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MO DAU

Dé khang da thudc (multidrug resistance - MDR) duoc nhin nhan 1a mot trong
nhitng van dé chinh thach thac viéc diéu tri thanh cong bénh ung thu cling nhu bénh
nhiém triing & nguoi trong nhiéu thap ky qua. Cac té bao khdi u va cac chung vi khuan
tu bao vé minh khoi sy tan cong cua cac thudc hoa tri bang nhiéu co ché khac nhau,
trong d6 sy dé khang qua trung gian bom nguoc dong mot vai tro rat quan trong [121],
[122], [141]. Bang céch bai xuat nhiéu loai hop chat da dang vé cau tric ra khoi té
bao, c4c protein mang 1am cho su tich liy ndi bao caa thudc giam xuéng thap duéi
nong do c6 tac dung va vi vay gilp cho cac tac nhan gay bénh giam su nhay cam véi
thudc [8], [107]. Trong sé cac protein thuoc hé théng bom nguoc cua ca té bao co
nhan dién hinh va té bao chua c6 nhan dién hinh, P-glycoprotein & dong vat ¢ vi va
NorA & vi khuan 1 hai protein duoc nghién ciru nhiéu nhat, lién quan dén vai trd cua
chding trong viéc chuyén ché thudc ra ngoai té bao [107].

P-glycoprotein cua nguoi (P-gp/ABCB1/MDR1) va NorA cua Staphylococcus
aureus tiép tuc 1a hai myc tiéu thuéc duoc chon cua dé tai nghién ctru nay bai vi tam
quan trong to Ién cia chiing vé mat 1am sang. Vi P-gp, bom nguoc nay vira la protein
khéng muc tiéu (antitarget/nontarget) anh huéng dén duoc dong hoc va doc tinh
(ADMET) cua nhiéu thudc khac nhau [2], vira la protein muc tiéu boi vi sy biéu 16
qua mic cua nd dong gdp cho su dé khang cua ung thu véi hoa tri [186]. Trong khi
d6, NorA duoc biét 12 dong vai tro chinh trong sy phat trién dé khang caa vi khuan
Vvé6i cac khang sinh fluoroquinolon [33]. Mac du ¢6 ciu tric khac nhau, cac bom
nguoc cua dong vat ¢6 vi va vi khuan lai ¢ su tuong dong chat nén da 16n, véi nhiéu
nghién ctru di bao cao cac chat ic ché ca P-gp va NorA nhu verapamil [120], reserpin
[162], piperin [82], capsaicin [79], osthol, curcumin [77], ...

Qua nhiéu thap ky nghién ctu, ba thé hé cac chat uc ché phan tir nho (small
molecule inhibitor - SMI) cua P-gp dugc kham pha va phat trién [136], nhung van
chua c6 thudc nao san c¢d cho muc dich chen P-gp trén 1am sang. Nhitng ly do giai

thich hop 1y dugc dua ra, bao gdm tinh tan kém, tinh dic hiéu kém, tac dung phuy, doc



tinh va tuwong tac duoc dong [19], [160], [176]. Mit khéc, ciing chwa c6 chat e ché
bom NorA nao dugc dua vao thir nghiém trén nguoi [67]. Trong s cac phuong phap
hop 1y dugc dé nghi dé &c ché P-gp, cac thanh phan tir ty nhién nhan duoc nhiéu su
quan tdm bai vi tinh an toan, khong gay doc [173]. Cho vi du, CBT-1 la mot alkaloid
thuc vat loai bisbenzylisoquinolin duoc cdng ty CBA Pharma Inc. phét trién nhu mot
chat trc ché P-gp dung duong udng va cac két qua 1am sang ban dau day haa hen cua
chat nay khi phdi hop véi doxorubicin [126] va paclitaxel [81], [125] d4 khuyén khich
céc nd lyc nghién ciu tiép theo dé tim kiém cac chét trc ché bom ngugc mai, an toan
va hiéu qua. Cung vaéi alkaloid, khung flavonoid ciing dugc xem xét cho hoat tinh Gc
ché P-gp & khdi u cua nguoi [11], [52], [136], [173] va NorA & vi khuan S. aureus
[67], [215]. C4c nghién cau trén nhom cau tric nay da thu dugc cac dan xuat chalcon
cd tiém luc @ ché hai loai bom nguoc [69], [139] va gop phan dinh hudng cho dé tai
thuc hién sang loc, thir nghiém hoat tinh sinh hoc trén tap di liéu gan 100 chalcon
noi bo da duoc thiét ké va téng hop trude d6 véi sy da dang vé cac nhom thé.

Céc phuong phap thiét ké thudc véi sy tro gidp cia may tinh (computer-aided
drug design - CADD) duoc xem 1a mot lya chon kha thi véi chi phi thap, bao gém
thiét ké dua vao cau trdc (structure-based) va dua vao phdi tir (ligand-based), gitp du
doan va 1am sang té cac tuong tac phdi tir - protein trong giai doan sGm cua qua trinh
kham pha thubc [112], [137]. Trong tam cua dé tai 1a xay dung cac mé hinh phan loai
va du doan may tinh gilp giai quyét cac van dé duoc nhin nhan tir cac nghién ciu in
silico da duoc cong bé trude d6 (tham khao Muc 4.1.1 va Muc 4.1.2), bao gém nhitng
nghi van vé kha ning ngoai suy (do dwoc phét trién tir cac tap dit liéu twong ddi nho,
khong dam bao tinh da dang, déng nhat) va nhitng han ché ciia cac md hinh hoc may
don 1é dugc béo céo trong cac nghién ciru nay. Ngoai cac diéu kién danh gia thong
ké chat ché&, kha nang ung dung cia cac ¢éng cu mdy tinh thu dugc con duoc kiém
chang bing cac thir nghiém in vitro trén chung vi khuan chuan biéu 16 qua mac bom
nguoc ciing nhu trén cac chung dé& khang phan lap tir 1am sang. Bang thoi qua do,

c4c ung Vién tic ché bom nguoc tiém niang duoc kham pha.



Vi nhirng ly do trén, nghién ciu nay dugc thuc hién véi muc tiéu xay dung mo
hinh phan loai va du doan cac chat ic ché bom nguoc P-glycoprotein, NorA va ¢ng
dung trong viéc sang loc cac chalcon ¢ kha ning ¢ ché bom NorA cua S. aureus da
dé khéang thudc. DBé dat dwoc muc tiéu nay, can tién hanh bén noi dung sau day:

1. Xay dung cac mo hinh mdy tinh dya trén phdi tir, bao gdm:

e Céc md hinh hoc may don 1¢ va két hop gitip phan loai tot chat e ché, chat
khong trc ché P-gp; va du doan tdt hoat tinh rc ché bom nguoc nay (ICso).

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

e M0 hinh pharmacophore cho cac chét trc ché P-gp manh trong diéu tri ung
thu va md hinh pharmacophore cho cac chat wrc ché NorA nhung khong e
ché P-gp trong diéu tri nhiém trung.

2. Xay dung cac mo hinh may tinh dua trén cau triic (mo hinh twong dong cua P-
gp) va thyuc hién docking phan tir nham xac dinh cic twong tac gin két, ciing
nhu ai lyc gan két ctia phitc hop phéi tir-protein.

3. Sang loc cac chat “hit” 14 nhitng tng vién tc ché P-gp, NorA méi va hiéu qua
tir hai thu vién n6i b va Ngan hang Thubc bang cac cong cu may tinh thu dugc.

4. Panh gia in vitro kha ning e ché bom nguoc NorA cua cac chalcon “hit” ndi
bd, qua d6 1am giam su dé khang véi ciprofloxacin khi phdi hop trén ching S.

aureus SA-1199B (biéu 16 qua muc NorA) va mot sd ching SA 1am sang.



CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Tong quan vé cac bom ngwoc nghién ciru
1.1.1. Téng quan vé P-glycoprotein

P-glycoprotein cua nguoi (P-gp) duoc ma hoa boi gen ABCB1/MDRL1 va duogc
Dano mé ta lan dau tién vao nam 1973 [35]. Pay 14 mét trong nhitng thanh vién quan
trong nhat va duoc nghién ctu nhiéu nhét caa lién ho cac protein chuyén ché phu
thuoc ATP (ATP Binding Cassette - ABC) [177], [220]. Hoat tinh bom nguoc st
dung ning luong, tinh dic hiéu chat nén rong (cac hop chat tu nhién, cac tac nhan
khang ung thu, cac peptid, cac steroid, cac lipid, cac cytokin, thuéc nhuom va céc
ion), cling véi sy phan bé ¢ ca cac mo binh thuong (rudt, ndo, tinh hoan, nhau thai,
gan va than) va khdi u, la nén tang cho cac vai trd cia protein nay trong sinh ly cua
co thé va trong hoa tri liéu [166]. Vi su tham gia vao co ché phong vé tu nhién chéng
lai c&c chat ngoai sinh nhu doc t6 va thudce, P-gp dugc xem 1a mét protein khdng muc
tiéu (antitarget/nontarget) trong qué trinh khdm pha va phat trién thuéc, ciing véi kénh
kali hRERG (human ether-a-go-go related gene), hé thong céc enzym cytochrom P450s
va thu thé trong nhan PXR (pregnane X-receptor) [62], [182]. Viéc chen P-gp bang
c4c chat tc ché (vi du ketoconazol) c6 thé 1am thay doi nong do trong mau cua cac
thudc sir dung chung (vi du terfenadin) hoic cua chat chuyén hda, dan dén cac tuong
tac thudc - thude va céc tac dung duoc Iy khdng mong mudn (vi du kéo dai khoang
QT/xoan dinh) [190]. Ngoai vai trd bao vé co thé, P-gp con dong vai tro quan trong
trong hién tugng dé khang da thudc (multidrug resistance - MDR) cua cé4c té bao ung
thu dwa trén kha nang chuyén chd cha dong cac thude gay doc té bao ra ngoai va ciing
dugc xem la mot muc tiéu 1am sang trong hoéa tri liéu [93]. Cac nhom thude khang
ung thu 1a chit nén cua P-gp bao gém anthracyclin (doxorubicin, daunorubicin,
epirubicin, idarubicin), alkaloid dtra can (vincristin, vinblastin, vinoreblin, vindesin),
taxan (paclitaxel, docetaxel), epipodophyllotoxin (etoposid, teniposid), camptothecin
(topotecan, irinotecan) va nhom cac thuéc khac (mitoxantron, trimetrexat,

actinomycin D, methotrexat, colchicin, tamoxifen, imatinib, mitomycin C, amasacrin)



[11]. Sy trc ché P-gp duoc nham dén dé ddi pho véi kiéu hinh MDR ¢ cac bénh nhén
ung thu thong qua viée lam tang su tich lily ndi bao cua cac thudc chat nén va vi vay
lam tang doc tinh té bao cua nhitng thudc nay [15]. Bén canh ung thu, P-gp con duoc
quan tam trong mot sé bénh 1y khac nhu Alzheimer, dong kinh, mat tri lién quan HIV,
viém khép dang thap, ban xuat huyét giam tiéu cau mién dich va lupus ban do hé
théng [136].

V& mit cau trlc, P-gp 1a mét protein xuy@n mang véi khdi luong 170 kDa duoc
tao thanh bai hai ntra ddi xang 1a N tan (N-terminal) va C tan (C-terminal) [150]. Mdi
ntra phan ti chira sau vung xuyén mang (transmembrane domain - TMD), theo sau la
mét ving gin két nucleotid (nucleotide-binding domain - NBD). Cé4c ving xuyén
mang TMD 4, 5, 10 va 11 tao thanh mét khoang gan két thudc cd thé tich 16n khoang
6000 A3 & bén trong, mé hudng Vé ca bao tuong va nira trong cua 1op lipid kép gidp
cho su di vao cua thudc va c6 thé chira it nhat hai chat cing mét Itc (Hinh 1.1) [4].
Ngoai ra, tinh linh hoat vé hinh thé ciing 1a mot yéu t quan trong cho kha niang gan
két va chuyén chd nhiéu chat nén da dang [198]. Cho dén nay, ABCB10 Ia protein
chuyén ché ABC duy nhat ctiia ngudi duoc phan giai dé sir dung cho cac phuong phap
dua vao cu trdc, bén canh cc ciu tric tia X cua mot vai protein chuyén chd ABC
khac c6 nguon gdc tir cac sinh vat chua c6 nhan dién hinh nhu vi khuan va c6 nhan
dién hinh nhu chudt [112], [169]. Dé khic phuc nhiing khé khan do sy khong sin c6
c4c cau trdc tinh thé ba chiéu (3D) & do phan giai cao cua P-gp, cac mo hinh tuong
d6ng cua protein nay da duoc tao ra sir dung cé&c cau tric lién quan da duoc phan giai
lam dia mau. Cho vi dy, cdng trinh nghién ciu gan day cia Ambudkar va cong su da
tiét 16 nhiéu vi tri gan két hoat tinh cho cac chat nén va chat diéu hoa, bao gom mot
vi tri chinh yéu nam trong mét tai 16n linh hoat trong cac viing xuy&n mang va cac vi
tri thir cAp khac, tir su két hop cac phuong phap mé hinh hoéa tuong déng (homology
modeling), docking phan tir (molecular docking), dot bién diém dinh huéng (site-

directed mutagenesis) voi cac thir nghiém dya trén té bao va mang té bao [28].
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Hinh 1.1. Cau tric cua P-gp chudt: (A) mit trude va (B) mat sau. Cac domain xuyén
mang va domain gan két nucleotid lan luot dwgc danh du tir TM 1-12 va NBD 1-2.
Ntra N tan va nta C tan lan lugt duoc t6 mau vang va xanh. Cac TM 4-5 va TM 10-
11 tao thanh céc giao dién xoin vao nhau gidp 6n dinh hinh thé hudng vao trong. Cac
thanh ngang dai dién cho vi tri xap xi cua lép lipid kép “Nguon: Aller S. G., Yu J.,
Ward A, et al., 2009 [4].



1.1.2. Téng quan vé NorA

Céac bom nguoc duoc tim thdy ¢ hau hét tit ca céc loai vi khuan va duoc chia
thanh ndm ho dya vao thanh phan, sé luong cac ving kéo dai xuyén man, nguon ning
lrong va chat nén cua ching. Ngoai Ho dé& khang-su hinh thanh nét-phan chia
(Resistance-Nodulation-Division (RND) family) chi dugc tim thiy ¢ vi khuan gram
am; bdn ho con lai 1a Lién ho tro gidp chinh (Major Facilitator Superfamily - MFS);
Lién ho sir dung ATP (ATP Binding Cassette (ABC) superfamily); Ho dé khang da
thuéc nho (Small Multidrug Resistance (SMR) family) va Ho bai xuat chat doc va da
thuc (Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE) family) phan bé rong
khip & ca vi khuan gram duong va gram am. Trong d6, cac thanh vién thudc ho MFS
sir dung ngudn ning luong tir gradient proton dé bai xuat cac chat nén caa ching va
la nhitng bom nguoc quan trong vé mit 1am sang do gay ra hién tuong MDR trén vi
khuan gram duong, bao gdm NorA cua S. aureus [85], [175].

Véi gen biéu 16 qua mic & 43 % sé chang, NorA la myc tiéu dugc nghién ciu
nhiéu nhat trong sé cac bom nguoc gilp bai xuat cac tac nhan khang khuan caa S.
aureus [140]. Gen NorA dugc nhan ban tir nhiém sac thé caa mot ching 1am sang
khang fluoroquinolon va trinh tu nucleotid cia ndé duoc du doan ma hda cho mot
protein véi 12 manh xuyén mang [211]. Do tinh dac hiéu chat nén rong, protein nay
¢ kha ning bom nguoc nhiéu chat nén khac nhau vé ciu trdc, chang han nhu cac
fluoroquinolon than nuéc (vi du ciprofloxacin), cac khang sinh, chat diét khuan khéac
va thuc nhuom (vi du ethidium bromid) [98].

CAu trdc tinh thé cua mét protein chuyén ché thuoc ho MFS 1a EmrD cua
Escherichia coli duoc cong bd nam 2006 [210] va su sap xép cau tric cua né co thé
phan anh cau tric chung cua cac bom MFS, bao gom 12 chudi xoan xuyén man tao
thanh mot cau tric gan két voi 04 chudi H3, H6, H9 va H12 ddi dién phia trong va
cac chudi con lai tao thanh khoang ni tai chira chii yéu cac thanh phan ky nuéc (16i
Ky nuéc) dé chuyén chg cac chat than dau. Cac dac tinh cau tric twong tu cua ho MFS
cling dwoc mo ta gan day (Hinh 1.2) dya trén mot thanh vién khac caa ho 13 Lac,

lactose permease cua E. coli [161]. Viéc thiéu thong tin ciu tric cua NorA va su



tuong tac phan tir cua protein nay véi cac chat ic ché va chat nén da gay nhiéu tro
ngai cho nhitng nd luc nghién ctu dua trén cu trac. Tuy nhién, NorA lai c6 sy tuong
d6ng voi cac bom protein khac cua vi khuan, chang han nhu mot sé6 bom nguoc dic
hiéu tetracyclin cua vi khuan gram am (20-25 %) hay Bmr cua Bacillus subtilis (44 %),
... [119]. Do d6, cac mé hinh twong ddng cua no ¢ thé duoc tao ra dé hd tro cho thiét

ké thudc dua vao muc tiéu tac dong, twong tu nhu P-gp.

Mang té bao

Mang té bao

Hinh 1.2. Gian d6 cau trlc cta ho cac protein bom nguoc dé khang da thuéc MFS
duogc tao ra bang phan mém UCSF Chimera 1.10 tir lactose permease cua E. coli
(LacY) “Nguén: Schindler B. D., Kaatz G. W., 2016 [161].

1.2. Céc chit c ché bom nguec dé khang da thudc

Str dung céc chat ac ché bom ngugc (efflux pump inhibitor - EPIT) nhu P-gp va
NorA 1a mét chién lugc duoc chap nhan rong rai dé khdi phuc sy nhay cam héa hoc
trong diéu tri khang ung thu va khang khuan [3], [78], [130], [178], [215].



1.2.1. Céc chét tc ché P-gp

Cac chit tc ché thé hé 1, 11 va 111 lan luot duoc phat trién qua ba thap ky dua
trén viéc sang loc cac hop chat c6 sin, tdi wu héa phan tir me va tong hop héa hoc,
két hop vai cac nghién ciu tién 1am sang va 1am sang [136].
CAc chat rc ché thé hé |

Nhom nay bao gom cac tac nhan duoc 1y ban dau dugc phat trién cho céc chi
dinh khac nhung sau d6 dugc ghi nhan Ia chat nén kiém chat &rc ché P-gp. Thudc chen
kénh calci chdng cao huyét &p verapamil, chat d6i van calmodulin trifluoperazin, chat
trc ché mién dich cyclosporin, cac thudc tim mach khac nhu quinidin, reserpin va
yohimbin, khang estrogen tamoxifen va toremifen, va khang khdi u vincristin déu
thuoc phan loai nay. Hau hét cac chét nay ciing 1a chat nén cua P-pg, chling twong tac
Vvé6i protein, canh tranh voi cac chat nén khac va dong vai trd nhu cac chat wc ché
canh tranh. Bai Vi tit ca cac chat tc ché thé hé I duoc xac dinh bang cach nay nén rd
rang chdng khdng chon loc va c6 tiém luc kém. Nong d6 tc ché P-gp cia ching dat
dén muac d6 giy doc tinh cao, do d6 nhiéu chat &rc ché nay da thét bai trong cac thu
nghiém lam sang [36].
Cac chat wc ché thé hé 11

Cac chat uc ché thé hé I duoc bién ddi cu tric, cu thé Ia tinh quang hoat
(chirality) cia chiing duoc thay d6i dé 1am vé hiéu tac dung duogc 1y ban dau va qua
d6 giam doc tinh ciia cac chat me. Dexverapamil 1a d6ng phan R cuaa verapamil khdng
c6 hoat tinh trén tim, PSC 833 (valspodar) 12 mot dong dang cuia cyclosporin A khdng
cd tinh chat tc ché mién dich, MS-209 va vai dan xuat hoic déng ding caa cac thude
thé hé I khac duoc xép vao phan loai ndy. Cac chat diéu hoa nay van con giit tinh chat
chat nén cua P-gp va cho thay ai luc thap véi protein. Vi vay, liéu tc ché P-gp cua
chiing nam ngoai giGi han liéu cé thé dung nap. Do sy t6i wu hoa tinh quang hoat, cac
chat uc ché thé hé 11 nay khong con 1a cac chat nén quen thudc cua CYP450 3A4
trong chuyén hda, gip ching canh tranh véi cac thue khang ung thu 1a chat nén cua
P-gp duoc sir dung dong thoi va co su chuyén hoa ciing bi anh huong boi ciing hé

thng. Két qua gay ra cac bién doi dugce dong hoc dang ké, anh hudng dén céc co ché
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chuyén hoa va thanh thai cua cac thuc chat nén mot cach khdng thé du doan, giy
kho khin trong viéc diéu chinh liéu héa tri cho bénh nhan. Tat ca nhitng van dé nay
lam cho cac chit wrc ché thudc phan loai nay khong dugc sir dung [37], [183].

Céc chat wc ché thé hé 111

Ung dung QSAR cho cac k¥ thuat sang loc hiéu nang cao (high-throughput
screening - HTS) va cac phuong phap hoa hoc két hop gilp tao ra cac chat co tac
dung manh hon 10 1an so véi thé hé 1 va I1. Céc chat tc ché thé hé III ¢6 tinh dic hiéu
cao, khong tuong tac vai hé théng CYP450 3A4 va khong doi hoi chinh liéu héa tri
liu. Trong nhém nay, mét dan xuat caa anthranilamid XR 9576 (tariquidar) 1a chat
trc ché P-gp khong duoc chuyén cho, dugc cho 1a wc ché ATPase théng qua twong
tac vai mot vi tri gan két diéu hoa phan biét trén protein. Mac di ¢6 nhiéu trién vong
nhung viéc sir dung chat nay van con bi tri hodn boi vi cac bao cdo doc tinh bat loi
trong cac thir nghiém pha Il ¢ cac truong hop ung thu biéu md phdi. Céc chat khéac
dugc kham phé bai chién luoc nay bao gom VX-710 (biricodar, mot chat diéu hoa
loai cyclopropyldibenzosuberan duoc phat trién boi Eli Lilly Inc.), GF 120918
(elacridar, mot dan xuét acridonecarboxamid dugc phat trién boi GlaxoSmithKline),
OC 144-093, mitotan (NSC-38721), annamycin, R101933, ONT-093 va LY 335979
(zosuquidar) [130].

Nhu vay, hau hét cac chat e ché P-gp thudc ba thé hé dau tién nay da khong
dat duoc muc tiéu dit ra ban dau boi vi mot sb tinh chat bat loi vé tinh tan, tinh dic
hiéu, d6 an toan cling nhu twong tac thuéc da han ché viéc st dung ching trén 1am
sang [19], [160], [176]. Céc chién luoc nghién cttu méi mé ra trién vong cho thé hé
thir tu, nhu cac san pham tu nhién (cam, budi, dau, ...) va bat chudc ty nhién
(flavonoid, alkaloid, coumarin, cannabinoid, taccalonolid, terpenoid, ginsenosid,
polyen, lignan); peptidomimetic (cac chat &rc ché loai peptid, giéng valspodar cua thé
hé thi hai); cac chat hoat dong bé mat (gidng tween, cremophor EL, ...) va lipid

(liposom); va cac phéi tir kép (vira khang khéi u vira diéu hoa MDR) [136].
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1.2.2. Céc chit ¢ ché NorA

Cho dén nay, mét s chat uc ché bom nguoc NorA c6 kha niang khéi phuc tinh
nhay cam cua thubc & céc chung vi khuan dé khang di duoc xac dinh. Trong s6 d6
cd thé ké dén reserpin, verapamil, omeprazol, paroxetin, chlorpromazin, ... 1a nhitng
thudc khdng phai khang sinh nhung ndng d6 can thiét cho hoat tinh EPI ciia ching 1a
quéa cao, dan dén cira s6 tri liéu qua hep [7]. Trong qua trinh tim kiém hon mot thap
ky qua, cac chat uc ché NorA ca ty nhién (flavon, isoflavon, acylat glycosid,
porphyrin phaeophorbid A, kaempferol rhamnosid, ...) va téng hop (cac dan xuat
chalcon, N-cinnamoylphenalkylamid, indol, piperin, pyridin, fluoroquinolon,
phenothiazin, thioxanthen, benzothiophen, macrolid, pyrrolo[1,2-a]Jquinoxalin, ...)
déu dugc bao céo va hau hét ching co sé hitu ndi dbi lién hop [67], [215]. Tuy nhién
hién tai vin chwa c6 chét ic ché bom nguoc vi khuan nao dugc cip phép sir dung dé
diéu tri nhidm tring & ngudi va viéc nghién ctu van tiép tuc [67].
1.2.3. Flavonoid va cac thwr vién hda hoc sin co

Trong bdi canh nghién cau hién tai, mot nhdm cau trac phé bién trong tu nhién
la flavonoid, noi 1én nhu 13 cac tic nhan c6 tiém ning dao ngugc MDR qua trung gian
bom nguoc V6i nhitng vu diém nhu cho tac dung kép (diéu hoa P-gp va hoat tinh
khang khéi u), an toan va co thé duoc xép vao phan loai khéng phai dugc pham thuoc
thé hé thir ba hozc vao thé hé thir tu caa cac chat te ché P-gp [11], [52], [136], [159],
[173], [216]. Ngoai ra, cac flavonoid ciing duoc bao céo 1a c6 hoat tinh EPI chéng lai
NorA cua S. aureus [67], [215]. Cau trdc cia cac chat tc ché loai flavonoid tir ty
nhién dong vai tro 1a diém khai dau dé thuc hién su bién d6i héa hoc, nghién ciu céc
méi quan hé cau tric - tac dung (structure-activity relationship - SAR) hoic méi quan
hé dinh luong cu tric - tAc dung (quantitative structure-activity relationship - QSAR).
Cho vi du, Holler va cong su di cong bd 5 chalcon c6 hoat tinh wc ché NorA trong
tong s 117 chat dwoc thir nghiém vao nim 2012, trong d6 2 dan xuit N,N-
dimethylaminoethoxyphenyl c6 tiém luc tuong dwong reserpin, mot chat e ché bom
d3 biét duoc sur dung dé tham khao trong cac nghién ctru [69]. Hay trong nam 2014,

Ecker va cong su da cong bd mot loat cac chalcon tdng hop méi ciing véi cac két qua
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danh gia hoat tinh sinh hoc kha tét cua nhitng chat nay va chi ra tam quan trong cua
cac nhém cau tric cu thé can thiét cho hoat tinh Gc ché P-gp duya trén céc phan tich
mdi quan hé dinh lwgng cau tric - tc dung hai chiéu va ba chiéu (2D- va 3D-QSAR)
[139].

Ngoai ra, sang loc cac co so dir liéu ¢6 uy tin nhu Zinc, PubChem, ChemSpider,
ChEMBL, NuBBE DB, ChemBank, eMolecules, DrugBank, Binding DB [53] cling
la mét chién lugc hop 1y duoc sir dung dé tim kiém céc chat da biét c6 hoat tinh sinh
hoc mong mubn. Trong mot nghién ciru gan day, Barreca, Sabatini va cong sy da
cong bé ba thudc khdng phai khang sinh da dugc phé duyét 1a dasatinib, gefitinib va
nicardipin c6 kha nang khoi phuc hoat tinh khang khuan cua ciprofloxacin trén céac
chang S. aureus biéu 16 qua mic bom nguoc dé khang da thubc NorA, sir dung két
hop sang loc 40 dya vao pharmacophore trén hai thu vién thudc da dugc phé duyét tir
Selleck va Prestwick, va danh gia sinh hoc [7]. Hay xa hon vao nam 2015, nhém
nghién ctru ching t6i da thuc hién sang loc 4o trén co so dir lidu thudc co truyen
Trung Quéc (traditional Chinese medicine) dé tim kiém céc chat ¢c ché NorA mai
[181].

1.3. Pé khang khang sinh

Viéc sir dung dai tra khang sinh dé kiém soat cac bénh nhiém khuan da tao diéu
kién cho sy phat trién dé khang véi cac tri liéu nay. Theo thoi gian, cac chang vi
khuan khang thubc duoc chon loc qua bdn co ché chinh 1a bién d6i muc tiéu tac dong
[6], bat hoat thudc bang enzym [73], giam hap thu hoic ting cudng bom nguoc [188]
va thanh 1ap mang sinh hoc [68]. Hé qua 1 hiéu qua diéu trj cua khang sinh bi giam,
viéc diéu tri bénh trd nén kho khan, tn kém hoac tham chi that bai.

Tu cau vang S. aureus la nguyén nhan gay ra nhiéu loai nhidm tring khéac nhau
va déng vai trd quan trong trong su dé khang khang sinh. Sy phét trién dé khang
nhanh chéng véi cac khang sinh thong thuong da dan dén hau qua 1a 11 ngan ca tir
vong dugc ghi nhan do S. aureus dé khang methicillin (MRSA) gay ra vao nam 2013
tai My, tham chi vuot xa s6 ngudi tir vong do HIV/AIDS Ia khoang 8 ngan ca [7].
Mt khac, mot khang sinh tiéu chuan dung dé diéu tri nhitng trudng hop nhiém MRSA



13

phtic tap 13 vancomycin dang mat dan hiéu qua ciing boi vi sy dé khang lan rong [7].
Trong danh sach vi khuan dé khéng can wu tién cho nghién ctru phét trién caa WHO
nam 2017, S. aureus khang methicillin, trung gian va khang vancomycin ciing dugc
xac dinh thudc nhém 2 véi mirc d6 vu tién cao do da ting dé khang vai cac khang
sinh hién c6 trong cac bénh phé bién [204].

Trong bdi canh d6, viéc tim kiém cac phuong tién hiéu qua dé khac phuc cac co
ché @& khang khéang sinh hién tai duoc dat ra mot cach cép thiét. Trong do, dong st
dung mét khang sinh véi mot thude cé thé khdi phuc hoat tinh khang khuan day du
la mot chién luge dang dugc xem xét. Vi tam quan trong di biét cua cac loai bom
nguoc ¢ vi khuan trong cac qua trinh khir doc té bao, ching co thé 1a mot muc tiéu
nghién cau dang gia nham tim kiém cac chat maéi gidp giai quyét hién tuong dé khang
khang sinh. Bang cach bai xuit khang sinh ra ngoai, bom nguoc lam giam ndng do
thudc noi bao, gay ra su dé khang khang sinh cua vi khuan va khi hoat tinh bom
nguoc tang thi gia tri ndng do tc ché téi thiéu (MIC) cia khang sinh ciing tang tuong
tng. Viéc str dung cac chét uc ché bom (EPI) c6 thé 1am giam MIC cua khang sinh
chat nén bang nhiéu cach nhu khéi phuc su nhay cam véi thudce, giam kha ning dé
khang thu nhan bé sung (vi du dot bién muc tiéu) va tc ché sy thanh 1ap mang sinh
hoc [7].

C6 nhiéu loai chat e ché bom nguoc caa vi khuan, bao gom ca cac chét tc ché
bom eukaryot nhu P-gp vd MRP-1 dung trong diéu tri ung thu. Loi thé ciia céc chat
nay 1a ho so dugc dong va doc tinh cua ching da duoc thiét 1ap [14]. Trong sb d6 co
thé ké dén cac chat tc ché P-gp thé hé thir ba véi hiéu qua ac ché chéng lai bom
nguoc Vi khuan 1a NorA cua S. aureus (tariquidar va elacridar) va SmeDEF cua
Stenotrophomonas maltophilia (elacridar) [94].

Vi nhitng Iy do trén, dé tai da lua chon hudng di tim kiém cac chat wc ché bom
nguoc ¢6 hiéu qua trén vi khuan khang thuéc S. aureus tir nguon cau trdc cé san la
cac dan xuét chalcon, théng qua viéc nghién ciru hoat tinh tc ché trén ca hai loai bom

ctia nguoi va vi khuan 12 P-gp va NorA.
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1.4. Cac nghién ctru trwéc cé lién quan

Cac nghién ctru trude cong bd ca md hinh phan loai chat ¢c ché va chat khong
trc ché P-gp (bién nhi phan) va mé hinh du doan hoat tinh wc ché P-gp (bién lién tuc).
Két qua thu duogc tir cac cong trinh trude dé dugc trinh bay tom tit trong Bang 4.1
va Bang 4.2, cling nhu duoc ban luan va so sanh véi nghién cau nay trong Muc 4.1.1
va Muc 4.1.2.
1.5. Cac thuat toan hoc may trong Clementine 12.0

K3 thuat hoc may (machine learning) 1a nén tang dé khai pha dix liéu cho nhiéu
muc dich khac nhau. Trong qua trinh kham pha va phat trién thudc, cac cong cu hoc
may dugc wng dung ngay cang nhiéu dé di doan cac tinh chat dugc luc hoc (chat tc
ché, chat nén, chat d6i van, chat chii van, chat chen, chat hoat hoa, doc tinh) va duoc
dong hoc (ADME) cua cac chit hoa hoc [44]. Trong Clementine, hai hach Binary
Classifier va Numeric Predictor lan luot duoc sir dung cho cac muc dich phan loai
(bién nhi phan) va dyu doan (bién lién tuc) [29]. Ngoai ra, hach Ensemble duoc dua
vao dé két hop céac dy doan tir nhitng mo hinh diing nhét, gitp tranh duoc nhiing han
ché cua cac mo hinh don 1é va dat dugc mot gia tri ¢ dang tong thé 1on hon [29].

Hach Binary Classifier cho phép uéc tinh tdi da muoi mé hinh hoc may don 1¢
la mang noron (Neural Network); C5.0; cay phan loai va hoi quy (Classification and
Regression Tree - C&R Tree); cay théng ké hiéu qua, khdng thién vi, nhanh (Quick,
Unbiased, Efficient Statistical Tree - QUEST); may do tuong tac ty dong chi binh
phuong (Chi-square Automatic Interaction Detector - CHAID); hdi quy logistic
(Logistic Regression); mit nghiéng quyét dinh (Decision List); mang Bayesian
(Bayesian Network); phan tich phan biét (Discriminant Analysis) va may vector hd
tro (Support Vector Machine - SVM) [29]. Trong khi do, hach Numeric Predictor cho
phép udc tinh ti da sdu mo hinh hoc may don 1é 1a mang noron (Neural Network);
cay phan loai va hdi quy (Classification and Regression Tree - C&R Tree): may do
tuong tac tu dong chi binh phuong (Chi-square Automatic Interaction Detector -
CHAID); hoi quy (Regression); tuyén tinh suy rong (Generalized Linear) va may
vector hd tro (Support Vector Machine - SVM) [29]. Nguyén tic va vi du tng dung
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ctia cac phuong phap nay duoc md ta chi tiét trong nhiéu tai liéu [16], [29], [41], [71],
[80], [104], [108], [109], [116], [117], [138], [202] va duoc tdm tit mot phan trong
cong trinh s6 4 da dugc cong bd vao nam 2016 cua luan &n (tham khao Danh muc
cAc cdng trinh di cdng bé co lién quan).
1.6. Cac cong cu may tinh khac
1.6.1. Ban d6 nhan thirc

Ban d6 nhan thuc cé thé dugc xay dung bing cac phuwong phap do ludng da
hudng (multidimensional scaling - MDS) va phéan tich twong hop (correspondence
analysis - CA). MDS gitp tim kiém cau tric hoiac mé hinh trong mét tap hop cac do
ludng khoang cach gitra cac ddi twong hodc cac truong hop bang cach chi dinh cac
quan sat vao nhiing vi tri cu thé trong mot khong gian nhan thie dé lam cho cac
khoang céch giira cac diém trong khéng gian ph hop véi nhitng khac biét duge cho
truéc cang chat ché cang tét. Trong ky thuat nay, can luu ¥ hai dai luong théng ké 1a:
(i) stress: 1a théng sb do tét cua hit ma MDS ¢é gang téi thiéu hoa, bao gom cin bac
hai cua cac sai léch binh phwong chuan hoa giira cac khoang céch lién diém trong dd
thi MDS va céc khoang cach phang duoc du doan tir nhitng khac biét. Stress thay doi
gitta 0 va 1, véi cac gia tri gan 0 cho thiy mot sy phu hop tét hon; (ii) vong 1ap: mdi
vong lap 1a mot sy di chuyén cua tat ca cac diém trong do thi dén mot giai phap tét
hon. CA gia dinh cé4c bién dinh danh c6 thé md ta cac mdi quan hé giira cac phan loai
ciia mdi bién ciing nhu mdi quan hé giira cac bién trong mot khong gian it chiéu.
Trong ky thuat nay, thong sé phuong sai (inertia/variance) 1a phan trim phuong sai
duoc giai thich boi mdi hudng. Thong sé nay thay doi giita 0 va 1, véi cac gia tri gan
1 cho thay sy twong quan manh hon gitta cac trudng hop (cac nhoém hoat tinh) va cac
bién (céc du van tay). Vi cach thirc rd rang va truc tiép hon so véi phan tich thanh
phan chinh (principal component analysis - PCA) [51], cac phuong phap nay duoc
chon dé kiém tra truc quan su hdn tap phéi tir giita hai bom nguoc duoc quan tam 13

P-gp va NorA.
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1.6.2. Pharmacophore

Theo IUPAC, thuat ngit “pharmacophore” dugc dinh nghia la mét tap hop cac
yéu té khong gian va dién tir can thiét dé dam bao cho cac twong tac siéu phan tir toi
ru véi mot muc tiéu sinh hoc cu thé va gay ra (hoic ngin chin) dap tng sinh hoc cua
muc tiéu sinh hoc d6 [199]. Néi cach khac, mot pharmacophore bao gom mét tap hop
cac yéu té chung (cac nhom cho/nhan lién két hydro, cac ving phan cuc/ky nudc)
duoc tim thiy & mot nhém cac hop chat ¢ thé tuong tac bo trg véi mot tap hop cac
yéu té twong ang & vi tri gan két cia muc tiéu sinh hoc [88]. Pharmacophore ciing
cung cap thong tin vé mo hinh sip xép trong khéng gian cua cac nhém hoa hoc hoac
c4c acid amin chiju trach nhiém cho viéc gan két trong mot phtc hop phéi tir - protein
[105]. M6 hinh hoa pharmacophore duoc ¢ng dung rong rdi cho nhiéu muc dich
nghién cttu khac nhau, chang han nhu sang loc 4o dé lam giam sé luong céc ¢ng vién
trong giai doan sém cua qué trinh kham pha thudc, t6i vu hoa cac chat khai ngudn
cho mot muc tiéu thudc cu thé, thiét ké thu vién cac phan tar méi, du doan céac tuong
tac tiém ning dan dén céc tac dung khdng mong muén [182]. Mac du 1a cdng cu may
tinh dugc st dung pho bién trong thiét ké thudc vai nhiéu trién vong, mot trong nhiing
han ché chinh can duoc xem xét trude khi sir dung ki thuat nay chinh 1a tinh don gian
cua céc gia thuyét pharmacophore khién cho ching khéng thé giai thich hét dugc tat
ca nhitng van dé cua cac tuong tac gan két gitra protein muc tiéu va phéi tir [182].

Cac md hinh pharmacophore c6 thé dugc xay dung bang cac phuong phap dua
trén phdi tir (dau vao 1a mot sb phéi tir) va cac phuong phap dua trén cau trac (dau
vao la cau tric caa protein) [182]. Trong nghién ctru ndy, cac chat tc ché P-gp manh
va cac chat ic ché NorA nhung khong tc ché P-gp duoc chon loc dé xay dung céc
mo hinh pharmacophore tuong ng.
1.6.3. M6 hinh héa twong dong

Do khong c6 sin céc cau trac tinh thé & do phan giai cao cua céc protein mang
nhu P-gp ¢ nguoi, ky thuat mé hinh hoa tuong ddng dugc xem 1a mot giai phép kha
thi dé thu duoc thong tin cau tric caa cac protein nay [148]. Trong nghién ciu nay,
server I-TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement) 1a mot hé théng truc
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tuyén sin co viéc du doan tu dong cau trdc ba chiéu (3D) cua protein va khdng thu
phi [151], [217], duoc sir dung dé tao ra cac mo hinh twong dong (mé hinh so sanh)
cua P-gp cho muc dich nghién ctru docking. Phuong phap cua I-TASSER dya trén
c4c thuat toan hién dai [206], [218] dwoc md ta tdm tit gém ba giai doan: (i) xac dinh
cac protein dia c6 cau tric hoiac md hinh ciu triic twong tu Vi trinh tu truy van tir cac
co so dit liéu cdu tric da dugc phan giai; (ii) 1ap rap cau trac; (iii) lva chon mé hinh
va tinh chinh [151].

1.6.4. Docking

Docking phan tir 12 mét trong sé cac phuong phap duoc sir dung nhiéu nhat
trong thiét ké thudc dya vao cau tric bai vi n6 ¢é kha niang dyu doan hinh thé cua cac
phdi tr phan tir nho trong vi tri gan két muc tiéu phi hop véi mot do dung dang ké.
Sau khi céc thuat toan dau tién duoc phaét trién trong nhitng nam 1980, docking phan
tr d4 tré thanh mot cong cu quan trong trong qua trinh kham pha thudc, giup nghién
ctru cac mo hinh gan két phdi tir va cac twong tac lién phan tir twong ung co vai tro
6n dinh phirc hop phdi tie-thu thé, cling nhu wdc tinh ning luong ty do gan két va xép
hang céc chat dua trén i luc gan két cua phuc hop phdi ta-thu thé [53]. Qua do,
docking cd thé dugc st dung dé thuc hién sang loc ao cac thu vién chét 16n, xép hang
cac két qua va dé nghi cac gia thuyét cau triic vé cach thuac cac phdi tir e ché muc
tiéu [113].

Sy thiét 1ap céc cau tric dau vao caa docking ciing quan trong nhur chinh ban
than docking [113]. Sau d6, viéc xac dinh cac hinh thé gan két kha thi nhat dugc thuc
hién thong qua hai budc: (i) thir cac hinh thé caa phdi tir trong vi tri hoat dong cua
protein dé kham pha mot khéng gian hinh thé 16n dai dién cho céc kiéu gan két tiém
nang khac nhau; (i) du doan ning luong twong tac twong ¢ng Vi méi mot hinh thé
gan két, sau d6 xép hang céac hinh thé nay nho mot ham tinh diém. Mot cach 1y tudng,
cé4c thuat toan thir can c6 kha niang mé phong mé hinh gan két thuc nghiém va ham
tinh diém can xép hang né cao nhat trong sé tat ca cac hinh thé duoc tao ra. Cac

chuong trinh docking phan tir thuc hién cac nhiém vu nay théng qua mot qua trinh
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tuan hoan cho dén khi hoi tu thanh mét giai phap c6 ning luong téi thiéu [53], [110].
Céc phuong phap docking bao gdm [110]:

- Docking phdi tr cieng nhic va thu thé citng nhic (cac phan mém DOCK phién ban
cli, FLOG, FTDOCK).

- Docking phéi tir linh dong va thu thé citng nhéc (cac phan mém AutoDock 3, FlexX).
- Docking phéi tir linh dong va thy thé linh dong (cac phan mém GOLD, AutoDock
4, ICM, DOCK, FlexE).

Docking phan tir thy thé linh dong, dic biét 1a sy linh dong xuong séng (mach
chinh) cua céc thu thé 1a mot thach thirc cho cac k§ thuat docking ¢6 sin. Phuong
phap dya vao Local Move Monte Carlo gan day dugc dua vao nhu mot giai phap tiém
nang cho cac van dé docking thu thé linh dong [110].

1.7. Thir nghiém tac dung wc ché bom ngwoc trén cac chiing vi khuan dé khang

Ngoai du doan bang may tinh, su @c ché P-gp cd thé dugc nghién ciu trén in
vitro bao gém thir nghiém doc tinh té bao (cytotoxicity assay), thar nghiém tich
lay/bom nguoc (accumulation/efflux assay), thur nghiém chuyén ché (transport assay),
thir nghiém ATPase (ATPase assay), danh dau &i luc quang hoc (P-gp photoaffinity
labeling) va trén in vivo st dung chudt chuyén gen (transgenic/knock-out) hoic dot
bién [11], [189]. Cac thir nghiém nay nhin chung déu c6 hiéu niang han ché, quy trinh
thuc hién dai dong, phuc tap (nudi ciy té bao, yéu cau vé phan tich, ...), dé bi anh
hudng bai nhiéu yéu té (dong té bao sir dung, mé nudi cay, tinh chat chat nén/chét tc
ché, su hién dién cua vai con duong chuyén ché khac ngoai P-gp hay tinh bién thién
sinh hoc lién quan dén thir nghiém trén dong vat, ...) [11], [189], va khong phu hop
véi diéu kién hién co tai Viét Nam. Nhu dugc dé cap trong phan mé dau caa luan an,
s ton tai cac chat e ché chung cua P-gp va NorA di goi y cho dé tai thuc hién danh
gia thc dung tc ché bom nguoc trén cac chung vi khuan dé khang dé thay thé.

Nguyén tic cua cac thir nghiém duogc st dung trong nghién ciru nay 1a néu mot
chat c6 kha ning (¢ ché bom nguoc, n6 ¢ thé 1am giam sy dé khang cua chang vi
khuan MDR do hé théng bom nguoc biéu 16 qua muc voi cac khang sinh da bi dé

khang hoac lam cho no tré nén nhay cam vai khang sinh nhu chung tu nhién [61]. Do
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d6, hiéu qua &c ché bom nguoc cua chat thir nghiém cé thé duoc xac dinh thong qua
thir nghiém danh gia kha ning lam giam gi tri nong do wc ché téi thiéu (MIC) cua
khang sinh chat nén trén cac chung vi khuan dé khang bang cach tang biéu 16 bom
nguoc khi ¢é sy hién dién cua chét thir nghiém dé & mét ndng do cu thé nhé hon MIC
cua chinh né (kiém tra bang mau ching khong c6 khang sinh) [67].

Véi myc dich kiém tra tac dung tc ché bom ngugc NorA trén S. aureus caa mot
s6 chalcon néi bo sang loc dugc, nghién ciru ndy tién hanh xac dinh va so sanh MIC
ctia mot khang sinh bi dé khang boi protein chuyén chd nay 1a ciprofloxacin [33],
trén cac chung SA dé khang bang co ché bom (ching dot bién SA-1199B ¢6 biéu 16
qua muac NorA va cac chung SA phan lap 1am sang). Céc chat ty nhién bao gom
chalcon cho thay hoat tinh EPI trén SA & ham lugng < 300 pg/mL khi phdi hop véi
cac khang sinh [85]. Trén co s& do, cac chalcon véi lwgng mau giéi han dugc chon
thir nghiém ¢ cac ham luong 100, 50 va 20 pg/mL. Ngoai ra, chat wc ché nhiéu bom
da biét 1a phenyl-arginin-beta-naphthylamid (PapN) [61], [85], [107] ciing duoC St
dung ¢ ham lugng 20 pg/mL dé sang loc cac chung vi khuan dé khang phan lap ti
lam sang c6 biéu 16 hé théng bom ngugc.

Thir nghiém xac dinh MIC cuaa khang sinh duoc thuc hién bing cac phuong
phap pha lodng (dilution methods) [106], [203]. Két qua duoc thé hién bang nong do
t6i thiéu caa chat thir (ug/mL hodc mg/L) c6 kha niang tc ché su moc caa vi khuan.
Trong dé, chat thir dugc pha lodng thanh mot day nong d6 tir thap téi cao theo cap sé
nhan trong méi trudng nudi cdy. Mdi ndng do6 chat thir dugc cay mot luong vi khuan
nhét dinh va dwoc nudi o trong vong 18 - 24 gio. Nong d6 chat thi thap nhat ma Gc
ché duoc sy phét trién caa vi khuan (mai truong khong duc hozc vi khuan khéng moc
trén mat thach) dugc ghi nhan 1a gia tri MIC. Ngoai vi khuan, cac phuong phap pha
lodng ciing dugc sir dung dé thir tinh nhay cam cua tac nhan khang vi sinh vat voi
nidm men va nam soi, dua trén nhiéu huéng din va tiéu chuan khac nhau dugc chap
nhan nhu CLSI, EUCAST, ... Mot tng dung khac ngoai danh gia MIC Ia udc tinh
hoat tinh diét khuan hoac diét nim thdng qua viéc xac dinh nong do diét khuan toi
thiéu (MBC) hoic nong do diét nam tdi thiéu (MFC). So véi khuéch tan dia (disk
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diffusion), cac phuong phap pha lodng linh hoat hon do méi truong chuan duoc str
dung dé thir nghiém cac sinh vat thuong gap (vi du staphylococci, enterococci, c4c vi
khuan ho Enterobacteriaceae va Pseudomonas aeruginosa) c6 thé dugc bd sung hoic
thay thé bang méi trudng khac dé c6 phép thi chinh xac cho cac chung khé hon. Céch
thue hién cac ki thuat nay duogc mé ta chi tiét trong tai liéu [10], [76], voi nhitng wu
nhuoc diém va tng dung riéng duoc tom tit nhu sau:

Phwong phap trong thach

Chét thur dugc pha lodng trong thach. Pha lodng trong thach thuong duoc
khuyén céo 1a phuong phap chuan cho cac sinh vat khé nhu vi khuan Ky khi va
Helicobacter. N6 cho thdy méi trong quan tét voi Etest (gradient khang vi sinh vat)
hau nhu cho thir nghiém khang khuan trén ca vi khuan Gram dwong va Gram am.
Phuong phap nay ciing duoc sir dung cho cac phdi hop cac thude - tac nhan khang
nam trén Candida sp., Aspergillus, Fusarium va nim da.

Uu diém: Thich hop véi nhiing chat kho tan trong nudc; ¢6 thé tién hanh thir
nghiém dong thoi trén cuing mot dy nong do chat thir véi nhiéu chung vi sinh vat (32
- 60 chiing ¢6 thé duoc ciy 1én mdi dia thach nho su hd tro caa thiét bi); d& phat hién
tinh trang nhiém vi sinh va khong déng nhat hon so v6i phuwong phap trong méi
truong long.

Nhuge diém: Dé ¢ két qua chinh xac doi hoi luong vi khuan cham 18n mdi ban
thach phai nhu nhau; ton thoi gian, cng sic va khong c6 loi ich kinh té khi thuc hién
thar nghiém trén nhiéu loai vi sinh vat véi nhiéu loai chét thir; khdng phai ludn dugc
xem la phuong phap thir tinh nhay cam cho cac tac nhan khang vi sinh vat maéi hon
nhu ceftarolin, daptomycin va doripenem.

Phwong phap trong méi trwong lé6ng
Pha lodng trong maoi truwong long

Chat thir duoc pha lodng trong cac 6ng nghiém chtra méi truong long cé thé tich
> 1 mL (thuong la 2 mL).

Uu diém: Day 1a phuong phap hitu ich khi dung nghién cuau, thir nghiém mot

chat thi vai mot loai vi sinh vat va dé thuc hién.
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Nhuoc diém: Chi thich hop véi nhitng chat dé tan trong nuéc; khong cé lgi ich
kinh té khi thuc hién thtr nghiém trén nhiéu loai vi sinh vat véi mét hoic nhiéu loai
chét thir.

Vi pha lodng trong moi truong long

Vi pha loang trong méi1 truong long hién tai dugc xem la phuong phép tham
chiéu qudc té dé xac dinh MIC. Trong phuong phép nay, chat thir dugc pha lodng
trong cac giéng vi lugng chira thé tich thuong 14 0,1 mL.

Uu diém: Pay la phuong phap tt nhat khi thyc hién thir nghiém trén nhiéu loai
vi sinh vat voi nhiéu loai chét thir, don gian, dé thuc hién va chi can luong nho chat
thir.

Nhuoc diém: Khé doc két qua khi chét thir c6 mau; ¢ thé can thém thiét bi, hoa
chét nhu thudc nhudém (do mau) tro gitp viéc doc thir nghiém va ghi két qua dé phan
biét su ting trudng trong cac giéng.

Véi nhitng wu va nhuge diém noi trén, phuong phap vi pha lodng trong moi
truong 16ng sir dung dia 96 giéng duoc lua chon dé thuc hién nghién ctu do céc
chalcon thir nghiém chi c6 san véi lugng nhd.

Trong nghién ciru ndy, hai chién lugc khac nhau lan luot dwgc st dung nham
tim kiém cac phan tir ¢6 tc dung tc ché bom nguoc: (i) két hop cac phuong phap
sang loc in silico bang cac cong cu may tinh dwoc néu trong Muc 1.5 va Muc 1.6 dé
tim kiém trong sb céc thudc da biét tir ngudn thu vién hda hoc sin co; (ii) két hop
sang loc in silico va thir nghiém in vitro dugc néu trong Muc 1.7 dé tim kiém trong
s6 c4c chalcon tir nguon ndi bo. Cac chién lugc nay sé tiép tuc duoc 1am rd trong cac

chuong tiép theo caa luan an.
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Nghién ctru di sir dung két hop ca hai phwong phéap dua vao phdi tir va dua vao
C4u tric dé xay dung cac md hinh in silico khac nhau va wng dung dé sang loc tac
dung &c ché cac bom nguoc P-gp va NorA cho hai co sé dir liéu (chalcon noi bo va
Ngan hang Thudc). Sau d6, thir nghiém in vitro trén vi khuan duoc thuc hién dé ching
minh céc két qua du doan biang may tinh, ddng thoi kham pha ra cac chalcon “lead”
cho muc dich ¢ ché bom nguoc. Quy trinh thyc hién duoc trinh bay tom tat trong

Hinh 2.1 va duoc 1am rd ¢ cac ndi dung tiép theo trong chuong nay.

Phurong phip dwa vao phdi tir Phuong phip dua vao céu tric
(md hinh hoe may, ban do nhan thire, pharmacophore) (m6 hinh twong d?mg, docking)
R
Chuén bj CSDL Chuin bj phéi tir M hinh hoa twong dong va

xéc dinh vi tri gin két cho P-gp

G
G

S

Tinh toan va lya chon 2

thuge tinh Tao hinh thé 3D cia phoi tw Chuan bi phoi ti
Phiin chia d.u' lfgu va xac dinh Xiy dung va danh gia Chuén bi protein
domain dng dung pharmacophore !

G
G

N/

- s A ~ T A s s < A . +
Phat tl’]:tl‘l mﬁo hinh/ Tim kiém hinh thé “hit” Chuin bi tai gan‘ két protein va
bén do docking

N

G
G

Sang loc in silico bing cic céng cu may tinh thu dwoc
(thw vién chalcon ngi bg va thw vién Ngian hang Thuoc)

G

Thir nghiém in vitre (MIC) tac dung irc ché bom nguge ciia cic chalcon “hit”
trén cic chiing vi khuin dé khing bing bom nguoc

Hinh 2.1. Quy trinh nghién ctru caa dé tai

2.1. Péi twong nghién ciu
2.1.1. Céc tap dir liéu ding cho viéc dur dean chat wc ché va chat khong wc ché
P-gp

Hai tap dir liéu I6n va da dang vé cau tric bao gom 1935 va 1273 chat tc
ché/khdng tc ché P-gp lan luot duoc thu thap tir cc nghién ctu caa Ecker va cong

su [142] va Hou va cong sy [23]. Trong dé, hoat tinh ciia céc chat dugc thé hién bang
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mét bién nhi phan (1 12 chat &c ché; 0 1a chat khong e ché). Sau d6, hai co so dit liéu
nay duoc hop nhat lai va loai b 1048 chat trung biang phan mém MOE 2008.10 [111],
dua trén céc tiéu chi chinh 1a cau trdc phan tu, tén va hoat tinh sinh hoc. Trong sb
2160 chét con lai, 22 cap chit cé tén gidng nhau duoc phat hién. Sau khi kiém tra cac
cau trdc hai chiéu (2D) bang co so dit liéu hoa hoc ChemSpider va so sanh cac gia tri
hoat tinh duoc thé hién trong hai tap dix liéu géc, 26 chat da duoc loai bo (5 chat cua
5 cap khong phat hién bat ct khac biét ndo: chlorprothixen, lovastatin lacton,
saquinavir, cortison, testosteron; 13 chat cia 13 cap cO ciu tric khong ding:
laudanosin, NSC 633043, clonidin, hydramethylnon, paraquat, 1-phenylpiperazin,
adiphenin, coralyn, memotin, becyclan, tamoxifen, mevinphos, eletriptan; 6 chat cua
3 cap co cac gia tri hoat tinh mau thuan: syrosingopin, lobelin, diethylstilbestrol; 2
chét cua 1 cap c6 cau tric khdng thé kiém tra bang ChemSpider hoic bat ci dau:
LY?296097). Két qua thu dugc mot tap dix liéu 2134 chat, bao gom 1328 chat tc ché
va 806 chat khong uc ché cho muc dich xay dung cac mé hinh phan loai.

Ngoai ra, 22 dan xuat chalcon clng véi cac gia tri ICso cia chiing ciing duoc
thu thap tr mot nghién ctiru khac cua Ecker va cong su [139] (tap tin TLBS.xIsx,
Sheet2 va ban in Tai liéu bd sung, TLBS2) lam tap danh gia ngoai dé kiém tra kha
nang ngoai suy ciia cac md hinh phan loai ma s& dugc st dung dé sang loc cac chalcon
noi bo ¢é hoat tinh tc ché P-gp trong qué trinh sang loc 4o sau d6. Dya trén c4c gia
tri ngudng duogc Polli va cong su dé xuat [147] va cling da duoc Cruciani va cong su
sir dung [18] dé phan biét chat &c ché va chat khdng e ché P-gp, hai chat 18 va 19
Vi cac gia trj 1Cso ciia chung > 100 uM duoc chi dinh 1a cac chat khdng tc ché. V6i
ICs0 = 20,4 uM > 15 pM, chat 24 1a mot chat e ché P-gp yéu va vi vay ciing dugc
chi dinh 14 chat khéng &c ché. Tat ca 19 chit con lai déu c6 1Cso < 15 uM va duoc
Xép vao nhdm céc chat e ché.

2.1.2. Céc tap dir liéu dung cho viéc du doan hoat tinh ¢ ché P-gp

Theo Ecker va cong su [213], viéc tao ra mot tap dix liéu 16n va da dang vé mat

hoa hoc cuiia cac chat trc ché P-gp ma cac gid tri hoat tinh sinh hoc cua chung thu duoc

tir cac thir nghiém khéc nhau 1a c6 thé chip nhan duoc. Trén co s& do, bon tap dir liéu
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dwa trén cung loai thir nghiém ¢ ché bom nguoc daunorubicin/daunomycin & cé4c té
bao MDR CCRF verl000 duoc thu thap va két hop lai st dung phan mém MOE
2008.10 [111] dé mo rong khéng gian hda hoc caa cac mé hinh QSAR, bao gom: (i)
198 chét tir cdng trinh cua Ecker va cong su [213]; (ii) 159 chat dugc thir nghiém tir
PubChem BioAssay véi ma sb thir nghiém (Assay Identification - AID) la 281137,
bao gdm 141 chét cd hoat tinh va 18 chat khong dugc xac dinh; (iii) 303 chat duoc
thir nghiém tir PubChem BioAssay véi AID la 781331, bao gdom 274 chat cd hoat tinh
va 29 chat khong duogc xac dinh. Tat ca cac chat nay déu co trong co so dit liéu nguon
mé ChEMBL [13]; (iv) 22 dan xuét chalcon tir mot nghién cau khac cia Ecker va
cong su [139]. Sau khi kiém tra va loai bo hai cap chat trung (CID 13504844 va CID
9976755 trong co so dir lieu AID 281137 c6 cau truc lan luot giéng véi CID
73357260 va CID 73346637 trong co s¢ dir liéu AID 781331), tap dir liéu sau cung
bao gdm cau trdc héa hoc va hoat tinh sinh hoc (1Cso) cua 499 chat dugc chon ra dé
xay dung cac md hinh du doan (tap tin TLBS.xIsx, Sheet3 va ban in Tai liéu bd
sung, TLBS3). Thuat toan logarit &m cua ICso 12 plCso dwoc sir dung l1am bién phu
thugc. Trong sé d6, mot tap con 99 chat (20 %) dugc chon ngau nhién lam tap danh
gia ngoai dé kiém tra kha ning ngoai suy cua cac mé hinh duoc xay dung.
2.1.3. Céc tap dir liéu dung cho viéc xay dwng ban dd nhan thirc vé sw hdn tap
phdi tir gitra P-gp va NorA

Kha niang wrc ché P-gp va/hoic NorA cua 32 chit ¢d ciu trac da dang tir nghién
ctru ciia Carosati va cong su [17] va 13 chat c6 nguon goc ty nhién tir nghién ciu cua
Vishwakarma va cong su [77] duoc xac nhan bang cac thir nghiém sinh hoc khéc
nhau. Ngoai ra, 9 &ng vién thudc khac cé nguén goc ty nhién (reserpin [162], piperin
[82], capsaicin [79]) va tong hop (verapamil [120], tariquidar [94], elacridar [60],
biricodar, timcodar [114], SK-20 [86]) ciing duoc béo céo l1a chat wc ché kép cua hai
loai bom nguoc trong mot s6 nghién ciu khac gan ddy. Tét ca 54 chit nay duoc sir
dung dé xay dung ban db nhan thtc cho sy chong phu phéi tir gitra P-gp va NorA
(tap tin TLBS.xIsx, Sheet4 va ban in Tai liéu bo sung, TLBS4), bao gom 19 chat
trc ché P-gp nhung khong wrc ché NorA (P); 7 chat ¢ ché NorA nhung khong e ché
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P-gp (A); 19 chit ic ché ca P-gp va NorA (D); va 9 chat khéng tc ché ca P-gp lan
NorA (N).
2.1.4. Céc tap dir liéu dung cho viéc mé hinh héa pharmacophore ciia cac chat
trc ché P-gp/NorA

Trong nghién ctu cua Carosati va cong su [17], cac chat 7 (aripiprazol), 8
(ebastin) biéu 16 kha ning &c ché 99 % su bom nguoc rhodamin 123 qua trung gian
P-gp & cac té bao T lymphoma L5178 MDR1 cua chudt; va cac chét 22, 23 va 32 biéu
16 kha nang e ché trén 80 % sy bom nguoc ethidium bromid qua trung gian NorA &
c4c té bao SA-1199B. Hai chat 7, 8 cing véi hai chat wc ché P-gp manh khac 1a
tariquidar va elacridar [42] duoc sir dung dé mé hinh héa pharmacophore cua chat tc
ché P-gp manh, trong khi ba chat 22, 23 va 32 duoc s dung dé mé hinh hoa
pharmacophore cua chat ¢ ché NorA nhung khong tc ché P-gp.
2.1.5. Cac tap dir liéu dung trong sang loc ao

Trong nghién ciu nay, mot tap di liéu bao gom 95 chalcon ndi bo (Phu luc 1)
va mot tap dir liéu khac bao gdm 6874 chit thudc sau nhém khac nhau 1a “da dugc
phé duyét/approved”, “dang thir nghiém/experimental”, “dang nghién
clru/investigational”, “dinh dudng/nutraceutical”, “da bi thu hdi/withdrawn” va “bi
camy/illicit” tai vé tir Ngan hang Thudc (Drug Bank) [84], [91], [200], [201] (tap tin
TLBS.xlsx, Sheet5 va ban in Tai liéu bé sung, TLBS5) duoc sir dung cho sang loc
in silico nham tim kiém céac chat ¢ ché bom nguoc méi ciing nhu khai thac cac thudc
c6 san, gidp khac phuc hién twong MDR & cac khéi u va vi khuan.
2.1.6. Tap dir liéu dung dé thir nghiém kha niing 1am giam hién twong dé khang
khang sinh ciprofloxacin qua trung gian NorA trén S. aureus

Mot tap con céc chalcon noi bo thu duoc sau qué trinh sang loc ao (thudc tap 95
chalcon duoc néu trong Muc 2.1.5) véi mau thir nghiém san c6 tai Bo moén Hoéa Dugc,
Khoa Duoc, Pai hoc Y Dugc Thanh phd Ho Chi Minh duoc st dung dé danh gia kha
nang ¢ ché bom nguoc NorA, qua d6 1am giam gia tri ndng do &rc ché téi thiéu (MIC)
cua ciprofloxacin khi phbi hop trén chung S. aureus SA-1199B dé khéang

ciprofloxacin (biéu 16 qua mic NorA) va mot s6 ching SA phan 1ap tir 1am sang.



26

2.2. Phwong phap nghién cwru in silico

Dé tai sir dung cac phan mém may tinh bao gdm: ChemBioDrawUltra 12.0,
MOE 2008.10, PaDEL-Descriptor 2.21, RapidMiner 5.3.008, Weka 3.7.9,
Applicability domain wusing standardization approach, Clementine 12.0,
XternalValidationPlus, SPSS 20.0, server tu dong I-TASSER va FlexX/LeadIT 2.0.2.
Cac phan mém dugc liét ké khong cd yéu cau dic biét vé cau hinh may tinh. Nghién
ctu in silico trong dé tai nay duoc tién hanh trén laptop Dell Inspiron 3421, CPU Intel
Core i3 1.90 GHz, Ram 4 GB, card man hinh VGA, hé diéu hanh Windows 7 Ultimate
32-bit; vai cach thire thyc hién nhu sau:
2.2.1. Tinh toan va lwa chon thong sé mo ta

C4c cau truc hai chiéu (2D) duoc chuan bi trong phan mém ChemBioDrawUltra
12.0 [21] néu khong c6 sin va sau d6 duoc tdi thiéu hoa ning lwong trong MOE [111]
trude khi tinh toan thong sé md ta. Cac théng sé md ta gidp bién doi cac chat héa hoc
thanh cac vector mo ta trén may tinh va c6 tam quan trong dic biét trong viéc dy doan
cac tuong tac phdi tir - protein [214]. 184 thong sb hai chiéu (2D) mé ta cac tinh chat
hoa ly, cac dién tich bé mat dugc chia nho, sé lwong cac nguyén tir va lién két, cac
chi s lién két Kier&Hall va hinh dang Kappa, cdc ma tran gan ké va cach xa, cac yéu
t6 pharmacophore va dién tich tirng phan; va 1444 thong sé6 mo ta mot chiéu (1D),
hai chiéu (2D) dai dién cho 63 loai tinh chat phan tir khac nhau duoc tinh toén cho
c4c tap dit liéu dung dé xay dung cac md hinh phan loai, du doan va ban d6 nhan
thire, s dung lan lugt cac phan mém MOE [111] va PaDEL-Descriptor 2.21 [209].
Ngoai ra, cho muc dich phén loai va Iap ban db nhan thirc, 166 diu van tay MACCS
(Molecular ACCess System), 881 dau van tay Pubchem va 307 dau vén tay dudi cau
trac cling duoc tinh toan, sir dung phan mém PaDEL-Descriptor 2.21 [209].

Viéc lya chon théng sé nham muc dich loai bo cac thong sb du thira hoic khong
cd lién quan, gidp cai thién chat lugng mé hinh va giam bét tai nguyén may tinh [41].
Dau tién, cac chat véi day du thong s md ta duoc loc ra bang toan tir “Filter
Examples”, st dung phan mém RapidMiner 5.3.008 [145]. Tiép theo, viéc loai bo cac

thong sé vo nghia va/hodc co twong quan manh véi nhau (> 0,95) bing céc toan tir
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“Remove Useless Attributes”, “Remove Correlated Attributes” va tdi uu hoa su lua
chon dua trén thuat toan di truyén bang toan tir “Optimize Selection (Evolutionary)”
cling dugc thuc hién trong phan mém RapidMiner [145]. Sau cing, phuong phap
BestFirst trong phan mém Weka 3.7.9 [66] duoc sir dung dé lya chon céc thong sé
mo ta, két hop danh gia chéo 10 1an. Phuong phép nay thyc hién tim kiém khong gian
cua cac tap con thugc tinh dua trén thuat toan “greedy hill-climbing augmented” vai
kha nang hoc tré lai (backtracking). Tat ca cac thong s6 trong qua trinh lya chon bién
déu duoc thiét 1ap nhu mic dinh.
2.2.2. Phan chia dir ligu thanh cac tap huan luyén va tap danh gia noi

Co s& dir liéu dung cho viéc phan loai chat e ché va chat khéng wc ché P-gp
duogc phan chia theo ty 1€ 4:1, trong khi co s& dir liéu dung cho viéc du doan hoat tinh
trc ché P-gp (400 chit con lai) dugc phan chia theo ty 1¢ 3:1, thanh tap huan luyén va
tap danh gia ndi cho muc dich danh gia ndi, su dung hai cdng cu la “Rand” va
“Diverse Subset” trong MOE [111]. Haim Rand duoc sir dung dé phan chia dit lidu
mét cach ngiu nhién, trong d6 mdi chat duoc gan mot s ngau nhién bat ky tir 0 dén
1. Nguoc lai, thg dung Diverse Subset xép hang c4c chat trong mot tap dit liéu dua
trén khoang céch giira ching vai nhau, tao ra mot tap con bao gom cac chit ¢ xa cac
chat khéac nhat. Trong truong hop nay, khoang céch gitra hai chat duoc tinh toan sir
dung cac théng sé mo ta/diu van tay co lién quan nhat, tir d6 xac dinh duoc cac chat
& xa nhat.
2.2.3. Xac dinh pham vi kha niang t&ng dung

Viéc xac dinh pham vi kha nang tng dung (applicability domain - AD) la can
thiét ¢é du doan dung mot chat bang mot md hinh QSAR. Thuat ngir nay duoc dién
giai theo nhiéu cach khéac nhau [74], [118], [127] nhung c6 thé duoc hiéu mot cach
don gian 1a “dap ung va khdng gian cau tric hda hoc trong d6 mo hinh QSAR thuc
hién dy doan véi mot do tin cay nhat dinh” [154]. M6t s6 phuong phap c6 sén dé xac
dinh pham vi kha niang (ng dung, chang han nhu cac pham vi trong khdng gian thong
s6 mO ta; cac phuong phap hinh hoc; cac phuong phap dua trén khoang céch; phan

bd mat do xac suat va pham vi cua bién phu thuoc va nhiéu [74], [118], [153]. Gan
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day, Roy va cong su da dé xuat mot phuong phap méi va don gian dé xac dinh cac
chat la (X-outlier) trong trudng hop tap huan luyén va cac chat nim ngoai pham vi
kha ning tng dung (outside AD) trong truong hop tap danh gia [154]. Nguyén tic
ctua phuong phap nay dua trén Iy thuyét cua phuong phap chuin héa, xem sb trung
binh (mean) + 3*d¢ léch chuan (standard deviation - SD) 13 viing ctia hau hét cac chat
trong tap huan luyén (99,7 %) va phan con lai la viing cua cac chat khéc biét. Theo
phuong phap nay, mot “X-outlier” trong tap huan luyén hoic mot “outside AD” trong
tap danh gid c6 thé dugc xac dinh bang céch tinh toan thong sb chuan hoa Sig, gia tri
S toi da ([Si]max), 9ia tri Sig t6i thieu ([Si]mingg) (Néu can), gia tri Snew( (NéU can)
va so sanh chung véi gia tri ngudng bang 3. Phan mém “Applicability domain using
standardization approach” do Roy va cong su phat trién [154] duoc st dung dé tién
hanh xac dinh pham vi kha nang tng dung trong nghién ctru nay.
2.2.4. Cac phuwong phap hoc may

Nghién ctiru nay st dung phan mém Clementine 12.0 [29], véi hai hach Binary
Classifier va Ensemble duoc dung cho muc dich phan loai dya trén phéi tir chat tc
ché va khdng uc ché P-gp, va hai hach Numeric Predictor va Ensemble duoc ding
cho muc dich dy doan hoat tinh ¢ ché bom nguoc nay. Trong d6, cac mé hinh duoc
tao ra tir hach Binary Classifier hoac hach Numeric Predictor sé dugc gop lai thanh
mét mo hinh két hop bang hach Ensemble. Cac diéu kién mac dinh dugc chon cua
tirng thuat toan trong hach duoc md ta tdm tat nhu sau:
Mang noron

Vé6i phuong phap Quick mic dinh, mot mang noron don gian duoc huan luyén
sir dung thuat toan lan truyén vé phia sau (back-propagation), dua trén quy tac delta
téng quat [158]. Mang nay bao gom moét 16p dau vao véi ni = 24 noron (twong (ng
VGi 24 thudc tinh phan tir ¢6 lién quan nhat) trong hach Binary Classifier va n = 34
noron (twong tng vai 34 thudc tinh phan tir c6 lién quan nhat) trong hach Numeric
Predictor; mot 16p dau ra vai no = 1 noron (twong ng vai hoat tinh sinh hoc) va mot
I6p an vai nh = max (3; (ni + N)/20) = 3 noron trong ca hai hach. Thong sé6 mic dinh

“persistence” duoc sir dung dé xac dinh thoi diém nging huan luyén mang, trong do
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mang s& tiép tuc duoc huan luyén cho dén hét s6 chu ky duoc quy dinh 1a 250 chu ky,
mic di cd thé khéng cé su cai thién nao gitra cac chu ky.
C5.0

Hé thdng xay dung bd phan loai dudi dang cay quyét dinh, st dung mé hinh
don gian thién vé d6 ding. Cay duoc tao ra c6 do sau bang 11, nghia 1a chi 11 trong
s6 24 thugc tinh phan tir duoc st dung cho viéc phan loai.

Cay phan loai va hdi quy (C&R Tree)

Cac quy tac nging xay dung cay duoc sir dung bao gém: S murc dudi gbe (do
siu toi da cua cdy) = 5; s6 luong dai dién téi da = 5; s6 lugng chat tdi thiéu trong
nhanh me = 2 % va sb lugng chét tdi thiéu trong nhanh con = 1 %. Sy phan chia hach
t6t nhat tao ra sy giam do khdng tinh khiét nho hon sy thay do6i do khéng tinh khiét
t6i thiéu (0,0001) ciing duoc st dung dé ngan mot hach phan chia. Cac diéu kién nay
la gidng nhau giita hai hach Binary Classifier va Numeric Predictor.

Cay théng ké hiéu qua, khong thién vi, nhanh (QUEST)

Cac quy tac ngung xay dung cay duoc sir dung bao gém: Sé murc dudi gbe (do
siu toi da cua cdy) = 5; s6 luong dai dién téi da = 5; s6 lugng chat téi thiéu trong
nhanh me = 2 % va sb lugng chét tdi thiéu trong nhanh con = 1 %. Sy phan chia hach
t6t nhat tao ra mot gid tri p 16n hon gia tri phan chia o (0,05) ciing duoc st dung dé
ngan mot hach phan chia.

May do twong tac tuw dong chi binh phwong (CHAID)

Cac quy tac nging xay dung cay duoc sir dung bao gom: Sé murc dudi gbe (do
sau t6i da cua cay) = 5; s6 luong chat téi thiéu trong nhanh me = 2 %; sb luong chat
tbi thiéu trong nhanh con = 1 %:; hé sb ¢ cho su hoi tu = 0,001 va s6 vong lap tbi da
= 100. Sy phan chia hach tét nhat tao ra mot gia tri p 16n hon gia tri phan chia o (0,05)
cling duoc sir dung dé ngan mot hach phan chia. Cac diéu kién nay 1a gidng nhau gitra
hai hach Binary Classifier va Numeric Predictor.

Hoi quy logistic
Cac thiét 1ap bao gdm quy trinh da thtrc, phwong phap Enter va hé s6 chju dung

di biét = 1,0*10°® duogc sir dung dé tién hanh mé hinh hoéa.
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Mit nghiéng quyét dinh

Viéc tim kiém duoc thuc hién theo chiéu di 1én; s6 lugng phan doan tbi da, kich
thude phan doan tdi thiéu (theo phan trim) va kich thudce phan doan tdi thiéu (theo
gia tri tuyét dbi) duoc thiét 1ap lan luot 12 5, 5 % va 50. Cac quy tic phan doan bao
gom sd lugng thudc tinh téi da = 5 va khoang tin cay cho mdi diéu kién méi = 95 %
va cho phép sur dung lai cac thudc tinh nay.

Mang Bayesian

Mot mé hinh mang Bayesian don gian dugc tao ra cho muc dich phan loai, su
dung phuong phap Tree Augmented Naive (TAN) Bayes gitip hoan thién phuong
phap Naive Bayes bang cach cho phép mdi bién doc 1ap phu thugc vao mot bién doc
lap khac ngoai bién muc tiéu. Ngoai ra, kha nang tbi da dugc chon lam phuong phap
hoc théng sé.

Phan tich phan biét

Phuong phép Enter, cac x4c suat bang nhau cho tat ca c4c nhém va ma tran hiép
phuong sai trong ndi bd cac nhom duoc sir dung dé phat trién md hinh.
May vector hé trg (SVM)

Loai ham kernel RBF duoc sir dung dé anh xa dix liéu véi diéu kién nging lai =
1,0%10°3. Céc thiét 1ap mac dinh khéac bao gom théng sé quy tic C = 10; 6 chinh xac
hoi quy & = 0,1 va gamma RBF (yrer) = 0,1. Céc diéu kién nay 1a gidng nhau gitra hai
hach Binary Classifier va Numeric Predictor.

Hbi quy

Phuong phép Enter dugc chon mic dinh dé dua vao, loai bo bién va bao gém

hang s6 trong phuong trinh.
Tuyén tinh suy rong (Generalized Linear)
Loai mé hinh chi nhitng anh huang chinh duoc &p dung va bao gdém hé sé chan

(intercept) trong mo hinh.
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2.2.5. Panh gia mé hinh hoc may
2.2.5.1. Panh gia mo hinh phéan loai

Cac md hinh phan loai dugc danh gia bang cac thong sb duoc tinh toan dua trén
bdn dai lwong ciia ma tran nham Ian 1a sé chat duong tinh that (true positives - TP),
s6 chat duong tinh gia (false positives - FP), sé chat &m tinh that (true negatives - TN)
va s chat am tinh gia (false negatives - FN). Cac thong sb nay duoc md ta ngian gon
nhu sau [41]:
P§ dung tong thé: La ty Ié cua cac két qua du doan dung (ca duong tinh that va am
tinh that) trong dan s tat ca céc chat.

TP + TN

TP+ TN + FP + FN
Po nhay (d6 diing cho du doan dwong tinh): La ty Ié cac két qua du doan duong

b0 dung tong thé =

tinh that trong tat ca cac chat cé hoat tinh.
TP
TP + FN
P§ dic hiéu (d6 ding cho dw doan Am tinh): La ty & cac két qua du doan am tinh

b6 nhay =

that trong tat ca cac chat khéng cd hoat tinh.
TN
TN + FP
P chinh xac (gia tri dw doan dwong): La ty 1& cac két qua du doan duong tinh that

P6 dic hiéu =

trong tat ca cac chat duong tinh do bo phan loai xac dinh.
TP
TP + FP
Gia tri du doan am: La ty Ié cac két qua dy doan am tinh that trong tat ca cac chat

b6 chinh xac =

am tinh do b6 phan loai xac dinh.
TN
TN + FN
Hé sé twong quan Matthews (Matthews Correlation Coefficient - MCC)

Gia tri dw dodan am =

MCC la mot dang ctia hé s6 twong quan Pearson va c6 thé dugc st dung dé danh
gia sy du doan can bang caa cac md hinh phan loai. Thong sé nay xem xét bbn dai

lwgng caa ma tran nham I1an dugc dé cap o trén va cd gid tri thay doi tir +1 dén -1 (+1:
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Sy twong quan cuing chiéu hoan toan hay dy doan hoan hao; 0: Khong c6 twong quan
hodc du doan ngau nhién; -1: Su twong quan nguoc chiéu hoan toan hay du doan té
nhat c6 thé).

TPXTN — FPXFN

MCC = TP+ FP)(TP + FN)(TN + FP)(TN + FN)

G-mean
Thong sé ndy xem xét ca d6 nhay va do dac hiéu va ciing dugc sir dung dé do

ludng su du doan can bang nhu MCC.

G-mean = \/d(f) nhayxdd dac hiéu
Chi so Youden’s

Théng sb nay do Youden [212] dé xuat va gop phan xac dinh cac mé hinh tot
nhat.
Chi s6 Youden's = d6 nhay + d6 dic hiéu — 1
Piém s6 dé tot caa hit (GH)

Thong s6 nay xem xét ca két qua (ty 1& cac cau truc hoat tinh dwoc dy doan
trdng) va phan tram cac chat cd hoat tinh thu dugc tir co s dir liéu [65]. M6 hinh
dugc xem 14 tét nhat néu co cac diém sb GH cua tat ca cac 16p gan véi 1 [179].

TPX((TP + FN) + (TP + FP))
2x(TP + FN)X(TP + FP)

TNX((FP + TN) + (TN + FN))
2x(FP + TN)X(TN + FN)

DPiém s6 GH cho cac chat c6 hoat tinh =

biém s6 GH cho cac chit khong c6 hoat tinh =

Trong nghién citu nay, phuong phap danh gia chéo k 1an véi k = 10 va phuong
phap ngau nhién hoa bién phu thudc cua tap huan luyén y-randomization ciing duoc
ap dung cho muc dich danh gia ni cac moé hinh [64]. Trong qua trinh danh gia chéo
10 lan [129], tap huan luyén goc duoc phan chia ngau nhién thanh 10 tap con va mdi
tap con lan luot dong vai tro 1a tp danh gia cho mo hinh duoc huan luyén boi 9 tap
con con lai. Trong qué trinh ngau nhién hoa bién phu thugc [156], c4c gié tri caa bién
phu thudc bi x40 tron ngau nhién 10 1an va cac mé hinh phan loai dugc tao ra tir mdi
tap huan luyén duoc ngau nhién héa bién y. Cac quy trinh danh gia nay nham muc

dich uéc tinh sai s6 phan loai va phat hién hién twong hoc qua (overfitting).
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2.2.5.2. Panh gia mé hinh dy doan bién lién tuc

CAc thong s6 thdng ké va diéu kién danh gia duoc sir dung trong nghién ctiru nay
dé do luvong kha ning dyu doan cua cac mé hinh QSAR bao gom:
Panh gia noi

Chat luong ndi tai cua cac mé hinh dugce danh gia bang hé s6 trong quan binh
phuong R? va hé sd tuong quan binh phuong danh gia chéo Q2. Panh gia chéo bo
mét (leave-one-out - LOO) 1a mét trudng hop dic biét cua danh gia chéo k 1an véi k
bang s6 lugng cac chat trong tap dit lidu [12]. Trong trudng hop dénh gia chéo LOO,
thong sé Q2 duoc tinh theo cong thirc sau [156]:

_ ITR@i-y)?
SR i-9)?

1)

2 —
QLOO -

Trong phuong trinh (1), y; Va §; lan luot 1a céc gia tri hoat tinh duoc quan séat
va duoc dy doan, ¥ 1a gid tri trung binh cua y; trong tap huan luyén. R? > 0,7; Q%50
>0,6 va |R? — Q%,o| <0,1 14 cac diéu kién can thiét dé mé hinh duoc chap nhan [26],
[27], [63], [64], [184], [185].

Ngoai ra, phuong phap ngau nhién hoéa bién phu thudc y-randomization ciing
dugc ap dung trén tap huan luyén cho muyc dich dénh gia noi. Trong qué trinh nay,
c4c gid tri ctia bién phu thudc bi x4o tron ngau nhién 10 1an va cac mé hinh méi duoc
tao ra tir m&i tap huén luyén duoc ngau nhién hoa bién y. Thong sé RZ duoc Roy va
cong su [156] dé xuat dé dam bao cac mo hinh khong duoc phéat trién mot cach may
rui va duoc tinh todn theo coéng thac sau:

RZ = R%/R* —R?) (2)

Trong phuong trinh (2), R? va R? lan luot 14 hé s6 twong quan binh phuong cua
mé hinh khéng duoc ngau nhién hoa va hé sé twong quan trung binh binh phuong
cua cac mo hinh dwoc ngau nhién héa. B6i véi moét mé hinh QSAR du doan, gia tri
R% nén lon hon 0,5 [156].

Danh gia ngoai
Céc thong s6 phd bién 1a Q2,[168]; Q%, [163]; Q%;[30], [31]; r3; r2; Ar?

[123], [124], [157]; va hé s6 tuong quan phu hop (concordance correlation coefficient
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- CCC) [100] duoc &p dung dé danh gia ngoai cac mé hinh khi thuc hién dy doan cho
cac chat khong lién quan dén su phat trién mé hinh. Ngoai ra, sai sé tuyét ddi trung
binh (mean absolute error - MAE) ciing duoc str dung dé danh gia kha nang du doan
trén tap danh gia ngoai [31]. Cac thdng sé nay duoc tinh toan bang cac cong thic sau:

ST -9
Qb1 =1 —5ager, = ()

n
Z-_EXT(Yi—YTR)2

Z EXT(y y)Z

2 i—Yi

=1—- =

Qr> ZIZE:LXT(YI ~YExT)?
YeEXT (v, —91)2| /nExT

Q%‘?: = [ — ] (5)

- [Z?:f(Yi—VTR)Z]/ nTR
2, = 12(1 - 7 = 12) (6)
P =121 =2 =) ()

17, = [iTh g)

Arg, = Iri — r'nl (9)

23 BXT (yi-9)(9:-9) (10)
2

CCC == -
Zn ZT (-9 EXT(Yl—?)2+nEXT(V—?)

MAE = >< Yy — 93l (12)

Trong cac phuong trinh (3), (4), (5), (10) va (11), y; va §; lan luot 1a cac gid tri
hoat tinh duoc quan sat va dugc du doan, trong khi ¥ va § 1an luot 1 cac gia tri trung
binh cua y; va §;. Trong cac phuong trinh (6) va (7), r? var2 lan luot 1 cac hé sb
xac dinh trong ham hoi quy khi c6 va khdng c6 hé sé tu do trong trudng hop gia tri
thuce nghiém duoc biéu dién trén truc y va gia tri du doan duoc biéu dién trén truc X,
trong khi r'2 va r'z lan luot 14 cac hé sb xac dinh twong tu trong truong hop nguoc
lai. Cac didu kién danh gia cht ch& bao gdm Q2, > 0,7: 12, > 0,65; CCC > 0,85 [26],
[27]; r2, > 0,5 [156]; va Ar2, < 0,2 [155] duoc chon dé xac nhan kha niang dy doan
ngoai ciia cac mo hinh tét. Con vai cac diéu kién dwa vao MAE duoc Roy va cong su
dé xuat gan day [152], cac du doan duoc xem 12 tét khi MAE < 0,1*d6 rong caa cac

gia tri hoat tinh dugc quan sét trén tap huan luyén (Vitmax)-Yimin)) train) V& MAE +

30 < 092*(yi(max)—Yi(min))train; va la Xéu khi MAE > O’15*(yi(max)—yi(min))train
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hoac MAE + 36 > 0,25*(Yi(max)-Yi(min)) train- Phan mém “XternalValidationPlus”
do Roy va cong su phat trién [152] duoc sir dung dé hd trg qua trinh danh gia ngoai
trong nghién ctu nay.
2.2.6. Cac cong cu may tinh khac
2.2.6.1. Ban @6 nhan thic

Cac ban dd twong tu biéu dién dong thoi cac bién (thong sé mo ta/diu van tay)
va céc truong hop (bdn nhém hoat tinh: P, A, D, N) duoc tao ra sir dung hai phwong
phéap la do luong da hudong (multidimensional scaling - MDS) va phan tich twong hop
(correspondence analysis - CA) trong phan mém SPSS 20.0 [172]. G6i MDS
ALSCAL do ludng c&c ma tran su giéng nhau va su khac nhau, st dung ham chi phi
Young véi phuong phap do luong Young’s S-STRESS.
2.2.6.2. M6 hinh héa pharmacophore

Str dung phuong phap dya vao phéi tir, cac gia thuyét pharmacophore trong
nghién ciru nay duoc phat trién tir mot vai tap hop cac chat khac nhau bang cong cu
Pharmacophore Elucidation trong phan mém MOE [111]. Céc théng s6 dugc st dung
dé phan tich céac truy van pharmacophore bao gom: (i) P9 bao phua (cover): La sé
luong cac chat c6 hoat tinh phii hop vai truy vén; (ii) Do chong phu (overlap): La
diém s6 giong hang, thay doi giita 0 va sb luong cac phan tir c6 hoat tinh. Piém s
cang cao cho thiy su giong hang cang tét; (iii) Do ding (accuracy) cua truy van trong
viéc phan biét giita cac chat cd hoat tinh va cac chat khdng cd hoat tinh (cac hinh thé).
Gia tri do dang bang 1 nghia 13 truy van phd hop véi tit ca cac chat c6 hoat tinh va
khong phu hop vai bat ky chat khdng c6 hoat tinh nao [111].
2.2.6.3. M6 hinh héa twong dong

Trudc khi van hanh server I-TASSER, trinh ty P-gp bao gém 1280 acid amin
dugc tai 1én dudi dinh dang FASTA [115], khdng chi dinh c&c rang bugc va protein
dia kém theo.

Céc thong sb dau ra cua server bao gdm diém s tin cay (confidence score - C-
score), diém s6 mé hinh hoa dia (template modeling score - TM-score), cin bac hai

ctia do léch binh phuong trung binh (root mean square deviation - RMSD), sb luong
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cac mdi (decoy) va mat do dam (cluster density) duoc cung cap cho viéc danh gia
dinh lwong cac md hinh. C-score 1a d¢ tin cay wdc tinh cua cau trac du doan. Nam
trong giGi han dién hinh [-5; 2], gié tri C-score cang 16n thi chat lugng mé hinh cang
t6t va C-score > -1,5 chi ra dang hinh hoc topo dtng ctia mé hinh dy doan. RMSD la
khoang céch trung binh cua tat ca cac cap acid amin trong cau tric du doan va cau
truc dia, nam trong khoang 1 - 2 A ddi véi cac mé hinh c6 d6 phan giai cao va trong
khoang 2 - 5 A ddi vé6i cac mé hinh c6 do phan giai trung binh. Bai vi RMSD ¢6 thé
bi anh huong bai mét sai s6 cuc bd, mot thong sé khéc ciing do luong su tuong tu
giita hai cau truc 12 TM-score dugc dé nghi dé giai quyét van dé nay. TM-score <
0,17 1a du doan ngau nhién va TM-score > 0,5 chi ra dang hinh hoc topo dtng cho tat
ca cac kich thudc cua protein [208]. Mat do dam 1a sé luong cac ban sao cau tric
nhiét do thap tai mot don vi khong gian trong cum SPICKER, véi gia tri cang cao
phan anh chat lugng mé hinh cang tot.

Bén canh cac thdng s6 ké trén, chat luong hoa lap thé caa md hinh sau cing
duogc kiém tra st dung chuong trinh PROCHECK [90]. Cau trdc protein & dinh dang
PDB duoc tai 1én PDBsum dé xay dung d6 thi Ramachandran cua cac goc xoan phi-
psi cho tat ca cac acid amin trong cau trdc, ngoai trir nhitng acid amin & cac diém cudi
chudi. Bai vi acid amin glycin khong bi gidi han cho bat ky viing dac biét nao cua db
thi, chung dugc xac dinh riéng bai cac tam gidc. Can c trén sy phan tich 118 ciu
tric c6 do phan giai it nhat 2,0 A va yéu té R (R-factor) khong Ién hon 20,0, mot md
hinh chat lugng tot dugc ky vong 1a c6 trén 90 % acid amin nam trong cac ving duoc
ua thich nhat [A,B,L] (con dwoc goi la cac vung 16i).
2.2.6.4. Docking phéan ti

Bao gém giai doan chuén bi va giai doan docking.

Chuan bj phédi tir va protein

Ca phdi ttr va protein déu phai duoc chuan bj trudc khi tién hanh docking. Cac
cau trc hai chiéu (2D) cua cac phdi tr dugc xay dung trong phan mém
ChemBioDrawUlItra 12.0 [21] néu khong c6 sin va sau d6 duoc tdi thiéu hoa ning

lwong trong MOE [111]. M6 hinh twong ddng tét nhit cua P-gp trong phtc hop voi
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phdi tir dugc thém hydro, gisi han lai va tdi thiéu hda bang cong cu LigX trong MOE
[111] va sau d6 loai bo phdi tir di kém. Vi tri gan két cua protein muyc tiéu ciing duoc
server I-TASSER du doan dya trén vj tri gan két twong tu cua protein dia.
Docking

Céc chat tic ché P-gp tiém nang sau khi dugc xac dinh trudc tir du doan cta cac
mo hinh hoc may trén hai co s dir liéu sang loc ao la tap noi bo va tap Ngan hang
Thudc s& dugc dock vao tai gin két phéi tir cuia mo hinh twong ddng cua P-gp da
duoc chuan bi bang go6i FlexX trong phan mém LeadlT 2.0.2 [92] dé tim hiéu vé
phuong thirc nhan dién phan tir thong qua céc tuong tac phdi tir - protein. Trong qué
trinh ndy, thuat toan hop tam giéc (triangle matching) duoc su dung véi sé luong giai
phap ti da cho mdi vong lap la 1000 va cho mdi su phan manh la 200. Céc chat duoc
phan loai la chét &c ché, cd gia tri pICso du doan va diém sb docking tét s& c6 nhiéu
kha nang 13 cac chét &c ché P-gp hiéu qua.
2.3. Phwong phap nghién c@u in vitro

Nguyén tic cua tha nghiém in vitro danh gia tac dung ac ché bom nguoc trén
cac chang vi khuan S. aureus dé khang trong nghién ctru nay da dugc trinh bay trong
Muc 1.7, bao gom ba thir nghiém khéc nhau vai thdng tin vé cht ther, chung vi khuan,
moi treong, hoa chat, trang thiét bi va cach thire bd tri, tién hanh dugc mo ta chi tiét
nhu sau [1]:
2.3.1. Chat thir nghiém
- Céc chalcon noi bo do PGS. TS. Tran Thanh Pao - B6 mon Hoa Dugce, Khoa Dugc,
Pai hoc Y Dugc Thanh phd H5 Chi Minh cung cap.
- Khéng sinh ciprofloxacin mua tir Cong ty Nam Khoa Biotek.
2.3.2. Vi khuan thir nghiém
- Cac chung S. aureus SA-1199 (ty nhién, phan lap tir mau cta bénh nhan nhiém
trung huyét) va SA-1199B dé khang ciprofloxacin (d6t bién, phan 14p tir tho véi thir
nghiém viém mang trong tim, c¢6 biéu 16 qua mic NorA) do GS. TS. Michael Joseph
Rybak - Pai hoc Wayne State, M¥ cung cap [3], [67].
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- 156 chung S. aureus phan lap 1am sang tir cac mau bénh pham (mu, dam, mau, nudc
tiéu, dau catheter, ng thong tiéu, dich, ...) tai Viét Nam do GS. TS. Pham Hung Van
- Cong ty Nam Khoa Biotek cung cap.
2.3.3. Moi trueong
- Méi truong tang sinh: TSA (Tryptic Soy Agar), TSB (Tryptic Soy Broth) cia Oxoid
- Méi truong thir nghiém khang sinh: Mueller-Hinton (MH) broth cua Oxoid

Cac moi truong duoc tiét trung ¢ 121 °C, 1 atm trong 20 phat. Moéi truong da
hap tiét trung nhung chua sir dung duoc bao quan trong ta lanh ¢ 2 - 8 °C.
2.3.4. Hoa chit, dung cu, thiét bj
- Dimethyl sulfoxid (DMSO) cua Merck
- Phenyl-arginin-beta-naphthylamid (PapN) cua Sigma Aldrich
- Pia 96 giéng, micropipet, dng tuyp 5 mL, que cay, dén con, bép, tu say, ta 4m, may
vortex, may do quang, ...

Cac nguyén liéu, hoa chat st dung dap rng tiéu chuan Duoc dung.
2.3.5. Thir nghiém tac dung @c ché bom ngwoc NorA trén cac chiing vi khuan S.
aureus SA-1199 va SA-1199B ciia mt sé chalcon ndi b
a. Chuan bij
Pha miu
- Can 0,01 g mdi chat thir nghiém (trong trudng hop nay 1a chalcon) cho vao ng tuyp
5 mL v6 trung. Sau d6, cho tiép 1 mL DMSO vao va lic cho tan hoan toan dé thu
duoc dung dich me c6 ham lugng chat thir 1a 10 mg/mL.
- Pha méi truong MHB chta chat thie X véi ham lwong 50 pg/mL (MHB XA) hoic
100 pg/mL (MHB XB) bang céch lay 25 pL hozc 50 uL dung dich me ctia chét thi
X d3 pha & trén (ham luong 10 mg/mL) cho vao éng tuyp chita 5 mL MHB.
- Pha dung dich khang sinh ciprofloxacin (Ci) v&i ham lugng 256 ug/mL trong MHB
bang céch lay 128 pL dung dich ciprofloxacin trong DMSO véi ham lwong 2 mg/mL
cho vao 772 uL MHB. Luu y 1a str dung moi truong MHB da pha (A hoac B) chaa
chat thar (ham luong 50 hozc 100 pg/mL) va méi trudng MHB khéng chta chét thir
(d6i ching) dé pha dung dich khang sinh.
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Chuén bj vi khuén
- Cay ria vi khuan thir nghiém trén méi truong thach TSA, u & 37 °C trong 24 gio.
- L4y 3 - 5 khuan lac riéng ré& cay vao méi truong TSB.
-U tlr 2- 6 h ¢ 37 °C dé hoat hoa vi khuan.
- Chinh d6 dyc vi khuan bang nuwdc mudi sinh ly, sao cho mat do thu dugc tuong
duong vé6i d6 duc chuan McFarland 0,5 (khoang 1,5%108 CFU/mL).
- Tiép tuc pha lodng huyén dich vi khuan 100 lan bang céch lay 30 uL huyén dich vi
khuan di chinh d6 duc & trén cho vao 3 mL nudc mudi sinh 1y vo tring. Vi khuan da
chuan bi can duoc sir dung trong vong 15 phit.
b. Tién hanh

MJi chét s& duoc thir nghiém ¢ 02 nong d6 (50 va 100 pg/mL), trén 02 ching
vi khuan vi khuan (SA-1199 va SA-1199B), twong &g V&i 4 hang trén dia 96 giéng
(Hinh 2.2). Céch thuc hién & mdi hang nhu sau:
- Dung micropipet cho 90 pL. MHB vao mdi giéng trén dia nhya, tong cong 12 giéng
mdi hang.
- Dung micropipet lay 90 pL dung dich khang sinh ciprofloxacin (256 pg/mL) cho
vao giéng sd 1, tron déu bang cach hat 18n xudng 3 - 4 1an.
- Thuc hién pha lodng % tir giéng sé 1 sang giéng sé 2, bang cach lay 90 pL dung
dich & giéng s 1 cho sang giéng s 2 va tron déu bang cach hat 1én xudng 3 - 4 lan.
- Tiép tuc thuc hién pha lodng % cho dén giéng s6 11 thi ngung. Sau khi tron déu thi
hit b6 90 puL & giéng s6 11.
- Dung micropipet lay 10 uL huyén dich vi khuan (d4 pha lodng 1/100) cho vao mdi
giéng tir s6 giéng s6 1 cho dén giéng s 12, trir giéng s 11 khong cho huyén dich vi
khuan.
- U 6 35 - 37°C trong 24 gio.
- Luu v 1a voi khang sinh ciprofloxacin khéng c6 sy hién dién cua chit ther phai sir
dung MHB dbi chitng, con véi cap khang sinh ciprofloxacin - chat thir XA/XB phai
su dung MHB XA/XB.
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c. Poc két qua

- Thuc hién doc két qua biang mit thuong voi dia thir nghiém dugc dat trén mot bé
mat saim mau, khdng phan xa anh sang. Trong d6 MIC la nong do khang sinh tai giéng
c6 do pha lodng thap nhat va vi khuan bat dau khéng moc. Két qua chi c6 gié tri khi
vi khuan trong céc giéng ching s6 12 moc binh thuong. Néu ¢é vi khuan moc & nong
d6 cao hon va bi ¢ ché ¢ nong do thap, qué trinh thir nghiém co thé da bi nhidm va
phai dugc thuc hién lai.

- Hiéu qua &c ché bom nguoc NorA ciia mot chat thir nghiém dugc xac dinh bang
cach so sanh cac gié tri MIC cua ciprofloxacin trén chung dot bién SA-1199B (biéu
16 qua mic bom nguoc) khi khéng cd va khi c6 mit chat thi. Néu MIC cua
ciprofloxacin giam khi c6 mat chat thir so vai khi khdng c6 mat chat tha, chat thu
duogc xac dinh 1a ¢6 kha niang @c ché NorA; nguoc lai 1a chat thir khdng c6 hiéu qua.
2.3.6. Thir nghiém sang loc cac chiing vi khuan S. aureus phan lap tir Iam sang
dé khang ciprofloxacin qua trung gian bom ngwoc bing PapN

a. Chuan bij

Pha mau

- Can 0,01 g PapN cho vao ong tuyp 5 mL v tring. Sau dé, cho tiép 1 mL nuéc cat
vO triing vao va lic cho tan hoan toan dé thu duoc dung dich me ¢6 ham lugng PapN
1a 10 mg/mL. Pha lap lai néu can.

- Pha méi trudng MHB chira PapN véi ham luong 20 pg/mL (MHB P) bang céch lay
10 uL dung dich me ctia PapN da pha & trén (ham luong 10 mg/mL) cho vao ong
tuyp chra 5 mL MHB, pha lap lai néu can.

- Pha dung dich khang sinh ciprofloxacin (Ci) vdi ham lugng 256 ug/mL trong MHB
bang céch lay 128 pL dung dich ciprofloxacin véi ham lwong 2 mg/mL cho vao 772
uL MHB, pha lap lai néu can. Luu y 1a sir dung méi truong MHB P d3 pha (chta
PapN véi ham luong 20 pg/mL) va méi truong MHB dbi chiing (khdng chira chat
thir) dé pha dung dich khang sinh.

Chuan bi vi khuan

Tuong tu nhu Muc 2.3.5.



41

b. Tién hanh

Thir nghiém dugc thuc hién theo b tri nhu mé ta trong Hinh 2.3, trong d6 cach
pha lodng & mdi hang twong tw nhu Muc 2.3.5.
c. Poc két qua

Viéc doc két qua MIC twong ty nhu Muc 2.3.5. Mot ching SA 1am sang duoc
xac dinh 13 c6 dé& khang ciprofloxacin qua trung gian bom nguoc néu MIC cua
ciprofloxacin giam khi c6 mit PapN so véi khi khdng cd mit chat tc ché bom chuan
nay va nguoc lai.
2.3.7. Thir nghiém tac dung trc ché bom ngworc trén cac chiing vi khuan S. aureus
lam sang c6 dé khang ciprofloxacin qua trung gian bom ngwoc cia mét sé
chalcon ngi bo
a. Chuan bij
Pha mau
- Can 0,01 g mdi chat thir nghiém (trong trudng hop nay 1a chalcon) cho vao ng tuyp
5 mL v6 trung. Sau d6, cho tiép 1 mL DMSO vao va lic cho tan hoan toan dé thu
duoc dung dich me c6 ham lwgng chat thir 13 10 mg/mL. Pha lap lai néu can.
- Pha moéi trudng MHB chia chét thir Xi voi ham luong 20 pg/mL (MHB X;) bang
cach lay 10 pL dung dich me cuia chét thir X; da pha ¢ trén (ham lugng 10 mg/mL)
cho vao dng tuyp chira 5 mL MHB, pha lap lai néu can.
- Pha dung dich khéng sinh ciprofloxacin (Ci) véi ham lugng 256 pg/mL trong MHB
bang cach lay 128 pL dung dich ciprofloxacin trong DMSO véi ham lugng 2 mg/mL
cho vao 772 uL MHB, pha lap lai néu can. Luu ¥ 13 sir dung méi truong MHB d3 pha
(MHB X;) chaa chat thir (ham lugng 20 pg/mL) va méi truong MHB khdng chua
chat thir (d6i chung) dé pha dung dich khang sinh.
Chuan bi vi khuan

Cac chang vi khuan thu duoc tir Muc 2.3.6 duoc chuan bi twong tu nhu Muc
2.3.5.
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b. Tién hanh

MJi chat s& dugc thir nghiém & nong d6 20 pg/mlL, trén cac chung vi khuan S.
aureus 1am sang dé khang ciprofloxacin bing bom nguoc dwoc sang loc. Qué trinh
nay duoc thuc hién theo bé tri nhu mé ta trong Hinh 2.4, trong d6 cach pha lodng &
mdi hang twong tw nhu Muc 2.3.5.
c. Poc két qua

Viéc doc két qua MIC twong ty nhu Muc 2.3.5. Mét chét tha nghiém duoc xéc
dinh 1a c6 kha ning tc ché bom nguoc cua mot chang SA 1am sang néu MIC cua

ciprofloxacin giam khi c6 mat chat thir 6 so vai khi khong c6 mat né va nguoc lai.
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Khéng chira
vi khuin

N

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 Khong co

chéit thir
SA-1199B | Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci C Khong c6
chét thir
SA-1199 | Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci ¢ | Chitthir X
(A pg/ml)
SA-1199B | Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci c | Chitthir X
(A pg/ml)
SA-1199 | Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci ¢ | ChitthiX
(B pg/ml)
SA-1199B | Ci | Gi | i ¢Gi | Gi | G Ci Ci ci | Gi Ci ¢ | Chitthi X
(B pg/ml)

Néng d khéng sinh trong mdi hang gidim mjt nira Khong chira

qua tirng giéng theo thi tyr tir trai sang phai khéng sinh

Hinh 2.2. B4 tri thir nghiém in vitro xac dinh MIC cua ciprofloxacin (Ci) trén cac chung S. aureus SA-1199 va SA-1199B khi vang mat va
khi c6 mat chat thir nghiém X ¢ cac nong do khac nhau (A, B pug/mL), qua d6 danh gia kha ning &c ché bom nguoc NorA cua SA cua chat
thir nghiém. Trong mdi hang ngang cua dia, tit ca cac giéng chira khang sinh (trir giéng sé 11) duoc cho cung lwong va loai vi khuan nhu

giéng kiém soat C (chaa vi khuan nhung khong c6 khang sinh).
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Khong chira
vi khuin
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci C Khéng cé
Chiing SA PapN
LS 1 . ,
Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci C Co PapN
(C pg/ml)
Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci C Khong cé
Chiing SA PapN
LSn s Z
Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci C C6 PapN
(C pg/ml)
Néng dé khang sinh trong mdi hang giim mét nira Khéng chira
qua tirng giéng theo thit tur tir trai sang phai khéng sinh

Hinh 2.3. B4 tri tha nghiém in vitro xac dinh MIC cua ciprofloxacin (Ci) trén cac chung S. aureus phan Iap tir 1am sang khi vang mat va khi
c6 mat chat e ché bom di biét 12 PapN & ndng do C = 20 pug/mL, qua dé chon loc ra cac chung SA 1am sang c6 biéu 16 qua mac bom nguoc.
Trong mdi hang ngang cua dia, tat ca cac giéng chira khang sinh (trir giéng sé 11) duoc cho cung lwong va loai vi khuan nhu giéng kiém soét

C (chtra vi khuan nhung khong c6 khang sinh).
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Khong chira
vi khuan

Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Gi Ci Ci C Khéng co
chét thir

Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci c | Chit thi X,
(C pg/ml)

ChingSA| ¢i | ci | ci | ci || c|a|ca|ca|alca]| c |ChtthiX
LS (C pg/ml)

Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci ¢ | Chat thir X.

(C pg/ml)
Nong d¢ khing sinh trong méi hang giam mot nira Khéng chira
qua tirng gieng theo thir ty tir trai sang phai khang sinh

Hinh 2.4. B4 tri thir nghiém in vitro xac dinh MIC cua ciprofloxacin (Ci) trén cac chang S. aureus phan lap tir 1dm sang c6 biéu 16 qua mac
bom nguoc, khi ving mit va khi c6 mit cac chat tha nghiém Xi, Xa, ..., Xn & ndng d6 C = 20 pg/mL, qua d6 danh gia kha ning Gc ché bom
nguoc cua cac SA 1am sang cua tiring chat thir nghiém. Trong mdi hang ngang cua dia, tit ca cac giéng chta khang sinh (trir giéng s6 11)

dugc cho cung lugng va loai vi khuan nhu giéng kiém soét C (chira vi khuan nhung khong c6 khang sinh).
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CHUONG 3. KET QUA

3.1. Cac md hinh may tinh dwa trén phoi tir
3.1.1. Cac mé hinh phén loai chit wc ché va chit khong e ché P-gp

Téng cong 2982 thong sé mo ta va ddu van tay MOE va PaDEL da duogc tinh
toan cho toan bo tap dit liéu 2134 chat. Trong d6, 5 thong s mé ta (Kierl, Kier2,
Kier3, apol va bpol) duoc xac dinh 14 tring 13p va bi loai bo. 25 chit bi thiéu cac gia
tri thudc tinh cling dugc loai bo trudce khi tién hanh lua chon bién cho muc dich phan
loai. V&i dau vao 14 2109 chét con lai (tap tin TLBS.xIsx, Sheetl va ban in Tai liéu
bo sung, TLBS1), qua trinh giam bién trong RapidMiner bao gém loc thd va lya
chon tdi vu thu duoc 759 thudc tinh. S6 lugng thudc tinh tiép tuc dugc giam Xuéng
con 71 thude tinh voi s6 1an danh gia chéo > 1 (10 %) trong Weka. Tuy nhién, chi 24
thudc tinh o lién quan nhit v6i s6 1an danh gia chéo > 8 (80 %), bao gdm 13 théng
s6 mo ta hai chiéu (2D) va 11 dau van tay (Phu luc 2) duoc Iya chon dé phat trién
cac md hinh hoc may. Trong d6, PEOE_VSA_FPPOS la thdng s6 duy nhat dugc tinh
bang MOE; théng sé nay phu thudc vao dién tich tirng phan cua mdi nguyén tir trong
mét cau tric héa hoc. Nhu vay, toan bo tap dit liéu cac chat ic ché va khéng tc ché
P-gp dugc dai dién chii yéu boi cac thuoc tinh PaDEL. 12 thong s6 mo ta PaDEL hai
chiéu (2D) lan luot md ta cac tinh chét ty twong quan (2 thong s), Cac gia tri eigen
duoc bién doi Burden (4 thdng s6), nguyén tir hda hoc topo mé rong (1 thong sb), sé
lugng vong (2 thdng s6), dién tich topo (2 théng s6) va ma tran khoang céach hinh hoc
topo (1 théng s6). Cac dau van tay dugc chon bao gom 1 chudi MACCS, 5 chudi
Pubchem va 5 chudi dudi cau tric lan lugt duoc ma hda boi cac ky hiéu, SMILES va
SMARTS; va dai dién cho cac nhém cau tric va chirc ning nhu dugc mé ta trong
Phu luc 2.

Véi 1690 chét trong cac tap huan luyén thu duoc tir Sy phan chia da dang va
ngau nhién, hoat tinh wc ché P-gp 1a mot bién nhi phan (chat wc ché hozc chat khong
trc ché) duoc md hinh hoa ty dong, st dung cac thuat toan hoc may tich hop trong

hach Binary Classifier trong Clementine. Trong ca hai kiéu phan chia dit liéu (Bang
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3.1 va Bang 3.2), 9/10 mé hinh ung vién la mang noron, C5.0, C&R Tree, QUEST,
CHAID, héi quy logistic, mit nghiéng quyét dinh, mang Bayesian va SVM (trir phan
tich phan biét) déu duoc tao ra theo céc thdng sé mic dinh dé du doan bién két qua,
dwa vao 24 thudc tinh di chon. Trong d6, cac mé hinh mit nghiéng quyét dinh chi du
doan cac chat 6 hoat tinh, nghia 14 v6i nhitng md hinh nay thi mot chat bat ky hozc
dugc phan loai 1a chat tc ché hoiac khong dugc phan loai. Mic du khdng thé phan
biét gitra chat trc ché va chat khdng tc ché P-gp nhu ky vong nhung véi do chinh xac
cao nhat (c&c gia tri du doan duong PPV > 0,9), cac md hinh mat nghiéng quyét dinh
nay da cho thay chiing c6 kha ning t6t nhat trong viéc xac dinh céc chat tc ché trong
cac tap dir liéu 1on va phuec tap.

Cac md hinh tao ra dugc so sanh véi nhau bang thong sé do dung tong thé.
Trong su phan chia da dang, cc gié tri d6 dung tong thé trén tap huan luyén nho hon
nhiéu so véi cac gia tri do dung téng thé trén tap danh gia noi trong tat ca cac mo
hinh. Nguoc lai, cac gié tri do ding téng thé trén tap huan luyén lai 16n hon hoic nho
hon khong dang ké so véi cac gié tri o dang tong thé trén tap danh gia noi trong sy
phan chia ngau nhién. Ngoai ra, cac gia tri do dang tong thé cua tat ca cac md hinh
khi phéan chia da dang nho hon khi phan chia ngu nhién trong truong hop tap huan
luyén va nguoc lai trong truong hop tap danh gia noi. Cac két qua thu duoc cho thay
tap huan luyén da dang thich hop hon tap huan luyén ngau nhién dé sir dung cho muc

dich phat trién cac mé hinh hoc may.
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Bang 3.1. Két qua du doan trén tap huan luyén va tap danh gia ndi v6i su phan chia da dang.

.. o . Mit nghiéng
C5.0 Mang noron SVM Haoi quy logistic CHAID C&R Tree Mang Bayesian QUEST . Ensemble
quyet dinh

HL DPGN HL DGN HL DGN HL DPGN HL DPGN HL PGN HL PGN HL PGN HL PGN HL PGN
Duwong tinh thit 878 347 827 347 856 350 857 351 820 344 856 347 828 333 805 337 326 190 860 350
Duong tinh gié 182 26 155 20 196 22 201 25 163 22 215 30 210 26 202 24 36 184 24
Am tinh that 556 35 583 41 542 39 537 36 575 39 523 31 528 35 536 37 0 554 37
Am tinh gia 74 11 125 11 96 8 95 7 132 14 96 11 124 25 147 21 0 92 8
D) ding
tng th 0,85 0,91 0,83 0,93 0,83 0,93 0,82 0,92 0,83 0,91 0,82 0,90 0,80 0,88 0,79 0,89 0,90 0,98 0,84 0,92
ong thé
Do nhay 0,92 0,97 0,87 0,97 0,90 0,98 0,90 0,98 0,86 0,96 0,90 0,97 0,87 0,93 0,85 0,94 1,00 1,00 0,90 0,98
Do dic hiéu 0,75 0,57 0,79 0,67 0,73 0,64 0,73 0,59 0,78 0,64 0,71 0,51 0,72 0,57 0,73 0,61 0,00 0,00 0,75 0,61
Po chinh xac 0,83 0,93 0,84 0,95 0,81 0,94 0,81 0,93 0,83 0,94 0,80 0,92 0,80 0,93 0,80 0,93 0,90 0,98 0,82 0,94
Giatri

0,88 0,76 0,82 0,79 0,85 0,83 0,85 0,84 0,81 0,74 0,84 0,74 0,81 0,58 0,78 0,64 - - 0,86 0,82
du dodn Am
MCC 0,69 0,61 0,66 0,69 0,65 0,69 0,64 0,66 0,64 0,64 0,63 0,56 0,60 0,51 0,58 0,56 - - 0,67 0,67
G-mean 0,83 0,75 0,83 0,81 0,81 0,79 0,81 0,76 0,82 0,78 0,80 0,70 0,79 0,73 0,78 0,76 0,00 0,00 0,82 0,77
Chi s6 Youden’s 0,68 0,54 0,66 0,64 0,63 0,62 0,63 0,57 0,64 0,60 0,61 0,48 0,59 0,50 0,57 0,55 0,00 0,00 0,65 0,58
Piém s6 GH cho

. 0,88 0,95 0,86 0,96 0,86 0,96 0,86 0,96 0,85 0,95 0,85 0,94 0,83 0,93 0,82 0,94 0,95 0,99 0,86 0,96

chat c6 hoat tinh
Piém s6 GH cho
chét khong c6 0,82 0,67 0,81 0,73 0,79 0,73 0,79 0,71 0,80 0,69 0,78 0,62 0,76 0,58 0,76 0,62 - - 0,80 0,71

hoat tinh

*HL: Tap huan luyén; DGN: Tap danh gia noi.
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Bang 3.2. Két qua du doan trén tap huan luyén va tdp danh gia ndi v6i su phan chia ngiu nhién.

.. o . Mit nghiéng
C5.0 Mang noron SVM Haoi quy logistic CHAID C&R Tree Mang Bayesian QUEST . Ensemble
quyet dinh

HL DPGN HL DGN HL DGN HL DPGN HL DPGN HL PGN HL PGN HL PGN HL PGN HL PGN
Duwong tinh thit 971 224 960 242 967 243 973 244 921 223 958 233 943 236 928 230 467 111 975 243
Duong tinh gié 101 45 183 49 183 48 186 50 146 48 166 45 187 51 188 45 18 13 172 43
Am tinh that 538 115 456 111 456 112 453 110 493 112 473 115 452 104 451 115 0 467 117
Am tinh gia 80 35 91 17 84 16 78 15 130 36 93 26 108 22 123 29 0 76 16
D) ding
téna thé 0,89 081 0,84 0,84 0,84 0,85 0,84 0,84 0,84 0,80 0,85 0,83 0,83 0,82 0,82 0,82 0,96 0,90 0,85 0,86
ong thé
Do nhay 0,92 0,86 0,91 0,93 0,92 0,94 0,93 0,94 0,88 0,86 0,91 0,90 0,90 0,91 0,88 0,89 1,00 1,00 0,93 0,94
Do dic hiéu 0,84 0,72 0,71 0,69 0,71 0,70 0,71 0,69 0,77 0,70 0,74 0,72 0,71 0,67 0,71 0,72 0,00 0,00 0,73 0,73
Po chinh xac 0,91 0,83 0,84 0,83 0,84 0,84 0,84 0,83 0,86 0,82 0,85 0,84 0,83 0,82 0,83 0,84 0,96 0,90 0,85 0,85
Giatri

0,87 0,77 0,83 0,87 0,84 0,88 0,85 0,88 0,79 0,76 0,84 0,82 0,81 0,83 0,79 0,80 - - 0,86 0,88
du dodn Am
MCC 0,77 0,59 0,65 0,66 0,66 0,67 0,66 0,67 0,65 0,57 0,67 0,64 0,62 0,62 0,60 0,62 - - 0,68 0,70
G-mean 0,88 0,79 0,81 0,81 0,81 0,81 0,81 0,80 0,82 0,78 0,82 0,80 0,80 0,78 0,79 0,80 0,00 0,00 0,82 0,83
Chi s6 Youden’s 0,77 0,58 0,63 0,63 0,63 0,64 0,63 0,63 0,65 0,56 0,65 0,62 0,60 0,59 0,59 0,61 0,00 0,00 0,66 0,67
Piém s6 GH cho

. 0,91 0,85 0,88 0,88 0,88 0,89 0,88 0,89 0,87 0,84 0,88 0,87 0,87 0,87 0,86 0,86 0,98 0,95 0,89 0,89

chat c6 hoat tinh
Piém s6 GH cho
chét khong c6 0,86 0,74 0,77 0,78 0,78 0,79 0,78 0,78 0,78 0,73 0,79 0,77 0,76 0,75 0,75 0,76 - - 0,80 0,81

hoat tinh

*HL: Tap huan luyén; DGN: Tap danh gia noi.
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Trong nghién ctru nay, qua trinh xac dinh pham vi kha nang tng dung phat hién
ra 59/1690 chit cua tap huan luyén da dang 1a cac chét chét la; 1/419 chat cua tap
danh gia noi va khdng cd chat nao cua tap danh gia ngoai nam ngoai pham vi kha
nang ung dung (tap tin TLBS.xIsx, Sheet6). Viéc xay dung va danh gia cdc mo hinh
hoc may van dugc tién hanh véi su hién dién cia cac chat ndy. Dya trén d6 ding tong
thé, cac mo hinh C5.0 cho két qua phan loai tét nhat trén ca tap huan luyén da dang
va tap huan luyén ngau nhién véi do dung lan luot 12 85 % va 89 %, nhung cac mo
hinh khac ciing gan ding nhu C5.0. Tuy nhién trén cac tp danh gia ndi trong Gng,
ba m6 hinh tt nhat lai 12 SVM, mang noron va hoi quy logistic khi chiing lan luot
du doan dang trén 92 % va 84 % tong sé chat. Ngoai ra, c6 sau chat trong tap danh
gia ndi ngau nhién khong duoc phan loai bsi mé hinh mang Bayesian la endosulfan,
acid ferulic, N-acetylaspartat, acetaminophen, mesna va busulfan. Dé tranh nhiing
han ché nhu vay cia cac mé hinh don 18, giai phap két hop cac du doan tir nhiéu mé
hinh dugc dat ra trong nghién ciru nay.

Ngoai trir mat nghiéng quyét dinh, tam md hinh con lai (Phu luc 3) duoc gop
chung thanh mot mé hinh két hop bang hach Ensemble. Dé so sanh tirng mé hinh don
I& v&i md hinh két hop, tiy chon “Filter out fields generated by ensembled models”
khoéng duoc lra chon. Phuong phéap két hop 1a bau chon dua trén trong sé d6 tin cay
(confidence-weighted voting), trong d6 cac bau chon dugc do ludng can cir Vao gia
tri do tin cay cho mdi du doan. Mot lgi ich thuong gap cia phuwong phap nay 1a kha
nang tao ra nhiing du doan ding hon so véi bat ky mé hinh don 1é nao [29]. That vay,
mo hinh két hop di cho thdy kha ning phén loai tét véi do dung tong thé thu duoc
lan Tuot 1a 84 % va 85 % trén céc tap huan luyén da dang va ngau nhién, va 92 % va
86 % trén cac tap danh gia ndi trong ung. Su két hop nhiéu moé hinh da thuc hién dy
doan ding nhat trong truong hop tip danh gia ndi ngau nhién. Mac du khdng hoan
toan tot nhu mot vai mé hinh don 1¢ trong cac truong hop khac, nhung nhirng khéc
biét ghi nhan duoc 1a khéng dang ké. Cac mé hinh két hop da duoc chieng minh 1a

md hinh manh, cd thé thuc hién viéc du doan chinh xac cho cac tap dit liéu khac nhau
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trong diéu kién chung ma khong can di sau lira chon va tdi vu cac thong sé cua mot
mo hinh don 1¢ bat ky.

Céc qua trinh danh gia chéo 10 1an va ngau nhién héa bién phu thudc tiép tuc
dugc thuc hién trén tap huan luyén da dang cho muc dich danh gia ndi (Bang 3.3).
Tat ca cac md hinh thu dugce déu c6 do dung téng thé tir 77 % tro 1én khi danh gia
chéo, trong d6 hai mé hinh don 1¢ SVM va mang noron cing véi md hinh két hop 1a
cac md hinh phan loai tét nhat véi 6 dung bang 82 %. Khi ngau nhién héa bién phu
thudc, gia tri do ding tong thé bi giam it nhat 12 19 % véi md hinh mang Bayesian va
nhiéu nhat 1a 29 % v&i mo hinh C5.0. Trong qua trinh danh gia ngoai, sau md hinh
don 1¢ 1a C5.0, mang noron, SVM, hdi quy logistic, CHAID, mang Bayesian va mé
hinh két hop da dy doan dung 100 % sb chat cia tip danh gia ngoai; hai mo hinh don
1€ con lai l[a C&R Tree va QUEST c6 kha nang du doan kém hon mdot chut khi lan
luot phan loai diing 21/22 va 20/22 chit cua tap danh gia ngoai (Bang 3.4).
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Bang 3.3. Két qua danh gia chéo 10 1an va y ngiu nhién trén tip huin luyén da dang.

C5.0 Mang noron SVM Habi quy logistic CHAID C&R Tree Mang Bayesian QUEST Ensemble

PGC YNN PGC YNN PGC YNN PGC YNN PGC YNN PGC YNN PGC YNN PGC YNN PGC YNN
Duong tinh that 829 - 823 - 852 - 500 - 548 - 829 - 475 - 800 - 843 -
Duwong tinh gia 210 - 179 - 207 - 131 - 165 - 219 - 144 - 217 - 198 -
Am tinh that 528 - 559 - 531 - 326 - 366 - 519 - 297 - 521 - 540 -
Am tinh gia 123 - 129 - 100 - 57 - 104 - 123 - 81 - 152 - 109 -
Pj diing tdng thé 0,80 0,56 0,82 0,57 0,82 0,58 0,81 0,57 0,77 0,58 0,80 0,59 0,77 0,61 0,78 0,57 0,82 0,57
P§ nhay 0,87 1,00 0,86 0,99 0,90 0,97 0,90 0,93 0,84 0,94 0,87 0,91 0,85 0,83 0,84 0,97 0,89 0,98
Do dic hiéu 0,72 0,00 0,76 0,02 0,72 0,07 0,71 0,10 0,69 0,11 0,70 0,18 0,67 0,34 0,71 0,05 0,73 0,04
DP§ chinh xac 0,80 0,56 0,82 0,57 0,80 0,57 0,79 0,57 0,77 0,58 0,79 0,59 0,77 0,62 0,79 0,57 0,81 0,57
Gia tri du doan Am 0,81 0,73 0,81 0,59 0,84 0,63 0,85 0,48 0,78 0,65 0,81 0,61 0,79 0,60 0,77 0,56 0,83 0,68
MCC 0,60 0,08 0,63 0,06 0,63 0,08 0,63 0,04 0,54 0,11 0,59 0,14 0,54 0,19 0,55 0,06 0,63 0,09
G-mean 0,79 0,02 0,81 0,09 0,80 0,25 0,80 0,28 0,76 0,22 0,78 0,37 0,76 0,53 0,77 0,16 0,80 0,17
Chi s6 Youden’s 0,59 0,00 0,62 0,01 0,61 0,04 0,61 0,02 0,53 0,05 0,57 0,09 0,53 0,16 0,55 0,02 0,62 0,03

Piém s6 GH cho
chét c6 hoat tinh

Piém sé GH cho chit

0,83 0,78 0,84 0,78 0,85 0,77 0,85 0,75 0,80 0,76 0,83 0,75 0,81 0,72 0,81 0,77 0,85 0,78

0,76 0,38 0,79 0,32 0,78 0,35 0,78 0,29 0,73 0,40 0,76 0,41 0,73 0,47 0,74 0,32 0,78 0,37
khong c6 hoat tinh

*PGC: Panh gia chéo; YNN: Y ngau nhién.
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Bang 3.4. Két qua du doan trén tap danh gia ngoai cua cac mo hinh dugce tao ra tu tap huin luyén da dang.

C5.0 Mang noron SVM Hai quy logistic CHAID C&R Tree Mang Bayesian QUEST Ensemble
Duwong tinh that 19 19 19 19 19 19 19 18 19
Duong tinh gia 0 0 0 0 0 1 0 1 0
Am tinh that 3 3 3 3 3 2 3 2 3
Am tinh gia 0 0 0 0 0 0 0 1 0
D) dung tdng thé 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,95 1,00 0,91 1,00
P§ nhay 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,95 1,00
P§ dac higu 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67 1,00 0,67 1,00
P§ chinh xéc 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,95 1,00 0,95 1,00
Gia trj du doan
R 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67 1,00
am
MCC 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,80 1,00 0,61 1,00
G-mean 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,82 1,00 0,79 1,00
Chi s6 Youden’s 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67 1,00 0,61 1,00
Piém s6 GH cho
chiit c6 hoat tinh 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,98 1,00 0,95 1,00
Piém s6 GH cho
chét khong c6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,83 1,00 0,67 1,00

hoat tinh
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3.1.2. C4c md hinh dw doan hoat tinh &c ché P-gp

Téng cong 1628 thong sé md ta MOE va PaDEL da duoc tinh toan cho toan bo
tap dix liéu 499 chat. Trong dé, 5 thong sé md ta (Kierl, Kier2, Kier3, apol va bpol)
dugc xac dinh 14 trang 13p va bi loai bo. T4t ca 400 chét cua tap huan luyén va tap
danh gia noi khong bi thiéu thdng sé md ta nao va déu duogc sir dung cho viéc lra
chon bién. Qua trinh giam bién trong RapidMiner bao gém loc thd va lya chon tbi wu
thu dugc 383 thong sb. S6 lwong thdng sé tiép tuc duoc giam xudng con 89 théng sé
Vi s6 1an danh gia chéo > 1 (10 %) trong Weka. Tuy nhién, chi 34 théng s6 c6 lién
quan nhat véi so 1an danh gia chéo > 8 (80 %) (Phu luc 4) duoc lya chon dé phét
trién cac md hinh hoc may. Trong d6, cac théng sé6 PaDEL chiém da s so vai cac
thong s6 MOE (27 so véi 7) dé dai dién cho toan bo tap dir liéu. Céc thong sé6 MOE
md ta cé&c tinh chat ma tran gan ké va cach xa (2 thdng sd), sd luong cac nguyén tir
va lién két (1 théng sb) va dién tich ting phan (4 théng s6); trong khi céc thong sé
PaDEL m0 ta cac tinh chét ty twong quan (4 thong sd), ma tran Barysz (4 thong sd),
c4c gia tri eigen dugc bién doi Burden (9 thong so), trang thai dién tir topo loai nguyén
tir (4 thdng s6), ndi dung thong tin (1 thdng s6), chudi béo dai nhat (1 théng s6), quan
hé nang luong tu do tuyén tinh phan tir (1 thong s6), sé lugng vong (1 thdng s6), dién
tich topo (1 théng s6) va ma tran khoang cach hinh hoc topo (1 thong so).

Vi 300 chét trong céc tap huan luyén thu duoc tir sy phan chia da dang va ngau
nhién, mi quan hé giita cau tric hoa hoc (cac théng sé mé ta) va hoat tinh wc ché P-
gp (bién lién tuc) duoc mé hinh héa tu dong, s dung cac thuat toan hoc may tich hop
trong hach Numeric Predictor trong Clementine. Trong ca hai kiéu phan chia di liéu,
tat ca sau moé hinh ang vién 1a mang noron, C&R Tree, CHAID, hoi quy, tuyén tinh
suy rong va SVM déu duoc tao ra theo cac thong sé mic dinh dé du doan bién két
qua, dya vao 34 thong sé mod ta da chon (Bang 3.5). Do hai md hinh hoi quy va tuyén
tinh suy rong cé két qua dy doan giéng nhau cho tat ca cac chat trong tap huan luyén
trong ca hai trudng hop phan chia, nén chi c6 mé hinh héi quy dugc chon dé tiép tuc

xay dung md hinh két hop.
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Bang 3.5. Sau mo hinh don 1¢ dugc tao ra cung véi cac gia tri R? cua chung trén tap

huén luyén va tap danh gi noi, theo hai kiéu phan chia dit liéu da dang va ngau nhién.

Kiéu phin chia M4 hinh tao ra R?tap huén luyén R?tap danh gia ngi
CHAID 0,86 0,79
C&R Tree 0,83 0,81
Hoi quy 0,75 0,77
Da dang Tuyén tinh suy rong 0,75 0,77
SVM 0,74 0,81
Mang noron 0,73 0,75
CHAID 0,86 0,62
C&R Tree 0,84 0,74
x A Hoi quy 0,76 0,73
Ngdu nhién Tuyén tinh suy rong 0,76 0,73
SVM 0,74 0,71
Mang noron 0,72 0,74

Cac md hinh tao ra duoc so sanh véi nhau bang hé sé twong quan binh phuong
R? (cang gan 1 thi méi quan hé cang manh). Trong sy phan chia da dang, céc gia tri
R? trong tap huan luyén nho hon céac gia tri R? trong tap dénh gia ndi trong truong
hop cac md hinh hdi quy, SVM va mang noron; va nguoc lai trong truong hop cac
md hinh CHAID va C&R Tree. Trong su phan chia ngau nhién, gia tri R? trong tap
huan luyén nho hon gia tri R? trong tap danh gia ndi trong truong hop md hinh mang
noron; va nguoc lai trong treong hop cac mo hinh con lai (CHAID, C&R Tree, hoi
quy va SVM). Ngoai ra, mac du cé&c gia tri R? cua tat ca cac md hinh khi phan chia
da dang xap xi c4c gia tri R? cua tat ca cac md hinh khi phan chia ngau nhién trong
treong hop tap huan luyén, hau hét cac gié tri nay khi phan chia da dang cao hon dang
ké khi phan chia ngau nhién trong truong hop tap danh gia noi. Cac két qua thu duoc
cho thay tap huan luyén da dang thich hop hon tap huan luyén ngau nhién dé sir dung
cho muc dich phat trién cac mé hinh hoc may.

Dua trén cac gia tri R?, cac mo hinh CHAID va C&R Tree dugc xép hang tét
nhét trong ca céc tap huan luyén da dang (86 % va 83 %) va ngau nhién (86 % va
84 %); trong khi d6 cac mé hinh thyuc hién du doan tot nhat 1a C&R Tree va SVM
trong truong hop tap danh gia ndi da dang (cung 81 %), va la C&R Tree va mang
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noron trong trudng hop tap danh gia noi ngau nhién (cuing 74 %). Su khac biét 16n
nhét vé gié tri R? gitra cac tap huan luyén va tap danh gia noi 1a & md hinh CHAID
khi phan chia ngiu nhién. Nguoc lai, khdng c6 su khac biét dang ké vé thdng sb nay
giita cac tap huan luyén da dang va ngau nhién, cling nhu giita cac tap danh gia noi
da dang va ngau nhién trong treong hop mang noron. Bé tranh nhiing han ché nhu
vay ctia cac mo hinh don 1¢, giai phap két hop cac du doan tir nhiéu mé hinh dugc
dat ra trong nghién ctru nay.

Ngoai trir tuyén tinh suy rong, nim md hinh con lai (Phu luc 5) dugc gop chung
thanh mot md hinh két hop bang hach Ensemble. Bé so sanh tirmg mo hinh don 1é V6i
mo hinh két hop, tly chon “Filter out fields generated by ensembled models” ciing
khong duoc lua chon. Cac dyu doan két hop cho bién muc tiéu duoc tao ra bang céch
lay trung binh gia tri du doan ctia cac mo hinh don 1¢. Phuong phép nay ciing thuong
mang lai loi ich 1a kha ning tao ra nhiing dy doan dang hon so véi bat ky md hinh
don 1¢ ndo [29]. That vay, trong khi cac mo hinh don 1¢ khong dat it nhat mot trong
s6 cac diéu kién duoc sir dung dé danh gia noi trén tap huan luyén da dang, cu thé 1a
Q%00 (<0,6) va |R? — Q%! (> 0,1) trong cac mo hinh CHAID, C&R Tree; r2, trong
cac mo hinh hdi quy, SVM, mang noron (< 0,65) va ArZ, trong mé hinh héi quy (>
0,2); md hinh két hop da cho thay kha niang du doan t6t véi R? = 0,84; Q%4 = 0,70;
IRZ — Q24| =0,14; r2, = 0,80; r'2, = 0,64; rZ = 0,72 va ArZ = 0,16 (Bang 3.6). Gia
tri |R? — Q%50 | cia md hinh két hop mic di vuot 0,1, ¢6 thé duoc giai thich 1a do
anh huong cua hai mé hinh CHAID va C&R Tree, tuy nhién khac biét nay con nho
hon 0,3 nén van dam bao duoc kha nang du doan [127], [192]. Tat ca sau md hinh
déu c6 |R? — R%;| > 0,2 va dap tng dieu kién R3 > 0,5 khi ngau nhién héa bién phu
thuoc (y-randomization) trong tap huan luyén (Bang 3.6). Mic du khdng hoan toan
t6t nhu cac mod hinh don 1é trong mot vai diéu kién cu thé, nhung Xét trén phuong
dién tong thé thi su két hop nhiéu md hinh da cho thay két qua du doan tét nhat. Mo
hinh két hop da dugc chiang minh 13 mot mé hinh manh, ¢é thé thuc hién viéc du
doan chinh x4c cho cac tap dir liéu khac nhau trong diéu kién chung ma khdng can di

sau lya chon va toi wu cac thong s ciia mot mo hinh don 1€ bat ky.
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Cac md hinh QSAR tiép tuc duoc kiém tra bang cac tap danh gia ndi va ngoai.
Trén tap danh gia noi, md hinh két hop tiép tuc thuc hién tét nhat voi Q%, = 0,83; QZ,
= 0,83; Q%, = 0,81; r2 = 0,80: '2, = 0,64; rZ = 0,72; Ar%, = 0,16 va CCC = 0,90;
trong khi md hinh héi quy lai khong dat hai diéu kién vé r2, (< 0,65) va Ar, (> 0,2)
(Bang 3.7). Con trén tap danh gia ngoai, md hinh tt nhat lai 1a SVM (Bang 3.8),
mac du hé sé twong quan binh phuong caa mé hinh ndy (R? = 0,74) chi cao hon mb
hinh mang noron (R? = 0,73) khi xét trén tap huan luyén da dang; con md hinh kém
nhat 14 CHAID khi chi dat cac diéu kién vé r2,, r'2, (cing > 0,5) va Ar2, (<0,2) (Bang
3.6). Trong trudng hop ndy, mo hinh két hop cho thay céc két qua du doan c6 thé so
sanh véi md hinh tét nhat 1a SVM voi Q%, = 0,83; Q%, =0,82; Q%, =0,83; r2, = 0,82;
r'2, = 0,67; r2 = 0,74; Ar2, = 0,16 va CCC = 0,90 (Bang 3.8). Cac két qua nay mot
lan nixa gitp chung minh loi ich caa viéc két hop nhiéu mé hinh trong viéc giai quyét
cac van dé da dang phat sinh khi thuc hién mé hinh héa dix liéu sinh hoc.

Bang 3.6. Két qua danh gia noi cac md hinh dy doan dugc tao ra tir tap huan luyén

da dang.
o ; A: Mang
Thong so CHAID C&R Tree Hoi quy SVM noron Ensemble
R? 0,86 0,83 0,75 0,74 0,73 0,84
Qi00 0,50 0,52 0,67 0,72 0,68 0,70
IR? — Q%40 0,36 0,30 0,08 0,02 0,04 0,14
r 0,86 0,83 0,75 0,73 0,69 0,80
r', 0,73 0,67 0,54 0,55 0,54 0,64
2, 0,79 0,75 0,65 0,64 0,62 0,72
Ar2, 0,13 0,16 0,21 0,18 0,15 0,16
R? 0,08 0,28 0,11 0,14 0,01 0,29
R 0,76 0,61 0,61 0,58 0,61 0,62
Bang 3.7. K¢t qua danh gia cac mo hinh du doan trén tap danh gia ndi.
~ e A Mang
Thong so CHAID C&R Tree Hoi quy SVM noron Ensemble
Q% 0,79 0,81 0,77 0,81 0,75 0,83
Q3, 0,79 0,81 0,77 0,81 0,75 0,83
Q% 0,77 0,80 0,75 0,80 0,73 0,81
r, 0,74 0,80 0,74 0,80 0,71 0,80
r'z 0,68 0,63 0,54 0,63 0,60 0,64
2, 0,71 0,72 0,64 0,71 0,66 0,72
ArZ 0,06 0,17 0,21 0,17 0,11 0,16

CcC 0,89 0,89 0,86 0,89 0,86 0,90
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Bang 3.8. Két qua danh gia truyén thong cac mé hinh dy doan trén tap danh gia ngoai.

Thong sb CHAID C&RTree  Hbiquy SVM I':’(':;Z?I Ensemble
Q2 0,68 0,75 0,81 0,85 0,78 0,83
Q2, 0,68 0,75 0,81 0,85 0,78 0,82

2 0,69 0,76 0,81 0,85 0,79 0,83
r2, 0,61 0,67 0,77 0,83 0,75 0,82
2, 0,58 0,68 0,59 0,68 0,62 0,67
12, 0,59 0,67 0,68 0,75 0,69 0,74
ArZ, 0,02 0,01 0,18 0,14 0,13 0,16

cce 0,84 0,88 0,89 0,01 0,88 0,90

Trong nghién ctru nay, qua trinh xac dinh pham vi kha nang (ng dung phat hién
ra 7/300 chat cua tap huin luyén da dang (89, 288, 381, 411, 422, 433 va 472) 14 c4c
chat chat la; 1/100 chat cia tap danh gia noi (358) va 2/99 chét cua tap danh gia ngoai
(40, 407) 1a cac chat nim ngoai pham vi kha ning ung dung (tap tin TLBS.xlsx,
Sheet3 va ban in Tai liéu bo sung, TLBS3). Vi su hién dién cua cac chat nay, hai
mo hinh don 1& (hdi quy, SVM) va mé hinh két hop duoc phan loai 13 “t6t” va ba mo
hinh don 1¢ khac (CHAID, C&R Tree va mang noron) duoc phan loai la “trung binh”
theo cac thong s6 dua vao MAE dugc udc tinh sau khi loai bo 5 % chat trong tap
danh gia ngoai cO c4c gia tri sai s6 cao (Bang 3.9; tap tin TLBS.xlsx, Sheet7). Cac
van dé lién quan dén céc thdng s6 dua vao R? ¢ dién va CCC (cac gia tri ciia ching
bi anh huang bai pham vi va su phan b caa céc gia tri bién phu thudc cua cac chat
trong tap danh gia xung quanh gia tri trung binh cua tap huan luyén/tap danh gia) c6
thé dan dén két luan sai vé kha niang chap nhan md hinh [152]. Cac diéu kién dua vao
MAE do Roy va cong su dé xuat [152] gitp kiém tra c4c gid tri sai s6 du doan bang
cach xac dinh gigi han sai s6 cho phép, sir dung pham vi bién phu thudc caa tap huan
luyén. Két qua xac dinh pham vi kha nang tng dung va kiém tra cac diéu kién dua
vao MAE da cho thay cé4c chat cua tap danh gia ndi va ngoai trong nghién cau nay
déu nam trong pham vi héa hoc va dap ung caa tap huan luyén. N6i cach khac, kha
ning dy doan “tot” cuia cac md hinh QSAR xay dung duoc xac nhan véi do tin cay

cao hon khi két hop cac phuong phap danh gia truyén thong va danh gia méi.
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Bang 3.9. Két qua danh gia cac mo hinh du doan trén tap dénh gia ngoai, sir dung cac
diéu kién dya trén MAE 4p dung cho 95 % dit liéu.

Mang

Thong sé CHAID C&R Tree Héi quy SVM novon Ensemble
MAE 0,37 0,38 0,33 0,29 0,36 0,31
MAE+3*SD 1,19 1,10 0,98 0,90 1,11 0,96
Chat lugng Trung binh  Trung binh Tt Tot Trung binh Tt
du doan

Bing phan tich dinh lwong, Gramatica va Chirico [27] ¢4 nhan manh tam quan
trong cua viéc danh gia do thi phan tan cua dit liéu thuc nghiém va dit liéu du doan,
gitp phat hién ra nhitng md hinh QSAR khéng thé chap nhan duoc chi vai cac gia tri
thong ké tét. Cac do thi hoi quy gia tri plCso du doan bang gia trj pICso quan sat durgc
trén bom nguoc P-gp duoc biéu dién cho md hinh két hop trong trudng hop tap huan
luyén va tap danh gia noi (Hinh 3.1A) va tap danh gia ngoai (Hinh 3.1B). Cac diém
dir liéu nam doc theo dudng hoi quy cho thiy sy trong quan tot gitra cac gia tri thyuc
nghiém va du doan trén tat ca cac tap dix liéu. N6i cach khac, md hinh két hop duoc

tao ra 1a phi hop tét véi cac di lidu nay.



60

Tap huan luyvén:
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= 6
=1 . 2.
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& tap danh gia ngoai
[}
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B
Hinh 3.1. B4 thi phan tan cia mé hinh két hop trén cac tap dit liéu: (A) Trén tap huan

luyén va tap danh gia ndi; (B) Trén tap danh gia ngoai.

3.1.3. Ban @6 nhan thic vé su e ché bom ngwoc qua trung gian P-gp va NorA
Trudce do, Carosati va cong su [17] va Vishwakarma va cong su [77] da xem
Xét su hon tap phdi tir gitta cdc bom nguoc P-gp & ngudi va NorA ¢ S. aureus va tiét

16 6 mot su chong phu gitra cac chat Gc ché hai loai bom nguoc nay. Do sé lugng
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han ché cua cac chat duoc thu thap tir tai liéu ma sin c6 thong tin hoat tinh trén ca
hai protein [17], [60], [77], [79], [82], [86], [94], [114], [120], [162], c4c ban dé nhan
thire dugc phat trién thay cho cac mé hinh phan loai da 16p da duoc xay dung truéc
d6 [180] dé 1am rd cac tinh cht can thiét cho sy e ché it nhit mot trong s hai protein
chuyén cho nay.

Quaé trinh tinh toan va lua chon thudc tinh mé ta ¢ trén duoc ap dung cho tap dir
liéu nho 54 chat. Su lwa chon bién khong bao gdm ky thuét ti wu héa bang thuét toan
di truyén da thu duoc 18 thong sé mé ta ly hda va 3 dau van tay tir 2977 thong sé6 mo
ta va ddu van tay dugc tinh toan ban dau. Trong s6 d6, 5 thong sé6 mo ta MOE biéu
thi cac tinh chat ma tran gan ké va cach xa (4 thong sb) va dién tich ting phan (1
thong s6), trong khi 13 thong sé6 md ta PaDEL biéu thi cac tinh chat ty twong quan (6
thong s6), ma tran Barysz (1 thdng sd), con duong chi (2 thong sb), trang thai dién tir
topo loai nguyén tir (2 thong s6), nguyén tir hda hoc topo mé rong (1 thong sb) va
duong bién khoang cach phan tir (1 théng sb) cua cac chat trong tap dir liéu. Ca hai
loai théng s6 mé ta duoc chia ty 18 trong khoang [0, 1] truéc khi xay dung cac ban
d6. Trong 3 dau vén tay duoc chon, ¢6 2 chudi MACCS, 1 chudi Pubchem va khong
c6 chudi dudi cau tric ndo. Tat ca cac thudc tinh va cach viét tat cua ching duoc liét
ké va trinh bay trong Phu luc 6.

Tiép theo, k¥ thuat do luong da huéng MDS ALSCAL dugc sir dung trong
truong hop cac thong sé mé ta (thang do khoang) va ky thuat phén tich twong hop
CA duoc sir dung trong trudng hop cac dau van tay nhi phan (thang do danh nghia)
dé thuc hién 1ap ban dd nhan thirc. Vi cac diéu kién do hoi tu S-stress bang 0,001;
gia tri Stress t6i thiéu bang 0,005 va s6 vong lap tdi da bang 30, qua trinh MDS da
dirng lai & vong 13p thir 4 trong trudng hop céc thdng s6 md ta va & vong lap thi 3
trong truong hop cac 16p hoat tinh, boi vi mirc d6 cai thién S-stress nho hon 0,001.
Céc gia tri Stress nho hon 0,1 va cac gia tri hé s6 twong quan binh phwong (squared
correlation - RSQ) 16n hon 0,9 (Bang 3.10) cho thiy méi twong quan manh giita cac
khéc biét va cac khoang céch. Tat ca cac gia tri phuong sai trong qua trinh giam

hudéng CA dugc liét ké trong Bang 3.11. Phuong sai tong cong bang 0,125 phan &nh
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12,5 % khac biét dugc giai thich boi hai hudng hoic ba dau van tay hozc bon 16p hoat
tinh.

Bang 3.10. Cac gia tri thong ké trong qua trinh chia ty 18, sir dung k¥ thuat do luong
da huéng (MDS ALSCAL).

Stress va twong quan binh

Lich six vong lap phwong (RSQ) trong cac
khoang cach cho ma trin
Vong lap S-stress? Sw cai thién Stress® RSQ¢
Gitra cdc bien ) o008 002656
(cac thong so ' ' 0,06562 0,98219
mo ta) 3 0,06776 0,00300
4 0,06747 0,00029
Gitra cac truong 1 0,05764
hop (céac 16p 2 0,05516 0,00248 0,09656 0,94377
hoat tinh) 3 0,05513 0,00003

4Cong thirc S-stress 1 cua Young dugc su dung.

bCéc gia tri Stress 1a cong thirc stress 1 ctia Kruskal.

CCac gia tri RSQ (squared correlation) 1a ty I& ciia phuong sai cua dit liéu dugc chia
ty 1¢ (cac khac biét) trong sy phan chia (hang, ma tran, hoac toan b dir li€u), dugc
giai thich bdi cac khoang cach tuong img cua chung.

Bang 3.11. Gia tri phuong sai ctia cic hudng, cac ddu van tay va cac 16p hoat tinh

trong qua trinh gidm hudng, st dung k¥ thuat phan tich tuong hop (CA).

Huwéng Phwong sai Diuvantay  Phwong sai Hoat tinh Phwong sai
1 0,073 MACCSFP128 0,057 A 0,041
2 0,051 MACCSFP144 0,033 D 0,036
Tong 0,125 PubchemFP2 0,035 N 0,014
| Tong 0,125 P 0,034
| Tong 0,125

Cac ban do nhan thicc MDS va CA cuaa bén truong hop dai dién cho céc 16p hoat
tinh (P, A, D, N) va 21 bién duoc chon dai dién cho cac thong sé6 mé ta va cac dau
van tay lan lugt duoc thé hién trong Hinh 3.2 va Hinh 3.3. Trong ban ¢ MDS, cé4c
diém dai dién cho cac truong hop dugc dinh vi ¢ bon goc phan tu khac nhau va cac
diém dai dién cho cac bién phan tan xung quanh diém giao nhau cua hai truc. Trong
ban d6 CA, cac diém cua cac truong hop va cac bién ciing dugc phan bd theo cach

tuong ty nhung dé trong goc phan tu phia trén bén trai. Hai diém A va N nam gan
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nhau trong ca hai ban d6 ngu V 1a céc chat ac ché NorA nhung khong tc ché P-gp va

cac chat khong tc ché ca hai protein 1a kha gidng nhau & cac tinh chat dugc xem xét.
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Hinh 3.2. Ban d6 nhan thirc do luong da huéng (MDS) caa céc 16p hoat tinh va céc
thong s6 md ta. P: Chat e ché chi P-gp; A: Chat wrc ché chi NorA; D: Chat &c ché ca
P-gp va NorA; N: Chat khong wc ché ca P-gp va NorA; dia: diameter; BP2:
BCUT_PEOE_2; GP2: GCUT_PEOE._2; bJ: balabanJ; QVF: Q_VSA_FNEG; A2m:
ATSC2m; Adm: ATSC4m; Als: ATSC1s; AA6v: AATSC6v; AA4s: AATSC4s;
M4s: MATS4s; SpM: SpMAD_DzZ; ASP3: ASP-3; AVP6: AVP-6; nHCs: nHCsatu;
minHCs: minHCsatu; EBPnsd: ETA_BetaP_ns_d; MDEO22: MDEO-22.
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Hinh 3.3. Ban d6 nhan thirc phan tich twong hop (CA) cua cac 16p hoat tinh va cac
dau van tay. P: Chét e ché chi P-gp; A: Chat tic ché chi NorA; D: Chét tc ché ca P-
gp va NorA; N: Chat khong wc ché ca P-gp va NorA; MFP128: MACCSFP128;
MFP144: MACCSFP144; PFP2: PubchemFP2.

3.1.4. Cac mé hinh pharmacophore

Truéc khi chay wng dung Pharmacophore Elucidation trong MOE, cac hinh thé
ba chiéu (3D) cua cac chat nghién ciru duoc tao ra sir dung mét tng dung khac ciing
cua MOE la Conformation Import [111]. Céc thiét 1ap mic dinh duoc giir nguyén khi
xay dung cac mé hinh pharmacophore, cu thé 1a cac hinh thé dau vao duoc phan cum
dé loai bo hinh thé trung; ké hoach chu thich “thdng nhat/unified” duoc sir dung dé
xéc dinh cé&c yéu té pharmacophore ciia mdi phan tir; khong thiét 1ap rang budc vé tan
s6 xuat hién cua biéu 16 trong cac truy van pharmacophore duoc tao ra; ban kinh cua

c4c biéu 16 yéu té truy van duoc thiét 1ap bang 1,4 A; sb luong cac phan tar ma mot
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truy van tao ra phai pht hop duoc thiét 1ap bang 0,9; sé luong cac yéu té duoc gioi
han bang 5 va khong cho phép bat ky lya chon gidng hang no. Tir cac pharmacophore
xay dung duoc, cac phan ti “hit” dé dang duoc xac dinh théng qua cac hinh thé “hit”
trong qua trinh tim kiém pharmacophore.
3.1.4.1. Cac md hinh pharmacophore cho hoat tinh wc ché P-gp manh

Tir co so dir liéu dau vao chira bon phan tir hoat tinh 12 aripiprazol, ebastin,
tariquidar va elacridar, tong cong 39 truy vin pharmacophore duoc tao ra st dung
céng cu Pharmacophore Elucidation. Ba truy van tot nhét ciing véi cac thong sb danh
gia cua chiing duoc trinh bay trong Bang 3.12 theo thtr tu diém sé chong phu giam
dan. Cac truy van ndy c6 cung sb luong va loai yéu td, bao gdm ba nhoém ky nude (H)
va mot nhom nhén lién két hydro (a). Santos va cong sy [54] ciing di cong bé mot
mo hinh pharmacophore bon diém giéng v6i nghién cru ndy, dua trén cac diterpen
vong 1én. TAm quan trong cta tinh ky nudc va cac nhém nhén dién tir nhu 1a cac yéu
t6 can thiét cho sy trc ché P-gp hiéu qua ciing duwoc nhan manh trong nhiéu nghién
ctu trude [17], [20], [32], [48], [49], [54], [56], [89], [95], [131], [132], [133], [134],
[135], [149], [219].
Bang 3.12. Ba gia thuyét pharmacophore tot nhat cho c4c chat ¢ ché P-gp manh va

cac chat trc ché chon loc NorA cung véi cac gia tri thong ké cta chung.

Do D) Tim kiém Ph4

STT Ph4 ba? chor]g Do dung p A D N
phi phi

"y 1 HHHa 4 2,60 1 519 47 1319 319
Cchéatp‘_rgp , _HHHa 4 259 1 019 07 1019 09
o HHHaV 4 2,59 1 019 07 _ 10/19 _ 0/9
; 3 HHHa 4 2,58 1 019 07 919 0/9
"y 1 RRHa 3 2,27 1 119 57 6/19 419
cchéat:ggn 2 RHHa 3 2,21 1 719 67 1219 609
N, _RRHd 3 2,21 1 219 67 119 319
: RRHAV 3 2,21 1 219 67 019 319

*Ph4: Pharmacophore; H: Yéu t6 ky nu6c; a: Nhom nhan lién két hydro; R: Yéu to
vong thom/vong Pi; d: Nhom cho lién két hydro; V: Thé tich bén ngoai.

Khi 4p dung dé tim kiém cho tap dit liéu 54 chat da dugc st dung dé xay dung
ban d6 nhan thic & trén, truy van sé 2 di cho thay két qua tim kiém tdt nhat so véi

hai truy van con lai khi nhan dang dugc 10/38 chat ¢ hoat tinh (cac chat D), trong
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d6 ¢6 4 chéat dugc st dung dé md hinh héa va khéng nhan dang céc chat khong cé
hoat tinh (Béng 3.12). Viéc khong c6 bét ky chét P nao (hau hét khdng phai Ia cht
trc ché P-gp manh) thoa truy van s 2 da chimg minh ddy 1a mé hinh gan két pht hop
giita cac chat c6 hoat tinh manh va thu thé. Mic du nhan dang duoc nhiéu chat c6
hoat tinh hon (18/38 chat P va D), truy van sb 1 cling da nhan dang khdng chon loc 7
chat khdng c6 hoat tinh (cac chat A va N). Trong khi khéng nhan dang cac chat khdng
c6 hoat tinh nhu truy van sb 2, truy van sb 3 lai chi nhan dang dwoc it chat c6 hoat
tinh hon (9/38 chit D, trir astemizol). Céc khoang cach va cac goc trong khdng gian
duoc tao thanh tir cac diém cua truy van sb 2 dugc biéu dién trong Hinh 3.4A.

Trén truy van sb 2, rang budc vé thé tich (V) bao gdm mét sb khéi cau c6 tam
dit tai cac nguyén tr ning duoc thém vao. Loai thé tich duoc thiét 1ap 1a “bén
ngodi/exterior” va ban kinh ciia né duoc diéu chinh bang 6,5 A. Truy van s 2 méi
chit ché hon (HHHaV) van cho két qua nhan dang tuong tu 14 10/38 chat D khi duoc
st dung dé 1ap lai viéc tim kiém trén tap 54 chat ndi trén. Hinh anh cua truy van va
cac hinh thé tét nhat (c6 RMSD thap nhat) ctia bén phan tir st dung dé mé hinh héa
pharmacophore dugc biéu dién trong Hinh 3.4B.

Trong qua trinh danh gia tiép theo, md hinh pharmacophore méi xay dung
(HHHaV) dugc &p dung dé tim kiém trén hai tap di liéu hinh thé thu duoc tir 2134
chat va 22 chalcon ma da duoc str dung dé phét trién cac md hinh phan loai chat tc
ché va chat khdng tic ché P-gp & trén. Trong s6 1028 chat tinh dugc hinh thé (thudc
tap 2134 chat) bao gom 485 chat wc ché va 543 chat khong tc ché, c6 38 chét thoa
man md hinh pharmacophore bao gém 34 chat ic ché va 4 chat khong tc ché (tap
tin TLBS.xIsx, Sheet8). Trong s6 22 chalcon, md hinh pharmacophore di nhan dang
thanh cdng 6 chét c6 hoat tinh manh 1a cac chat 12, 13, 20, 21, 22 va 23. Ba chalcon
18, 19 va 24 khong uc ché P-gp (ICso > 15 uM) da khong thoa truy van. Céac két qua
thu dwoc gidp chitng minh md hinh pharmacophore cho hoat tinh @c ché P-gp manh
c6 thé duoc sir dung dé sang loc 40 nhiam tim kiém cac chit e ché P-gp méi va hiéu

qua.
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B
Hinh 3.4. M6 hinh pharmacophore chat trc ché P-gp manh (F1, F2, F3: Nhom ky

nuéc; F4: Nhom nhan lién két hydro; V: Gidi han thé tich): (A) Cac khoang cach va
goc; (B) Vi sy hién dién cta cac chat ¢ hoat tinh (aripiprazol, ebastin, tariquidar va
elacridar).
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3.1.4.2. Cac md hinh pharmacophore cho hoat tinh &c ché NorA nhung khéng
trc ché P-gp (sw k¢ ché chon loc NorA)

Tir co so dir liéu dau vao chira ba phan tir hoat tinh 1a cac chat 22, 23 va 32 [17],
téng cong 18 truy vin pharmacophore duoc tao ra sir dung cong cu Pharmacophore
Elucidation. Ba truy van tot nhat ciing véi cac thong s danh gia cua chiing duoc trinh
bay trong Bang 3.12 theo thir tr diém s6 chong phi giam dan. Céc truy van nay co
cung sb luong yéu t6 nhung khac nhau vé loai yéu to: Truy van s 1 chira hai vong
thom, mot nhom ky nudc va mot nhoém nhan lién két hydro (RRHa); truy van sd 2
chtra mot vong thom, hai nhém ky nudc va mot nhom nhan lién két hydro (RHHa)
va truy van sd 3 chira hai vong thom, mdt nhom ky nude va mot nhom cho lién két
hydro (RRHd). Sy hién dién cuia cac yéu t6 vong thom, ky nuéc va nhom nhan lién
két hydro trong cac gia thuyét pharmacophore nay 13 phu hop véi cac nghién ciru ctia
Dupree [46] va Carosati va cong su [17].

Khi 4p dung dé tim kiém cho tap dit liéu 54 chat nhu cac pharmacophore cho
hoat tinh trc ché P-gp manh, truy van s6 3 da cho thay két qua tim kiém tot nhét so
Vi hai truy van con lai khi nhan dang duogc 6/7 chét c6 hoat tinh (cac chat A), trong
d6 c6 3 chat duoc st dung dé md hinh hoa va ca 6 chat khdng cé hoat tinh (cac chat
P, D va N) (Bang 3.12). C4c truy van s6 1 va 2 khong chi nhan dang duoc s chat co
hoat tinh it hon hodc bang truy van s6 3 ma con nhan dang khdng chon loc nhiéu chat
khong c6 hoat tinh hon (1an luot 12 11 va 25 chat khdng c6 hoat tinh thudc cac 16p P,
D va N). Cac khoang céch va cac goc trong khong gian duoc tao thanh tir cac diém
cua truy van sb 3 duoc biéu dién trong Hinh 3.5A.

Trén truy van s6 3, rang bugc vé thé tich (V) bao gom maot s6 khoi cau ¢ tam
dit tai cac nguy@n tir ning ciing duoc thém vao. Loai thé tich duogc thiét lap 1a “bén
ngodi/exterior” va ban kinh ctia n6 duoc diéu chinh bang 5 A. Truy van s6 3 mai chat
ch& hon (RRHAV) cho két qua nhan dang tét hon vai s6 chét cé hoat tinh thoa man
truy van duoc giit nguyén trong khi sé chat khdng cé hoat tinh phu hop véi truy van
giam xudng con nam chat (trir astemizol) khi dwoc str dung dé lap lai viéc tim kiém

trén tap 54 chat ndi trén. Hinh anh cua truy van va céc hinh thé tt nhat (c6 RMSD
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thap nhat) cua ba phan tir sir dung dé mé hinh héa pharmacophore dugc biéu dién
trong Hinh 3.5B.

., Vv

ACTEE R,
N AG
N7

B
Hinh 3.5. M6 hinh pharmacophore chét &c ché NorA nhung khong tc ché P-gp (F1,
F2: Yéu té vong thom/vong Pi; F3: Nhom ky nuéc; F4: Nhém cho lién két hydro; V:

Gidi han thé tich): (A) Céc khoang cach va goc; (B) Véi sy hién dién cia cac chat c6
hoat tinh (20, 21, 30).
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Sau d6, mo hinh pharmacophore méi xay dung (RRHdAV) duogc ap dung dé lap
lai viéc tim kiém dd duoc thuc hién trudc d6 trén hai tap dir liéu hinh thé cua
1028/2134 chét va 22 chalcon. Trong trudng hop cia co so dit liéu 16n hon, 81/485
chat wrc ché va 75/543 chét khong tc ché P-gp thoa man md hinh pharmacophore (tap
tin TLBS.xIsx, Sheet8). Trong trudng hop cua co so di liéu nho hon, tit ca chalcon
bao gém 19 chat ¢ ché P-gp manh (ICso < 15 uM) dé khong thoa truy van. Céc két
qua thu duoc gilp chirng minh mé hinh pharmacophore cho hoat tinh ¢ ché NorA
nhung khéng ¢ ché P-gp ¢6 thé duoc sir dung dé sang loc 40 nham tim kiém céc chat
rc ché NorA méi va an toan.

3.2. Cac md hinh may tinh dwa trén cau trdc (mé hinh twong dong ciaa P-gp)

Két qua mé hinh hda phan tu cua server tu dong I-TASSER thu duoc bon mo
hinh trong dong cua P-gp cho muc dich docking phan tr trong buéc tiép theo; Voi
chudi A cua bdn protein ¢c6 ma sb dinh danh trong ngan hang dir liéu protein la 3g61
[4], 4m1m [97], 4f4c [75] va 3g5u [4] duoc chon lam céac dia cau tric theo thir tu.
Cac thong s wac tinh chat lugng mo hinh duoc trinh bay trong Bang 3.13, trong d6
chi mé hinh dau tién (md hinh 1) c6 cac gia tri TM-score va RMSD dugc du doan.
Bai Vi sy twong quan ctia C-score va chat lwong caa cac mo hinh dugc xép hang thap
hon 13 yéu hon nhiéu so v&i mé hinh dau tién, chat luong tuyét ddi (TM-score va
RMSD) ciia cac md hinh nay khdng thé duoc wdc tinh mot cach c6 y nghia. Tuy nhién,
chat luong twong dbi cua cac md hinh xép hang thip hon cé thé duoc dy doan dua
trén tha hang twong ddi va thong tin C-score caia ching [151].

Bang 3.13. B4n md hinh twong dong tt nhat cua P-gp dugc du doan boi I-TASSER

Vi thong tin dia va cac thong sb wdc tinh.

M6 hinh Pia sit dung C-score TM-score RMSD S0 lugng M:{t do
: decoy dam
1 3g61A 0,58 0,79+0,09 81+44A 1850 0,17
2 4mlmA 0,96 - - 1200 0,24
3 AfAcA 0,38 - - 1212 0,14
4 3g5uA -2,11 - - 84 0,01

Vi chét lugng duge danh gia 1a tot nhat theo cac chi s cua I-TASSER (C-
score = 0,58; TM-score = 0,79; RMSD = 8,1; s6 luong decoy = 1850 va mat d6 dam
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=0,17), md hinh 1 du doan tir chudi A caa P-gp & chudt véi mé 1a 3g61 [4] dugc tiép
tuc sir dung dé tao ra dd thi Ramachandran. Trong dd thi nay (Hinh 3.6), c4c ving
dugc wa thich nhit c6 mau do va cac ving it dugc ua thich hon c6 mau sang dan.
Theo céc théng sb thdng ké, cac vung duoc wu thich nhat [A,B,L]; cac ving cho phép
bé sung [a,b,1,p]; cac viing cho phép hao phong [~a,~b,~I,~p] va cac vung khéng cho
phép [XX] lan lugt chira 905 acid amin (78,7 %); 189 acid amin (16,4 %): 35 acid
amin (3,0 %) va 21 acid amin (1,8 %) trong tong sé 1150 acid amin khong phai la
glycin va prolin. Dudi 90 % acid amin duoc phat hién trong cac vang 16i c6 thé duoc
giai thich 1a do d6 phan giai chua cao cua cau tric dia dung dé xay dung mé hinh
tuong dong (4,35 A). Tai gan két cia mé hinh 1 ciing duoc du doan bai server cho
muc dich docking trong qua trinh sang loc 40, dua trén phac hop cua chudi B cua
protein dia dugc st dung véi phéi tir QZ59-RRR (cyclic-tris-(R)-valineselenazol)
(Hinh 3.7). Két qua ciia qua trinh mé hinh hoa twong dong 1a hoan toan pha hop véi
thong tin cau tric duoc Chang va cong su [4] tiét 16 vé khoang noi phan ta c6 kich

thuge 16n caa P-gp chiu trach nhiém cho kha niang gan két thudce da dang.
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Hinh 3.6. B thi Ramachandran cua mé hinh twong déng P-gp tét nhat, trong d6 cac
vung duoc ua thich nhit (the most favoured regions), cac ving dugc cho phép thém
(the additional allowed regions), cac vung dugc cho phép rong rdi (the generously
allowed regions) va cac vung khong dugc cho phép (the disallowed regions) dugc ky
hiéu lan luot 1a [A,B,L]; [ab.l,p]; [~a,~b,~l,~p] va [XX]. Khu vyc mau dam hon

tugng trung cho két hop phi-psi duoc wa thich hon.

Hinh 3.7. M6 hinh twrong dong tét nhat cia P-gp vai vi tri gin két phéi tr QZ59-RRR
(cyclic-tris-(R)-valineselenazol) duoc du doan baoi I-TASSER.
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3.3. Sang loc in silico trén P-gp

Cac mo hinh hoc may (phan loai, du doan) va pharmacophore sau khi xay dung
duoc wng dung cho hai tap di liéu bao gdm 95 chalcon noi bo va 6874 hop chat Ngan
hang Thudc dé sang loc cac chat tc ché manh va an toan cua cac bom ngugc MDR
la P-gp va NorA, nham khdi phuc hoat tinh khang khéi u va/hoic khang khuan cua
c4c tri liéu co san hién tai. Ngoai ra, mé hinh twong ddng cua P-gp tao ra ¢ trén ciing
duogc str dung cho nghién ciru docking céc chalcon ndi b va cac hop chat Ngan hang
Thudc duoc chon.

3.3.1. Phan loai chit wc ché va chat khong ic ché P-gp

Dua trén 24 théng sé mo ta va dau van tay duoc trinh bay trong Phu luc 2, cac
chat c6 day du gié tri thudc tinh cung véi 2109 chat caa toan bo tap dir liéu va 22
chalcon cua tap danh gia ngoai dung cho muc dich phén loai dugc kiém tra nhanh
bang hach “Anomaly Detection” trong Clementine dé phat hién cac chat bat thuong.
Ty 1& cia cac chat bat thuong dugc thiét 1ap & muac 1 %. Ngoai ra, phan tich thanh
phan chinh (PCA) cua tat ca cac chat nay ciing duoc thyuc hién véi s6 luong tdi da 1a
nim thanh phan.

Sau qué trinh sang loc so bd, 79 chat bat thudng duoc phét hién tir 6755 hop
chat Ngan hang Thudc khdng bi thiéu théng s6 md ta nao (tap tin TLBS.xlsx,
Sheet9). Su phan bé cua cc chat thude cac co sd dit liéu khac nhau theo hai thanh
phan chinh dau tién duoc thé hién trong Hinh 3.8. 6 thi phan tan dau tién (Hinh
3.8A) cho thay tinh hop ly cua viéc loai bo cac chat bat thuang la nhitng chét cé phan
tach biét khoi cac chat khac trong khong gian hai chiéu duoc chon. Trong khi dé, hai
d6 thi khac (Hinh 3.8B va Hinh 3.8C) lai cho thay sy phan tan cua 95 chalcon noi
b va 6676 hop chat Ngan hang Thudc con lai nam trong khéng gian héa hoc cua co
so dit liéu 2109 chét dugc sir dung dé phan loai chat tc ché va chat khéng tc ché P-
gp. Nai cach khac, cac md hinh phan loai c6 nhiéu kha ning du doan ding hoat tinh

sinh hoc cua cac chat dugc quan tam.



