 1L-33. Hiéu tng loc noi tai cua T821 it anh hudng dén két qua cua
thir nghiém, phan anh qua phé UV-Vis cua hop chat. Tuy nhién, sy phat xa huynh
quang riéng cia T821 tai ving budc séng gan véi cuc dai phéat xa huynh quang cua
IL-33 da gay ra hién tugng tang cuong do huynh quang trong thur nghiém, thay vi su
giam phu thudc nong do nhu ky vong. Pic diém phat quang nay cua T821 da duoc
ghi nhan trong céc bao cdo trude day.?>>2% Chinh vi vay, buéc song tai mot dinh ¢
cudng do phat xa huynh quang thap hon (320 nm) da dwoc khao sat va su giam cudng
d6 huynh quang cta IL-33 phy thudc ndng d6 T821 da dugc ghi nhan. Bang cach ung
dung phuong trinh Stern-Volmer, T821 d3 dugc chitng minh 12 gy tit quang tinh d6i
vé6i 1L-33 va ¢6 su hinh thanh phuac hop protein—phdi tir véi ti 16 1:1.

Do thiéu dir kién thuc nghiém vé thoi gian séng huynh quang caa IL-33, gia tri
1, gia dinh duogc st dung trong thi nghiém nay 1a 1078 s, ang véi thoi gian tat quang
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t6i da caa mot dai phan tir protein. Thuc té, néu sir dung bat ky gia tri nao cua T,
trong khoang 107°-107% s thi gia tri k,, thu duoc déu I6n hon rat nhiéu so véi hang s6
tbc do dap tit ludng phan tir cua phan wng tit quang dong (2 x 10° M~1s1). Do do,
co ché tit quang cua IL-33 khi c6 mat cua T821 déu cd thé dugc chitng minh 13 qué
trinh tit quang tinh voi bat ky gié tri t, thuc nghiém nao caa protein.

Trong c4c nghién ciru twong lai, thir nghiém nay c6 thé duoc trién khai trén may
quang phé huynh quang cé chirc ning doc dia da giéng nhiam ting thong luong sang
loc va giam luong IL-33 can sir dung. Bén canh dé, viéc xac dinh hé sé goc Ksy tai
cac nhiét do khéac nhau cé thé dugc thuc hién dé xac dinh co ché tit quang véi do tin
cdy cao hon. Qua trinh nay can dugc thuc hién trong diéu kién cac nhiét do phai duoc
gitt 6n dinh, véi su hd tro cua bo phan diéu nhiét. Véi phuong phap nay, ning luong
tu do gan két ¢d thé dugc xac dinh boi phuong trinh Van’t Hoff (19):

AH AS
TRTTR

InK, = (19)

VOi:

- K,: hang s6 két hop tai nhiét 6 thir nghiem T
- R: hang s khi Iy tuong (8,314 J-K-mol )

- T:nhiét d6 tha nghiém (K)

- AH Ia bién thién ethalpy (kJ-mol?)

- AS laentropy (J-molt-K™)

Khi biéu dién db thi cua In K, theo gia tri 1/T, gia tri AH va AS c6 thé dugc xac
dinh dya trén hé sd goc va hé sé chin caa phuong trinh hdi quy. Khi nhiét do thu
nghiém chénh léch khong dang ké, AH c6 thé dugc xem 12 hang sé va nang luong tu
do gan két (kJ-mol™) dugc tinh theo cong thic (20):

AGgsn ket = AH — TAS (20)
4.5.4. Hiéu qua caa cac mod hinh in silico trong viéc xac dinh cac hep chat cé
hoat tinh in vitro

Cac mo hinh in silico da giup tim kiém dugc mot s6 hop chat tiém nang co6 hoat
tinh duoc xac nhan qua thir nghiém in vitro, duoc trinh bay tém tit tai PHU LUC 29.
Dic biét, lan dau tién tdi gin két allosteric trén ST2 dwgc dé xuét 1a mot vi tri gan két
phu hop cho chat Gc ché phan tir nho. Qua sang loc biang md phong gan két phan tu,
quercetin (T296) va c4c din chat da thé hién & luc gan két cao véi ST2 tai tdi
allosteric nély. Dién hinh la T721 (Ki HYDE = 60,1 p|\/|) vaT718 (Ki HYDE = 72,9 pM)
Két qua du doan trién vong nay 1a dong luc dé dé tai thu thap va thir hoat tinh cho
quercetin va 18 dan chat trong thu vién hop chat noi bo. Cac hop chat nay 1a san pham
don hoic da thé trén cac nhém -OH cua quercetin (Hinh 4.7).
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(0] OH
T713 T718
AGgock sT2 allosteric = ~8,0 kcal/mol AGgock sT2 aliosteric = ~11,6 kcal/mol
KiHype = 259,9 nM Kinype = 72,9 pM
lCSO(HB) = 23,85 }JM ICSO(HB) =61 ,16 UM
F
T, o
HO
{re
=
T721 T823
AGdock ST2 allosteric = —11,8 kcal/mol AGdock ST2 allosteric = —10,6 kcal/mol
Ki HYDE ~ 60,1 pM Ki HYDE — 26,2 nM
IC50(HB) ~ 90 UM 1% HB)  100% (100 pM)

Hinh 4.7. Céu triic héa hoc, dw don in silico va hoat tinh in vitro uc ché tin hiéu IL-
33/ST2 trén dong té bao HB cia mat so dan chat quercetin

Tha nghiém in vitro da xac nhan 7 hop chat c6 hoat tinh, bao gom ca T296, T718
va T721. Tha vi 1a T713 12 hop chét c6 hoat tinh manh chét trong thir nghiém (1Cso =
23,85 uM) mic du khéng dan dau vé cac két qua du doan ai luc. Hop chat nay thoa
man mé hinh PH4-LB-iST2 va gin két trén thu thé véi Kinvoe du doan 13 259,9 nM.
Vi vay, T713 di duoc khao sét thém biang md phong MD 100 ns. Két qua tai PHU
LUC 25 cho thay T713 gan két rat on dinh voi ST2 va c6 AGgin kit mm-cesa = —45,0 +
4,0 kcal/mol, manh hon so véi ca T718 va T721. Bén canh do6, T823, T824 va T825
la céc dan chat quercetin duoc phat trién twong tu T713 va tc ché tin hiéu IL-33/ST2
trén HB ~100% & néng d6 100 uM. Véi Kinype du doan trén ST2 tir 24,2—90,3 nM,
d6 1a nhitng chat &c ché tiém ning va can duoc danh gia thém trong tuong lai.

Viéc phét hién cac dan chat quercetin cd hoat tinh trong dé tai ndy goi mo huéng
nghién ctu céc hop chat flavonoid ddi véi tac dong diéu chinh tin hiéu 1L-33/ST2.
Phat hién nay phi hop vai nghién ctu cua Funakoshi-Tago va cong sy vé hoat tinh
trc ché tin hiéu 1L-33 trén té bao BMMC cua cac flavonoid trong keo ong Nepal. Tiéu
biéu, chrysin lam giam su kich hoat NF-kB va cac cytokin dwgc cam wng san xuat
boi IL-33 nhu IL-6, TNF-a va IL-13.1%

T814 (loratadin) va T815 (rupatadin) la hai thuéc khang histamin Hi chira cau
trdc benzo[5,6]cyclohepta[1,2-b]pyridin. Vi cu trac 3 vong nhu chat e ché 7¢ cua
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IL-33, hai hop chat nay c6 diém s Tanimoto tong thé so véi véi 7¢ khi sang loc qua
truy van ROCS-ilL33-6 lan luot 13 0,822 va 0,776. Rupatadin duoc du doan gan két
trén 1L-33 tét hon so véi loratadin khi xem xét AGgock (—8,8 50 Vi —6,9 kcal/mol) va
Kinvoe (188 nM so véi 8,4 uM). Theo sau do, két qua thir nghiém in vitro da khang
dinh tac dung cua hai hop chat. Tuy nhién, két qua in silico con cho thay rupatadin
cling thoa man mo hinh PH4-LB-iST2 va co6 diém sé gan két tot trén thy thé ST2
(AGuock trén vi tri orthosteric va allosteric lan lugt 14 —9,4 va —10,0 kcal/mol). DU vay,
khi tinh diém lai voi chuong trinh HYDE, rupatadin khong dugc nhan dién la mot
phdi tir tiém nang ciia ST2 khi ¢6 Kinvoe 1én dén 8,23 x 101 nM. Véi nhiing két qua
hién tai, rupatadin duoc dé xuét 1a c6 co ché gin két véi 1L-33 tai vi tri 2 nhu loratadin,
nhung cac thir nghiém in vitro van can duoc thuc hién thém dé khang dinh.

Trong két qua sang loc in silico, hop chat T821 (montelukast) gan két trén IL-33
v6i Kinype = 33 nM. DBong thoi, day ciing 1a chat din dau trong dy doan bang mo
hinh QSAR-HB. Tir mot hop chit tiém niang duoc lya chon tir két qua tinh toan, tac
dong uc ché IL-33 cua montelukast da dugc khang dinh bai ca hai thir nghiém: thir
nghiém danh gia gan két trén IL-33 va thir nghiém chic ning trén dong té bao HB,
Tuong ty, dan chat morpholinoalkoxychalcon T651 ciing théa man cac mé hinh in
silico trén 1L-33 gdm md hinh pharmamacophore PH4-1L.33-S1-M1, gin két phan tu
V6i Kinype = 18,1 nM va d3 thé hién hoat tinh trén thir nghiém voi dong té bao HB.

Tai vi tri orthosteric 1 cua PPI IL-33/ST2, c4&c md hinh pharmacophore gom PH4-
IL33-S1-M1 va PH4-ST2-S1-M1 da xac dinh T789 1a hop chat tiém ning duy nhat
(Bang PL24.1, PL24.2, PHU LUC 24). Thi nghiém trén md hinh té bao HB cho
thay hop chat nay c6 hoat tinh @c ché 55,73% & néng d¢6 100 uM. Nhu d3 thao luan
& nhitng phan truéc, do tinh chit néng va tich dién cua vi tri ndy ma kha ning sang
loc caa cac md hinh in silico con han ché va cac phuong phap tiép can mai can duoc
ap dung dé dat hiéu qua cao hon.

4.5.5. Mai lién quan ciu tric — tac dong cia cac din chat quercetin

Dan chat quercetin 1a mot truong hop tha vi khi xem xét méi lién hé giira hoat
tinh sinh hoc véi cau tric va két qua dy doan in silico. Hinh 4.8 minh hoa céu tric
ctia mot s6 hop chat khdng thé hién hoat tinh @c ché trong thi nghiém trén té bao HB.
Khéng nhu cac chat ¢d hoat tinh tai Hinh 4.7, cac hop chat nay déu c6 nhdm thé chta
vong thom trén nhém -OH & C7. Nhu vay, cung véi nhém -OH ¢ Cs, nhom -OH & C
can duoc giit ty do hodc gan mot nhom thé khac phi hop hon (nhu cloroethyl & T713).

O mét khia canh khéc, nhém thé 16n tai -OH C7 lam ting khdi lwvong phan tir va
d6 than dau caa hop chét. Tir d6, cac hop chat nay duoc AutoDock Vina tinh diém
AGock t6t hon va déu xép hang 1 trén céc vi tri gan két caa IL-33 va ST2 (Hinh 4.8).
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Pay 1a mot thién Iéch thudng gap ciia chuong trinh mo phong gan két phan ti. 2 Khi
sir dung HYDE dé “tinh diém lai”, 3 trong 4 hop chat di duoc loai ra khoi danh séch
cac “hit” dan dau (T719, T720 va T716). Bang céch sir dung céc dai lvgng ning luong
lién quan dén lién két hydro va ning luong desolvat hda, HYDE c6 thé gop phan
giam ti 1&é duong tinh gia.?'® N6i cach khac, mot hop chét c6 ca AGaock VA Ki Hype
duoc xép hang cao c6 thé c6 hoat tinh trong céc thir nghiém sinh hoc, nhu truong hop

cua T296, T718, T721, T823 va T824.
E
\©VO '
(o) I j /@/\O :
F
£

T719 T822
AGgock sT2 orthosteric = —9,8 kcal/mol (# 1) AGyock 1-33 52 tinh thé = —9,0 kcal/mol (# 1)
Ki Hype = 210488 nM (# 82) Kinype = 1,78 nM (# 2)

T720 T716
AGyock IL-33 S1 tinh thé = —7,5 kcal/mol (# 1) AGyock 1L-33 s2 Mp = —9.2 kecal/mol (# 1)
Ki yvoe = 8,81 x 108 nM (# 485) Ki nype = 37079 nM (# 518)

Hinh 4.8. Cac hop chat khong thé hién hoat tinh trong thir nghiém trén té bao HB
(S1:vitri 1, S2: vi tri 2, dau # thé hién su xép hang trong két qua sang loc ao)
4.5.6. Trién vong “tai muc dich” diéu tri cac bénh Iy lién quan dén con dwong
IL-33/ST2 ciia c4c hoat chat héa dwoc

Hen suyén 13 mot hoi chiing ¢ nhiéu kiéu hinh khac nhau. Cac nghién cau di
truyén hoc c6 thé xac dinh nguyén nhan va con duong sinh hoc lién quan dén mot
kiéu hinh nhat dinh — trong d6 c6 truc 1L-33/ST2.2%° Trong mét s6 dang hen suyén,
con duong 1L-33/ST2 thuc day su thoat hat va kha ning séng con cua té bao mast va
bach cau wa acid.?%629 M3t khac, cac nghién ctiru gan day da chi ra IL-33 kich hoat
va mé rong céc té bao ILC2. Tur d6, truc 1L-33/ST2/ILC2 duoc cho 1a mét trong
nhitng con duong trung tdm trong qué trinh sinh bénh cua tinh trang viém di tng.°
Nhing hiéu biét hién tai ing ho cho chién lugc nham muc tiéu 1L-33/ST2 trong diéu
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tri nhitng kiéu hinh hen phé quan xac dinh, trong d6 bénh nhan dugc phan tang dya
trén co ché bénh sinh, phan &nh tinh c4 thé hda caa y hoc chinh xéac.2

Loratadin va rupatadin 1a cac thuc khang histamin Hi thé hé 2 duoc sir dung
trong diéu tri di tng. Montelukast 1a thudc dbi khang thu thé leucotrien. Céac co ché
nay déu c6 lién quan dén hen suyén — bénh ly ma truc 1L-33/ST2 c6 tham gia vao co
ché bénh sinh. Bénh nhan hen phé quan theo mlia ¢ phan ang di @ng tac thi do giai
phong céc chat trung gian tir té bao mast qua IgE khi tiép xtc véi di nguyén, gay ra
co that phé quan. Céac thudc khang histamin H c6 dién chi thé hién tac dung vira phai
va ngan han véi tinh trang nay. Nguoc lai, loratadin da dwuoc ching minh kha ning
kiém soat cac triéu chung caa hen suyén vai thoi gian tac dung dai va lam ting dang
ké chirc ning phdi.28! Rupatadin ciing duoc bao cao tac dong cd loi ddi véi cac thay
dbi md hoc trén md hinh hen suyén man tinh & chuot.2 Pang cha v, su két hop
loratadin 20 mg va montelukast 10 mg gidp cai thién cac triéu chirng cia hen suyén,
tang luu luong khi thd ra va giam nhu cau st dung thudc chit van B2 SO Vi
montelukast don doc.?6 Mat khac, nghién ctru cia Maeba va cong sy da chirng minh
kha nang ¢ ché sy kich hoat cia NF-kB ¢ té bao THP-1. O ndng do 10° M,
montelukast tc ché sy san xuét IL-6, TNF-o va chemokin MCP-1.254 Céc phat hién
nay phu hop vai 16 trinh tin hiéu xudi dong cua truc 1L-33/ST2 (Hinh 1.2B), ang ho
tac dong wc ché cua montelukast véi con duong nay.

Nhiing nghién cau ké trén va hoat tinh ¢ ché tin hiéu 1L-33/ST2 cua 3 hoat chat
hoa duge duge xac dinh trong dé tai nay goi Y tiém niang mé rong chi dinh cua céc
thudc ddi véi hen phé quan va cac bénh Iy viém. Két qua in silico cho thay ching gan
két trén 1L-33 (Ki nyoe tir 33 nM dén 8,4 uM), nhung cac nghién ctru sau hon can
duoc thuc hién dé khang dinh co ché nay. Cu thé, thir nghiém danh gia gian két voi
IL-33 can dugc thuc hién cho loratadin va rupatadin (trong ty montelukast). Hon
nira, cac thir nghiém danh gia kha ning tc ché PP in vitro va bat hoat tin hiéu IL-
33/ST2 in vivo ciing can duoc thuc hién. Néu dugc chieng minh, tac dong tc ché IL-
33 ¢6 thé duoc bd sung vao co ché tac dong cua thude va dit ra huéng “tai dinh vi”
cac thudc nay trén 1am sang. Nhu nhan xét cua Nelson, cac thudc khang histamin thé
hé 2 ¢6 thé c6 vai tro trong diéu tri hen suyén nhe va trung binh nhung & liéu cao hon
licu thuong dung dé diéu tri viém mii di wng.2%® Co ché tac dong cua cac thude co
thé 1a ddi khang IL-33 va uc ché tuong tac IL-33/ST2L, nhung phai & mét lidu lugng
phu hop. Bong thoi, dan xuit caa cac hoat chat nay co thé duoc tong hop véi su dinh
huéng cua cac cong cu in silico va danh gia hoat tinh in vitro, mé ra co hoi phat trién
cac hop chit mai c¢d kha nang gan két ai luc cao va tac dong chon loc nham diéu tri
cac bénh ly lién quan I1L-33.
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NHUNG PIEM MOI CUA DE TAI

Nghién ctru thube hoa duge tac dong trén IL-33 va thu thé ST2 van con méi mé
va dang dat duoc nhitng tién bo ban dau. Tham gia vao linh vuc nay, dé tai c¢6 nhitng
dong gop méi vé mit khoa hoc, bao gom:

1. Lap hd so acid amin diém néng trén hai bé mat twong tac protein-protein gita
IL-33 va ST2 bang md phong MD, tinh toan phan ri ning luong tu do va quét
dot bién alanin.

2. Lan dau tién xac thuc cac vi tri lién két phi hop cho phéi tir phan tir nho trén
IL-33 va thy thé ST2. Trén IL-33, vi tri 2 cta giao dién PPI phi hop dé phét
trién thudc phan tr nho. Bong thoi, tai vi tri ndy, mot tdi an cé thé duoc hinh
thanh dé gan két dac hiéu voi phdi tir nho s chuyén dong caa chudi bén cua
cac acid amin, cha yéu 1a Leu267. Trén ST2, vi tri 1 cua giao dién PPI 1
khoang gan két kha di, nhung mat vi tri allosteric & 1an can c6 thé cung cap
mot tdi lién két &i luc cao voi phéi tir phan tir nho.

3. Xay dung dugc mot bo co so dir liéu hoa hoc dinh hudng PPI sian sang cho céac
dir 4n sang loc a0, bao gom tép chira cau tric duogc tdi thiéu hoa ning lugng
ding cho mé phong gan két va tép chtra tap hop cau dang 3D chét lwong cao
ding cho sang loc qua mé hinh pharmacophore va truy véan twong déng hinh
dang phan tir 3 chiéu.

4. Xay dung mot hé thdng cac md hinh pharmacophore cho cac vi tri gan két trén
ca IL-33 va ST2, gilp sang loc nhanh chong qua cac thu vién hoa hoc Ion.
Pong thoi, cac md hinh md phong gan két phan tir cho 1L-33 va ST2 ciing
duoc xay dung va danh gia. Tt d6, quy trinh sang loc 40 dang phéu dua trén
thoi gian tinh toan duoc ap dung, theo tha te gdm md hinh pharmacophore,
md phong géan két phan tu, 1ap ho so ADMET, mé phong dong luc hoc phan
tir va tinh toan niang luong ty do gan két. Tur d6, cac hop chét gin két in silico
ai luc cao vai c&c protein muc tiéu duoc xac dinh.

5. Lan dau tién bao cao cac md hinh in silico dya trén phdi tir du doan hoat tinh
rc ché IL-33/ST2, gom truy van ROCS, mé hinh LB-PH4 va QSAR. Cac mo
hinh d4 gitip du doan dugc mot s6 hop chat ¢é hoat tinh in vitro.

6. Thiét 1ap quy trinh thir nghiém danh gia hoat tinh wc ché tin hiéu IL-33/ST2
trén dong té bao HEK-Blue IL-33 va thir nghiém dénh gia gan két véi 1L-33
dua trén quang phd huynh quang trong diéu kién Viét Nam. Tur do, cac hop
chat mai va c6 hoat tinh d3 duge xac dinh.
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KET LUAN

Tuong tac protein—protein gitra IL-33 va ST2 dong vai trd quan trong trong céac
bénh viém va ty mién. Viéc tim kiém cac liéu phap diéu tri cho nhirng muc tiéu nay
13 can thiét, dic biét 14 cac chat trc ché co cu trac phan tir nho. Dé tai di ap dung hai
cach tiép can co ban trong thiét ké thudc dé xay dung cac mé hinh du doan chat tc
ché IL-33/ST2, gdm phuong phéap dya trén cau tric muc tiéu va dua trén phdi tir.
Pong thoi, quy trinh thir nghiém in vitro ddnh gia kha nang gin két va tac dong trc
ché tin hiéu IL-33/ST2 da duoc thiét 1ap. Bang nhimng phwong phap nay, dé tai da dat
dugc muc tiéu nghién ciru dé ra, sang loc duge mot s6 hop chat tiém ning c6 kha
ning wc ché twong tac gitra 1L-33 va thu thé ST2 in silico va in vitro. Cu thé, 5 ni
dung nghién ctru sau day da dugc hoan thanh:

1. Xay dung bd co so dir liéu héa hoc dinh huéng cho nghién ciru chét trc ché

PPI chira 2,615,938 hop chét véi 224,649,000 ciu dang va cé thé dugc ap
dung cho C&c nghién ctru trén nhirng muc ti€u tac dong maoi.

2. Lap ho so diém ndng cho twong tac protein-protein giira IL-33 va ST2 bang
cac phuong phap mo phong hé phan tir sinh hoc, chimg minh va bd sung cho
cac nghién ctru thue nghiém trude day, dong thoi tao tién dé cho cac nghién
ctru in silico trong dé tai hién tai va cac nghién ctru ndi tiép trong twong lai.
Bén canh d6, cac vi tri gin két tiém ning cho phdi tir phan tir nho trén 1L-33
va ST2 da duoc khao sat toan dién va xép hang. Trong d6, mot vi tri allosteric
méi 1an dau tién duoc bao cdo va chirmg minh bang cac phuong phap mo
phong 1y thuyét. Trong khuon kho cuia dé tai, mot sb vi tri gan két duoc tap
trung nghién ciru. Nhimg vi tri con lai 1a d6i tuong tiém nang cho nhiing
nghién ctru tiép theo, dic biét 1a cac tai 4n va vi tri allosteric dé phat trién
chét tc ché chon loc cho IL-33/ST2.

3. Xay dyng cac md hinh in silico dwa trén ciu trac muc tiéu: hai mé hinh
pharmacophore PH4-1L33-S1-M1, PH4-IL33-S1-M2 cho IL-33 tai vi tri 1;
hai md hinh pharmacophore PH4-ST2-S1-M1, PH4-ST2-S1-M2 cho thu thé
ST2 tai vi tri 1; hai m6 hinh PH4-1L33-S2-M1, PH4-1L33-S2-M2 cho IL-33
tai vi tri 2. Cac mo hinh dugc sir dung dé sang loc qua cac co sé dit liéu hoa
hoc 16n. Tir d6, cac hop chat dugc tiép tuc duoc sang loc bang mé hinh gin
két phan tir va md phong dong luc hoc phan tir & xac dinh cac hop chét tiém
nang nhét. Cac hop chét nay déu duoc 1ap hd so duge dong hoc va doc tinh
bang cac cong cu du doan. Trén vi tri 1 cua IL-33, cac hop chat gan két tiém
nang 14 nhimg dan chat folat nhu DB00158 va DB00642. Trén vi tri 1 cua
thu thé ST2, cac hop chit gin két tiém ning bao gém ZINC08911140,
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ZINC16933127, ZINC40658091 va ZINC59514725. Tai vi tri 2 caa IL-33,
cac hop chat tiém niang gém Enamine Z8479543772, Enamine
75129920608, Enamine 219188025, ZINC12152030, ZINC09831173,
ChemDiv G725-1491 va Enamine Z1256575314.

Xay dung cac md hinh in silico dya trén phéi tir: mo hinh twong ddng hinh
dang phan tor 3 chiéu ROCS-ilL33-6 cho IL-33 tai vi tri 2, mo hinh
pharmacophore PH4-LB-iST2 va md hinh 2D-QSAR cho chét trc ché ST2.
Qua qua trinh sang loc 4o tir truy vdn ROCS, cac chat Asinex BAS-
01389088, Asinex BAS-03072524, Enamine 21832708609 va Asinex ASN-
04481572 duogc xac dinh 12 nhitng hop chét gan két tiém ning véi IL-33 tai
Vi tri 2 v&i AGgin két mm-esa dudi —30 kcal/mol.

Ung dung cac md hinh sang loc in silico trén thu vién hop chat nodi bd duoc
thu thap tor B0 mén Hoa Dugc, Khoa Dugc, Dai hoc Y Dugc Thanh phé HO
Chi Minh, xac dinh duoc cac hop chét co tac dong uc ché tuong tac gitra IL-
33 va ST2 thong qua thir nghiém in vitro. Trong d0, cac hop chat T296, T651,
T713, T718, T721, T814, T815 va T821 c6 ICs lan luot 1a 80,11; 31,61;
23,85; 61,16; 55,91; 50,26; 48,35 va 46,54 uM. Hop chat T821 duoc ching
minh kha ning gin két trén 1L-33 v6i hang s6 phan ly 14 1,7 x 1073 M.
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KIEN NGHI

T nhitng két qua dat duoc cua dé tai, mot s6 kién nghi sau day duoc dé xuat dé
tiép tuc phat trién huéng nghién ciru tim kiém chat Gc ché phan tir nho trén 1L-33 va
thy thé ST2:

= Dir liéu tir cac quy dao md phong MD di duoc thyuc hién trong dé tai nay c6
thé sir dung dé xay dung cic mo hinh pharmacophore “dong” (dynamic
pharmacophore) nham nang cao nang luc sang loc cho mé hinh. Pdng thoi,
cau dang I1L-33 va ST2 trong cac md phong MD con c6 thé duoc phan cum,
ldy mau va ang dung vao phuong phap gan két tap hop (ensemble docking)
dé cai thién hé s6 1am giau cua md hinh.

= St dung nhitng tdi gan két con lai trén cac protein di duogc xac dinh trong dé
tai dé tim kiém cac chat tc ché mai cho 1L-33/ST2.

» Mac du phuong phap pharmacophore gitp sang loc nhanh chong qua cac thu
vién hoa hoc dé tim kiém céc phan tir ¢ dac tinh phi hop véi muc tiéu tac
dong, mot lwong 16N cac hop chit tiém nang van c6 thé bi bo sot. Hién nay,
V6i sy phat trién cua phan cing may tinh va cac co sé dir liéu héa hoc 16n,
md phong gan két quy mé Ion (large-scale docking) trén IL-33/ST2 1a mot
huéng nghién ciu tiém ning. Trong phuong phap nay, tat ca cac hop chét
trong thu vién hda hoc c6 thé dugc ldy mau ciu dang gan két véi protein va
tinh diém. Do do, ti Ié tim kiém thanh cong cac chat gin két ai luc cao voi
IL-33/ST2 c6 thé duoc gia ting.

= Panh gia hoat tinh ¢ ché twong tac IL-33/ST2 cho cac hop chat “hit” tir cac
thu vién hoa hoc thuong mai da duoc sang loc in silico trong dé tai.

= D4i v6i cac hop chat tir thu vién noi bo da duoc xac dinh hoat tinh wc ché
trong thtr nghiém trén dong té bao HEK-Blue IL-33, thir nghiém danh gia
kha niang gan két trén protein can duoc thyc hién nham muc dich khang dinh.

= C4c hoat chat hoa dugc gdom loratadin, rupatadin va montelukast can duoc
nghién ctu thém vé tac dong &c ché con duong IL-33/ST2, bao gom thir
nghiém danh gia tac dong tc ché PPI in vitro va bat hoat tin hiéu IL-33/ST2
in vivo.

= Thiét ké va tong hop cac dan chat cua quercetin, benzo[5,6]cyclohepta[1,2-
b]pyridin va morpholinoalkoxychalcon véi sy dinh hudong cia cdc mé hinh
in silico va danh gia hoat tinh tc ché IL-33/ST2 in vitro.
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PHU LUC



Céac phy luc bé sung cho néi dung cua ludn dn dwoc lwu triv tai cdc dwong ddn twong

ung duoi day:

PHU LUC 1 | Thang tin veé c4c cau tric khdng gian 3 chicu lién quan dén | Link
IL-33 va thu thé ST2 duoc luu trir tai Ngan hang Dt liéu
Protein RCSB

PHU LUC 2 | Tap hop céc hop chét phan tir nho 6 kha ndng tuong tac véi | Link
IL-33/ST2 dugc sir dung dé xay dung va danh gia cac mo
hinh in silico trong dé tai

PHU LUC 3 | Théng tin vé cac phan mém va may tinh dugc sir dung cho | Link
nghién cuu in silico trén I1L-33/ST2

PHU LUC 4 | Té bao, hda chat va thiét bi dugc sir dung cho nghién ciu in | Link
vitro danh gia hoat tinh c ché IL-33/ST2

PHU LUCS5 | Cac acid min tai bé mat tuong tac protein-protein giira IL-33 | Link
va thu thé ST2

PHU LUC 6 | Cac phuong phap xac dinh vi tri gin két cho phéi tir phan tir | Link
nho trén protein dugc ap dung trong nghién cuu

PHU LUC 7 | Két qua xay dung co s6 dit liéu cau tric hda hoc dinh huéng | Link
cho nghién cuiru sang loc in silico chat ¢ ché PPI

PHU LUC 8 | Cau tric cia IL-33 va thy thé ST2 sau khi tinh chinh bang | Link
phan mém MOE

PHU LUC9 | Thong tin bo sung cho két qua khao sat tuong tac protein- | Link
protein gitra IL-33 va ST2

PHU LUC 10 | Két qua quét dot bién alanin trén 1L-33 va ST2 Link

PHU LUC 11 | Cac cytokin ho IL-1 c6 cau tric khdng gian 3 chiéu dugc luu | Link
trir tai Ngéan hang dir liéu protein

PHU LUC 12 | Két qua dy doan vi tri gan két cho phoi tir phan tir nho trén | Link
cau tric apo va holo cua IL-1pB bang cac cong cu tinh toan chi
dua trén cau trac tinh cua protein

PHU LUC 13 | Két qua dy doan vi tri gan két cho phdi tir phan ter nho trén | Link
cau triic apo va holo cia IL-36y bang céc cong cu tinh toan
chi dya trén cau trac tinh cta protein

PHU LUC 14 | Két qua xac dinh vi tri gan két trén dang apo cua IL-1p va IL- | Link
36y bing md phong MD dong dung méi

PHU LUC 15 | Cac vi tri gan két tiém nang cho phdi tir phan tir nho trén IL- | Link
33 duoc du doan bang cac cong cu tinh toan

PHU LUC 16 | Cac vi tri gan két tiem nang cho phdi tir phan tur nho trén ST2 | Link
duoc du doan bang cac cong cu tinh toan

PHU LYC 17 | Thang tin bo sung cho két qua sang loc chat gan két véi IL- | Link
33 tai vi tri 1 bang phuong phap pharmacophore “bat chudc”
PPI



https://drive.google.com/file/d/1YJGchtNTg_x0U_3FRglCIygrdNU4J2qO/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/17j8J_m-qv9dEvAI_gvUkgtqXi9Zen-Pm/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1sfMzZNwWRhjF8-rJSB-EiDkMN8-mCp3e/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1sdqeUcfpxdQxbI2WEzmx8U2Mwez9NWdK/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1rvPu2e1ut57ZLQdNMLB_U-cbmstAiiI7/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1ppP6jn78khiTL8AXuTnC8YSCZaVrUn8e/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1ZDpqXwVu53wCPWEuIxJp0nnroWLj0hNB/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1PztfFbSmSuAMxVGBLv9hmRJXYZ3D_Zxa/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1zBOdOe98Y2_XWQAqlL1KvTMc5w3Pr8sC/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1PhguAcumkHJ3cZryTLqpxY-oWapOvknN/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1viMzimRYo43BN9Y9n3gRm26ElkKBdPuF/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/14G-dkxYkiMjPXTHQJYQEsnmzTsBGc34W/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/17yqCe7hTobuuDUO-s-NMEaX62qMiOyu7/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/18I513I2wKiUWFNTxJZ_Wp1fL6rEc15Hj/view?usp=sharing
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

PHU LUC 18 | Thang tin bo sung cho két qua sang loc chat gan két véi ST2 | Link
tai vi tri 1 bang phuong phap pharmacophore “bat chudc”
PP

PHU LUC 19 | Thang tin bo sung cho két qua sang loc chat gan két véi IL- | Link
33 tai vi tri 2 bang phuong phap pharmacophore “bat chudc”
PPI (PH4-1L33-S2-M1)

PHU LUC 20 | Thang tin bo sung cho két qua sang loc chat gan két véi IL- | Link
33 tai vi tri 2 bang md hinh pharmacophore dya trén phuc
hop IL-33 va hop chat 7¢ (PH4-1L33-S2-M2)

PHU LUC 21 | Thang tin bo sung cho md hinh ROCS dua trén hop chat 7c | Link
tim kiém chat &c ché 1L-33 tai vi tri 2

PHU LUC 22 | Théng tin bﬁ sung cho mo hinh pharmacophore PH4-iST2 | Link
dua trén phoi tu ic ché thu thé ST2

PHU LUC 23 | Thong tin bo sung cho mo hinh QSAR dy doan chit ic ché | Link
IL-33/ST2 trén dong té bao HEK-Blue IL-33

PHU LUC 24 | Thong tin b6 sung cho két qua sang loc 4o thu vién hop chat | Link
noi bo qua cac mo hinh in silico

PHU LUC 25 | Két qua phan tich cac quy dao md phong MD cua phuc hop | Link
gitra cac dan chat quercetin vai mien D1D2 cua ST2

PHU LUC 26 | Thong tin b6 sung cho cac hop chat duoc lya chon cho thir | Link
nghiém in vitro

PHU LUC 27 | Thang tin bo sung cho két qua thir nghiém danh gia tac dong | Link
uc ché tin hiéu IL-33/ST2 trén dong té bao HEK-Blue IL-33

PHU LYC 28 | Thang tin bo sung cho thir nghiém danh gia kha ning gén két | Link
cuaa hop chat phéan ti nho trén 1L-33 bang quang pho huynh
quang

PHU LUC 29 | Tém tit cac két qua sang loc chat wc ché IL-33/ST2 tir in | Link
silico dén in vitro cua dé tai

TAI LIEU THAM KHAO PHAN PHU LUC Link



https://drive.google.com/file/d/15bULEIYT9YjAxxP0uCI008bu-UcOtbJu/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1sK6shN2bmQrK69gPygMe8ydu7mUl1lXD/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/12-XslUg8mM6lVO22atvfH-mzwfIx5nrf/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1xJvwGAQyirVvPrNsL2pm34Ht9Y77PnV-/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1qMja0AG9uG7wKV8TvcdxZsVkNrYAnioy/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1Ird9pwroEgGnaXcaC-QGAdcftktKMtCg/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1Ad4CJ8RMdEUrQzVcbvyF_AzfAjQs4UY6/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1OB7qiS0Awtx8eZZKLm6lK-8wuSVRLTnR/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1u5GQHEHJf9jjF_7Ip8vMl7HOuoEkuCk2/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1A96OyFIbUr2Jw7YRnAyMMWuk_Rj2UEMz/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1Sb7GQHUtLdfwlKDTJ_BH6jH9t3_2g3Ai/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/12N5Jasu7T7JZMv9kLvXcW9DkWofW121d/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1-v0XhJ5_uZXWqjKFgoYo9aHNSmZzUvSY/view?usp=sharing

