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1. GIỚI THIỆU LUẬN ÁN 

a. Đặt vấn đề và mục tiêu nghiên cứu 

Đề kháng đa thuốc (MDR) là một trong những vấn đề chính thách 

thức việc điều trị bệnh ung thư cũng như bệnh nhiễm trùng. Các 

khối u và vi khuẩn tự bảo vệ mình khỏi sự tấn công của các thuốc 

hóa trị bằng nhiều cơ chế khác nhau, bao gồm sự đề kháng qua 

trung gian bơm ngược. Trong đó, P-glycoprotein của người (P-

gp) và NorA của Staphylococcus aureus là hai mục tiêu thuốc 

được chọn của đề tài, do vai trò của chúng trong việc chuyên chở 

thuốc ra ngoài tế bào, dẫn đến sự đề kháng với các thuốc kháng 

ung thư và kháng sinh. Nhiều nghiên cứu đã báo cáo các chất ức 

chế cả P-gp và NorA như verapamil, reserpin, piperin, capsaicin, 

osthol, curcumin, … Với chi phí thấp, các phương pháp thiết kế 

thuốc với sự trợ giúp của máy tính (CADD) vẫn là một lựa chọn 

phù hợp và khả thi để tiếp tục nghiên cứu, tìm kiếm các chất ức 

chế bơm ngược nhằm khôi phục hiệu quả của liệu pháp hóa trị ở 

tế bào ung thư và vi khuẩn đề kháng. 

Đề tài nghiên cứu này được thực hiện với mục tiêu xây dựng mô 

hình phân loaị và dư ̣ đoán các chất ức chế bơm ngươc̣ P-

glycoprotein, NorA và ứng duṇg trong viêc̣ sàng lọc các chalcon 

có khả năng ức chế bơm NorA của S. aureus đa đề kháng thuốc. 

Bao gồm bốn nội dung: 

1. Xây dựng các mô hình máy tính dựa trên phối tử, bao gồm: 

• Các mô hình học máy đơn lẻ và kết hợp giúp phân loại 

tốt chất ức chế, chất không ức chế P-gp; và dự đoán tốt 

hoạt tính ức chế bơm ngược này (IC50). 
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• Các bản đồ nhận thức về sự chồng phủ phối tử giữa P-

gp và NorA, qua đó xác định các tính chất lý hóa, dấu 

vân tay cần thiết để ức chế ít nhất một trong hai bơm 

ngược. 

• Mô hình pharmacophore cho các chất ức chế P-gp 

mạnh trong điều trị ung thư và mô hình pharmacophore 

cho các chất ức chế NorA nhưng không ức chế P-gp 

trong điều trị nhiễm trùng. 

2. Xây dựng các mô hình máy tính dựa trên cấu trúc (mô hình 

tương đồng của P-gp) và thực hiện docking phân tử nhằm 

xác định các tương tác gắn kết, cũng như ái lực gắn kết của 

phức hợp phối tử-protein. 

3. Sàng lọc các chất “hit” là những ứng viên ức chế P-gp, 

NorA mới và hiệu quả từ hai thư viện nội bộ và Ngân hàng 

Thuốc bằng các công cụ máy tính thu được. 

4. Đánh giá in vitro khả năng ức chế bơm ngược NorA của 

các chalcon “hit” nội bộ, qua đó làm giảm sự đề kháng với 

ciprofloxacin khi phối hợp trên chủng S. aureus SA-1199B 

(biểu lộ quá mức NorA) và một số chủng SA lâm sàng. 

b. Tính cấp thiết của đề tài 

Qua nhiều thập kỷ nghiên cứu vẫn chưa có thuốc nào sẵn có cho 

mục đích chẹn P-gp trên lâm sàng. Mặt khác, cũng chưa có chất 

ức chế NorA nào được đưa vào thử nghiệm trên người. Trong các 

nỗ lực nghiên cứu tiếp theo, bao gồm cả các nghiên cứu trên máy 

tính, khung flavonoid cũng được xem xét cho hoạt tính ức chế 

hai loại bơm ngược này. Các kết quả khả quan thu được góp phần 
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định hướng cho đề tài thực hiện sàng lọc, thử nghiệm hoạt tính 

ức chế NorA của tập dữ liệu gần 100 chalcon nội bộ với sự đa 

dạng các nhóm thế. 

c. Những đóng góp mới của luận án 

Đề tài đã góp phần xây dựng các mô hình phân loại và dự đoán 

máy tính giúp giải quyết các vấn đề được nhìn nhận từ các nghiên 

cứu in silico đã được công bố trước đó, bao gồm những nghi vấn 

về khả năng ngoại suy (do được phát triển từ các tập dữ liệu tương 

đối nhỏ, không đảm bảo tính đa dạng, đồng nhất) và những hạn 

chế của các mô hình học máy đơn lẻ được báo cáo trong các 

nghiên cứu này. Ngoài đánh giá thông kê, khả năng ứng dụng của 

các công cụ máy tính thu được còn được kiểm chứng bằng các 

thử nghiệm in vitro trên chủng vi khuẩn chuẩn biểu lộ quá mức 

bơm ngược cũng như trên các chủng đề kháng phân lập từ lâm 

sàng. Đồng thời qua đó, các ứng viên ức chế bơm ngược tiềm 

năng được khám phá. 

d. Bố cục luận án  

Luận án gồm 117 trang: mở đầu 3 trang, tổng quan 18 trang, đối 

tượng và phương pháp nghiên cứu 24 trang, kết quả 53 trang, bàn 

luận 16 trang, kết luận và kiến nghị 3 trang. Luận án có 21 bảng, 

20 hình, 220 tài liệu tham khảo gồm 1 tài liệu tiếng việt và 219 

tài liệu tiếng anh, 9 phụ lục thể hiện các kết quả và thông tin. 

2. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

2.1. Các bơm ngược nghiên cứu  

- P-glycoprotein của người (P-gp/ABCB1/MDR1): liên họ ABC 

- NorA của S. aureus: liên họ MFS 
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2.2. Các chất ức chế bơm ngược  

- Các chất ức chế P-gp: thế hệ I, II, III và IV 

- Các chất ức chế NorA: tự nhiên và tổng hợp 

- Flavonoid, bao gồm chalcon 

- Các thư viện hóa học sẵn có như Zinc, PubChem, ChemSpider, 

ChEMBL, NuBBE DB, ChemBank, eMolecules, DrugBank, 

Binding DB, … 

2.3. Đề kháng kháng sinh  

- Sự phát triển đề kháng và S. aureus kháng thuốc nằm trong danh 

sách vi khuẩn đề kháng cần ưu tiên cho nghiên cứu phát triển của 

WHO năm 2017. 

- Chiến lược đồng sử dụng kháng sinh với chất ức chế bơm 

2.4. Các nghiên cứu trước có liên quan 

Phần lớn các nghiên cứu được công bố là dựa vào phối tử. 

- Các mô hình phân loại chất ức chế và chất không ức chế P-gp 

(biến nhị phân): nhiều mô hình trước đó được phát triển từ các 

tập dữ liệu tương đối nhỏ và hầu hết đều là các mô hình học máy 

đơn lẻ, rất ít mô hình kết hợp được xây dựng. 

- Các mô hình dự đoán hoạt tính ức chế P-gp (biến liên tục): khả 

năng ứng dụng của các mô hình này vẫn còn phải bàn cãi bởi vì 

chúng chỉ được tạo ra từ một số lượng phân tử nghiên cứu hạn 

chế. 

2.5. Các thuật toán học máy trong Clementine 12.0 

Hạch Binary Classifier được sử dụng cho mục đích phân loại 

(biến nhị phân), cho phép ước tính tối đa mười mô hình học máy 

đơn lẻ là mạng nơron; C5.0; cây phân loại và hồi quy (C&R 
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Tree); cây thống kê hiệu quả, không thiên vị, nhanh (QUEST); 

máy dò tương tác tự động chi bình phương (CHAID); hồi quy 

logistic; mặt nghiêng quyết định; mạng Bayesian; phân tích phân 

biệt và máy vector hỗ trợ (SVM).  

Hạch Numeric Predictor được sử dụng cho mục đích dự đoán 

(biến liên tục), cho phép ước tính tối đa sáu mô hình học máy 

đơn lẻ là mạng nơron; cây phân loại và hồi quy (C&R Tree); máy 

dò tương tác tự động chi bình phương (CHAID); hồi quy; tuyến 

tính suy rộng và máy vector hỗ trợ (SVM). 

Hạch Ensemble được đưa vào để kết hợp các dự đoán từ những 

mô hình đúng nhất. 

2.6. Các công cụ máy tính khác 

- Bản đồ nhận thức, pharmacophore: dựa trên phối tử  

- Mô hình hóa tương đồng, docking: dựa trên cấu trúc protein 

2.7. Thử nghiệm tác dụng ức chế bơm ngược trên các chủng 

vi khuẩn đề kháng  

Sự tồn tại các chất ức chế chung của P-gp và NorA đã gợi ý cho 

đề tài thực hiện đánh giá tác dụng ức chế bơm ngược trên các 

chủng vi khuẩn đề kháng. Nguyên tắc là nếu một chất có khả 

năng ức chế bơm ngược, nó có thể làm giảm sự đề kháng của 

chủng vi khuẩn MDR do hệ thống bơm ngược biểu lộ quá mức 

với các kháng sinh đã bị đề kháng hoặc làm cho nó trở nên nhạy 

cảm với kháng sinh như chủng tự nhiên. Do đó, hiệu quả ức chế 

bơm ngược của chất thử nghiệm có thể được xác định thông qua 

thử nghiệm đánh giá khả năng làm giảm giá trị nồng độ ức chế 

tối thiểu (MIC) của kháng sinh chất nền trên các chủng vi khuẩn 
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đề kháng bằng cách tăng biểu lộ bơm ngược khi có sự hiện diện 

của chất thử nghiệm đó ở một nồng độ cụ thể nhỏ hơn MIC của 

chính nó (kiểm tra bằng mẫu chứng không có kháng sinh). 

Trong nghiên cứu này, thử nghiệm MIC của kháng sinh được 

thực hiện bằng phương pháp vi pha loãng trong môi trường lỏng. 

3. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

Hình 2.1. Quy trình nghiên cứu của đề tài 

3.1. Phương pháp nghiên cứu in silico 

- Các tập dữ liệu chứa 2156, 499 và 54 chất lần lượt được chọn 

để xây dựng các mô hình phân loại, dự đoán và bản đồ nhận thức. 

- 4 chất ức chế P-gp mạnh và 3 chất ức chế chọn lọc NorA lần 

lượt được chọn để xây dựng các pharmacophore tương ứng. 

- 95 chalcon nội bộ (Bộ môn Hóa Dược, Khoa Dược, Đại học Y 

Dược Thành phố Hồ Chí Minh) và 6874 hợp chất Ngân hàng 

Thuốc được sử dụng cho mục đích sàng lọc. 
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3.2. Phương pháp nghiên cứu in vitro 

Các thử nghiệm in vitro được thực hiện trên các chủng vi khuẩn: 

S. aureus SA-1199 

- Tự nhiên, phân lập từ máu của bệnh nhân nhiễm trùng huyết 

- Nhạy cảm với ciprofloxacin 

S. aureus SA-1199B 

- Đột biến, phân lập từ thỏ với thử nghiệm viêm màng trong tim 

- Đề kháng ciprofloxacin do biểu lộ quá mức NorA 

S. aureus lâm sàng 

- 156 chủng 

- Phân lập từ các mẫu bệnh phẩm 

 

Hình 2.2. Xác định MIC của ciprofloxacin (Ci) trên các chủng S. aureus SA-

1199 và SA-1199B khi vắng mặt và khi có mặt chất thử nghiệm X ở các nồng 

độ khác nhau (A = 50 μg/mL, B = 100 μg/mL), qua đó đánh giá khả năng ức 

chế bơm ngược NorA của SA của chất thử nghiệm.  
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Hình 2.3. Xác định MIC của ciprofloxacin (Ci) trên các chủng S. aureus phân 

lập từ lâm sàng khi vắng mặt và khi có mặt chất ức chế bơm đã biết là PaβN ở 

nồng độ C = 20 μg/mL, qua đó chọn lọc ra các chủng SA lâm sàng có biểu lộ 

quá mức bơm ngược.  

 

Hình 2.4. Xác định MIC của ciprofloxacin (Ci) trên các chủng S. aureus phân 

lập từ lâm sàng có biểu lộ quá mức bơm ngược, khi vắng mặt và khi có mặt các 

chất thử nghiệm X1, X2, …, Xn ở nồng độ C = 20 μg/mL, qua đó đánh giá khả 

năng ức chế bơm ngược của các SA lâm sàng của từng chất thử nghiệm.  
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4. KẾT QUẢ 

4.1. Các mô hình máy tính dựa trên phối tử 

4.1.1. Các mô hình phân loại chất ức chế và chất không ức 

chế P-gp 

Đầu tiên, các mô hình học máy đơn lẻ và kết hợp được xây dựng 

cho mục đích phân loại từ 24 thuộc tính (thông số mô tả, dấu vân 

tay) có liên quan nhất được chọn. Các kết quả thống kê từ quá 

trình đánh giá nội và đánh giá ngoại chặt chẽ đã chứng minh mô 

hình kết hợp là một mô hình mạnh, giúp khắc phục những hạn 

chế của các mô hình đơn lẻ và có thể ứng dụng cho các tập dữ 

liệu khác nhau để phân loại chất ức chế và chất không ức chế P-

gp trong điều kiện chung mà không cần đi sâu lựa chọn và tối ưu 

các thông số của một mô hình đơn lẻ bất kỳ. 

Bảng 3.1, 3.3 và 3.4. Kết quả đánh giá nội và đánh giá ngoại của mô hình phân 

loại kết hợp.  

Thông số 

Tập 

huấn 

luyện  

đa dạng 

Đánh giá 

chéo  

10 lần 

Ngẫu 

nhiên 

hóa biến 

y 10 lần 

Tập 

đánh giá 

nội 

Tập 

đánh giá 

ngoại 

Độ đúng 0,84 0,82 0,57 0,92 1,00 

Độ nhạy 0,90 0,89 0,98 0,98 1,00 

Độ đặc 

hiệu 
0,75 0,73 0,04 0,61 1,00 

Độ chính 

xác 
0,82 0,81 0,57 0,94 1,00 

MCC 0,67 0,63 0,09 0,67 1,00 

G-mean 0,82 0,80 0,17 0,77 1,00 

GH+ 0,86 0,85 0,78 0,96 1,00 

GH- 0,80 0,78 0,37 0,71 1,00 
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4.1.2. Các mô hình dự đoán hoạt tính ức chế P-gp 

Đầu tiên, các mô hình học máy đơn lẻ và kết hợp được xây dựng 

cho mục đích dự đoán (IC50) từ 34 thông số mô tả (PaDEL, MOE) 

có liên quan nhất được chọn. Các kết quả thống kê từ quá trình 

đánh giá nội và đánh giá ngoại chặt chẽ đã chứng minh mô hình 

kết hợp là một mô hình mạnh, giúp khắc phục những hạn chế của 

các mô hình đơn lẻ và có thể dự đoán chính xác hoạt tính ức chế 

P-gp cho các tập dữ liệu khác nhau trong điều kiện chung mà 

không cần đi sâu lựa chọn và tối ưu các thông số của một mô 

hình đơn lẻ bất kỳ. 

Bảng 3.6, 3.7, 3.8 và 3.9. Kết quả đánh giá nội và đánh giá ngoại của mô hình 

dự đoán kết hợp. 

Thông số 
Tập huấn luyện 

đa dạng 

Tập đánh giá 

nội 

Tập đánh giá 

ngoại 

R2 0,84 - - 

QLOO
2  0,70 - - 

|R2 − QLOO
2 | 0,14 - - 

rm
2  0,80 0,80 0,82 

r′m
2  0,64 0,64 0,67 

rm
2̅̅̅̅  0,72 0,72 0,74 

∆rm
2  0,16 0,16 0,16 

Rr
2 0,29 - - 

Rp
2  0,62 - - 

QF1
2  - 0,83 0,83 

QF2
2  - 0,83 0,82 

QF3
2  - 0,81 0,83 

CCC - 0,90 0,90 

MAE - - 0,31 

MAE+3*SD - - 0,96 

Chất lượng  

dự đoán 
- - Tốt 
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A 

 
B 

Hình 3.1. Đồ thị phân tán của mô hình kết hợp trên các tập dữ liệu: (A) Trên 

tập huấn luyện và tập đánh giá nội; (B) Trên tập đánh giá ngoại.  

4.1.3. Bản đồ nhận thức về sự ức chế bơm ngược qua trung 

gian P-gp và NorA 

Từ tập dữ liệu nhỏ 54 chất mà sẵn có thông tin hoạt tính trên cả 

hai protein P-gp và NorA, các bản đồ nhận thức được tạo ra dựa 

trên 21 thuộc tính (thông số mô tả, dấu vân tay) được chọn, sử 

dụng kỹ thuật đo lường đa hướng MDS ALSCAL trong trường 

hợp biến là các thông số mô tả (thang đo khoảng) và kỹ thuật 

phân tích tương hợp CA trong trường hợp biến là các dấu vân tay 

nhị phân (thang đo danh nghĩa). 
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Hình 3.2. Bản đồ nhận thức đo lường đa hướng (MDS) của các lớp hoạt tính 

và các thông số mô tả. 

 

Hình 3.3. Bản đồ nhận thức phân tích tương hợp (CA) của các lớp hoạt tính và 

các dấu vân tay. 

4.1.4. Các mô hình pharmacophore cho hoạt tính ức chế P-

gp mạnh và cho sự ức chế chọn lọc NorA 

Trong mỗi trường hợp, các truy vấn pharmacophore được tạo ra 

từ các chất có hoạt tính được chọn. Tiếp theo, ba truy vấn tốt nhất 
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được áp dụng để tìm kiếm cho tập dữ liệu 54 chất đã được sử 

dụng cho mục đích xây dựng bản đồ nhận thức ở trên để tìm ra 

truy vấn có kết quả tìm kiếm tốt nhất. Sau đó, truy vấn này được 

bổ sung ràng buộc thể tích để chặt chẽ hơn nhằm tăng nhận dạng 

chất có hoạt tính và giảm nhận dạng chất không có hoạt tính. 

Truy vấn thu được sau cùng được áp dụng để tìm kiếm trên hai 

tập dữ liệu hình thể của 1028/2134 chất và 22 chalcon mà đã 

được sử dụng để phát triển các mô hình phân loại chất ức chế và 

chất không ức chế P-gp ở trên để tiếp tục đánh giá. 

 
 

A A 

 

 
B B 

Hình 3.4. Pharmacophore chất ức chế P-gp 

mạnh HHHaV (F1, F2, F3: Nhóm kỵ nước; 

F4: Nhóm nhận liên kết hydro; V: Giới hạn 

thể tích): (A) Các khoảng cách và góc; (B) 

Với các chất có hoạt tính (aripiprazol, 

ebastin, tariquidar và elacridar). 

Hình 3.5. Pharmacophore 

chất ức chế NorA nhưng 

không ức chế P-gp RRHdV 

(F1, F2: Yếu tố vòng 

thơm/vòng Pi; F3: Nhóm kỵ 

nước; F4: Nhóm cho liên kết 

hydro; V: Giới hạn thể tích): 

(A) Các khoảng cách và góc; 

(B) Với các chất có hoạt tính 

(20, 21, 30). 
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Các kết quả đánh giá thu được giúp chứng minh mô hình 

pharmacophore cho hoạt tính ức chế P-gp mạnh và mô hình 

pharmacophore cho hoạt tính ức chế NorA nhưng không ức chế 

P-gp có thể được sử dụng để sàng lọc ảo nhằm tìm kiếm các chất 

ức chế P-gp mới và hiệu quả cũng như các chất ức chế NorA mới 

và an toàn. 

4.2. Các mô hình máy tính dựa trên cấu trúc (mô hình tương 

đồng của P-gp) 

Trong bốn mô hình tương đồng của P-gp được tạo ra bởi server 

tự động I-TASSER, mô hình 1 có chất lượng được đánh giá là tốt 

nhất. Trong đồ thị Ramachandran của mô hình 1, dưới 90 % acid 

amin được phát hiện trong các vùng lõi có thể được giải thích là 

do độ phân giải chưa cao của cấu trúc đĩa dùng để xây dựng mô 

hình tương đồng (4,35 Å). Túi gắn kết của mô hình này cũng 

được dự đoán bởi server cho mục đích docking. 

Bảng 3.13. Bốn mô hình tương đồng tốt nhất của P-gp được dự đoán bởi I-

TASSER với thông tin đĩa và các thông số ước tính.  

Mô 

hình 

Đĩa  

sử dụng 

C-

score 

TM-

score  
RMSD  

Số 

lượng 

decoy 

Mật 

độ 

đám 

1 3g61A 0,58 
0,79 ± 

0,09 

8,1 ± 4,4 

Å 
1850 0,17 

2 4m1mA 0,96 - - 1200 0,24 

3 4f4cA 0,38 - - 1212 0,14 

4 3g5uA -2,11 - - 84 0,01 
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Hình 3.6. Đồ thị Ramachandran của mô hình tương đồng P-gp tốt nhất. 

 

Hình 3.7. Mô hình tương đồng tốt nhất của P-gp với vị trí gắn kết phối tử QZ59-

RRR được dự đoán bởi I-TASSER. 

4.3. Sàng lọc in silico trên P-gp 

Các công cụ máy tính sau khi xây dựng được ứng dụng cho hai 

tập dữ liệu là 95 chalcon nội bộ và 6874 hợp chất Ngân hàng 

Thuốc để sàng lọc các chất ức chế P-gp, NorA mạnh và an toàn. 
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Trong quá trình phân loại chất ức chế và chất không ức chế P-gp, 

10 chalcon nội bộ là F7, F33, F36, F37, F59, F60, F89, F90, F91 

và F95 được 9/10 mô hình (trừ mặt nghiêng quyết định) xác định 

là các chất ức chế P-gp. Tất cả mười mô hình (bao gồm mặt 

nghiêng quyết định) cùng thống nhất dự đoán 211 hợp chất Ngân 

hàng Thuốc là các chất dương tính về khả năng ức chế P-gp. 

Trong quá trình dự đoán hoạt tính ức chế P-gp, mô hình tốt nhất 

là mô hình kết hợp đã dự đoán 27 chalcon nội bộ (F4, F5, F6, F7, 

F11, F14, F16, F17, F18, F29, F30, F32, F33, F34, F35, F36, F37, 

F44, F45, F61, F63, F65, F88, F89, F90, F91, F95) và 2373 hợp 

chất Ngân hàng Thuốc có giá trị IC50 thấp hơn 15 µM (giá trị 

ngưỡng để được xem là chất ức chế P-gp). Trong số 47 hợp chất 

Ngân hàng Thuốc có giá trị pIC50 dự đoán ≥ 7, amiodaron, 

tacrolimus, indinavir, ritonavir, cyclosporin và saquinavir là các 

chất ức chế P-gp đã biết, theo U.S. FDA. 

Trong quá trình sàng lọc bằng pharmacophore, có 5 chalcon nội 

bộ là F58, F59, F89, F90, F91 và 69 hợp chất Ngân hàng Thuốc 

thỏa mãn mô hình pharmacophore của các chất ức chế P-gp mạnh 

(HHHaV); đồng thời có 4 chalcon nội bộ là F88, F89, F90, F91 

và 611 hợp chất Ngân hàng Thuốc thỏa mãn mô hình 

pharmacophore của các chất ức chế chọn lọc NorA (RRHdV). 

Trong quá trình docking, 95 chalcon nội bộ đã được dock thành 

công vào túi gắn kết của protein mục tiêu với điểm số docking 

nằm trong khoảng -23,85 đến -10,83 kJ/mol. Ba chalcon có điểm 

số docking thấp nhất là F57, F53 và F91. Trong số 47 hợp chất 

Ngân hàng Thuốc có giá trị IC50 dự đoán thấp nhất, 11 chất không 
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dock được, 7 chất có điểm số docking dương và 29 chất có điểm 

số docking âm (-20,06 đến -0,01 kJ/mol). Ba hợp chất Ngân hàng 

Thuốc có điểm số docking thấp nhất là DB04869 (olcegepant); 

DB01232 (saquinavir) và DB02785. Các acid amin chịu trách 

nhiệm chính cho các tương tác gắn kết phối tử - protein (liên kết 

hydro, aren-cation và kỵ nước) được xác định và túi gắn kết thuốc 

đặt tại mặt phân giới TM3/TM11 được tái khẳng định. 

 

Hình 3.12. Hình ảnh docking vào mô hình tương đồng P-gp của chalcon F91. 

4.4. Sàng lọc in silico và in vitro đánh giá tác dụng ức chế bơm 

ngược NorA trên S. aureus của một số chalcon nội bộ 

Bốn chalcon nội bộ F29, F88, F90 và F91 (có kết quả sàng lọc in 

silico trên P-gp tốt và mẫu thử sẵn có) được chọn để thực hiện dự 

đoán máy tính bằng mô hình dự đoán IC50 tốt nhất trên NorA (mô 

hình D) và mô hình tương đồng của bơm ngược này được tạo ra 

trong một nghiên cứu khác của chúng tôi, trước khi tiến hành thử 

nghiệm tác dụng ức chế bơm ngược trên vi khuẩn. 
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Bảng 3.16. Kết quả dự đoán hoạt tính ức chế NorA bằng mô hình D và docking 

vào mô hình tương đồng của protein này của các chalcon “hit”. 

Chất rings balabanJ logS 

pIC50  

dự 

đoán 

IC50 

dự 

đoán 

(µM) 

Điểm số docking 

(kJ/mol) 

Khoang 

trung 

tâm 

Walker 

B 

F29 2 1,85 -3,75 4,05 88,27 -23,67 -26,69 
F88 4 1,26 -6,92 5,42 3,84 -22,65 -29,06 

F90 4 1,25 -6,29 5,28 5,24 -23,76 -30,33 

F91 4 1,21 -6,12 5,30 5,07 -24,96 -27,78 

Bảng 3.17. Giá trị MIC (μg/mL) của ciprofloxacin trên các chủng S. aureus 

SA-1199 và SA-1199B khi vắng mặt và khi có mặt các chalcon nghiên cứu. 

MIC SA-1199 SA-1199B 

Ciprofloxacin  < 0,125 µg/mL 4 µg/mL 

Ciprofloxacin + F29a < 0,125 µg/mL 4 µg/mL 

Ciprofloxacin + F29b < 0,125 µg/mL 2 µg/mL 

Ciprofloxacin + F88a  < 0,125 µg/mL 2 µg/mL 

Ciprofloxacin + F88b < 0,125 µg/mL 2 µg/mL 

Ciprofloxacin + F90a < 0,125 µg/mL 2 µg/mL 

Ciprofloxacin + F90b < 0,125 µg/mL 2 µg/mL 

Ciprofloxacin + F91a < 0,125 µg/mL 4 µg/mL 

Ciprofloxacin + F91b < 0,125 µg/mL 4 µg/mL 

a50 µg/mL; b100 µg/mL. 

Bảng 3.18. Mười chủng S. aureus lâm sàng được chọn bằng chất ức chế bơm 

PaβN ở C = 20 µg/mL để thử nghiệm tác dụng ức chế bơm ngược. 

Chủng 

SA 
MRSA 

MIC 

ciprofloxacin 

(µg/mL) (X) 

MIC  

ciprofloxacin 

(µg/mL) + PaβN (Y) 

Tỷ số 

X/Y 

I16.1412 + 32 8  

I16.1421 - 1 0,25  

I16.1461 + 64 16  

I16.1505 + 64 16  

I16.1562 + 64 16 4 

I16.1604 + 16 4  

I16.1617 + 32 8  

I16.1635 + 32 8  

I16.1672 + 32 8  

I16.1773 + 32 8  
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Bảng 3.19. Giá trị MIC (μg/mL) của ciprofloxacin (Ci) trên các chủng S. aureus 

lâm sàng khi vắng mặt và khi có mặt các chalcon nghiên cứu ở C = 20 µg/mL. 

Chủng 

SA 

MIC Ci  

(µg/mL) 

MIC Ci 

(µg/mL)  

+ F29 

MIC Ci 

(µg/mL)  

+ F88 

MIC Ci 

(µg/mL)  

+ F90 

MIC Ci 

(µg/mL)  

+ F91 

I16.1412 16 16 16 16 16 

I16.1421 0,5 0,125 0,125 0,125 0,5 

I16.1461 32 32 32 32 32 

I16.1505 32 32 16 32 32 

I16.1562 32 32 16 32 32 

I16.1604 16 16 16 16 16 

I16.1617 16 16 16 16 16 

I16.1635 32 32 16 16 16 

I16.1672 32 16 16 16 16 

I16.1773 16 16 16 16 16 

5. BÀN LUẬN 

5.1. Các mô hình máy tính dựa trên phối tử 

5.1.1. Các mô hình phân loại chất ức chế và chất không ức 

chế P-gp 

Trong khi nghiên cứu này cùng với các công trình của Cruciani 

và cộng sự (2011), Hou và cộng sự (2011), Ecker và cộng sự 

(2012), (2014), Nantasenamat và cộng sự (2015), Schyman và 

cộng sự (2016), Worachartcheewan và cộng sự (2017), Tseng và 

cộng sự (2019) sử dụng các tập dữ liệu lớn với hơn 1000 - 2000 

phân tử, các nghiên cứu còn lại chỉ dựa trên các tập dữ liệu tương 

đối nhỏ. 

Hiện có rất ít mô hình kết hợp được xây dựng, như các mô hình 

kết hợp mạng nơron nhân tạo và SVM của Éric và cộng sự 

(2014), sử dụng phương pháp bầu chọn đơn giản (simple voting), 

áp dụng nguyên tắc số đông. Nghiên cứu này sử dụng phương 

pháp bầu chọn dựa trên trọng số độ tin cậy (confidence-weighted 
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voting), trong đó dự đoán với độ tin cậy cao hơn được chọn trong 

mỗi trường hợp. 

Ngoài ra, vai trò của tính cồng kềnh về mặt cấu trúc, khả năng 

tích điện, nguyên tử N, các nhóm nhận và cho hydro cũng được 

khẳng định trong việc xác định các chất ức chế P-gp thông qua 

nghiên cứu này. 

5.1.2. Các mô hình dự đoán hoạt tính ức chế P-gp 

Trước đó, nhiều nghiên cứu dự đoán pIC50/pKd sử dụng các 

phương pháp từ đơn giản đến phức tạp, đã thu được các kết quả 

thống kê tốt và giúp xác định các yếu tố cấu trúc cần thiết cho sự 

đảo ngược MDR qua trung gian P-gp. Tuy nhiên, khả năng ứng 

dụng của các mô hình nói trên vẫn còn phải bàn cãi bởi vì chúng 

chỉ được tạo ra từ một số lượng phân tử nghiên cứu hạn chế. 

Các mô hình của nghiên cứu này được xây dựng từ tập dữ liệu 

đủ lớn và đa dạng, trong đó thông tin hoạt tính sinh học có thể so 

sánh được với nhau; đồng thời thỏa mãn các điều kiện đánh giá 

chặt chẽ và qua đó giúp khắc phục vấn đề về khả năng ngoại suy. 

Nghiên cứu này cũng nhấn mạnh các tính chất lý hóa cần thiết 

cho sự ức chế P-gp là diện tích bề mặt, khả năng phân cực, liên 

kết hydro, tính thân dầu, trọng lượng phân tử, chuỗi béo dài nhất 

và khả năng tích điện dương đã được đề cập trong các nghiên cứu 

trước đó. 

5.1.3. Bản đồ nhận thức về sự ức chế bơm ngược qua trung 

gian P-gp và NorA  

Bảy quy tắc phân biệt giữa các lớp hoạt tính trên P-gp và NorA: 
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Quy tắc 1 để phân biệt giữa (P, D) & (A, N) 

P, D: nHCsatu, minHCsatu, ETA_BetaP_ns_d, MDEO-22, 

MACCSFP144, Pubchem 2 trội hơn; A, N: BCUT_PEOE_2, 

GCUT_PEOE_2 trội hơn 

Quy tắc 2 để phân biệt giữa (P, A) & (D, N) 

P, A: ATSC2m trội hơn; D, N: AATSC6v trội hơn 

Quy tắc 3 để phân biệt giữa P, D & (A, N)  

D: kích thước lớn; A/N: kích thước trung bình; P: kích thước nhỏ 

Quy tắc 4 để phân biệt giữa P & D 

P: ATSC4m trội hơn; D: SpMAD_DzZ, ASP-3, AVP-6 trội hơn 

Quy tắc 5 để phân biệt P & (A, D, N) 

P: balabanJ, AATSC4s, MATS4s trội hơn 

Quy tắc 6 để phân biệt A & (P, D, N) 

A: Q_VSA_FNEG trội hơn 

Quy tắc 7 để phân biệt D & (P, A, N) 

D: ATSC1s, MACCSFP128 trội hơn 

5.1.4. Các mô hình pharmacophore cho hoạt tính ức chế P-

gp mạnh và cho sự ức chế chọn lọc NorA  

Bổ sung cho các kết luận của Carosati và cộng sự (2012): 

- Ức chế cả hai bơm: tính kỵ nước (nhiều hơn với P-gp) và 01 

nhóm nhận liên kết H 

- Ức chế chỉ NorA: các vòng thơm và 01 nhóm cho liên kết H 

Chất ức chế NorA nhưng không ức chế P-gp có thể tránh được 

các tương tác thuốc nguy hiểm qua trung gian P-gp khi được sử 

dụng phối hợp trong điều trị nhiễm trùng. 
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5.2. Mô hình tương đồng của P-gp 

Để thu được mô hình tương đồng có chất lượng cao đòi hỏi 

protein đĩa vừa phải có độ phân giải cao, vừa phải có sự giống 

nhau ở mức độ cao về trình tự với protein mục tiêu. Cấu trúc tia 

X của P-gp chuột được sử dụng trong nghiên cứu này là 3g61 có 

độ phân giải 4,35 Å; 87 % trình tự giống với P-gp ở người và gần 

100 % acid amin giống nhau trong khoang gắn kết. Trong cấu 

trúc này, sự hiện diện của phối tử tham khảo (QZ59-RRR) là cần 

thiết để dự đoán vị trí gắn kết bởi I-TASSER và để xác định chính 

xác vùng không gian này cho mục đích docking trong LeadIT. 

5.3. Sàng lọc in silico  

5.3.1. Khả năng ức chế P-gp  

Sự đồng thuận của các phương pháp máy tính trong việc dự đoán 

ba chalcon nội bộ F89, F90 và F91 là hứa hẹn nhất cho hoạt tính 

ức chế P-gp và có thể cả NorA, còn F88 có thể là ứng viên tiềm 

năng để ức chế NorA. Sự đồng thuận này cũng được ghi nhận ở 

17 hợp chất Ngân hàng Thuốc cho khả năng ức chế P-gp. 

5.3.2. Khả năng ức chế NorA  

Cả bốn chalcon nội bộ F29, F88, F90 và F91 đều được gắn kết 

tốt vào khoang trung tâm và Walker B của mô hình tương đồng 

NorA. Nhưng chỉ ba dẫn xuất F88, F90 và F91 được mô hình D 

dự đoán là có khả năng ức chế NorA hiệu quả do chúng có tính 

tan trong nước kém hơn (logS < -6,0). Theo 07 quy tắc rút ra từ 

02 bản đồ nhận thức, chalcon F29 có thể thiên về sự ức chế P-gp 

hơn là NorA. 
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5.4. Thử nghiệm in vitro 

Kết quả sàng lọc in silico và thử nghiệm in vitro đã chứng minh 

các chalcon F88 và F90 là các ứng viên ức chế NorA tiềm năng, 

giúp điều hòa MDR trong bệnh nhiễm trùng (làm giảm MIC của 

ciprofloxacin từ 2 - 4 lần trên các chủng S. aureus đề kháng là 

SA-1199B và một số chủng lâm sàng). Khả năng áp dụng các 

công cụ in silico cho việc dự đoán sự ức chế P-gp và NorA được 

khẳng định lại bằng nghiên cứu thực nghiệm, bên cạnh các đánh 

giá thống kê trên máy tính. Đồng thời, một số mối quan hệ cấu 

trúc - tác dụng (SAR) được rút ra từ 04 chalcon thử nghiệm. Các 

yếu tố cấu trúc này cũng được ghi nhận là liên quan đến độc tính 

mạnh và chọn lọc trên tế bào ung thư của các chalcon dị vòng 

(F88, F90) thông qua một nghiên cứu khác. 

6. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ  

Nghiên cứu này đã thực hiện được mục tiêu đặt ra ban đầu với 

bốn nội dung. Cụ thể: 

1. Trong phương pháp dựa vào phối tử, kết quả đạt được là: 

các mô hình học máy có khả năng phân loại tốt chất ức chế 

và chất không ức chế P-gp; các mô hình học máy có khả 

năng dự đoán tốt hoạt tính ức chế P-gp (IC50); hai bản đồ 

nhận thức và bảy quy tắc về sự chồng phủ phối tử giữa P-

gp và NorA; các yếu tố pharmacophore của chất ức chế P-

gp mạnh và chất ức chế NorA nhưng không ức chế P-gp. 

2. Trong phương pháp dựa vào cấu trúc của protein, mô hình 

tương đồng của P-gp được tạo ra cho docking phân tử. 
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3. Các chất “hit” là những ứng viên ức chế P-gp, NorA được 

nhận diện bằng máy tính. 

4. Các chalcon “lead” (F88, F90) có khả năng ức chế bơm 

ngược NorA của S. aureus được xác định thông qua các 

thử nghiệm in vitro. 

Qua đó, một số kiến nghị được rút ra cho các hướng nghiên cứu 

tiếp theo trên bơm ngược và các chất ức chế bơm: 

- Về phương diện máy tính, có thể ứng dụng các phần mềm, thuật 

toán giúp khắc phục những hạn chế của các phương pháp hiện 

có; sử dụng cấu trúc tinh thể được phân giải của các protein màng 

(nếu có) để thay cho mô hình tương đồng; phát triển các tập dữ 

liệu sinh học lớn, đa dạng và đồng nhất. 

- Nghiên cứu riêng lẻ hoặc kết hợp trên một số bơm ngược khác 

ở người và vi khuẩn; cũng như xem xét khả năng tương tác thuốc 

do hiệu quả ức chế bơm, độ an toàn và độc tính của các chất 

nghiên cứu. 

- Đối với các chất “hit”, có thể tiến hành tổng hợp và thử nghiệm 

với nhiều mô hình in vitro và in vivo khác nhau. Đối với các chất 

“lead”, có thể nghiên cứu tối ưu hóa cấu trúc trước khi tiến hành 

các bước thực nghiệm sâu hơn. 

- Có thể cân nhắc một số chiến lược Hóa Dược khác như phát 

triển các chất hướng đặc hiệu đến các tế bào đề kháng, các chất 

làm giảm sự biểu lộ của bơm ngược bằng cách biến đổi con 

đường tín hiệu trong tế bào, … hoặc ngoài phạm vi Hóa Dược 

như sử dụng các kỹ thuật nano (vi hạt, polymer) giúp chuyển giao 

thuốc liều cao đến đúng mục tiêu điều trị. 


