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Summary

Point mutation is one of the most important causes of the resistance to Fms — like tyrosin kinase
3 (FLT3) inhibitors, which are used in treatment of acute myeloid leukemia (AML). Gilteritinib is a
second-generation type | FLT3 inhibitor with selective and strong inhibitory activities. The purposes
of this research are to search for the point mutations that have a strong inhibitory effect on gilterinib
and to identify the structures of some potential molecules to inhibit those types of mutation. The
methods used in this study include creating in silico point mutations by Sybyl-X 2.0 software,
building molecular docking model and indentifying mutation through prediction tools. In this study,
128 point mutations were created on several important amino acids. The result shows that V624L
has the strongest resistance to gilteritinib. Mitoxantron, ENMD—-2076 and MRX-2843 could exhibit a
better inhibitory activity on V624L than gilteritinib. The in silico models and the methods for
evaluating binding affinity of gilteritinib with wild—type and mutant forms of FLT3 were successfully
generated and applied for the further research, in which the strongest resistance mutation namely

V624L and potential small molecule inhibitors of V624L were also determined.
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Pat van dé

Bénh bach ciu cip dong tiy (AML, Acute
myeloid leukemia) dac trwng b&i sy gia tang cac
té bao dong tdy va ngan can su trwdng thanh
clia chang, dan dén suy glam chtc nang tao
mé&u (gidm bach cdu hat, gidm tiéu cau hoac
thiéu mau) kém hodc khong kém tang bach cau .
M6t trong nhirng nguyén nhan gay ra AML la dot
bién trén Fms—tyrosin kinase 3 (FLT3) va dét
bién FLT3—ITD la mét trong nhwng dot bién xay
ra thwong xuyén nhat trong AML . Bén canh
do, dot bién protein lam thay ddi tuo’ng tac thubc
la nguyén nhan chinh gay ra sw dé khang thuéc Bl
Gilteritinib 1a thudc rc ché FLT3 loai |, thé hé 2
c6 tac dung e ché chon loc va manh mé, la
thuéc thuéc nhom trc ché FLT3 dau tién duwoc
FDA chép thuan st dung don trj liéu trong AML
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(o nhung bénh nhan bj tai phat AML c6 FLT3 dét
bién Nghlen ctu dwoc thwc hién nhdm xac
dinh cac dang dét bién diém FLT3 c6 nguy co
dé khang manh gilteritinib va xac dinh céu trac
cac chét co tiém ndng e ché cac dang dot bién
diém FLT3 khang manh gilteritinib dwgc xac
dinh béng phwong phap in silico.

P6i twong va phuwong
nghién clru

Dwa trén clu truc tinh thé cia FLT3 (PDB
code: 6jqr) v&i phdi tir ddng két tinh gilteritinib
l4y tr Ngan hang dir liéu Protein data bank, cac
chét trc ché FLT3 dwoc tdng hop tir cac bai bao
nghién ctru. M6 hinh va phwong phap in silico
duwoc sir dung dé nghién ctu nay la phuong
phuwong phap tao dét b|en bang phan mém
Sybyl-X 2.0, dw doan cAu trac, chirc ndng dot
bién bang cong cu PROVEAN, SIFT, PMUT,
SNAP2, PolyPhen-2, mé t& phan tl docking
bang phan mém LeadIT 2.1.8.

Két qua va ban luan

Cac acid amin twong tac véi phéi tor
gilteritinib va tao doét bién in silico

phap
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LeadIT 2.1.8 gitp nhan biét cac acid amin tao
lien két hydro véi phdi t¢r gdbm céd: Glu692,
Cys694 va Gly831. Nhém carbamoyl cla
gilteritinib tao 2 lién két hydro véi Glu692 va
Cys694. Nhém carbonyl ctia Gly 831 tao lién két
hydro v&i nhém amin cla cla phéi tir. Cac acid
amin c¢é twong tac ki nudc véi phdi tir gdm co:
Gly831, Leu818, Gly617, Leu832, Tyr693,
Leu616, Gly697, Cys695, Tyr696, Val624.

Céac dot bién thay thé nucleotid duoc Iwa
chon dé tao ddt bién in silico bang Sybyl-X 2.0
dwoc chia thanh 3 nhém:

Nhém 1: Cac dot bién diém khang thube tc
ché FLT3 dwoc nghién clu in vitro va nhirng
bao cao trong lam sang.

Nhém 2: Cac doét bién diém & cac acid amin
twong tac truc tiép, cac acid amin twong tac ki
nwéc va cac acid amin ndm gan voéi gilteritinib
tw xay dwng. Cac acid amin nay duoc thay thé
bang cac acid amin khac ma dét bién thay thé

acid amin dé dé xay ra trong tw nhién (cac dot
bién c6 xac suét = 10/10000 theo bang PAM1).

Nhém 3: Cac dot bién diém dwoc dw doan
bang céng cu dw doan chirc nang clia dot bién.

Két qua docking cac doét bién FLT3
vé&i gilteritinib

C6 128 dot bién FLT3 duwoc tao ra béi Sybyl—
X 2.0, cac dang dét bién nay dwoc chuén bi
trong phan mém MOE 2015.10 sau dé docking
lai v&i phéi tr gilteritinib trong phdn mém LeadIT
2.1.8 va duwoc ghi lai diém sb dot bién. Piém sb
docking cang thap (cang am), kha nang gan két
gitra protein va phdi t& cang tang. Nguoc lai,
diém sb docking cang cao, khd nang gén két
cang giam. Sw thay ddi vé kha nang gan két cia
phdi t& gilteritinib v&i cac dot bién cta FLT3 so
v&i dang FLT3 ty nhién khi chwa dot bién dwoc
danh gia théng qua phan tram do tang diém sb
docking cua gilteritinib v&i méi dang dot bién so

v&i dang tw nhién s,

Bang 1. Théng ké dé téng diém sé docking theo nhém

Dot bién dwoc taora Téng =~ Nhom | Nhém Il Nhém Il Nhém IV Nhém V
<0% 0-5% 5-10% 10-15% >15%
Nhom 1 24 13 11 0 0 0
Nhém 2 48 23 18 6 0 1
Nhom 3 64 40 21 3 0 0
Téng cong* 128 71 47 9 0 1
52,47% 36,72% 7,03% 0,00% 0,78%

* Téng céng duoc tinh bdng téng sé lwong dot bién cua 3 nhém tree di dét bién trung I&p

gitka cac nhom.

Chu thich: Mau sic twong (ng v&i méi nhém phan theo do tang diém sé docking

< 0% 5-10%

0-5% 10 - 15%

Kha n&ng gan két cla gilteritinib v&i cac dang
dot bién diém giam dan tlr nhém | dén nhém V,
&ng v&i phan trdm do tang diém sd docking ting
dan cho thdy mirc d6 dé khang tang dan voi
gilteritinib. T badng 1 nhan thay rang khoang
mot nlra cac dot bién diém tao ra lam tang sw
nhay cdm cla FLT3 vd&i gilteritinib (71/128 dot
bién, chiém 55,47%). Trong sb cac dét bién gay
khang thuéc thi nhém cé do6 ting diém sb

>15%

docking 0 - 5% chiém ti 1& nhiéu nhat (47/128
dot bién, chiém 36,72%). Dot bién co diém sb
docking tang t 5 - 10% chiém ti 1& kha thap
(7,03%). Khong c6 dét bién nao cé phan tram
tang diém sb docking tr 10 - 15% va chi duy
nhat 1 dot bién (V624L) trong 128 dét bién tao
ra (chiém ti 1& 0,78%) nam trong nhém c6 do
tang diém sbé docking cao nhét la > 15%.
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Bang 2. Théng tin vé tuong téc gida gilteritinib véi FLT3 ban dau

va 3 FLT3 dgt bién khang thubc nhét

Dang

Sé acid

Sé lién két

Do dai lién S6 acid S6 twong S6 lién két
amin twong  hydro tao két hydro amin twong  tdc ki nwéc van der
tdc truec tiép thanh A) tac ki nwéc Waals

Tw nhién 3 3 1,81-2,09 6 9 14
V624L 5 6 1,72 - 2,28 2 3 9
E692D 3 3 1,80 - 1,99 5 7 12
G619D 3 3 1,60 - 2,02 6 8 12

M6 hinh 2D thé hién sw gan két gitra phdi t&r gilteritinib vé&i protein FLT3 dang tw nhién va FLT3
dang dot bién (V624L) dwoc trinh bay lan lwgt & hinh 1 va hinh 2.
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Hinh 1. M6 hinh gdin ké't’vd twong tac cua gilteritinib
voi FLT3 ty nhién co diém so docking -29,34 kJ/mol
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Hinh 2. Mo hinh gdn két va twong tac cua gilteritinib
voi dang dot bien V624L cia FLT3 co6 diém so docking -22,82 kJ/mol
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T bang 2, hinh 1 va hinh 2, nhan thay rang
sau khi gay dot bién chuyén Val624 thanh Leu
sb lwong lién két hydro tadng so véi dang tw
nhién, s twong tac ki nwéc va lién két van der
Waals gidm manh. Dang tw nhién cé nhiéu hon
dang dot bién V624L: 6 twong tac ki nudc va 5
lien két van der Waals. Cac lién két hydro va
twong tac ki nwéc dong vai trd quan trong ddi
v&i tinh dac hiéu, kha nang gan két, dd 6n dinh
twong tac gitra phéi tt gilteritinib véi protein.

Bén canh d6, c6 2 dang dot bién khang thubc
dang chu y nhuwng c6 do tang diém sb docking
thAp hon Ia E692D (7,50%) va G619D (7,11%)
va thap hon khoang 3 lan so v&i dot bién V624L
(22,23%). O 2 dang dot bién nay van cé kha
nang tao 3 lién két hydro v&i 3 acid amin quan
trong, nhwng sb lwgng twong tac ki nwéce va lién
két van der Waals gidm it hon dang dét bién
V624L khi so v&i dang tw nhién (bang 2). Do vay
két qua didm sb docking ting dan theo the tw
E692D < G619D < V624L la hop li. M6t tiéu chi

khac dé Iwa chon dot bién V624L 1a dot bién
khang thuéc chinh la dét bién chi tao dwoc 1
trong 3 lién két hydro véi 3 acid amin quan trong
(Glu692, Cys694, Gly831) trong sw gan két
thudce, do la Gly831.

DPanh gia két qua docking cac dot bién
FLT3 véi phéi tor gilteritinib

Nghién ctu 128 d6t bién diém in silico cia
protein FLT3, cac dot bién tao ra co thé lam thay
ddi kha nang gén két voi protein cua gilteritinib
theo nhiéu chiéu huéng va mirc dd khac nhau.

Trong téng sb 128 dét bién nghién ciru cé 57
dot bién cé do tang diém sb docking > 0%
(la daét bién thuéc nhom II, I, IV, V trong
bang 1). Vi tri cac dét bién nay trén trinh tw acid
amin cla protein FLT3 (cAu truc tinh thé 6jqr)
duwoc thé hién & biéu db hinh 3, v&i truc tung thé
hién do tang diém sb docking, truc hoanh la vi tri
acid amin c6 dot bién khang thudc trén chu trac
trinh tw acid amin cta protein.

. 25%
D6 tang diém
s6 docking -
20%
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10%
A o - A A
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. a adltn - Ahah Aaa
A . Fo A A
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acid amin

Hinh 3. Vj tri céc dot bién trén céu tric trinh tw protein

T hinh 3 cac dét bién khang thuéc khdng
chi & nhirng acid amin twong tac véi phdi tir ma
cé thé nam & bat ki vj tri nao trén trinh tw acid
amin cla protein FLT3. Pa sb6 cac dot bién
khang thuéc déu ndm & muac 7%, mic do dé
khang khdong cao, chirng té gilteritinib la mot
thubc co6 tac dung Grc ché tét, it bj d& khang ké
ca dbi voi nhivng dot bién khang nhirtng chét
trc ché FLT3 khéc.

Két qua docking cac doét bién FLT3
khang manh gilteritinib vé&i cac chat khac

Dot bién V624L cla FLT3 c6 kha néng khang
manh nhét (d6 tang diém s docking la 22,23%)
v6i gilteritinib s& dwoc tién hanh docking véi 64
chat da dwoc nghién clru & c6 tac dung Grc ché
FLT3 bang cong cu FlexX dugc tich hop trong
phan mém LeadIT2.1.8.
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Bang 3. Théng ké diém sé docking cta 64 chét trc ché FLT3
vGi dot bién V624L va FLT3 dang ban déu

S6 Iwong va phén trdm chét cé diém sé docking thuéc khoang

.z < . twong wng
biém s6 docking (kJ/mol) Dot bién V624L FLT3 tw nhién

Sé lwong Tilé Sé lwong Tilé
>-15,00 7 10,94% 3 4,69%
-20,00 dén -15,00 19 29,69% 10 15,63%
-25,00 dén -20,00 20 31,25% 21 32,81%
-30,00 dén -25,00 13 20,31% 18 28,13%
<-30,00 2 3,13% 10 15,63%
Dock khéng thanh céng 3 4,69% 2 3,13%
Téng 64 100% 64 100%

Bang 3 cho thay sb lwong cac chét trong cac
nhém c6 khoang diém nhd hon (dm hon) cé xu
hwéng gidm sau khi dét bién. Nhw vay phan lén
cac chat nay déu bj dot bién V624L dé khang va
mirc dd d& khang, do tang diém sd docking &
mdi chat la khac nhau.

Diém sé docking cla gilteritinib véi dot bién
V624L va FLT3 tw nhién 1an lwot la -22,82 va -
29,34 kJ/mol. Trong sb 64 chét co tac dung e
ché FLT3 thi co 21 chat (32,81%) co didm sb

docking thp hon (&m hon) so véi gilteritinib khi
docking v&i dot bién V624L. Tir 21 chét nay thi
c6 10 chéat gan két v&i cac acid amin quan trong
vira c6 diém sb docking thap hon gilteritinib khi
docking vé&i d6t bién V624L dwoc trinh bay trong
bang 4. Tuy nhién 9/10 chat nay van bi dot bién
lam cho téng diém sb docking, chi c6 1 chét la
dot bién lam tang nhay cdm véi chat trc ché, dé
la chat ENMD — 2076.

Bang 4. C4c chét c6 khd ndng gén két véi dét bién V624L tét hon gilteritinib

Diém sé docking (kJ/mol)

STT Chat Ma Chat V624l Ter nhien
1 KW -2449 CID_11427553 -27,06 -29,48
2 Mitoxantron CID_4212 -31,62 -33,12
3  AAES871 CID_9892122 -22,84 -29,93
4 ENMD - 2076 CID_16041424 -26,20 -25,37
5  AKNO028 CID_44177328 -23,74 -28,85
6 AMG 925 CID_60202647 -26,88 -33,14
7  G-749 CID_78357765 -28,63 -31,85
8 MRX-2843 CID_89495685 -31,79 -32,85
9  Dovitinib (TKI — 258. CHIR258) CID_135398510 -28,23 -31,38
10 UNC2025 UNC2025 -27,32 -29,64

Bang 5. Thong tin tuong tac cda 3 chat gén két tét véi V624L so sénh vdi gilteritinib

Sé acid amin  S6 lién két o i Séacid  Sétwong  S6é lién két
. D6 dai lién , s
Dang twong tac hydro tao Kké t. hydro (A) amin twong tac ki van der
trwee tiép thanh 4 tac ki nworc nwéc Waals
Gilteritinib 5 6 1,72 -2,28 2 3 9
Mitoxantron 6 11 1,68 — 2,77 4 6 8
ENMD - 2076 3 4 1,54 -2,13 6 10 8
MRX -2843 4 5 1,80 - 2,37 7 10 8
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Hinh 4. C&u tric héa hoc cia céc chét déng chu y
c6 kha néng gén két tét véi V624L so vai gilteritinib

Két luan

Bang phwong phap tao dot bién in silico va
docking, nghién clru da tao ra 128 doét bién in
silico, trong d6 c6 71/128 dét bién (chiém
55,47%) |la tang nhay véi gilteritinib, 57/128 dét
bién (chiém 44,53%) cé xuét hién dé khang voi
thuéc, tuy nhién da sb cac trwdng hop dé
khang yéu chi c6 1 dot bién dang chu y la
V624L c6 kha nang khang thubc manh (c6 do
tang diém sb docking la 22,23%). Bong thoi
nghién ctu ciing da tim ra dwoc 10 cAu tric cé
tiém nang (rc ché dang dot bién V624L nay. bé
tién xa hon trong viéc tim ra cac dot bién khang
thudc va cac chat cé tac dung e ché tbt cac
dot bién nay, nghién ctu dwa ra nhirng kién
nghi: M& rong pham vi nghién ctu trén tat ca
cac acid amin cé trong trinh tw céu trac

cla FLT3 va tién hanh chay mé phdng déng
Iwc hoc phan t&r va tinh toan nang lwong lién
két ty do cac dot bién quan trong va cac chéat
trc ché tét cac dot bién do dé coé khang dinh rd
rang hon vé kha nang gan két va tac dung cua
cac chéat duwoc nghién clru.
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