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1. GIOI THIEU LUAN AN
a. Pt vin dé va muc tiéu nghién ciru
Pé khang da thuéc (MDR) 1a mét trong nhitng van dé chinh thach
thirc viéc diéu tri bénh ung thu ciing nhu bénh nhiém triing. Céac
khdi u va vi khuan tu bao vé minh khoi sy tan cdng cua cac thudc
héa tri bang nhiéu co ché khac nhau, bao gom su dé khang qua
trung gian bom nguogc. Trong do, P-glycoprotein cta nguoi (P-
gp) va NorA cua Staphylococcus aureus la hai myc tiéu thude
duoc chon cua dé tai, do vai trd caa ching trong viéc chuyén cha
thudc ra ngoai té bao, dan dén sy dé khang véi cac thude khang
ung thu va khang sinh. Nhiéu nghién ciru di bao cdo cac chat trc
ché ca P-gp va NorA nhu verapamil, reserpin, piperin, capsaicin,
osthol, curcumin, ... V&i chi phi thap, cc phuong phép thiét ké
thudc véi su tro gidp cua may tinh (CADD) van 1a mét lua chon
phu hop va kha thi dé tiép tuc nghién ciu, tim kiém cac chat tc
ché bom ngugc nham khdi phuc hiéu qua cua liéu phéap hoa tri ¢
té bao ung thu va vi khuan dé khang.
Dé tai nghién ciru nay duoc thuc hién véi muc tidu xay dung mo
hinh phan loai va dy doan cac chat ¢c ché bom nguoc P-
glycoprotein, NorA va (tng dung trong viéc sang loc cac chalcon
c6 kha nang rc ché bom NorA cuia S. aureus da dé khang thudc.
Bao gom bén noi dung:
1. Xay dung cac mo hinh méy tinh dwa trén phéi tir, bao gdm:
e Cac md hinh hoc may don 1é va két hop gitip phén loai
tbt chét trc ché, chat khong trc ché P-gp; va du doan tdt

hoat tinh &rc ché bom nguoc nay (ICso).



e Cac ban d6 nhan thic vé sy chong phu phdi tir gitra P-
gp va NorA, qua dé xac dinh cac tinh chét 1y hoa, diu
van tay can thiét dé rc ché it nhit mot trong hai bom
nguoc.

e Mo hinh pharmacophore cho cac chat wc ché P-gp
manh trong diéu tri ung thu va mé hinh pharmacophore
cho cac chit trc ché NorA nhung khéng trc ché P-gp
trong diéu tri nhiém tring.

2. Xay dung cac md hinh méy tinh duya trén cdu trac (mé hinh
tuong dong cua P-gp) va thuc hién docking phan tir nham
xéc dinh cac twong tac gin két, ciing nhur 4i luc gin két cua
phirc hop phdi tir-protein.

3. Sang loc cac chat “hit” 1a nhitng ung vién trc ché P-gp,
NorA méi va hiéu qua tu hai thu vién ndi bd va Ngan hang
Thudc bang cac cong cu may tinh thu duoc.

4. Panh gia in vitro kha ning trc ché bom nguoc NorA cua
cac chalcon “hit” ndi bd, qua d6 lam giam su dé khang voi
ciprofloxacin khi phdi hop trén ching S. aureus SA-1199B
(biéu 16 qua murc NorA) va mot s6 ching SA 14m sang.

b. Tinh cap thiét cia dé tai

Qua nhiéu thap ky nghién ctru van chura c6 thudc nao sin cé cho
muc dich chen P-gp trén 1am sang. Mt khac, ciing chua c6 chat
trc ché NorA nao duoc dua vao thir nghiém trén ngudi. Trong cac
nd luc nghién ciru tiép theo, bao gom ca cac nghién cau trén may
tinh, khung flavonoid ciing duoc xem xét cho hoat tinh @c ché
hai loai bom nguoc nay. Céc két qua kha quan thu dugc gop phan



dinh hudng cho d& tai thuc hién sang loc, thir nghiém hoat tinh
trc ché NorA cua tap dit liéu gan 100 chalcon noi bo véi su da
dang cac nhom thé.

c. Nhirng dong gép méi caa luan an

Dé tai da gop phan xay dung cac md hinh phan loai va du doan
may tinh gilp giai quyét cac van dé dugc nhin nhan tir cac nghién
ctu in silico da duoc cong bd trude dé, bao gom nhiing nghi van
vé kha ning ngoai suy (do duoc phat trién tir cac tap di liéu twong
d6i nho, khong dam bao tinh da dang, ddng nhat) va nhiing han
ché cua cac md hinh hoc may don 1é dugc béo céo trong céc
nghién ctru nay. Ngoai danh gia thong ké, kha nang (tng dung cua
cac cong cu may tinh thu dugc con duoc kiém ching bang céc
thir nghiém in vitro trén ching vi khuan chuan biéu 16 quéa mirc
bom ngugc ciing nhu trén cac ching dé khang phan lap tir 1am
sang. Pong thoi qua do, cac ung vién e ché bom nguoc tiém
nang dugc kham pha.

d. B6 cuc luan an

Luan &n gom 117 trang: mé dau 3 trang, tong quan 18 trang, doi
tuong va phuong phap nghién ctru 24 trang, két qua 53 trang, ban
luan 16 trang, két luan va kién nghi 3 trang. Luan an c6 21 bang,
20 hinh, 220 tai liéu tham khao gém 1 tai liéu tiéng viét va 219
tai liéu tiéng anh, 9 phu luc thé hién cac két qua va théng tin.

2. TONG QUAN TAI LIEU

2.1. Cac bom nguoc nghién ciru

- P-glycoprotein cua nguoi (P-gp/ABCB1/MDR1): lién ho ABC
- NorA cua S. aureus: lién ho MFS
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2.2. Cac chit trc ché bom nguoc

- Céc chét tic ché P-gp: thé he I, 11, 111 va IV

- Céc chat uc ché NorA: ty nhién va tong hop

- Flavonoid, bao gém chalcon

- Cac thu vién hoa hoc san c6 nhu Zinc, PubChem, ChemSpider,
ChEMBL, NuBBE DB, ChemBank, eMolecules, DrugBank,
Binding DB, ...

2.3. Pé khang khang sinh

- Sy phét trién dé khang va S. aureus khang thuéc nam trong danh
sach vi khuan dé khang can wu tién cho nghién ciru phat trién cua
WHO nam 2017.

- Chién lugc dong sir dung khang sinh véi chat irc ché bom

2.4. Céac nghién ctru trwdc cd lién quan

Phan I6n cac nghién ctru duoc cdng b 1a dua vao phdi t.

- Cac md hinh phan loai chat ic ché va chat khong wc ché P-gp
(bién nhi phan): nhiéu mé hinh trudc d6 dugc phat trién tir cac
tap dit liéu twong d6i nho va hau hét déu 1a cac md hinh hoc may
don ¢, rat it md hinh két hop dugc xay dung.

- Cac mo hinh dy doan hoat tinh ¢ ché P-gp (bién lién tuc): kha
ning ung dung cia cac mo hinh nay van con phai ban céi bai vi
ching chi dugc tao ra tir mot s6 lugng phan tir nghién ctitu han
ché.

2.5. C4c thuat toan hgc may trong Clementine 12.0

Hach Binary Classifier dugc st dung cho muc dich phéan loai
(bién nhj phan), cho phép wdc tinh téi da mudi mé hinh hoc may
don 1¢ 1a mang noron; C5.0; cay phan loai va hdi quy (C&R



Tree); cay thong ké hiéu qua, khong thién vi, nhanh (QUEST);
may do twong tic tw dong chi binh phuwong (CHAID); hdi quy
logistic; mit nghiéng quyét dinh; mang Bayesian; phén tich phan
biét va may vector ho tro (SVM).

Hach Numeric Predictor dugc st dung cho muc dich du doan
(bién lién tyc), cho phép wdc tinh téi da sdu mé hinh hoc may
don 1¢ 1a mang noron; cdy phan loai va hoi quy (C&R Tree); may
do twong tac ty dong chi binh phwong (CHAID); hdi quy; tuyén
tinh suy rong va may vector hd trg (SVM).

Hach Ensemble duoc dua vao dé két hop céac du doan tir nhitng
md hinh dung nhat.

2.6. Cac cbng cu may tinh khac

- Ban d6 nhan thirc, pharmacophore: dua trén phdi tir

- M6 hinh héa tuong dong, docking: dwa trén ciu trdc protein
2.7. Thir nghiém tac dung wc ché bom ngwoc trén cac chiing
vi khuén dé khang

Sur ton tai c&c chat we ché chung cua P-gp va NorA da goi y cho
dé tai thyc hién danh gia tac dung c ché bom nguoc trén cac
chang vi khuan @& khéng. Nguyén tic 1a néu mot chat co kha
nang ¢ ché bom nguoc, né cé thé lam giam sy dé khang cua
chang vi khuan MDR do hé thong bom ngugc biéu 16 qua mirc
vai cac khang sinh da bi dé khang hoac 1am cho né trg nén nhay
cam véi khang sinh nhu chang ty nhién. Do d6, higu qua tc ché
bom nguoc caa chit thir nghiém c6 thé dugc xac dinh théng qua
thir nghiém danh gia kha niang lam giam gié tri ndng do tc ché
t6i thiéu (MIC) cua khang sinh chat nén trén cac chung vi khuan



dé khéang bang cach tang biéu 16 bom nguoc khi ¢6 su hién dién
cua chat thir nghiém do & mot ndng do cu thé nhé hon MIC cua
chinh né (kiém tra bang mau chang khong cé khang sinh).
Trong nghién cuu nay, thu nghiém MIC cta khang sinh dugc
thuc hién bang phuong phép vi pha lodng trong méi truong long.
3. POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Phuang ph4p dira vio phéi tir Phuomg phap dira vio chu tric
(mb hinh hge may, ban do nhin thirc, pharmacophore) (md hinh twong dong, docking)
_‘—_,__-——'—"__.__-
FI I A Ma hinh haa twong dong va
Chuin bj CSDL Chuin bj phoi tir xéc dinh vi tri gn két cho P-ap
Tinh todn va lua chon Tgo hinh thé 3D ciia phéi tir Chudn bj phbi tir
thude tinh
Phin chia d_u l!gu va xac dinh Xiy dyng va danh gia Chuin bj protein
domain tmg dung pharmacophore

¢

Chuén bj tii gin két protein va

Phit trién mé hinh/
docking

bin db ‘ | Tim Ki¢m hinh thé “hit ‘ ’

N N

Sang lgc in silico bing cic cong cy may tinh thu duge
(thur vién chalcon ndi b va thu vién Ngéin hang Thuﬁc)

N

Thir nghiém in vitro (MIC) tic dt_mg e ché bom nguge cia cac chaleon “hit™
trén cdc ching vi khudn dé khang bing bom ngugc

-

Hinh 2.1. Quy trinh nghién ctu caa dé tai
3.1. Phwong phap nghién ctru in silico
- Céc tap dir liéu chura 2156, 499 va 54 chit lan luot duoc chon
dé xay dung cac mo hinh phan loai, du doan va ban db nhan thuc.
- 4 chét tc ché P-gp manh va 3 chat wc ché chon loc NorA lan
lugt dugc chon dé xay dung cac pharmacophore tuong (ng.
- 95 chalcon ndi b (B6 mén Hoa Dugc, Khoa Dugc, Pai hoc Y
Dugc Thanh phé H6 Chi Minh) va 6874 hop chit Ngan hang
Thude dugc st dung cho muc dich sang loc.



3.2. Phwong phap nghién ctru in vitro

Céc thtr nghiém in vitro duoc thyuc hién trén cac chung vi khuan:
S. aureus SA-1199

- Ty nhién, phan lap tir méu caa bénh nhan nhiém trung huyét

- Nhay cam vai ciprofloxacin

S. aureus SA-1199B

- Dot bién, phan lap tir tho vai thir nghiém viém mang trong tim
- Bé khang ciprofloxacin do biéu 16 qua mac NorA

S. aureus l1am sang

- 156 chung

- Phan Iap tir cac mau bénh pham

Khong chira
vi khuin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

SA-1199 | Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci C Khing cd
chat tha

SA-1199B | Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci C Khing c6
chiit thir

SA-1199 Ci Ci Ci ci Ci ci Ci ci Ci Ci ci ¢ | ChécthirX
(A pg/ml)

SA-1199B | Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci ¢ | Chitthir X
(A pg/ml)

SA-1199 ci Ci ci ci Ci ci Ci ci Ci Ci Ci ¢ | ChéethirX
(B pg/ml)

SA-1199B | Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci ¢ | Chitthir X
(B pg/ml)

Néng d§ khing sinh trong mdi hang giam mjt nira Khéng chira
qua tirng giéng theo thir ty tir trii sang phai khang sinh

Hinh 2.2. Xac dinh MIC cua ciprofloxacin (Ci) trén cac chung S. aureus SA-

1199 va SA-1199B khi ving mit va khi c6 mat chét thir nghiém X & céc ndng
d6 khac nhau (A =50 ug/mL, B = 100 pg/mL), qua d6 danh gia kha nang uc

ché bom nguoc NorA cua SA cua chat thir nghiém.



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Gi |G |la|la|a|al|lag|alag|al|a ¢ | Khingcé
Chiing SA Papty
LS 1 y
Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci C Co PapN
(C pg/ml)
Ci Ci Ci G | G | G Ci Ci G | c | a c | Khingco
Chiing SA PapN
LS .
" Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci C Cé PapN
(C pg/ml)

Nong d khang sinh trong mdi hang gism mdt nia
qua tirng giéng theo thir ty tir trai sang phaii

Hinh 2.3. X4c dinh MIC cua ciprofloxacin (Ci) trén céac chiung S. aureus phan

lap tir 1am sang khi ving mat va khi c6 mat chét uc ché bom da biét 1a PapN &

ndng do C = 20 pg/mL, qua dé chon loc ra cac chung SA 1am sang c6 biéu 16

Khéng chira
vi khuin

qua mirc bom nguoc.

1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12
Ci Ci Ci ci Ci Ci Ci Ci Ci i Ci C Khéng co
chit thir
Ci Ci Ci Ci Ci Ci i Ci Ci i Ci c | Chdreiex,
(C pg/ml)
Ching SA | ¢ Ci Ci Ci Ci i i Ci Ci i Ci ¢ | Chaceix,
LS (C pg/ml)

Chit thir X,
(C pg/ml)

Ci C
Néng dj khdng sinh trong mbi hang giim mdt nira
qua tirng giéng theo thir ty Gir trii sang phii

Hinh 2.4. Xac dinh MIC cua ciprofloxacin (Ci) trén cac chung S. aureus phan

Ci Ci i Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci

Iap tir Iam sang c6 biéu 16 qua mire bom nguoc, khi ving mat va khi cé mat cac
chit thir nghiém X1, Xz, ..., Xn & ndng d6 C = 20 pg/mL, qua d6 danh gi4 kha

ning trc ché bom nguoc cia cac SA 1am sang cia tirng chét thir nghigm.



4. KET QUA

4.1. Cac md hinh may tinh duya trén phéi tir

4.1.1. Cac md hinh phan loai chit @c ché va chit khong tc
ché P-gp

Dau tién, cac md hinh hoc may don 1¢ va két hop duoc xay dung
cho myc dich phén loai tir 24 thudc tinh (théng s6 mé ta, dau van
tay) c6 lién quan nhat duoc chon. Cac két qua thong ké tir qua
trinh danh gia ndi va danh gia ngoai chat ché da ching minh moé
hinh két hop 1a mot mo hinh manh, gitp khac phuc nhiing han
ché cta cac md hinh don 1é va c6 thé img dung cho céc tap dir
lidu khac nhau dé phan loai chat trc ché va chét khong tic ché P-
gp trong diéu kién chung ma khong can di sdu lira chon va ti uu
cac théng sb ciia mot md hinh don 1é bt ky.

Biing 3.1, 3.3 va 3.4. Két qua danh gi4 ndi va danh gia ngoai cia md hinh phan

loai két hop.
T8 pinhgia N9 Tap Tap
« ; huan . nhién . . x , ..
Thdng so n chéo Lk danh gia  danh gia
luyén 10 lan hoa bien noi ngoai
da dang y 10 lan : *
D6 ding 0,84 0,82 0,57 0,92 1,00
D6 nhay 0,90 0,89 0,98 0,98 1,00
Dﬁ. dac 0,75 0,73 0,04 0,61 1,00
iéu
D‘-’X%T”h 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. Cac md hinh duy doan hoat tinh tic ché P-gp

Dau tién, cac md hinh hoc may don 1é va két hop duoc xay dung
cho muc dich du doan (ICso) tir 34 thong sé mo ta (PaDEL, MOE)
c6 lién quan nhat duoc chon. Cac két qua thong ké tir qua trinh
danh gid ndi va danh gia ngoai chat ché€ da chiing minh mé hinh
két hop 1a mot md hinh manh, giup khic phuc nhiing han ché cua
cac mo hinh don 1é va c6 thé du doan chinh xéac hoat tinh wrc ché
P-gp cho cac tap dit liéu khac nhau trong diéu kién chung ma
khong can di sau lya chon va tdi wu céac thong s6 ciia mot md
hinh don 1¢ bat ky.

Bing 3.6, 3.7, 3.8 va 3.9. Két qua danh gia ndi va danh gia ngoai ciia md hinh

dy doan két hop.

A Z Tap huin luyén Tap danh gia Tap danh gia
Thong sb i h dangy. ap - g .pngO%li g
R? 0,84 - -
Qfoo 0,70 - -

|R? - Qoo 014 - -
r2, 0,80 0,80 0,82
r'z, 0,64 0,64 0,67
a 0,72 0,72 0,74
ArZ 0,16 0,16 0,16

RZ 0,29 - -

R2 0,62 - -
2 - 0,83 0,83
2, - 0,83 0,82
&3 - 0,81 0,83
CCC - 0,90 0,90
MAE - - 0,31
MAE+3*SD - - 0,96
Chét luong ) i Tét

du doan
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Tap hudn luyén:

8 { y=0,7924x +1,2021 e
Tép huin luyén

Tap danh gid ngi

I)u‘ﬁ'llg_]lﬁi quy
tap huan luyén

pICzo di doan

Puong héi quy
tap danh gia ndi

2 4 6 §

pICso0 thyre nghiém
A
Tap danh gid ngeai:
8 | v=0,8210x +1,0477
R?=0,8246
'E Téip danh gia ngoai
= 6
= i
L] Puong hoi quy
= tip danh gia ngoai,
%_ ap glangoal
4 4
2 T T T
2 4 6 8
pICso thire nghiém
B

Hinh 3.1. B4 thi phan tan caa mo hinh két hop trén cac tap dit liéu: (A) Trén
tap huan luyén va tap danh gia noi; (B) Trén tap danh gia ngoai.

4.1.3. Ban @6 nhan thiic vé sy e ché bom ngwoc qua trung
gian P-gp va NorA

Tir tap dix liéu nho 54 chat ma sin c6 thdng tin hoat tinh trén ca
hai protein P-gp va NorA, céc ban d6 nhan thirc dugc tao ra dya
trén 21 thugc tinh (théng sé6 mo ta, dau van tay) dugc chon, sir
dung k¥ thuat do luong da huéng MDS ALSCAL trong trurong
hop bién 1a cac thong s6 md ta (thang do khoang) va k§ thuat
phan tich twong hop CA trong truong hop bién 13 cac dau van tay
nhi phan (thang do danh nghia).
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« Hoat tinh

o Thong s6 mé ta

L& B
-
Als
d B
dia
o
g
AVPE|AAGT
a
AsP3 minHCs
e ¢ e
E o EBPrsd o
GP2 R n
E EP2o MPEO22
o A HC.
avF ans .
° Admpgaz | o
o bl
Al
a
P
.
1.5
3
Hwéng 1

Hinh 3.2. Ban db nhan thirc do luong da huéng (MDS) cua céc 16p hoat tinh

va cac théng s6 mo ta.

« Hoat tinh
o Dau van tay

Lo
FP144
o
.
0.5
)
o
£ oo .
N
= MFP128 .
° PFP2
o
0.5
Lo
A
.
1.5.
-1.5 1.0 0.5 0.0 0.5 L0
Hwoéng 1

Hinh 3.3. Ban d6 nhan thire phén tich trong hop (CA) cua céc 16p hoat tinh va

céc dau van tay.

4.1.4. Cac md hinh pharmacophore cho hoat tinh iic ché P-
gp manh va cho sy tc ché chon loc NorA

Trong mdi truong hop, cac truy van pharmacophore duoc tao ra
tir c&c chét c6 hoat tinh dwoc chon. Tiép theo, ba truy van tét nhat



13

dugc ap dung dé tim kiém cho tap dit liéu 54 chat da duoc sir
dung cho muc dich xay dung ban db nhan thic o trén dé tim ra
truy van co két qua tim kiém tot nhat. Sau do, truy van nay duoc
bd sung rang bugc thé tich dé chat ché hon nhiam tang nhan dang
chat c6 hoat tinh va giam nhan dang chat khdng c6 hoat tinh.
Truy van thu dwoc sau cing dugc &p dung dé tim kiém trén hai
tap dir liéu hinh thé cua 1028/2134 chét va 22 chalcon ma da
duogc st dung dé phat trién cac md hinh phan loai chat wc ché va
chat khong trc ché P-gp ¢ trén dé tiép tuc danh gid.

B B

Hinh 3.4. Pharmacophore chitwc ché P-gp Hinh  3.5.  Pharmacophore

manh HHHaV (F1, F2, F3: Nhém ky nu6c;  chit uc ché NorA nhung

F4: Nhém nhan lién két hydro; V: Gigi han  khong wc ché P-gp RRHAV

thé tich): (A) Céc khoang cach va géc; (B) (F1, F2: Yéu t& wvong

Vi cac chit ¢ hoat tinh (aripiprazol, thom/vong Pi; F3: Nhom ky

ebastin, tariquidar va elacridar). nuéc; F4: Nhém cho lién két
hydro; V: Gigi han thé tich):
(A) Céc khoang cach va goc;
(B) Véi cac chat c6 hoat tinh
(20, 21, 30).
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Céc két qua danh gia thu dwoc gilp ching minh mé hinh
pharmacophore cho hoat tinh ¢ ché P-gp manh va mé hinh
pharmacophore cho hoat tinh ¢ ché NorA nhung khong tc ché
P-gp c6 thé duogc sir dung dé sang loc 40 nham tim kiém céc chat
trc ché P-gp mai va hiéu qua ciing nhu cac chat irc ché NorA méi
va an toan.

4.2. Cac md hinh may tinh dwa trén cu tric (mé hinh twong
dong cua P-gp)

Trong bon mé hinh twong dong cua P-gp duoc tao ra boi server
tu dong I-TASSER, mé hinh 1 ¢6 chat lugng duge danh gia 1a tot
nhét. Trong d6 thi Ramachandran cia md hinh 1, dudi 90 % acid
amin duoc phat hién trong cac ving 16i ¢6 thé duoc giai thich la
do d6 phan giai chwa cao cua ciu tric dia dung dé xay dung mo
hinh tuong ddng (4,35 A). Tui gin két cua md hinh nay ciing
dugc dy doan bai server cho muc dich docking.

Bing 3.13. Bén md hinh twong ddng tét nhét cua P-gp duoc dy doan béi I-

TASSER vdi thong tin dia va cac thong sb uac tinh.

) Mat
RMSD lwgng do
decoy dam

Mo Pia C- TM-
hinh sir dung score score

0,79+ 81zx44

1 3g61A 0,58 0,09 A 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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Hinh 3.6. B4 thi Ramachandran cua mé hinh tuong ddng P-gp tét nhét.

Hinh 3.7. M6 hinh trong ddng tét nhit caa P-gp véi vi tri gin két phdi tir QZ59-
RRR duogc dy doan boi I-TASSER.

4.3. Sang lgc in silico trén P-gp

Cac cbng cu may tinh sau khi xdy dung dugc (tng dung cho hai
tap dir liéu 1a 95 chalcon ndi bo va 6874 hop chat Ngan hang
Thude dé sang loc cac chat tc ché P-gp, NorA manh va an toan.
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Trong qué trinh phan loai chat ¢ ché va chat khong wc ché P-gp,
10 chalcon noi b6 1a F7, F33, F36, F37, F59, F60, F89, F90, F91
va F95 duoc 9/10 md hinh (trir mat nghiéng quyét dinh) xac dinh
la cac chat tc ché P-gp. Tat ca muoi md hinh (bao gom mat
nghiéng quyét dinh) ciing théng nhat dy doan 211 hop chat Ngan
hang Thudc la cac chat duong tinh vé kha ning wc ché P-gp.
Trong qué trinh dy doan hoat tinh ic ché P-gp, mé hinh tét nhat
Ia m6 hinh két hop da du doan 27 chalcon ngi b (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) va 2373 hop
chat Ngan hang Thudc c6 gia tri 1Cso thip hon 15 UM (gié tri
ngudng dé dugc xem |a chat e ché P-gp). Trong s6 47 hop chit
Ngan hang Thudc c6 gia tri plCso dy doan > 7, amiodaron,
tacrolimus, indinavir, ritonavir, cyclosporin va saquinavir 1a cac
chat uc ché P-gp da biét, theo U.S. FDA.

Trong qua trinh sang loc bang pharmacophore, ¢ 5 chalcon noi
bo 1a F58, F59, F89, F90, FI1 va 69 hop chat Ngan hang Thudc
thoa m&n md hinh pharmacophore cua cc chat e ché P-gp manh
(HHHaV); dong thoi ¢d 4 chalcon noi bo la F88, F89, F90, FI1
va 611 hop chit Ngan hang Thudc théa man md hinh
pharmacophore ciia cac chét tic ché chon loc NorA (RRHAV).
Trong qua trinh docking, 95 chalcon noi b¢ da duoc dock thanh
cdng vao tdi gan két cua protein muc tidu véi diém sé docking
nam trong khoang -23,85 dén -10,83 kJ/mol. Ba chalcon ¢ diém
sb docking thdp nhét 1a F57, F53 va F91. Trong sé 47 hop chat
Ngan hang Thudc c6 gia tri ICso dy doan thip nhét, 11 chat khong



17

dock duoc, 7 chit c6 diém sé docking dwong va 29 chit c6 diém
sb docking am (-20,06 dén -0,01 kJ/mol). Ba hop chat Ngan hang
Thude co diém sb docking thap nhat 1a DB04869 (olcegepant);
DB01232 (saquinavir) va DB02785. Céac acid amin chiju trach
nhiém chinh cho cac twong tac gin két phdi tur - protein (lién két
hydro, aren-cation va ky nuéc) dugce xac dinh va tdi gan két thudc
dt tai mat phan gioi TM3/TM11 dugc tai khang dinh.

Met @
Phe

Met :
949 @

Hinh 3.12. Hinh anh docking vao mé hinh twong déng P-gp cua chalcon F91.
4.4. Sang loc in silico va in vitro danh gia tac dung wc ché bom
nguwoc NorA trén S. aureus ciia mét sé chalcon ndi bd

Bén chalcon ngi bo F29, F88, FI0 va F91 (c6 két qua sang loc in
silico trén P-gp tot va mau thir sin c6) duoc chon dé thuc hién du
doan may tinh bang md hinh dy doan ICso tt nhét trén NorA (mo
hinh D) va mé hinh twrong ddng cua bom nguoc nay duoc tao ra
trong mot nghién ctru khac caa chiing toi, trude khi tién hanh thir
nghiém tac dung tc ché bom nguoc trén vi khuan.
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Bing 3.16. Két qua du doan hoat tinh tic ché NorA bang mé hinh D va docking

vao md hinh tuong ddng cua protein nay cua cic chalcon “hit”.
Piém s6 docking

, pICs I(?;O (kJ/mol)
Chat  rings balaband  logS ddogn dodn Kt?l(jﬁgg Walker
(uM) tam 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 1,25 629 528 5,24 -23,76 -30,33
Fo1 4 1,21 -6,12 5,30 5,07 -24,96 -27,78

Bang 3.17. Gi4 tri MIC (ug/mL) cua ciprofloxacin trén céc chung S. aureus

SA-1199 va SA-1199B khi ving mit va khi c6 mit cac chalcon nghién cuu.

MIC SA-1199 SA-1199B
Ciprofloxacin < 0,125 pg/mL 4 pg/mL
Ciprofloxacin + F29? < 0,125 pg/mL 4 pg/mL
Ciprofloxacin + F29° < 0,125 pg/mL 2 pg/mL
Ciprofloxacin + F88? < 0,125 pg/mL 2 pg/mL
Ciprofloxacin + F88° < 0,125 pg/mL 2 pg/mL
Ciprofloxacin + F90? < 0,125 pg/mL 2 pg/mL
Ciprofloxacin + F90° < 0,125 pg/mL 2 pg/mL
Ciprofloxacin + F912 < 0,125 pg/mL 4 pg/mL
Ciprofloxacin + F91° < 0,125 pg/mL 4 pg/mL

350 pg/mL; *100 pg/mL.
Bang 3.18. Mudi ching S. aureus 1am sang duoc chon bing chét uc ché bom

PapN & C = 20 pg/mL dé thir nghiém tac dung &rc ché bom nguoc.

Chiing _MiIc _Mic Ty sb

SA MRSA  ciprofloxacin ciprofloxacin X/Y
(Hg/mL) (X)  (ug/mL) + PapN (Y)

116.1412 + 32 8

116.1421 - 1 0,25

116.1461 + 64 16

116.1505 + 64 16

116.1562 + 64 16 4

116.1604 + 16 4

116.1617 + 32 8

116.1635 + 32 8

116.1672 + 32 8

116.1773 + 32 8
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Béng 3.19. Gia tri MIC (ng/mL) cua ciprofloxacin (Ci) trén cac chung S. aureus

1am sang khi ving mat va khi cé6 mat cac chalcon nghién ciu ¢ C = 20 pg/mL.
. MIC Ci MIC Ci MIC Ci MIC Ci
Chiing MIC Ci
SA (ug/mL) (Mg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)

+ F29 + F88 + F90 + F91
116.1412 16 16 16 16 16
116.1421 0,5 0,125 0,125 0,125 0,5
116.1461 32 32 32 32 32
116.1505 32 32 16 32 32
116.1562 32 32 16 32 32
116.1604 16 16 16 16 16
116.1617 16 16 16 16 16
116.1635 32 32 16 16 16
116.1672 32 16 16 16 16
116.1773 16 16 16 16 16

5. BAN LUAN

5.1. Cac m6 hinh may tinh dwa trén phéi tir

5.1.1. Cac md hinh phan loai chit wc ché va chat khdng tc
ché P-gp

Trong khi nghién ctru nay cung vai cac cong trinh caa Cruciani
va cong su (2011), Hou va cong su (2011), Ecker va cong su
(2012), (2014), Nantasenamat va cong su (2015), Schyman va
cong su (2016), Worachartcheewan va cong su (2017), Tseng va
cdng su (2019) sir dung céc tap dit liéu 1on véi hon 1000 - 2000
phan tir, cac nghién ctru con lai chi dya trén cac tap dix liéu twong
ddi nho.

Hién ¢ rét it mé hinh két hop dwoc xay dung, nhu cac mé hinh
két hop mang noron nhan tao va SVM cua Eric va cong sy
(2014), sir dung phwong phap bau chon don gian (simple voting),
&p dung nguyén tic sb dong. Nghién ciru nay sir dung phuong
phép bau chon dua trén trong s6 do tin cay (confidence-weighted
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voting), trong d6 dy doan vai d6 tin cay cao hon dugc chon trong
mai truong hop.

Ngoai ra, vai trd cua tinh cdng kénh vé mit cau trlc, kha nang
tich dién, nguyén tir N, c&¢c nhom nhan va cho hydro ciing dugc
khing dinh trong viéc xac dinh céc chat tc ché P-gp thong qua
nghién ctu nay.

5.1.2. Cac mo hinh dy doan hoat tinh c ché P-gp

Trude d6, nhiéu nghién ciu dy doan pICse/pKq Str dung céc
phuong phap tir don gian dén phuc tap, da thu duoc cac két qua
thdng ké tot va giup xéac dinh cac yéu té cau trdc can thiét cho su
dao nguoc MDR qua trung gian P-gp. Tuy nhién, kha nang urng
dung cia cac méd hinh ndi trén van con phai ban céi basi vi chiing
chi duoc tao ra tir mot s6 lugng phan tir nghién ctu han ché.
Cac mo hinh cua nghién ctru nay dugc xay dyng tir tap di liéu
du lon va da dang, trong d6 thong tin hoat tinh sinh hoc ¢6 thé so
sanh duoc véi nhau; dong thoi thoa mén cac diéu kién danh gia
chit ch& va qua do giup khic phuc van dé vé kha nang ngoai suy.
Nghién ciru nay ciing nhan manh cac tinh chat Iy hoa can thiét
cho su wc ché P-gp 1a dién tich bé mat, kha ning phan cuc, lién
két hydro, tinh than du, trong lwong phan tir, chudi béo dai nhat
va kha ning tich dién duong da dugc dé cap trong cac nghién cau
trude do.

5.1.3. Ban dd nhin thic vé si ic ché bom ngwec qua trung
gian P-gp va NorA

Bay quy tic phan biét giita cac |6p hoat tinh trén P-gp va NorA:
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Quy tdc 1 dé phan biét giga (P, D) & (A, N)

P, D: nHCsatu, minHCsatu, ETA BetaP_ns d, MDEO-22,
MACCSFP144, Pubchem 2 tréi hon; A, N: BCUT_PEOE_2,
GCUT_PEOE._2 troi hon

Quy tdc 2 dé phan biét giga (P, A) & (D, N)

P, A: ATSC2m troi hon; D, N: AATSC6v trdi hon

Quy tdc 3 dé phan biét giga P, D & (A, N)

D: kich thudc lon; A/N: kich thudc trung binh; P: kich thudc nho
Quy tdc 4 dé phan biét giga P & D

P: ATSC4m tr6i hon; D: Sp)MAD_DzZ, ASP-3, AVP-6 troi hon
Quy tdc 5 dé phan biet P & (A, D, N)

P: balabanJ, AATSC4s, MATS4s troi hon

Quy tdc 6 dé phan bi¢t A & (P, D, N)

A: Q_VSA_FNEG tri hon

Quy tdc 7 dé phan biet D & (P, A, N)

D: ATSC1s, MACCSFP128 troi hon

5.1.4. C4c md hinh pharmacophore cho hoat tinh @c ché P-
gp manh va cho sy e ché chon loc NorA

B6 sung cho céc két luan caa Carosati va cong su (2012):

- Ut ché ca hai bom: tinh ky nuéc (nhiéu hon véi P-gp) va 01
nhom nhan lién két H

- Uc ché chi NorA: cac vong thom va 01 nhém cho lién két H
Chat &c ché NorA nhung khong tc ché P-gp c6 thé tranh duoc
cac twong tac thubc nguy hiém qua trung gian P-gp khi duoc sir
dung phdi hop trong diéu tri nhidm trang.
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5.2. Mé hinh twong dong cia P-gp

Pé thu dugc mé hinh twong dong cé chat lugng cao doi hoi
protein dia vira phai c6 do phan giai cao, vira phai c6 sy giéng
nhau & mic do cao vé trinh tu véi protein muc tiéu. Cau tric tia
X cua P-gp chudt dugc sir dung trong nghién cuu nay la 3g61 co
d6 phan giai 4,35 A; 87 % trinh ty gidng véi P-gp ¢ ngudi va gan
100 % acid amin giéng nhau trong khoang gén két. Trong ciu
trdc ndy, sy hién dién caa phdi tir tham khao (QZ59-RRR) 1a can
thiét dé du doan vi tri gin két boi I-TASSER va dé xac dinh chinh
Xac vung khéng gian nay cho muc dich docking trong LeadIT.
5.3. Sang lgc in silico

5.3.1. Kha niing tic ché P-gp

Sy ddng thuan cua cac phuong phap may tinh trong viéc du doan
ba chalcon noi bo F89, F90 va F91 I hura hen nhat cho hoat tinh
trc ché P-gp va c6 thé ca NorA, con F88 cd thé la tng vién tiém
ning dé e ché NorA. Su dong thuan nay ciing duoc ghi nhan ¢
17 hop chat Ngan hang Thudc cho kha ning tc ché P-gp.

5.3.2. Kha niing tic ché NorA

Ca bdn chalcon noi bo F29, F88, F90 va F91 déu dwoc gin két
t6t vao khoang trung tam va Walker B ciia md hinh twong dong
NorA. Nhung chi ba dan xuat F88, F90 va F91 dugc md hinh D
du doan 1a c6 kha ning rc ché NorA hiéu qua do chding c6 tinh
tan trong nudc kém hon (logS < -6,0). Theo 07 quy tic rdt ra tir
02 ban db nhan thirc, chalcon F29 c6 thé thién vé su tc ché P-gp
hon 1a NorA.
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5.4. Thir nghiém in vitro

Két qua sang loc in silico va thir nghiém in vitro da chirng minh
cac chalcon F88 va F90 la cac ting vién tc ché NorA tiém nang,
gitip diéu hoa MDR trong bénh nhidm trang (lam giam MIC cua
ciprofloxacin tir 2 - 4 lan trén cac ching S. aureus dé khang la
SA-1199B va mot sé ching 1am sang). Kha ning ap dung céc
cong cu in silico cho viéc di doan sy trc ché P-gp va NorA duoc
khang dinh lai bang nghién ctu thuc nghiém, bén canh cac danh
gia thong ké trén may tinh. Pong thoi, mot s6 méi quan hé cau
trdc - tAc dung (SAR) duogc rut ra tir 04 chalcon thir nghiém. Céc
yéu t6 cau tric nay cling duoc ghi nhan 12 lién quan dén doc tinh
manh va chon loc trén té bao ung thu cua céc chalcon di vong
(F88, F90) thdng qua mot nghién ctru khac.

6. KET LUAN VA KIEN NGHI

Nghién ctru nay da thuc hién duoc muc tiéu dit ra ban dau voéi
bén ndi dung. Cu thé:

1. Trong phuong phap dua vao phéi ta, két qua dat dwoc la:
cac mo hinh hoc may ¢ kha ning phén loai tot chit trc ché
va chit khong trc ché P-gp; cac md hinh hoc may c6 kha
ning du doan t6t hoat tinh trc ché P-gp (ICs); hai ban d6
nhan thirc va bay quy tic vé sy chong phi phdi tir giita P-
gp va NorA,; cac yéu té pharmacophore ciia chat irc ché P-
gp manh va chit e ché NorA nhung khong e ché P-gp.

2. Trong phuong phép dua vao céu trac cua protein, mé hinh

tuong ddng cia P-gp duoc tao ra cho docking phan tir.
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3. Céc chit “hit” 1a nhiing ng vién trc ché P-gp, NorA duoc
nhan dién bang may tinh.

4. Céc chalcon “lead” (F88, F90) c6 kha ning trc ché bom
nguoc NorA cua S. aureus dugc xac dinh thong qua cac
thtr nghiém in vitro.

Qua d6, mot s6 kién nghi duoc rat ra cho cac huéng nghién ciu
tiép theo trén bom nguoc va cac chét tc ché bom:

- Vé phuong dién may tinh, c6 thé (g dung cac phan mém, thuat
toan gitip khic phuc nhitng han ché cia cac phuong phap hién
c6; str dung cau trdc tinh thé duoc phan giai cua cac protein mang
(néu c6) dé thay cho mé hinh twong dong; phét trién cac tap di
liéu sinh hoc I6n, da dang va déng nhat.

- Nghién cau riéng 1é hoac két hop trén mot sé bom nguoc khac
& ngudi va vi khuan; ciing nhur xem xét kha ning twong tac thudc
do hiéu qua tc ché bom, do an toan va doc tinh cua c4c chat
nghién cau.

- D4i vai cac chat “hit”, ¢6 thé tién hanh téng hop va thir nghiém
vai nhigu mo hinh in vitro va in vivo khac nhau. Déi véi cc chat
“lead”, c6 thé nghién ctru ti wu hoa ciu tric trudc khi tién hanh
cac budc thuc nghiém sau hon.

- C6 thé can nhic mot sé chién luoc Hoa Duge khac nhu phat
trién cac chat hudng dac hiéu dén céc té bao dé khang, cac chat
lam giam su biéu 16 cia bom nguoc bang cach bién ddi con
duong tin hiéu trong té bao, ... hodc ngoai pham vi Héa Duoc
nhu st dung cac ki thuat nano (vi hat, polymer) gitip chuyén giao

thudc lidu cao dén diing muc tiéu diéu tri.



