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GIOI THIEU LUAN AN
a. Ly do va tinh cin thiét caa nghién ciru

Interleukin (IL)-33 I& thanh vién thir 11 caa ho cytokin 1L-1,
dong vai tro quan trong trong cac phan trng mién dich loai 2. Khi
c6 su ton thuong mé hoic té bao, 1L-33 duoc giai phong, hoat
hoa va gin két dac hiéu vai thu theé ST2 trén bé mat cac té bao
mién dich. Sy gan két gita IL-33 va ST2 la mot tuong tac
protein-protein (PPI). Sy biéu hién hoic kich thich qua muc tin
hiéu IL-33/ST2 lién quan dén c4c bénh viém nhu hen suyén, bénh
phdi tac ngh&n man tinh; cac bénh ty mién nhu viém khop dang
thap, viém rudt tu mién, lupus ban d6, xo cting bi hé thdng; cac
bénh Iy than kinh trung uwong nhu bénh Alzheimer, da xo ctng;
c4c bénh tim mach nhu nhdi méau co tim, suy tim va cac bénh ly
khac nhu bénh manh ghép chéng cha. Hién nay, céc bénh Iy ké
trén dang gay ra ganh niang y té 16n véi hang tram tridu ca méc
hang nam. Vi vay, viéc phat trién cac tac nhan tri liu mai va hiéu
qua hon c6 tinh cap thiét. Trong d6, uc ché tuong tac IL-33/ST2
la mét trong nhimg huéng nghién ciru tiém ning, mo ra co hoi
diéu tri cac bénh viém va tu mién véi mot co ché mai.

Mic dd mot s6 khang thé don dong khang IL-33 va ST2 da
dugc thir nghiém 1am sang, ching van 1a nhitng liéu phap dat
tién, phai dung bang duong tiém, kho bao quan va cd thé gay ra
cac phan ang phu trén mién dich. Nguoc lai, thuéc phan tir nho
¢6 cac uu diém vé sinh kha dung dudng udng, chi phi thap, tinh
chat dugc dong hoc d& didu chinh, d& phan lidu va bao quan. Mic
di mot s6 hop chét phan tir nho we ché 1L-33 va ST2 da dugc bao
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céo, viéc tim kiém céac hop chat méi gin két i lyc cao va chon
loc véi cac muc tiéu ndy van 1a mot nhu cau cap thiét.

Khéam pha thubc méi 1a mot qué trinh tiéu ton nhiéu thoi gian
va chi phi, dac biét véi nhitng muc tiéu kho khan nhu PPIL. V6i
su phét trién cua khoa hoc may tinh, qua trinh nay da duoc thic
day mot cach manh mé. Dua trén nhitng tién bo do, dé tai nay
dugc thyc hién nhiam sang loc cac phan tir nhé ¢6 kha ning twong
tac véi IL-33 va ST2 bang cac phuong phép in silico va in vitro.
b. Muc tiéu nghién ciru
1. Xay dung co s¢ dir lieu (CSDL) cau tric hoa hoc dinh huéng
cho nghién ciu sang loc in silico chat tc ché PPI.

2. Khao sat trong tac protein-protein ctia IL-33/ST2 va xac dinh
céc vi tri gan két cho phdi tir phan tir nho trén mai protein bing
cac cdng cu may tinh.

3. Xay dung cac mé hinh sang loc in silico dya trén cau tric muc
tiéu 1L-33 va ST2, bao gom md hinh pharmacophore, gin két
phan tir, mé phong déng luc hoc phan tir (MD) va tinh toan nang
lwong tu do gan két.

4. Xay dyng cac mo hinh in silico dya trén cac phéi tir da biét cua
IL-33 va ST2, bao gdm truy véan twong dong hinh dang phan tu 3
chiéu (ROCS), md hinh pharmacophore va mé hinh méi lién
quan dinh lugng gitra cdu triic va tac dong (QSAR).

5. Thir nghiém in vitro danh gia hoat tinh Gc ché tin hiéu IL-
33/ST2 cua c4c chat dugc sang loc tir nghién cau in silico.
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c. Pbi twong va phwong phap nghién ciru

- Béi twong nghién ciru: cau tric tinh thé coa IL-33/ST2 (PDB:
4KC3) va céc cytokin ho IL-1, cac phdi tir di dugc bao céo tac
dong tc ché 1L-33/ST2, cac CSDL héa hoc cho sang loc ao,
protein IL-33 va dong té bao HEK-Blue IL-33 (HB).

- Phuong phap nghién cttu: Cac phuong phap in silico duoc ap
dung dé xay dung cac mé hinh sang loc a0 qua cac thu vién hoa
hoc. Cac hop chit tiém niang duoc xac nhan bang thir nghiém in
vitro qua thir nghiém danh hiéu lyc wc ché tin hiéu 1L-33/ST2
trén dong té bao HB va thir nghiém danh gan két dwa trén quang
phd huynh quang.

d. Nhirng déng gép méi cia dé tai vé mit ly luan va thuc tién
1. Ap dung cac ki thuat in silico khac nhau (mé phong MD, phan
rd ning luong tu do va quét dot bién alanin) dé 1ap hd so céc acid
amin diém néng trén bé mat PP giita 1L-33 va ST2, 1am co s
cho qua trinh thiét ké thudc dya trén PPI.

2. Lan dau tién béo cao cac vi tri gan két phu hop cho phéi tir
phan tir nho trén 1L-33 va thy thé ST2. Nbi bat, trén IL-33, mot
tdi 4n cd thé duoc hinh thanh tai vi tri 2 cua giao dién PPI. Trén
ST2, vi tri 1 cua giao dién PPI 1a khoang gan két kha di, nhung
mét vi tri allosteric & 1an can c6 thé cung cip mot tdi lién két i
lyc cao véi phéi tir phan tir nho.

3. Xay dyng duoc mot bo CSDL hda hoc dinh huéng PPI san
sang cho cac du an sang loc a0 trong twrong lai.

4. Xay dung cac md hinh pharmacophore cho cac vi tri gan két
trén ca IL-33 va ST2, gilip sang loc nhanh chong qua céac thu vién
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héa hoc I6n. Bong thoi, cac md hinh md phong gan két phan tur
cho IL-33 va ST2 ciing dugc xay dung va danh gia. Tt d6, quy
trinh sang loc a0 dang phéu dua trén thoi gian tinh todn duoc &p
dung, theo thtr tw gdm md hinh pharmacophore, mé phong gan
két phan tir, 1ap hd so ADMET, mo phong MD va tinh toén ning
luong tu do gan két. Tur d6, cac hop chat gan két in silico &i luc
cao Vi cac protein muc tiéu duogc tim kiém.
5. Thiét lap quy trinh thir nghiém dénh gia hoat tinh tc ché tin
hiéu 1L-33/ST2 trén dong té bao HB va danh gia gan két vai IL-
33 dya trén quang pho huynh quang trong diéu kién Viét Nam.
Tir d6, cac hop chat méi va c6 hoat tinh di dugc xéac dinh.
e. B6 cuc ciia luan an

Luan an gdom 151 trang véi cac phan: Dat van dé: 2 trang;
Téng quan tai ligu: 37 trang; P4 tuong va phuong phép nghién
ctu: 24 trang; Két qua: 51 trang; Ban luan: 34 trang; Két luan va
Kién nghi: 03 trang. Luan an c6 12 bang, 58 hinh, so dd, d6 thi,
264 tai ligu tham khao tiéng Anh va 1 tai liéu tham khao tiéng
Viet.
1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Giéi thigu vé IL-33 va thy thé ST2

IL-33 duoc phét hién lan dau tién vao nim 2003 va la thanh
vién méi nhét cua ho IL-1. 1L-33 lién két dac hiéu voi thu thé
ST2 biéu hién trén mang cua céc té bao mién dich nhu bach cau
wa acid, bach cau wa kiém, té bao mast, té bao Tw2, dai thuc bao,
diét bao ty nhién... Phac hop 1L-33/ST2 can sy hd trg cua dong
thu thé IL-1RAcP dé triéu tap MyD88, kich hoat tin hiéu noi bao
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va thuc day sy phéng hat ciia té bao mast cling sy san xuat cac
phén tir gay viém khac.

A . IL-33

ST2
IL-1RACP

Ngoai bao

Noi bao

Vi tri 1 \ Vi tri2

Hinh 1.5. Sy tuong téc cua IL-33 véi thy thé ST2. (A) IL-33 lién két

V6i ST2 va dong thu thé IL-1RAcP d tao thanh phurc hop truyén tin

hi¢u. (B) Hai vi tri trong tac gilra IL-33 va ST2, chu yéu qua cac cau
mudi tai vi tri 1 va qua cac twong tac ki nudc tai vi tri 2.

O dang cytokin, 1L-33 c¢6 khdi luong 18 kDa va chiéu dai 159
acid amin (Ser112-Thr270). Mién ngoai bao cua thu thé ST2
goém 3 mién cau tric, véi mién D1D2 c6 tinh chat cing nho céc
cau ndi disulfid va mién D3 c6 tinh linh dong. IL-33 va ST2
tuong tac tai 2 vi tri riéng biét (Hinh 1.5A). Pau tién, 1L-33 gan
két v6i viing ngoai bao caa ST2 tai mién D1D2, dwoc goi la vi tri
1. Sau d6, ST2 c6 sy thay doi vé cau dang, chii yéu & mién D3,
dé tiép tuc gan két véi 1L-33 tai vi tri 2. Bang phwong phap dot
bién, Liu va cong su (2013) dd xac dinh mot s6 acid amin “diém
noéng” cua IL-33 trong twong tac véi ST2 gom Glul44, Glul4s,
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Aspl149, Asp244 tai vi tri 1 va Tyr163, Leul82 va GIu165 tai vi
tri 2 (Hinh 1.5B).

Hién nay, con duong tin hiéu 1L-33/ST2 da dugc chitng minh

1a 6 lién quan dén cac bénh ly:

- Viém (hen suyén, bénh phoi tic nghén man tinh, ngung
tho khi ngi, viém rudt) va di ang: séc phan vé, di ang thac
an, viém da co dia

- Bénh tu mién: viém khép dang thip, lupus ban do hé
thdng, da xo cimg, xo cing bi hé thong

- Bénh than kinh trung wong (Alzheimer), bénh tim mach
(suy tim, nh6i mau co tim), bénh manh ghép chbng chu.

1.2. Cac phwong phap in silico trong kham pha thuéc méi

» Cdc phirong phdp thiét ké thuéc dira trén cau tric muc tiéu:
bao gom mé hinh pharmacophore, md phong géan két phan tu
va mo phong dong luc hoc phén tir. Ca 3 phuong phap nay
déu c6 thé &p dung trong nghién ciru chat e ché phan tir nho
cho cac muc tiéu lién quan PPI.

= Cdc phirong phdp thiét ké thuéc dya trén phdi tiz: bao gom
mé hinh pharmacophore, tim kiém tuong déng va mo hinh

QSAR. Céc phuong phap nay yéu cau mot tap dir lidu vé cac

chét c6 hoat tinh da biét trén muc tiéu tac dong.

1.3. Cac phwong phap in vitro danh gia tac déng wc ché hoat
tinh caa 1L-33/ST2

= Thir nghiém danh gia su gin két voi IL-33: nghién cau st

dung phé cong husng plasmon bé mat (SPR) caa Murphy va

cong su (2014), Osbourn va cong su (2017), Okragly va cong
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su (2021); str dung chuan do nhiét lugng dang nhiét (ITC) cua

Holgado va cong su (2019); sir dung phd cong hudng tir hat

nhan (NMR) cuaa Kim va cong su (2016, 2021).
= Thir nghiém danh gia sy Gc ché canh tranh PPI cua I1L-33 va

ST2: thtr nghiém AlphaLISA cua Ramadan va cong su

(2018), Yuan va cong su (2022, 2023); thir nghiém HTRF cua

Yuan va cong su (2022).

* Thir nghiém tc ché tin hiéu IL-33/ST2 dya trén té bao: nghién
ctu sir dung té bao HEK-Blue IL-33 cua Ramadan va cong su
(2018), Yuan va cong su (2022, 2023); té bao HMC-1 cua
Kim va cong su (2021).

1.4. Tinh hinh nghién c@u trong va ngoai nwéc

1.4.1. Cac nghién ciru trong nwéc
Protein mIL33R-Fc c6 tic dong tc ché IL-33 ¢ chudt dugc tai

t6 hop bai Nguyén Thi Thanh Thao va cong su (2015).

1.4.2. Céc nghién cizu trén thé gidi
Trén thé gioi, hai huéng nghién cau chat wc ché IL-33/ST2

bao gom cac ché pham sinh hoc va phan tir nho. Cac khang thé

da duogc thu nghiém Iam sang c6 tac dung trung hoa IL-33 bao
gém torudokimab, itepekimab, tozorakimab va etokimab; trung
hoa ST2 bao gém melrilimab va astegolimab.

Déi voi phan tir nho, chua c6 thude nao duoc chip thuan hoac
dua vao thir nghiém 1am sang. Trén 1L-33, 7c 1a hop chat duoc
ching minh kha niang gin két va thé hién hoat tinh ¢c ché trén
dong té bao HMC-1. Trén ST2, nghién ctu cia Yang va
Paczesny (2016) liét k& hon 60 hop chat trc ché sy gan két cua
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IL-33 va ST2 xé4c dinh biang phuong phap AlphaLISA va thir
nghiém duya trén dong té bao HEK-Blue IL-33. Hop chét dai dién
1aiST2-1 véi |C50(AIphaL|SA) = 47,7 pM va |C50(HB) = 56,24 LLM.

2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Péi twong nghién cieu
= Cau tric tinh thé cua 1L-33 va thy thé ST2 (PDB: 4KC3) va
cau tric tinh thé cua cac cytokin ho IL-1 ¢4 lién quan
= CAu tric va gia tri hoat tinh ctia cac phdi tir da dugc béo céo
tac dong trc ché 1L-33/ST2
= Céac CSDL hda hoc cho sang loc ao: Ngan hang thuéc,
ZINC, Enamine, ChemDiv, Asinex, NCI Open Database
Compounds, Thu vién hop chét ndi bo
= Protein IL-33 va dong té bao HEK-Blue 1L-33.
2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Xay dung co sé di liéu cho sang lgc do chat irc ché PPI
Céc hop chit trong cac thu vién hda hoc dung cho sang loc 40
dugc chuan bi bang phan mém MOE 2022.02 va OpenEye.
2.2.2. Phuwong phdp khdo sat PP1 ciia 1L-33/ST2 va xdc dinh
cac vj tri gdn két cho phéi ti phan tiz nhé
Dé xac dinh cac acid amin “diém néng” trong PPI giira 1L-33
va ST2, cac phuong phap du doan sau day duoc &p dung:
= Du doan trén cdu trac “tinh” cua phic hop PPI bang cong
cu MOE Protein Contacts va PDBsum.
= Du doan bang phan tich tan suat tuong tac va phan ri ning
lwong tu do gan két sir dung md phong MD véi phan mém
Amber22, MDAnalysis va ProLIF.
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= Quét dot bién alanin trén bé mat PPI va di doan ddng thuan
d6 giam ning luong tu do gan két bang cac cong cu
DrugScorePPI, BUDE Alanine Scan, MutaBind2 va PIIMS.
Dé xac dinh cac vi tri gan két phi hop véi phdi tir phan tir
nho, cac cong cu sau day dugc st dung:
= Nhém cbng cu dya trén cau trac “tinh” cua apoprotein, gom
cac cong cu dua trén hinh hoc (MOE Site Finder, Fpocket,
DoGSite va SiteMap), dua trén nang lugng (AutoSite va
FTSite), dua trén pharmacophore (VolSite) va dua trén mé
hinh hoc may (P2Rank, DeepSite va PocketMiner).
= Nhém cbng cu dya trén md phong MD dong dung mdi
(CMD), gdm MixMD va CrypticScout.
= Vi tri allosteric duoc du doan bang Phan tich Ché do Binh
thuong (Normal Mode Analysis — NOMA).
2.2.3. Phwong phdp xdy dwng mo hinh in silico duwa trén ciu
trdc muc tiéu
M hinh pharmacophore dira trén cdu triic myc tiéu (SB-PH4):
Dua trén cac acid amin diém ndng trong PPI giira IL-33 va ST2,
cac mo hinh PH4 dugc xdy dung bing cong cu MOE
Pharmacophore Editor. Dua trén phirc hop protein va phdi tir trc
ché, mé hinh PH4 duoc xay dung bang cong cu AutoPH4.
Mb hinh gan két phan tiz: Hop gan két duoc xac dinh dua trén vi
tri cua cac acid amin quan trong. Qué trinh md phong gan két
phan tir duoc thuc hién véi phan mém AutoDock Vina 1.1.2 hoic
LeadIT 2.1.8. Bing céch sang loc qua tap c6 va khong cd hoat
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tinh (hoic tap decoy), mo hinh duoc danh gid qua cac chi 6
ROC-AUC, TG va EF1s.
Md phéng MD: Phirc hop protein—phdi tir dugc mé phong MD
bang phan mém Amber22. Phirc hop duoc solvat héa trong mot
hop nuéc TIP3P bat dién, trung hoa bang ion Na* hoac CI (ndng
d6 mudi 0,15 M), sau d6 dugc giam thiéu nang luong, gia nhiét
va can bang. Do 6n dinh cua su gin két protein—phdi tir dwoc
danh gia qua cac biéu d6 RMSD, RMSF, Rg va SASA, ning
luong tu do gin két MM-GBSA.
2.2.4. Phwong phdp xdy dung md hinh in silico dea trén phéi ti
Truy van ROCS: duoc xay dyng dya trén ciu dang cua chat Gc
ché 7c cua IL-33 bang phan mém vROCS.
Mb hinh pharmacophore dua trén phai tir (LB-PH4): duoc xay
dung dua trén tap hop 82 hop chét tc ché 1L-33/ST2, sir dung
cdng cu MOE Pharmacophore Elucidator.
M6 hinh QSAR: duoc xay dung dua trén tap hop 82 hop chat wc
ché IL-33/ST2, st dung thuat toan binh phwong t6i thiéu tung
phan (PLS).
2.2.5. Dw dodn tinh chit dwoc dpng hoc va déc tinh

Méay chi ADMETIab 2.0 dé st dung 1ap hd so ADMET cho
céc hop chat tiém ning thu dugc tir qua trinh sang loc in silico,
bao gom tinh chat ly héa, su phu hop véi cac bd loc hoa duoc,
kha nang hap thu — phan bb — chuyén hoa — thai trir va doc tinh.
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2.2.6. Thiz nghiém in vitro ddnh gid hoat tinh frc ché twong tic
IL-33/ST2

Céc hop chat tiém ning duoc thir nghiém danh gia hoat tinh
tic ché tin hi¢u IL-33/ST2 trén mo hinh té bao HB. Té bao da
dugc chuyén gen biéu hién thy thé ST2 xuyén mang va dap tng
dac hiéu véi 1L-33 dé sinh ra tin hiéu SEAP. Hoat tinh (rc ché cua
c4c chét dugc xac dinh qua muc giam cua tin hiéu nay. Dong
thoi, kha ning gin két véi protein cua cac chat duge danh gia
bang thtr nghiém dua trén phuong phap dap tit huynh quang.

3. KET QUA
3.1. Co sé dir liéu cdu tric héa hee dinh hwéng cho nghién
ciru sang loc in silico chat wc ché PPI

B6 CSDL duoc xay dung chira tong cong 2.615.938 hop chét
v6i hon 224 triéu cdu dang 3D. CSDL dugc chuan bi dé sin sang
str dung cho sang loc 40 qua md hinh pharmacophore, truy van
ROCS va gin két phan tir. CSDL c6 thé duoc truy cap tai dia chi
http://github.com/MedChemUMP/Ready-Database-for-PP1-VS.
3.2. Khao sat twong tac protein-protein caa IL-33/ST2 va xac

dinh céc vi tri gan két cho phdi tir phan tir nhé trén mai
protein bang cac cong cu may tinh
3.2.1. Két qud khdo sat cdc diém nong ciia PPI 1L-33/ST2
Bang 3.3 trinh bay cac acid amin diém néng duoc xac dinh
ddng thuan bang cac phuong phép tinh toan khac nhau. Cac diém
nong thuc nghiém (mau dé, mau xanh) dugc xac dinh, chung
minh tinh hiéu qua caa cac phuong phap in silico. Bong thoi, mot
s6 diém néng mai dugc phat hign (mau den).


https://github.com/MedChemUMP/Ready-Database-for-PPI-VS
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Béng 3.3. Céc acid amin diém néng trén bé mit PPI cua IL-33/ST2
dugc xac dinh bang cac phuong phép tinh toan

Vitri  Diém néng trén IL-33 Piém néng trén ST2

1 Tyrl46, Aspl49, Lys22, Arg35, Pro37,
Lys152, Glul44, Arg38, Aspl15, Tyrl19,
Aspl31, His246, Tyrl32, Thr135, Arg198
Asn245, Glu148, Glul39

2 le119, Tyrl22, Tyr163, Met118, Phe245, Leu250,
Glul65, Leul82, Leu246, Leu306, Leu308,
Leu220, Asn222, His309, Leu311, Arg313
Leu267

B Cic acid amin diém nong cua IL-33 dwoc xéc dinh bang thuc nghi¢m. ® Céc
acid amin cua ST2 lién két vai acid amin diém néng thuc nghiém cua 1L-33.
3.2.2. Két qud xdc dinh cac vi tri gan két trén 1L-33 va ST2
Trén 1L-33, c&c cbng cu du doan “tinh” va “déng” xac dinh
ddng thuan rang vi tri orthosteric 2 trén giao dién PPI 13 vi tri
tiém ning nhat dé gan két vai phdi tr phan tir nho (xép hang 1 —
Hinh 3.4A). Tai vi tri ndy, mé phong MD dai 5 ps véi chat wc
ché 7c goi y vé sy hinh thanh tai an. Vi tri 1 duoc xép hang duoc
MixMD nhan dién gom 3 tdi riéng biét (xép hang 3, 8, 10).

Vi tri orthosteric 1 ctia PPI

Vi tri orthosteric 1
cua PPI

Vi tri orthosteric 2 cua PPI
Hinh 3.4. Cac vi tri gén két trén IL-33 (A) va mién D1D2 cua thy thé
ST2 (B) dugc phat hién va xép hang béi mé phong CMD
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Trén ST2, c&c cbng cu du doan “tinh” du doan vi tri
orthosteric 1 trén giao dién PPI Ia vi tri tiém ning nhét, trong khi
vi tri 2 khdng pha hop dé gan két véi phdi tir phan tir nho. Tuy
nhién, md phong MixMD da phat hién mot tai gan két tiém niang
khéc & gan vi tri orthosteric 1 va xép hang 1. Phuong phap NoMA
d3 chirng minh day c6 thé 13 mot vi tri allosteric (Hinh 3.4B).
3.3. M6 hinh sang loc in silico dwa trén cu tric muc tiéu IL-

33vaST2
3.3.1. M6 hinh gdn két phan ti#
A o B

o Céu truc tinh thé
'A ' e by 7 u cla IL-33
L 20! 7
2 oL ‘r/ Vi tri PPI 1 b
&~ 5245 a2t

¥

Céu dang MD
cua IL-33 véi 7¢

Vjtri
allosteric F D1

Hinh 3.7. Cac md hinh gén két phan tir trén 1L-33 va ST2

Niam mé hinh mé phong gan két phan tir dugc xay dung trén
IL-33 va ST2 (Hinh 3.7). Tai céc vi tri gan két da biét phdi tir
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thuc nghiém, md hinh dugc danh gia qua phan tich duong cong
ROC. Sang loc qua tip hoat tinh va tap decoy DUDE-Z, m6 hinh
(B) va (C) c6 ROC-AUC lan luot 12 0,906 va 0,99; mé hinh (D)
va (E) c6 ROC-AUC lan luot 12 0,848 va 0,797.
3.3.2. M@ hinh pharmacophore tgi vj tri 1 ciia bé mat PPI
3.3.2.1. Mé hinh pharmacophore cho I1L-33 tai vi tri 1

Dua trén phuong phap “bit chude” cac acid amin diém néng
cua PPI gitta IL-33 va ST2, 2 md hinh pharmacophore dugc xay
dung dé tim kiém chét tc ché 1L-33, bao gom PH4-1L.33-S1-M1
va PH4-1L33-S1-M2. Sang loc thu vién DrugBank va
MayBridge qua 2 mé hinh, sau &6 mé phong gan két va mod phong
MD, phan tich tuong tac véi acid amin diém néng va tinh toan
ning luong tu do gan két, DB00158 va DB00642 Ia hai hop chat
tiém ning voi AGgin két mv-cesa 12 —49,67 va —35,93 kcal/mol.
3.3.2.2. M6 hinh pharmacophore cho ST2 tgi vi tri 1

Dua trén phuwong phap “bit chudc” cac acid amin diém néng
cua PPI gitra IL-33 va ST2, 2 m6 hinh pharmacophore dugc xay
dung dé tim kiém chat ¢ ché ST2, bao gém PH4-ST2-S1-M1 va
PH4-ST2-S1-M2. Sang loc thu vién ZINC qua 2 mé hinh, sau d6
md phong gan két va md phong MD, phan tich twong tac véi acid
amin diém néng va tinh todn ning lugng ty do gan két,
ZINC08911140,  ZINC16933127,  ZINC40658091 va
ZINC59514725 la nhitng hop chat gan két tiém ning nhat trén
ST2 véi AGgin két mm-cesa la —21,53; —28,93; —23,25 va —26,84
kcal/mol, tét hon so véi hop chat dbi chiéu iST2-1 (-5,46
kcal/mol).



15

3.3.3. M6 hinh pharmacophore cho IL-33 tai vi tri 2 ciza PPI
3.3.3.1. M6 hinh theo phwong phdp “bdt chuwée” PPI

M6 hinh PH4-1L33-S2-M1 duoc xay dung bang cach bt
chuée cac acid amin diém ndng cua ST2 gom Leu246, Leu306,
Leu311 va Arg313. Mo hinh dugc sang loc ddng thoi qua cac thu
vién tryc tuyén va CSDL dinh hudéng PPI dugc xay dung trong
dé tai. Két qua cho thay CSDL dinh hudng PPI cho két qua diém
s6 gan két (AGgock) tot hon co y nghia théng ké so véi cac CSDL
truc tuyén. Cac hop chat cd AGgock tot nhit (10%) duoc lap hd so
ADMET va tinh diém lai bang chuong trinh HYDE. Nam hop
chat dan dau vé AGuock Va Kinyoe dugc chon dé méd phong MD
va tinh todn nang luong tu do gan két. Cac hop chat tiém nang
nhit dugc xac dinh 1a Enamine Z8479543772, Enamine
75129920608, Enamine 219188025, ZINC12152030, v&i AGgin
kiemm-cesa lan luot 12 —38,4; —41,4; —40,1 va —32,8 kcal/mol.
3.3.3.2. M6 hinh dura trén cdu dang gen két véi chat izc ché 7¢

M6 hinh PH4-1L33-S2-M2 duoc xay dung dya trén cdu dang
gan két cua 1L-33 va chat &c ché thuc nghiém 7c¢ dugc ldy mau
tr mé phong MD. Danh gia trén tap hoat tinh va tap khéng hoat
tinh thuc nghiém cung tap decoy DeepCoy, m6 hinh dat ROC-
AUC biang 0,788 va 1,000. M6 hinh duoc sang loc qua céac thu
vién truc tuyén va CSDL dinh huéng PP1. Cac hop chat c6 AGgock
t6t nhat (~10%) duoc lap hd so ADMET va tinh diém lai bang
chuong trinh HYDE. Nam hop chét dan dau vé AGgock VA Ki nvoe
duogc chon dé md phong MD va tinh toan ning luong tu do gan
két. Cac chit tiém niang nhat duoc xac dinh 1a ZINC09831173,
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ChemDiv G725-1491 va Enamine 21256575314 v&i AGgsn két mm-
cesa lan lan luot —35,9; —31,0 va —30,1 kcal/mol.
3.4. M@ hinh in silico dya trén phai tir wrc ché 1L-33 va ST2
3.4.1. Truy vin twong dong hinh dang phan ti 3 chiéu

Dua trén cau dang caa chat e ché 7c cua 1L-33, 12 truy van
ROCS duoc tim kiém. Trong d6, truy van ROCS-ilL33-6 (Hinh
3.22A) c6 két qua danh gia tot nhat dua trén diém sé tuong dong
Tanimoto tong thé, qua tip DeepCoy), véi ROC-AUC = 1,00; TG
=0,98; EF19 = 100.

M6 hinh ROCS-ilL33-6 M6 hinh PH4-LB-iST2
Hinh 3.22. Mb hinh pharmacophore PH4-LB-iST2 dua trén phdi tur

Mo hinh duoc (ng dung dé sang loc qua CSDL dinh hudéng
PPI, 6371 hop chat thu dugc voi diém sb Tanimoto tong thé 16n
hon 1,07 duogc sang loc tiép tuc qua mo phong gan két phan tir.
Céc hop chét c6 AGgock tot nhat (~10%) duoc 1ap hd so ADMET
va tinh diém lai bang chuong trinh HYDE. Nam hop chat dan
dau vé AGgok Va Kinyoe duoc chon dé md phong MD va tinh
toan ning lugng tu do gén két. Cac hop chét tiém ning nhét duoc
xac dinh la Asinex BAS-01389088, Asinex BAS-03072524,
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Enamine 21832708609 va Asinex ASN-04481572 véi AGgin két
mm-cesa lan luot 1a —33,79; —31,65; —30,65 va —34,66 kcal/mol.
3.4.2. Md hinh pharmacophore dua trén phéi tir

Dua trén tap hop 82 chat uc ché ST2 da duoc béo céo trong
cac nghién ciru truéc, cac mo hinh pharmacophore dya trén phoi
tr xay dung dua trén 17 chat trong tap huan luyén va danh gia
duwa trén 65 chat ¢ hoat tinh trong tap kiém tra. Téng cong 74
truy van pharmacophore di duoc tao ra dua trén diém chung cua
céc chat c6 hoat tinh manh trong tap huan luyén. Dua trén diém
s6 GH, truy vén thi 18 c6 két qua danh gia tot nhat. M6 hinh 18
duoc ky hiéu 1a PH4-LB-iST2 (Hinh 3.22B), tiép tuc duoc danh
gi4 qua duong cong ROC. Panh gi trén tap moi nhir DeepCoy,
mo hinh dat ROC-AUC = 0,793, TG = 0,29 va EFis = 18,59;
danh gia trén tap khong hoat tinh thuc nghiém, mo hinh dat ROC-
AUC = 0,860, TG = 0,47 va EF1y = 24,62.
3.4.3. M6 hinh QSAR

Tap hop 82 hop chat duogc sir dung dé xay dung va danh gia
md hinh QSAR, véi “diém cudi” du doan 1a hoat tinh wc ché IL-
33/ST2 trén dong té bao HB (pICsoe)). Nam bo 7 thong sé mo
ta 2D t6t nhét da duoc lya chon dé xay dung mo hinh QSAR bing
phuong phap binh phuong téi thiéu ting phan (PLS). Trong phép
phén chia dir liéu theo phuong phap Kennard-Stone, ca 5 m6 hinh
(Bang 3.6) déu dat cac chi s6 danh gia (R? = 0,77-0,81; Q%0 =
0,71-0,76; MAEioo = 0,15-0,17; 12 o) = 0,60-0,67 va ;
ArZ 00y = 0,13-0,18 trén tap huén luyén; Qf, = 0,78-0,80;
MAE = 0,16-0,19; r2, = 0,63-0,69; Ar2, = 0,17-0,20 va CCC =
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0,85-0,88 trén tap kiém tra). Mién tmg dung cia cac md hinh
dugc xac dinh bang phuong phap DModX.

Bang 3.6. Cac mé hinh QSAR-HB duy doén hoat tinh wc ché tin hiéu
IL-33/ST2 trén dong té bao HEK-Blue IL-33

Phuong trinh PLS (phén chia Kennard-Stone, Ntain = 62, Ntest = 16)

Mb hinh QSAR-HB-M1
PICsogs) = 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-O] + 0,00187 x ATSC7dv —
0,00474 x ATSCTi

Mb hinh QSAR-HB-M2
pICsoe) = 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-O]

Mb hinh QSAR-HB-M3
pICsogs) = 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

M6 hinh QSAR-HB-M4
PICsoe) = —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 BOB[N-N] + 0,03482 x AATS8i

Mb hinh QSAR-HB-M5
pICsogm) = 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

Bén canh d6, phép phan chia dir li¢u theo thoi gian cling dugc
thuc hién va cho thay cac bo 7 théng s mé ta phan tir déu cho
cac md hinh ¢ thé dy doan tét trén tap kiém tra véi Q%, = 0,85—



19

0,93 va MAE = 0,13-0,21. Cac mé hinh QSAR dugc dua vao
cong cu du doan dong thuan va két qua cho thiy mé hinh CM-0
cho két qua tét nhat trong ca hai phép chia dir liéu (Q%, = 0,91
0,95 va MAE =0,12-0,16).
3.4.4. Sang loc do thw vién hep chdt ngi b qua cac mé hinh
Thu vién hop chat noi bo duoc sang loc qua toan bo cac mod
hinh in silico. Trong d6, 32 hop chit tiém ning nhat duoc lya
chon dé dua vao thir nghiém in vitro danh gia tac dong tc ché sy
tuong tac gitra 1L-33 va ST2.
3.5. Thir nghiém in vitro danh gia hoat tinh rc ché 1L-33/ST2
3.5.1. Hogt tinh #c ché trén md hinh té bao HEK-Blue 1L-33
Trong 32 hop chét dugc khao sat tac dong uc ché 1L-33/ST2
trén md hinh té bao HB, cac hop chét c6 hoat tinh &c ché tt hon
dbi ching duong iST2-1 duoc lya chon dé tiép tuc xac dinh gia
tri 1Cso. Quercetin va cac din chat gom T269, T713, T718 va
T721 c6 ICx lan luot 12 80,11; 23,85; 61,16 va 55,91 uM. Mot
sb hop chat hoa duogc cho hoat tinh wc ché, gom T814 (loratadin),
T815 (rupatadin) va T821 (montelukast) voi ICs lan luot la
50,26; 48,35 va 46,54 uM. Morpholinoalkoxychalcon cling 1a
mot khung cau truc tiém ning, trong d6 hop chat T651 ¢6 I1Cs la
31,61 pM, so véi dbi ching duong iST2-1 ¢6 1Cso 12 48,69 uM.
Qua thtr nghiém MTT, cac hop chét ké trén khong gay doc
dang ké d6i véi té bao HB (ti Ié té bao song 86,4-130,8% & ndng
d6 100 uM), chitng to cac chat wc ché tin hiéu SEAP do tac dong
tic ché su twong tac cua IL-33 va ST2.
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3.5.2. Pdnh gid khd nang gdn két ciia chat iec ché trén 1L-33

Hop chit T821 duoc lya chon cho thir nghiém danh gia gin
két trén 1L-33 sir dung quang phé huynh quang. Trong d6, cudng
d6 phét xa huynh quang cua IL-33 giam phu thugc nong do cua
T821. Biéu dd Stern-Volmer duoc 1ap va cho thiy day 1a sy tat
quang tinh (kq = 1,01 x 10" M~'s™). Biéu d Stern-Volmer bién
d6i dugc lap va gitp udc tinh ti 1¢ gan két 1L-33/T821 gan bang
1:1 véi hang s6 phan ly K4 = 1,7 x 10° M.

4. BAN LUAN
4.1. Co sé dir liéu cau trac hoa hec dinh hwéng cho nghién
ciru sang loc in silico chat wc ché PPI
CSDL dinh huéng PPI duoc xay dung trong dé tai gitp khic
phuc nhuoc diém cua cac CSDL truc tuyén va cé thé ap dung cho
nhiéu loai mé hinh sang loc a0 khac nhau trong twong lai.
4.2. Khao sat PPI caa IL-33/ST2 va xac dinh c4c vi tri gin
két trén mdi protein bing cac cong cu may tinh
Trong viéc xac dinh cac acid amin diém néng cua PPI IL-
33/ST2, cach tiép can ting budc theo chi phi tinh toan di duoc
&p dung. Két qua thu duoc phi hop véi thuc nghiém va mot s6
diém néng méi dugc phét hién. Qua do, cac du an trén nhiing
muc tiéu PP1 mai c6 thé thuc hién theo mot quy trinh twong tu.
Trong viéc xac dinh vi tri gan két, cac cong cu chi dua trén
c4u trac tinh ca protein thé hién kha nang du doan kém trén dang
apo. Bé vuot qua tré ngai nay, phuong phap mé phong CMD da
duogc ap dung dé xét dén tinh linh hoat cua protein va lap ban d6
vi tri gan két dya trén su canh tranh ctia cac phan tir thim do hiru
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co vai nudc trong mot moi truong dong luc hoc va theo thoi gian.
M6 phong CMD véi phuong phap MixMD va CrypticScout da
thé hién sy hiéu qua trong viéc xac dinh céc vi tri gan két cua
phdi tir thuc nghiém trén cau tric apo cua IL-1p va IL-36y. Ap
dung trén 1L-33 va ST2, cé4c vi tri gan két tiém nang di duoc xéac
dinh, gdbm vi tri 2 trén 1L-33 va vi tri allosteric trén ST2. Tur
nhirng vi tri ndy, cac md hinh in silico da dugc xay dung va thu
duoc céc chit dugc xac nhan hoat tinh in vitro.
4.3. M6 hinh sang loc in silico dwa trén cau trdc muc tiéu 1L-
33vaST2

Céac mo hinh gan két phan tir trén IL-33 va ST2 duogc danh gia
qua phan tich dudng cong ROC, cho thay ning luc sang loc tot
cua md hinh khi c6 thé phan biét tét chat c6 va khdng co hoat
tinh. Chu yéu dua trén nguyén tic “bit chudc” acid amin diém
nong caa PPI, cac mo hinh pharmacophore da dugc xay dung cho
IL-33 va ST2. Tir d6, mot s6 hop chét tir cac thu vién hoéa hoc
thuong mai da duoc xac dinh. Tuy nhién, cac hop chat nay chua
duoc tha nghiém hoat tinh in vitro va can dugc danh gia thém
trong cac nghién cau ndi tiép.
4.4. M6 hinh in silico dya trén phéi tir wc ché 1L-33 va ST2

Truy van ROCS-ilL33-6 va md hinh PH4-LB-iST?2 duoc xay
dung trong dé tai déu duoc danh gia mot cach chat ché. M6 hinh
QSAR duoc xay dung va thim dinh dam bao céc nguyén tic cua
OECD. Sang loc qua thu vién nodi bo, mot s6 hop chat du doan
tir cac mo hinh nay da duoc xac nhan hoat tinh trong thir nghiém
in vitro.



22

4.5. Thir nghiém in vitro d4anh gia hoat tinh vrc ché 1L-33/ST2
4.5.1. Trién veng ciia cac hgp chdt c6 hogt tinh trong the
nghiém si dung dong té bao HEK-Blue 1L-33

Trong nghién ctu ndy, thir nghiém dua trén dong té bao HB
da duoc sir dung dé danh gia tac dong e ché tin hiéu 1L-33/ST2
ctia cac hop chét duoc lya chon véi sy dinh huéng caa cac mod
hinh in silico. Uu diém cua thir nghiém nay la dong té bao da
dugc thiét ké dé lien két “gen bao cao” SEAP vdi con dudng tin
hiéu IL-33/ST2 va khong dap tng voi céac loai cytokin khac.

IL-33 duoc st dung trong dé tai la protein c6 trinh ty cua
ngudi (Ser112-Thr270), duoc tong hop bang phuong phap tai to
hop. Protein thé hién hoat tinh kich thich té bao HB san xuat tin
hiéu SEAP phu thudc nong do.

Hop chét iST2-1 duoc sir dung lam d6i ching dwong. Thur
nghiém tac dong e ché phu thudc ndng do trén té bao HB, iST2-
1 cho gi& tri 1Cso = 48,69 uM, phu hop véi bao cdo cia Ramadan
va cong su (ICso = 56,42 uM). Qua d6, quy trinh thir nghiém cé
thé duoc &p dung dé danh gia hoat tinh ¢ ché IL-33/ST2.

Déi vai cac hop chat thir nghiém, 3 hoat chét hoa duoc gom
loratadin, rupatadin va montelukast c6 hoat tinh tc ché tuong
duong iST2-1. Hoat tinh nay gop phan bé sung vao co ché tac
dong cua thude va dit ra hudng “tai muc dich” sir dung cac thudc
nay trén 1am sang. Quercetin chira mot khung cau tric tiém ning
khi c6 cac dan chat thé hién hoat tinh (cc ché manh hon iST2-1 &
nong d6 100 uM. Trong d6, T713 13 hop chit tiém ning nhét véi
1Cs50 = 23,85 puM.
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4.5.2. Thir nghigm khao sét s gan két gisza T821 va 1L-33 si
dung quang phé hupnh quang

Do may quang phd huynh quang Hitachi F7000 sir dung cuvet
day 1 cm doi hoi lugng 16n dung dich thur, trong khi lugng protein
c6 thé tai to hop con han ché, nén dé tai chi méi thu duoc két qua
danh gia sy gan két cua T821 (montelukast) véi 1L-33. Trong cac
nghién ctru tuong lai, thir nghiém nay c6 thé trién khai trén may
quang phd huynh quang c6 chirc ning doc dia 96 giéng nham
tang thong luong sang loc va giam luong protein can sir dung.

5. KET LUAN VA KIEN NGHI

5.1. Két luan
Pé tai da dat duoc muc tiéu nghién ctru dé ra, sang loc dugc

mot s6 hop chét c6 kha ning wre ché in silico va in vitro tuong tac

giita IL-33 va thu thé ST2. Cu thé, 5 ndi dung nghién ctru sau day
da duoc hoan thanh:

1. Xay dung duoc by co s¢ dit li€u hoa hoc dinh hudéng cho
nghién ctru chat e ché PPI.

2. Lap ho so diém nong cho PPI giira IL-33 va ST2 bang céac
phuong phap tinh toan. Pong thoi, cac vi tri gan két tiém ning
trén 1L-33 va ST2 di duoc khéo sat toan dién va xép hang.

3. Xay dung dugc cac md hinh in silico dya trén cau trac muc
tiéu: hai mé hinh pharmacophore PH4-1L33-S1-M1, PH4-
IL33-S1-M2 cho IL-33 tai vi tri 1; hai mé hinh
pharmacophore PH4-ST2-S1-M1, PH4-ST2-S1-M2 cho thu
thé ST2 tai vi tri 1; hai mé hinh PH4-1L33-S2-M1, PH4-1L33-
$2-M2 cho IL-33 tai vi trf 2. Cac m6 hinh duoc sir dung dé
sang loc qua cac co sé dir liéu hoa hoc 16n. Tur d6, cac hop
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chat duoc tiép tuc dugc sang loc bang mo hinh gin két phan
tir va mo phong MD dé xac dinh cac hop chit tiém ning nhat.
Céc hop chit nay déu dugc 1ap ho so ADMET bang cic cong
cu du doan.

Xay dung cac mé hinh in silico dwa trén phdi tir: mé hinh
tuong dong hinh dang phan tir 3 chiéu ROCS-ilL33-6 cho
chat tic ché 1L-33, m hinh pharmacophore PH4-LB-iST2 va
md hinh QSAR-HB cho chit trc ché ST2. Cac méd hinh dugc
g dung trong sang loc 4o va thu dugc cac chat tiém ning.

. Ung dung cac mé hinh sang loc in silico trén thu vién hop

chét noi b, xac dinh duogc cac hop chat c6 tac dong tc ché
tuong tac gitra IL-33 va ST2 thong qua thur nghiém in vitro.

5.2. Kién nghi

Xay dung cac md hinh pharmacophore “dong” va gan két tap
hop dé nang cao ning luc sang loc 4o.

Khai thac nhitng tai gan két con lai trén 1L-33 va ST2 da duoc
xéc dinh trong dé tai dé xay dung cac md hinh in silico.

M6 phong gan két quy mé 16n (large-scale docking) trén IL-
33/ST2 dé gia tang ti I¢ tim kiém cac chat gan két ai lyc cao.
Tha nghiém in vitro cho c4c hop chét “hit” tir cac thu vién
hoa hoc thuong mai di duoc sang loc in silico trong dé tai.
Thuec hién thir nghiém danh gia kha nang gan két trén protein
dbi vai cac hop chét tir thu vién noi bo da duge xac dinh hoat
tinh trén dong té bao HB.

Thiét ké va tong hop cac din chit cua quercetin,
benzo[5,6]cyclohepta[1,2-b]pyridin va morpholinoalkoxy-
chalcon vaéi sy dinh huéng cua cac md hinh in silico va danh
gia hoat tinh trc ché IL-33/ST2 in vitro.
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