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1. GIOI THIEU LUAN AN
a. Ly do va tinh cén thiét ciia nghién ctru

Interleukin-8 c6 vai tro quan trong trong hoa ung dong
bach cau trung tinh ciing nhu thic day su hinh thanh mach, ting
sinh, xdm lan va di cin cta cac té bao khdi u, do d6 lién quan mat
thiét dén cac bénh 1y viém va ung thu. Vai trd IL-8 duoc thé hién
qua tuong tac v6i hai thu thé CXCR1/2, tai vi tri hoat dong
(orthosteric) & ngoai bao. Bén canh dé, mét ving gan két di 1ap
thé (allosteric) ¢ noi bao ciing di duoc phat hién dbi véi
CXCR1/2. Vi vay, tim kiém céc chat gan két vao vi tri orthosteric
hozc allosteric dan dén ngan chan tuong tac IL-8 va cac thy thé,
la c&c chién luoc phét trién thudc tiém ning trong diéu tri cac
bénh Iy ké trén. Trong gan hai thap ky qua, cac thubc phan tir nho
hay khang thé don dong véi dich tac dong la IL-8 va thu thé ciing
da duoc nghién ciu. Tuy nhién céc liéu phép trén van dang ton
tai mot s6 han ché nhu chi phi cao, hidu qua thap hozc dugce dong
hoc kém. Dic biét, cho dén nay chua c6 chét phan tir nho e ché
IL-8/CXCR1/2 tai vi tri orthosteric duoc cong bé vai ly do chinh
dén tir viéc thiéu ciu trdc thuc nghiém va thong tin twong tac
trong phirc hop 1L-8 va thy thé tai vi tri nay.

Cung su phat trién vurot bac cua linh vuc thiét ké thudc
c6 su hd trg cua may tinh hién nay (nghién cau in silico), dong
thoi cau tric 3D véi do phan giai cao caa phirc hop IL-8 va thy
thé moi duoc cong bd trong thoi gian 2020-2023 di xac dinh rd
tuong tac protein-protein tai cac acid amin quan trong vai nghién

ctru thue nghiém dot bién diém, dé tai “Sang loc cac phan tir nho



c¢6 kha ning trc ché tuong tac interleukin-8 va thu thé CXCR1/2”
dugc thuc hién.
b. Muc tiéu nghién ciru
(1) Sang loc in silico cac cau trac phan tir nho c6 kha ning
e ché tuong tac IL-8/CXCR1/2 tai vi tri hoat dong (orthosteric).
(2) Sang loc in silico cic cau trac phan tir nhd c6 kha ning
trc ché twong tac IL-8/CXCR2 tai vi tri di lap thé (allosteric).
(3) Panh gia kha ning trc ché tuong tac IL-8/CXCR2 va trc ché
tang sinh té bao ung thu qua trung gian IL-8 clia cac chét tiém
nang bang thir nghiém in vitro.
c. Nhirng dong goép méi ctia nghién ciru

Dé tai di xdy dung cac mé hinh sang loc in silico theo cach
tiép can dua trén cAu trac protein phirc hop va théng tin twong tac
tai cac acid amin quan trong & vi tri orthosteric va allosteric trén
muc tiéu IL-8 va thy thé CXCR1/2. Qua d6, xac dinh 21 chét gan
két t6t nhat trén thu thé CXCR2 cling nhu dy doan cac dac tinh
dugc dong hoc va doc tinh. Panh gia hoat tinh bang thir nghiém
in vitro thu dugc cac ing vién c6 kha trc ché gin két IL-8/CXCR2
va (rc ché tang sinh té bao ung thu tuyén tién liét LNCaP qua
trung gian IL-8, 1am co s& cho viéc nghién ctru cac tic nhan diéu
tri ung thu hudng dich.
d. Bo cuc ciia luin 4n

Luan an c6 124 trang dugc trinh bay day du cac phan theo
quy dinh, gdm Pt van dé (02 trang), Téng quan tai liéu (31
trang), P6i twong va phuong phap nghién ciru (20 trang), Két qua
(34 trang), Ban luan (34 trang), Két luan (02 trang), Kién nghi



(01 trang). Luan 4n gdm 33 bang va 57 hinh, 186 tai liéu tham
khao gdm 2 tai liéu tiéng Viét va 184 tai lidu tiéng Anh, 17 phu
luc va 3 bai bao dinh kém minh hoa cho két qua qua trinh thyuc
hién nghién ctru.
2. TONG QUAN TAI LIEU
2.1. Su twong tac IL-8 va thu thé CXCR1/2

Céc nghién ctru trude day di dé xuit mot co ché tuong tac
giita IL-8 v6i CXCR1/2 tai vi tri hoat dong gom gitra vong N cua
IL-8 véi ddu N cia thu thé (vi tri 1) va giita dau N cua IL-8 va
cac acid amin ¢ vong ngoai bao cua thu thé (vi tri 2). Hon nira,
thong tin twong tac tai vi tri 2 da duoc xac dinh rd trong cong bd
cia cac nhom tac gia Ishimoto (IL-8/CXCRI1) va Liu K
(IL-8/CXCR2). Diac biét, cac nghién ctru trén cling ghi nhan
nhitng acid amin quan trong tham gia gin két tai vi tri nay thong
qua thtr nghiém dot bién diém. Cac dot bién trén Glu4, Leu5,
Argb6 cua IL-8, Tyr188, Arg203, Asp265 cua CXCRI1 va Tyr197,
Arg208, Arg212, Arg278 ctia CXCR2 khi duoc thay thé bang Ala
cho thiy sy giam 4i luc gin két giita IL-8 va thy thé.
2.2. Nghién ctru sang loc in silico

Thiét ké thudc c6 sy hd trg cia may tinh hay con goi la
nghién ctru in silico c6 thé dugc phan loai thanh thiét ké thudc
dwa trén cau tric, phdi tir va thiét ké de novo. Trong thoi gian gan
day, sO lugng cau trac 3D protein voi do phan giai cao cong bd
ngdy cang nhiéu nén thiét ké dua trén cau tric duoc quan tim va
phat trién manh. Cach tiép can dua trén céu trac thuong bao gém

mo hinh pharmacophore, docking phan tir, m6 phong dong luc
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hoc phan tir va ning luong gin két tyr do.
2.3. Thir nghiém danh gia hoat tinh in vitro
2.3.1. Thir nghiém danh gia twong tic protein-phéi tir

Trong cic phuong phap d4nh gia su tuong tac lién quan dén
IL-8/CXCR1/2, thir nghiém ELISA dugc chon cho nghién ctou
sang loc hién tai boi uu diém do nhay cao, kha nang lap lai tdt,
khong yéu cau phuc tap hay thiét bi dét tién va sy sin c6 cta bd
kit thwong mai.
2.3.2. Thir nghiém danh gia hoat tinh trén té bao ung thw

Thir nghiém do ludng kha ning tang sinh cua té bao ung thu
vé6i thube thir MTT (mudi tetrazolium bromid) hién 1a mot trong
nhitng phwong phap duoc sir dung rong rii nhit véi cac wu diém
gém béan chét khong phong xa, thyc hi€n nhanh, cé gia tri dinh
lwong va do nhay cao (c6 thé phat hién 200 té bao/giéng).
2.4. Céc nghién ctru lién quan dén dé tai

Phan 16n nghién ctru in silico tim kiém cac phan tir nho trc
ché tuong tac IL-8/CXCR1/2 da cong bd theo cach tiép can dua
trén phdi tir tai vi tri allosteric bdi thong tin tuong tac tai vi tri
orthosteric chua dugc xac dinh rd. Cac chét d6i khang CXCR1/2
allosteric dugc dung dé tao dic tinh pharmacohore va mo hinh
tuong dong CXCR2 nham dy doan cach thirc gin két giita thy
thé véi cac chat tiém nang trong docking phan tir. Tuy nhién, mo
hinh tuong dong dugc ghi nhan thiéu d¢ chinh xac so véi cu tric
NMR hodc X-ray. Ngoai ra, & hai nghién ctru ciia cac nhom tac
gia Thai Khic Minh hay Lé Minh Tri khong thuc hién mé phong

ddng hoc phan tir & danh gia kha ning tuong tac cia cac phdi tir



theo thoi gian va trong diéu kién cu trac muc tiéu linh dong,
cling nhu chwa tién hanh thir nghiém in vitro & chimg minh hoat
tinh sinh hoc thuc sy ctia nhitng chat tiém ning nay.

3. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Vi tri hogt dgng Vi tri di lip thé
(wrthosteric) allosteric,
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Hép thu, pha uyén hoa,
thai trir vii dge tinh

Thik nghi§m hogt tinh irc ché
twong tic 1L-8 & thy thé

Thur nghigm ire ché
ting sinh t6 bio ung thir

Hinh 2.1. Tém tét so d6 nghién ctru sang loc dua trén cAu trac

3.1. Phwong phap nghién ciru in silico

Bén céu tric phirc hop lién quan IL-8 va CXCR1/2, c6 ma
PDB 1a 8IC0 (3,41 A), 6LFO (3,41 A), 6WZM (2,28 A) va 6LFL
(3,2 A) duoc chon dé xay dung mé hinh pharmacophore, gén két
docking phan tir, m6 phong dong luc hoc phén tir va tinh nang
luong gin két ty do. Dong thoi, co s¢ dir liéu gdm ngan hang
thubc, ZINC, NCI, tap hop chat phan 1ap ndi bo ciia Bo moén Hoa
Duoc vatap chét chuén Vién kiém nghiém duoc sir dung cho muc

dich sang loc.



3.2. Phuwong phap danh gia hoat tinh in vitro
3.2.1. Panh gia kha niing trc ché twong tic IL-8/CXCR2

Kha ning trc ché tuong tac IL-8/CXCR2 cua chat thir duoc
xéc dinh bang phuong phap ELISA véi cac budc thyuc hién theo
hudng din ciia nha san xuét bo kit thir nghiém RayBiotech. Mau
thir gom hdn hop dung dich chat thir va IL-8 dugc pha véi dung
dich dém 1X dé c6 cac nong do cudi cua chat thir trong mdi giéng
do 1a 100; 10, 1; 0,1 va 0,01 uM va cia IL-8 1a 1X. Song song,
chuan bi cac mau khac gdm mau trang thir (hdn hop dung dich
gidng mau thir nhung thay chat thir bang dung méi DMSO), mau
ching duong (dung dich IL-8 1X) va miu tring chimg (dung dich
dém 1X). Phan trdm trc ché gén két IL-8/CXCR2 (% BI) x4c dinh

theo cong thurc:
(ODryr — ODy)

— x 100
(0Dcp = ODryc)

% BI =

Trong d6: ODp, 0Dy, ODgrr, ODpye 14n luot 12 mat do quang
ctia chirng dwong, mau thir, miu tring thir va mau tring ching.
Lap do thi twong quan giira % BI theo ndng do chit thir va
xac dinh ndng do ctia chét tiém nang ma tai d6 tc ché 50% kha
ning gan két IL-8/CXCR2 (ICs).
3.2.2. Panh gia kha niing trc ché ting sinh té bao ung thwr qua
trung gian IL-8
Nubi cdy cac dong té bao ung thu gdm Hela, A549, MCF-7,
LNCaP, HT-29, HepG2 & méi truong thich hop dén mat do 3x10*
té bao/mL. Nap té bao vao giéng, thém IL-8 va/hodc chat thir dé

c6 cac nong do cuodi can khao sat trong moi gieng (Hinh 2.6).
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Hinh 2.6. Tém tat thir nghiém danh gia kha ning trc ché ting
sinh té bao ung thu do IL-8 cam ting
Phan trim té bao séng (%TBS1) khi c6 IL-8 dwoc xac dinh:
(ODhg — ODtréng)
(ODpc; — ODtra'ng)

Trong d6: ODy31, ODpcq: mét do quang khi xt 1y vaéi IL-8, PBS

%TBS; = x 100

va ODypgpg: mat d§ quang ciia mdi trudng nudi cy té bao.
Phan trim té bao séng khi c6 dong thoi IL-8 va chat thir

(quy dbi theo ty 18 TBS1 do IL-8 cam tng) dugc xac dinh:
(ODtha2 — ODtré'ng)
(ODpc — ODtré'ng)

Trong d6: ODyp42, ODpcy: mat dd quang khi xit 1y voi IL-8 va

%TBS, =

X %TBS,

chit thir, IL-8 va DMSO, OD¢r4ng: mat do quang ctia moi trudong.
Phan trim té bao séng (%TBS3) khi chi co chat thu

(khéng hién dién IL-8) dugc xac dinh thong qua cong thirc:
(ODhas — ODtréng)
(ODpc3 — ODtréng)

Trong d6, ODyp 3, 0Dpcs: mét dd quang khi xtr 1y véi chat thir,

%TBS; = x 100

DMSO va ODygpg: mét do quang cuia moi trudng nudi céy.



Hiéu qua trc ché ting sinh té bao ung thu qua trung gian
IL-8 duoc xac dinh théng qua ty 18 té bao séng %TBS, giam so
v6i %TBS; 16n hon ty 1¢ doc té bao ctia chat thir, c6 nghia 14
(%TBS: - %TBSz) > (100 - %TBS3).

4. KET QUA

4.1. Sang loc in silico tai vi tri hoat dong (orthosteric)

4.1.1. M6 hinh 3D-pharmacophore

Cac mo6 hinh 3D-pharmacophore da xay dung trong nghién ctru
dugc biéu dién bang 5 diém dic tinh nhu Hinh 3.1, 3.2 va 3.3.

PhIL8-CXCRI1 PhCXCRI-ILS

,Q'"" ‘L/

@ - €

PhIL8-LY3041658-S1

Hinh 3.1, 3.2 va 3.3. Cac m6 hinh pharmacophore
Ghi chi: Hyd (xanh 14): Tuong tac ky nude, Acc (xanh duong):
Nhom nhan lién két hydro, Don (tim): Nhom cho lién két hydro,
Ani (vang): Nhom tich dién am, Cat (cam): Nhom tich dién



duwong. Khoang cach giita cac diém pharmacophore do bing
angstrom (A).
4.1.2. M6 hinh gan két docking phén tir

Mo hinh gin két docking phén tir x4c dinh dua trén céc acid
amin tham gia twong tac, véi ban kinh khoang gin két méo rong
10 A dé bao phii cac acid amin trén va dugc mo ta nhu Bang 3.1.

Bang 3.1. Tém tit cac md hinh docking phan tir
M&é hinh Khoang gin bao Vi tri caa acid
docking phén tir  phii acid amin amin trén protein
D-IL8-CXCR1/2 Lys3, Glu4, Leu5, Pau N va vong 30s
Arg6, Gly3l va cuallL-8

Pro32
D-IL8- Leu5, Arg6, 1le10, Dau N, vong lap N
LY3041658 Tyrl3, 1le4d0 va vasoifp3 cuall-8
Leu49

D-CXCR1-IL8 Tyr188, Arg203, Mién xuyén mang 7
Asp265, Arg269 va vong ngoai bao 4
va Glu291 cua CXCR1

D-CXCR2-1L8 Tyrl97, Thr204, Mién xuyén mang 5,
Arg208, Arg212, 6 vavong ngoai bao
Arg278 va Thr285 2, 3 cia CXCR2

4.1.3. Sang loc in silico qua cac mo hinh xay dung

Tdng sb chat théa mod hinh pharmacophore cho cac chat gin
két trén IL-8 1a 11.534 cht, trong khi d6 mé hinh cho cac chit
gin két trén CXCR1 va CXCR2 v6i sb chit thoa 1an luot 14 1.636
va 1.143. S6 chat dock thanh cong & mdi mo hinh docking phan
tir déu chiém ty 18 rat cao (> 85%). Pong thoi, theo sy phan bd
khoang diém sb docking cua cac chat dock thanh cong, mo hinh
tim kiém chat gin két 1én CXCR2 cho thiy ty 1& chét c6 diém sb
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docking < —20 kJ.mol! cao hon so v4i cac md hinh con lai.
Nghién ctru tiép tuc chon cic chat c6 diém sé < —20 kJ.mol”' va
tuong tac véi cac acid amin quan trong trong mdi khoang gin
két. Theo do, tong s6 chat gan két t6t trén IL-8, CXCRI1 va
CXCR?2 lan lugt 1a 19, 19 va 35 chat.
4.1.4. M6 phéng dong luc hoc phin tir va tinh toan ning
lwong gin két tw do

Mo phong dong luc hoc phéan tir 100 ns duoc tién hanh cho
35 chit c6 tiém ning gan két trén muyc tiéu CXCR2. Két qua ghi
nhéan 19 chét c6 gia tri RMSD nhd hon hoac tuong ty protein tu
do, RMSF tai cac acid amin quan trong nhu Tyr197, Arg208,
Arg212, Arg278 < 2 A va ty 1¢ hinh thanh lién két hydro > 50%
v6i it nhit mot acid amin quan trong cia CXCR2. Nhu vy, 19
chat nay c6 kha ning tao phirc hop 6n dinh va cach thirc gin két
t6t hon tai vi tri hoat dong cia CXCR2 so voi cac chat con lai.
Ngoai ra, nang lugng tu do gan két cia 19 phéi tir tiém nang trén
déu c6 gia tri am, véi AG gsn ke dao dong tir —49,04 + 11,06 dén
—13,25 + 5,25 kcal.mol ™.
4.1.5. Phan tich hip thu, phan bd, chuyén héa, thai trir va
doc tinh (ADMET)

Trong 19 tg vién tiém nang sau qua trinh MDs, mét s6
chat da duoc sir dung trén 1am sang nhu DB14726, DB11986,
DB11963, DB08881, DB00619, cefazolin va cefixim, v4i tinh
chét duoc dong hoc va doc tinh da xac dinh rd. Do vay, nghién
ctru chi tién hanh du doan ADMET cua 12 hop chat con lai. Phan

16n cac chit co kha nang hip thu qua duong tiéu hoa tot (trir
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ZINC08426491, ZINC02200774, ZINC14657633, 7-ADCA) va
khong thdm qua hang roa mau ndo (trir chrysin 1a). Pa phan cac
chat duoc ghi nhan 13 co chét ctia P-gp va chét trc ché cua it nhat
mot trong 5 enzym CYP450 chinh gdbm CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6 va CYP3A4. Ngoai ra, 2/12 hop chit du doan
gay doc tinh trén gan (ZINC02200774) va doc té bao (DB15327).
4.2. Sang loc in silico tai vi tri di 1ap thé (allosteric)
4.2.1. M6 hinh 3D-pharmacophore

Mo hinh pharmacophore (mé hinh A) gdm nam dic tinh,
d6 1a tuong tac ky nuée (F1), nhém cho/nhén lién két hydro (F2),
nhom nhan lién két hydro (F3) va 2 nhém cho lién két hydro
(F4, F5). M6 hinh A duoc tién hanh danh gia va két qua mo ta ¢
Bang 3.7. Sau qua trinh tinh chinh thu cong bang cach bd sung
cac diém thé tich loai trir cling nhu dung sai khong gian cia cac
dic tinh thu dwoc mé hinh B (PhCXCR2-EBX) véi két qua danh
gi4 t6t hon (Bang 3.8). M6 hinh B (PhCXCR2—-EBX) va su giong
hang trén thy thé CXCR2 nhu Hinh 3.21.

Bang 3.7 va 3.8. Két qua danh gia mé hinh A va B
D A Ht TP FN  Se Sp  Piém  EF

GH
M6 hinh A
296 8 52 5 47 0,625 0,837 0,19 3,56
Mo hinh B

296 8 14 4 10 0,5 0,965 0,33 10,57
Ghi chu: D: tap chét sir dung danh gia mé hinh, A: s6 chét c6 hoat

tinh, Ht: téng s6 chét sang loc dugc, TP: s6 chat sang loc c6 hoat
tinh, FN: s6 chat sang loc khong hoat tinh, Se: d6 nhay, Sp: d6
dic hiéu, GH: diém GH, EF: hé s6 1am giau.
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Hinh 3.21. M6 hinh B va su giong hang 1én CXCR2
4.2.2. M hinh gin két docking phan tir
M6 hinh gin két docking phén tir D-CXCR2-EBX duoc
xéac dinh dua trén cac acid amin cua thy thé CXCR2 tuong tac
v6i phdi tir EBX, gdm Val69, Val72, Ile73, Ser81, Thr83, Asp84,
Tyr314, Lys320 va Phe321 (Hinh 3.22A).

(B)

Hinh 3.22. M6 hinh gin két docking phan tir (A) va
10 cau dang redocking ctia EBX trong khoang gian CXCR2 (B)
Tién hanh budc danh gia mé hinh nay bang cach docking lai
(redocking) chét rc ché tham chiéu EBX vao khoang gin két. Két
qué ghi nhan 10 cdu dang ctia phdi tir nim tron trong khoang gan
két (Hinh 3.22B), diém s6 docking dao dong tir 25,23 dén
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—23,82 kJ.mol" va tit ca gia tri RMSD < 2 A. C4u dang t6t nhat
1a EBX1 véi diém sé docking va gia tri RMSD lan luot 1a —25,23
kJ.mol"! va 1,658 A.
4.2.3. Sang loc in silico qua cac mo hinh xay dung

Két qua sang loc thu dugc 9.450 chit théa md hinh
PhCXCR2-EBX. Tiép dén, 96,5% chat dock thanh cong va
khoang phan bd diém sb docking (20 dén —10 kJ.mol") chiém
ty 1¢ cao nhét véi 67,9%. Trong d6, dua trén Kkét qua “redocking”
phéi tir dong két tinh, co 108 chét véi diém s docking nhoé hon
—25,23 kJ.mol™. Dic biét, 2 chat tiém nang nhat, ZINC77105530
va ZINC93176465, hinh thanh twong tac voi nhiéu acid amin
trong khoang gin két hon EBX.
3.2.4. Mo phéng dong luc hoc phin tir va tinh toan ning
lwong gin két tw do

Két qua MDs hai chét tiém niang va phdi tir tham chiéu

EBX duoc thé hién nhu Hinh 3.24 va Hinh 3.25.

m w

RMSD (A)
RMSF(A)

Hinh 3.24. Két qua MDs ctia phitc CXCR2/ZINC77105530
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Hinh 3.25. Két qua MDs ctia phitc CXCR2/ZINC93176465
(A,B) RMSD va RMSF cta CXCR2 trong phuc véi EBX va
ZINC77105530 hodc ZINC93176465, (C) Hinh anh xép chdng
céu dang phdi tir trong khoang CXCR2 tai thoi diém 0 ns (xanh
14), 50 ns (cam) va 100 ns (xanh duong), (D) C4u dang tuong tac
cua ZINC77105530 hoac ZINC93176465 tai 100 ns.

Thong qua RMSD, RMSF va kha ning tao tuong tac
trong khoang CXCR2, cac phtrc hop trén cho thiy sy gin két on
dinh theo thoi gian. Bén canh d0, két qua tinh toan ning lugng
gan két ty do clia ba phic hop CXCR2 véi ZINC77105530,
ZINC931765, EBX ghi nhan lan lugt 1a —46,4 £ 9,89 kcal.mol ™,
—36,57 + 4,35 kcal.mol™! va —45,16 + 7,61 kcal.mol ™.

3.2.5. Phan tich ADMET

Cac thong ) Iy héa va dac diém duoc dong hoc cua
EBX, ZINC77105530 va ZINC931765 déu nim trong pham vi
t6i wru, cho thay ca hai ing vién tiém niang nay c6 dic tinh giéng

thudc, sinh kha dung duong udng tdt, it nguy co twong tac thude
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va d& tong hop. Ngoai ra, doc tinh cta cac chat duoc thé hién qua
gia tri LDso, thudc khoang 1.000 —2.000 mg/kg, doc tinh thap tuy
nhién c6 thé gay hai khi ding bang duong udng.
Tém tit két qua ciia phan nghién ciru in silico

Két qua sang loc in silico cac chét tiém nang trc ché tuong
tac IL-8/CXCR1/2 duoc tém tat nhu Hinh 3.27.

[ Céu triic protein (ma PDB) } [ Thur vién hop chat }
v

Co 50 dir ligu 81CQO, 6LFO, 6WZM, 6LF| DB, ZINC, NCI, HCPLNB, CCVKN

V1 tri hoat djng Vitri di lap thé

Vi tri gan két
I | _
Muye tiéu [thy thé oxCRY [ 18 ] fri thé cxCry) [Thy Thé CXCR2
MG hinh 3D-

pharmacophore [1.636;11511 [11,5;4“,51] (1143 ehic (.450 chit )

(DB, ZINC, NCI)

Docking phan tir l _ { - J _
(FHCPINB& (1696 chit | (11431 char | [1.326 chit
CCVKN)

. v ¥
Bbiém so docking 7 4 123 chat
t 43 chat cha
£ e [owi) (o]
t

Tuong tac vai r . Ll
céic aa quan trong @
Mo phong dgng

lyre hoc phan tir
Ning’luqng g;in

két tr do

Phin tich ADMET

i
DB15327 DBI11830 ZINCO8426491 Acid galic | | ZINC77105530
DB14726 DB11740 ZINC02200774 Acid usnic| | ZINC93176465
P DBI12121 DB08881 ZINC14657633 7-ADCA
[‘lfé‘;fl:;’; DB11986 DB00619 Chrysinla Cefazolin

DB11963 Acid diffractaic Cefixim

Hinh 3.27. Tom tit két qua nghién ctru sang loc in silico
Ghi chit: *chat co diém s docking nho hon phdi tir dong két tinh
EBX (—25,23 kJ.mol™) va so sanh kha ning tuong tac voi EBX.
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3.3. Két qua thir nghiém danh gia hoat tinh in vitro

3.3.1. Panh gia kha niing trc ché twong tic IL-8/CXCR2
Nghién ciru chon 16 chit tiém ning tir sang loc in silico cho

thir nghiém danh gia ¢ ché tuong tac IL-8 va CXCR2 (5 chat

thudc thu vién ZINC khong tim dugc nha cung cép).

Bang 3.13. Két qua danh gia trc ché tuong tac IL-8/CXCR2 ctia

cac chét thir nghiém tai nong d6 100 uM

STT  Chat thir Tén khac % trc ché twong tic

nghiém IL-8/CXCR2
1 DB11986 Entrectinib 92,01 +2,98
2 DB11830 Mocetinostat 90,60 + 3,02
3 DB14726 Dabigatran 58,39 + 3,38
4 Chrysin la Tectohrysin 52,36 +6,10
5 Cefixim — 43,81 + 3,83
6 DB11740 Adavosertib 43,59+ 3,61
7 Acid gallic - 35,59+ 1,24
8 Acid - 34,66 + 4,24

diffractaic
9 Acid usnic - 30,17 £2,83
10  Cefazolin — 25,20 £ 6,24
11 7-ADCA Acid 7- 22,14 £ 5,02
aminodeacetoxy
cephalosporanic

12 DBI11963 Dacomitinib 13,88 £ 2,50
13 DB00619 Imatinib 8,19+ 1,40
14 DBI15327 Abivertinib 4,87 + 1,49
15 DBO08881 Vemurafenib 2,79 +£ 3,08
16 DBI12121 Entosplenib 1,70 £ 0,45

Ba chét c6 ty 1& trc ché gin két IL-8/CXCR2 ¢ 100 pM
cao nhat, dugc khao sat thém hoat tinh theo ndng d6 (Hinh 3.28).
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(B)

N~

s S
HN WS NJ‘.\ oH 302 4 llvl 2 3
HN = e log [Mocetinostat| (uM)
Dabigatran =
(©) 1pp- 105y=5,69% 1,89 pM M) g9, 1C5,=23,24 £ 8,44 uM

3 -2 -1 0 1 2 3 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
log [Entrectinib] (nM) log [Dabigatran| (pM)

Hinh 3.28. Hi¢u qua tic ché tuong tac IL-8/CXCR2 cua ba chit
tiém ning theo nong do

3.3.2. Panh gia kha ning e ché ting sinh té bao ung thw
qua trung gian IL-8

O bué6c khao sat IL-8 kich thich ting sinh 6 dong té bao,
nghién ctru ghi nhan ty 1é ting sinh cao nhét 19,68% trén dong
ung thu tuyén tién liét LNCaP véi nong do IL-8 100 ng/mL,
72 gid so voi cac té bao con lai, nén két qua nay dugc lya chon
trong thir nghiém tiép theo. Ddng thoi, 9 chat vai ty 18 trc ché gan
két IL-8/CXCR?2 tt nhét tai ndng do 100 uM (Bang 3.13) duoc
str dung dé danh gia kha nang trc ché ting sinh té bao LNCaP qua
trung gian 1L-8 véi két qua nhu mé ta & Hinh 3.30.

Céc chét entrectinib, mocetinostat va adavosertib giam

gan nhu hoan toan sb t& bao sng ¢ nong d6 100 pM khi hién
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dién hay vang mit IL-8, thé hién kha ning trc ché hoan toan sy
tang sinh cling nhur gy chét té bao xap xi 100% (Hinh 3.30B,
3.30C va 3.30D). Dong thoi, sy ting sinh ctia cac té bao LNCaP
do IL-8 thuc day ciing da giam khi xir I té bao bang dabigatran,
tectochrysin va cefixim (Hinh 3.30A, 3.30E va 3.30I). Tuy
nhién, viéc bd sung cac chét nhu acid diffractaic, acid gallic va

acid usnic hau nhu khong loai bo ting sinh do IL-8 gy ra.

004
5o
a0

% Té bito song

0k
DCENT IL8 [L-8+ DCMOC IL-S IL-8 + DCADA 11§ L8+
ENT MOC ADA

2
3
=
B

0
DCDAB 118 L8+
DAB

% Té bito séing

DCDIF 18 L8+
DIF

Hinh 3.30. Tac dong ctia IL-8 100 ng/mL va/hodc cac chét thir
nghiém tai ndng d6 100 pM 1én su sng sot té bao

Ghi chii: BC: Déi ching, DAB: Dabigatran, ENT: Entrectinib,
MOC: Mocetinostat, ADA: Adavosertib, TEC: Tectochrysin,
DIF: Acid diffractaic, GAL: Acid gallic, USN: Acid usnic, CEF:
Cefixim. (*p <0,05 so vi BC, *p <0,05 so vdi IL-8, ns: p >0,05).
Theo d6, nghién ctru chon sau chét tiém nang nhét c6 tac

dung trc ché sy ting sinh té bao LNCaP dé xac dinh thém tac

dong nay theo néng do, gém entrectinib, mocetinostat,
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adavosertib, dabigatran, tectochrysin va cefixim. Kha nang tc
ché ting sinh té bao qua trung gian IL-8 cua cac chét dugc thé
hi¢n nhu Hinh 3.31 va Hinh 3.32.

o —— oy —
B 120 B e 2 1o
< 100 % 10
Z w0 s
= o =z o
B 1 = a0
BT =
o T
ILS (agiml) 100 100 100 100 100 100 TS mgml) 100 100 100 100 100 100 1L (ngiml) 100 100 100 100 100

Mocstinosat M) 0 001 0,05 0075 0.0 05 Fotrectinib (M) 0 001 008 00 05 1 Adavoscrtib (M) 0 001 005 0075 01

ns
[ —]

LTS o El

“Z 100 L z

g s K

= o e z

= =

£ o =
o aa

1L ng/ml) 100 100 100 100 100 100 IL8 (agiml) 100 100 100 100 100 100 L8 (ng/mL) 100 100 100 100 160 100
Dabigatran (M) 0 0,1 85 1 5 10 Tectochrysin (uM) 0 125 25 50 10 200 Cefixim M) 0 25 S0 100 200 400

Hinh 3.31. Ty 1¢ té bao sdng do tac dong IL-8 va 6 chat thir

140 140 140
g 120 —A 120 s 1204
3 10 — = 5 100 e — % 1004
R s s e F N0
2 = Z
= e 2 Z o
ol = a0 = w0
T & a0 £ 20

o n o g

DMSO 001 005 0,075 0.1 05 DVISO 0,01 008 01 08 1 DMSO_001 808 0,075 0,1

Macetinostat (M) Entrectinib (uM) Adavosertib (aM)

140 e 140 140
0] ———— X1 . g
3 100 - 2 100 F 100 o e
2 w0 . R s s
S 1 = e
= W = = .
F T 3 < £ 20

o = - 0t

DMSO 00 05 1§ 10 DMSO 12,5 25 S0 100 200 DVSO 25 50 100 200 400

Dabigatran (uM) Tectochrysin (uM) Cefixim (uM)

Hinh 3.32. Ty 1é té bao sdng do tac dong cuia 6 chit thir nghiém
Co thé théy mocetinostat (0,075 — 0,1 uM), entrectinib

(0,5 uM) va dabigantran (10 uM) wrc ché ting sinh té bao LNCaP
va khong gay doc té bao, trong khi adavostertib (0,05 — 0,1 pM),
tectochrysin (50 — 200 uM) va cefixim (100 — 400 uM) co6 tac
dung chéng ting sinh dong thoi ciing gy doc té bao.
5. BAN LUAN
5.1. Sang loc in silico tai vi tri hoat dong (orthosteric)

Tuong téc protein-protein (PPI) 1a trung tim cia tat ca qua

trinh sinh hoc va 1a myc tiéu hap dan dé kham pha va phat trién



20

thudc. Phén tich bé mit twong tac cho thay chi nhimng acid amin
quan trong hay con goi “diém nong” (hot-spots) dong goép chinh
cho ning luong gan két. Do d6, mic du bé mit PPI tuong dbi 16n
nhung viéc thiét ké dya trén cac “diém nong” rat phi hop véi nhu
cau kham pha cac chat phén tir nho @c ché PPI véi do chon loc
va do dac hiéu cao. Tuong tac IL-8 va thy thé CXCR1/2 duoc
chimg minh ¢6 lién quan mat thiét dén bénh 1y viém va ung thu.
Pé tim kiém cac thudc phan tir nhd Gc ché tuong tac
IL-8/CXCR1/2, nghién ctru hién tai budc dau xay dyng md hinh
3D-pharmacophore dua trén ciu trac phirc va thong tin PPI véi
cac “diém noéng” trén bé mit twong tac. Pay 1a co so can thiét
cho hudng tiép can méi cua d& tai so voi cac nghién ctru trude
day vé thiét ké va tong hop thude cau triic sinh hoc c¢6 ngudn gbe
tir IL-8 hay CXCR1/2 dé wrc ché tuong tac gitra chemokin va thu
thé. Theo d6, bang cach “bat chudc” cac acid amin quan trong
trén IL-8 hay thy thé CXCR1/2, nghién ctru di thu dugc cac mo
hinh sang loc hop chat v4i dic tinh hoa hoc va khong gian phu
hop dé gin két trén muc tiéu IL-8 hodc CXCR1/2.

Sang loc qua nhitng mé hinh da xay dung thu dugc cac ung
vién c6 kha ning gin t6t voi IL-8 (19 chat) hay CXCR1 (19 chat)
hodc CXCR2 (35 chat). Két qua nay chimg minh khi da biét vi
tri ma phan tir nho cn nhidm t6i, viéc dinh huéng khoang gin
hop ly sé tao diéu kién thuan loi dé sang loc cac phéi tr c6 kha
nang lién két hidu qua va chon loc véi protein muc tiéu so véi
docking mu nhu trong nghién cttu cuia Boreak va cong su (2022).

C6 su théng nhét gitra két qua gin két docking phén tir va mo
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phong dong luc hoc phan tir trong viéc du doan 19 Gng vién co
kha ning tao phirc hop on dinh, cach thirc twong tac va 4i luc gin
két tbt tai vi tri hoat dong cia CXCR2. Trong d6, 6 phdi tir cho
thidy kha ning twong tic t6t nhat, hinh thanh lién két hydro
(> 50%) ciing nhu cac lién két khac (ion, ky nudc) véi tit ca acid
amin quan trong trén CXCR2 (Tyr197, Arg208, Arg210 va
Arg278). Vi 6 chét trén nghién ctru dé xuat mot s nhom chirc
can thiét trén cau tric cta phdi tir c6 kha nang gin két tot véi
CXCR2 nhu mé té 6 Hinh 4.3.

DB11986 DB14726 lIN(U" 00774
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Hinh 4. Cac nhom cdu trﬁc ctia 6 hop chat tiém ning
5.2. Sang loc in silico tai vi tri di 1ap thé (allosteric)

Khac v6i cach tiép can dua trén phdi tir va mé hinh tuong
dong CXCR2 cua cic nhém nghién ciru trude day nhu Ha (2015),
Maeda (2015), Lé Minh Tri (2020) hay Thai Khic Minh (2021),
hai ng vién tiém nang nhat {rc ché twong tac IL-8/CXCR2 tai vi
tri allosteric trong nghién ctru nay gébm ZINC77105530 va
ZINC93176465, dugc xac dinh dya trén cAu trac phtrc hop gitra
thu thé CXCR2 va phdi tir EBX, hién 14 chit c6 hoat tinh trc ché
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chon loc CXCR2 allosteric t6t nhit (ICso 0,62 nM). Uu diém cua
thiét ké thudc dya trén ciu tric c6 thé xac dinh va lya chon thong
tin can thiét trén bé mat tuong tac so voi thiét ké dua trén phéi
tur. Theo do, cac dac tinh ctia md hinh sang loc dugc thiét 1ap thu
cong tai nhitng acid amin quan trong trong ving gan két va khong
phu thudc boi cac tinh chét ¢ dinh cua phéi ta. Su théng nhét
trong cac két qua docking, mé phong dong luc hoc phén tir ciing
nhu ning luong gin két ty do chimg minh ZINC77105530 va
ZINC93176465 gin két t6t trong khoang CXCR2 twong tu chat
tham chiéu EBX. Pong thoi, nghién ctru ghi nhin cau tric
oxalamid ctia hai hop chét trén c6 lién quan dén kha ning trc ché
tuong tac IL-8/CXCR2 tai vi tri allosteric.
5.3. Thir nghiém hoat tinh in vitro
5.3.1. Kha niing trc ché twong tic IL-8/CXCR2

Két qua chting minh entrectinib, mocetinostat va dabigatran
{rc ché su twong tac IL-8/CXCR2 hiéu qua nhét trong thir nghiém
in vitro v6i ICso 1an luot 14 0,29 + 0,1 puM, 5,69 + 1,89 pM va
23,24 + 8,84 uM. DPiéu nay ciing thé hién su twong ddng véi két
qua in silico. Docking phan tir di ghi nhin cac chit nay tham gia
tuong tac va chiém vi tri chinh xac cing mot khoang gin két
tuong tw mo tip ELR cua IL-8 trén CXCR2. Pong thoi, ba chat
trén ciing hinh thanh nhiéu loai lién két v6i cac acid quan trong
cia CXCR2 trong khoang nhu Tyrl97, Arg208, Arg212 va
Arg278 & két qua mo phong dong luc hoc phén tir. Vai tro cua

c4c acid amin quan trong nay véi i luc gin két IL-8/CXCR2 da



23

dugc xac nhén trong nghién ctru ciia Liu K va cong sy (2020).
5.3.2. Kha niing trc ché hoat tinh ting sinh té bao ung thw
Thir nghiém trén 6 dong té bao cho thiy su ting sinh trén té
bao ung thu tuyén tién liét LNCaP cao nhét véi IL-8 100 ng/mL,
trong 72 gid. Két qua nay twong dong véi cac nhoém nghién ciru
khac nhu Lee (2004), Araki (2007), Seaton (2008) hay Guo
(2017). IL-8/CXCR1/2 thuc day hoat dong cuia thu thé androgen
khéng phu thudc androgen duge cho 13 co ché chinh cho sy ting
sinh t& bao LNCaP. Mot s6 nghién ctru ciing chi ra IL-8 c6 thé
gdy tang sinh ciia cac té bao ung thu tuyén tién liét bang cac co
ché thay thé, gdm kha ning diéu hoa sy dich ma va biéu hién cua
gen giy ung thu, cu thé ting biéu hién cyclin D1 qua trung gian
hoat dong két hop cuia tin hiéu Akt/mTOR va MAPK dugc thuc
day boi IL-8 dan dén kich hoat qué trinh dich ma.
Entrectinib, mocetinostat, adavosertib, dabigatran, tectochrysin
va cefixim dugc chitng minh c6 kha nang ngén chan sy tuong tac
IL-8 va thu thé, dAn dén tc ché hoat tinh tang sinh té bao ung thu
tuyén tién liét LNCaP qua trung gian IL-8. Nhitng phat hién nay
c6 thé dong gop vao co so dit lidu cho viée nghién ciru va thiét
ké thudc dua trén ciu tric hudng dén muc tiéu IL-8/CXCR1/2.
6. KET LUAN VA KIEN NGHI
- Xac dinh 21 chat tiém ning trc ché tuong tac IL-8 va thu thé
dua trén cAu truc tai vi tri orthosteric va allosteric tir ngén hang
thudc, ZINC, NCI, tap hop chét phan 13p ndi bd va tap chét chuén
Vién kiém nghiém bang quy trinh sang loc in silico.
- Chirng minh kha ning trc ché tuong tac IL-8/CXCR2 bang thir
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nghiém in vitro cho 16 tmg vién va xac dinh 3 chat tiém ning
nhét 12 mocetinostat, entrectinib va dabigatran véi gia tri ICso lan
luot 0,29 £ 0,10 uM, 5,69 £ 1,89 uM va 23,24 + 8,44 uM.
- X4c dinh 3 chét trc ché tang sinh t& bao ung thu tuyén tién ligt
LNCaP va khong giy doc té bao gdm mocetinosat (0,075 — 0,1
uM), entrectinib (0,5 pM), dabigatran (10 uM) va 3 chét vira trc
ché tang sinh vira gy doc té bao 1a adavosertib (0,05 — 0,1 pM),
tectochrysin (50 — 200 uM) va cefixim (100 — 400 uM).

Qua do, nghién cuu dua ra mot sb kién nghi:
1. Str dung cic mo hinh da xdy dung dé sang loc trén nhitng co
so dir lidu khac va tim kiém thém nhiéu chat méi ¢ tac dung tic
ché muyc tiéu IL-8/CXCR1/2 ciing nhu danh gia mé hinh in silico
tai vi tri orthosteric néu c6 cAu trac chét (e ché phan tir nho cong
b trong thoi gian t6i. Pong thoi, tiép tuc thue hién MD 38 chét
tiém ning gan két trén IL-8/CXCR1 & két qua docking phan t.
2. Mo rong nghién ciru tc ché sy tuong tac IL-8/CXCRI véi
cling thir nghiém ELISA d¢é tim kiém céc chat tiém ning tac dong
kép trén CXCR1/2 hoic str dung mét sé phuong phap danh gia
gin két khac phd bién hién nay nhu SPR hodc FRET.
3. Thyc hién danh gia hoat tinh sinh hoc ctia IL-8 cling nhu nhiing
(g viém tiém ning sang loc dugc trén cac qua trinh khac cua té
bao khéi u nhur di chuyén, xdm 14n va di can hay tién hanh cac
nghién ciru vé co ché ndi bao qua trung gian IL-8/CXCR1/2 lién

quan dén su tang sinh hay cac tac dung ké trén.



