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Linh vue ky thuit dwoc dé cip

Sang ché thudc linh vuc hoa hoc cac hop chét thién nhién va dugc phém tr thdo
dugce, cu thé sang ché d& cap dén hdn hop trc ché té bao ung thu gan duoc chiét tir cay
Crinum latifolium L. var. crilae. Tram & Khanh va thudc hd tro diu tri bénh ung thu

gan chtra hon hop nay.
Tinh trang k¥ thuét ciia sang ché

Viét Nam 14 qubc gia ndm trong vung dich té c6 ty 1é viém gan cao, do d6 c6 ty
1& ung thu gan cao. Uéc tinh trung binh mdi nam ca nuée c6 khoang 10.000 ca ung thu
gan méi phét hién, va khoang 22.000 ca tir vong, ty 1& nay 13 cao nhét trén thé gisi.
Trong d6, ung thu té bao gan HCC chiém ty 1& gay tir vong 1én t6i 80% tdng s cac ca
ung thu gan. Pa c6 nhiéu nd luc phat trién duge phim nham tc ché té bao ung thu
gan, kéo dai thoi gian séng cho bénh nhan ung thu gan. Vi du vé céc loai duge phdm
hd tro diéu trj bénh ung thu gan bao gdm Cabometyx (Cabozantinib-S-Malate),
Cyramza (Ramucirumab), Keytruda (Pembrolizumab), Levima (Lenvatinib Mesylate),
Nexavar (Sorafenib Tosylate), Opdivo (Nivolumab), Stivarga (Regorafenib). Tuy
nhién, nhitng duge phdm nay chu yéu 1a cac hoat chit tdng hop, c6 nhiéu tic dung phu
ma 4nh hudng dén gan, than, va do do, gy ra su qua tai cho viéc dao thai chit doc vén

da yéu cua nguodi bénh.

Di c6 nhidu nghién ctru nham phat trién céc loai thudc ngin ngira va didu tri
bénh ung thu. Pén nay, ung thu van 13 bénh ma y hoc chua c6 liéu phap diéu tri triét
dé. Cac phuong phép diéu tri phu trg nhu hoéa tri hodc xa tri két hop vdi cac loai thube
e ché ciing chi nhim kéo dai thoi gian sdng cho bénh nhan. Mic du vy, bénh ung
thu gan van c¢6 thoi gian ttr vong nhanh nhét, thuong bénh nhén ciing chi kéo dai thoi

gian séng tir 3 dén 6 thang ké tir khi phat hién té bao ung thu.

Mot trong nhitng huéng nghién ctru d6 1a tim kiém va phat trién cac hoat chét co

nguodn goc tr thién nhién dé [am ngudn duge liéu dé phat trién thuoc. Céc loai ancaloit
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va flavonoit 1a cdc Ung vién hang dau trong viéc nghién ctu, sang loc nhdm dua ra

duoc cac thuoc dé diéu tri cac bénh khéc nhau.

Cay trinh nit hoang cung Crinum Latifolium L. 1a mot c@y thuc loai Crinane, ho
Amaryllidaceae dd dugc nghién ciru va da phat trién thanh thudc c¢6 hidu qué trong
viéc didu tri u xo tuyén tién liét. Don yéu cau cip Bang doc quyén giai phap hitu ich s6
2-2019-0136 da dé cap dén quy trinh chiét ancaloit toan phan tir cdy trinh nit hoang
cung nhdm phét trién thude diéu tri u xo tuyén tién liét. Trong do, giai phap da tién
hanh chiét tach ancaloit toan phan tir 14 cy bing phuong phép chiét két ta véi cac hé
dung moi etanol/axit axetic. Dya trén ddc tinh cda ancaloit, cac tac gia da loai tap chét
béng cach diéu chinh pH nhdm thu duoc ancaloit téng sb. Theo d6, ancaloit dugc chiét
tir 14 cy trinh nit hoang cung ¢6 hi¢u suét chiét ancaloit toan phan chi dat 2,35%. Mot
didu thi vi 12 timg thanh phan ancaloit tinh sach chiét theo timg phan doan khong thé
hién hoat tinh tac dung lén té bao khdi u manh, tuy nhién, khi két hop cac phan doan
thi cho thiy hiéu qua tac dung 1én té bao ung thu phdi, gan, mang tim tht nghiém. Cac
phén doan két hop nay cho thdy c6 kha ning chdng cac gbe tu do, ngin nglra sy phat

trién cua khoi u.

DPon yéu cau cip Biang doc quyén giai phap hitu ich sb 2-2019-0136 da dé cap
dén quy trinh chiét flavonoit toan phan tir cdy trinh nit hoang cung, trong d6 flavonoit
dugc chiét phan doan bing CHCl; dé thu flavonoit tng sd. Flavonoit tdng sd nay cho
thiy ¢6 kha niing tdc dung 1én té bao u tity Graffi RPMI 1640 thtr nghiém. Tuy nhién,
hidu suét chiét flavonoit tir 14 cdy theo tai liéu nay rét thip, chi dat khoang 0,36%, diéu
nay rat khé co thé phat trién duge ngudn duge liéu vé6i gia thanh canh tranh duge véi

céc thude tdng hop.

Bing doc quyén giai phdp hitu ich sb 483 clia clng tac gia da dé cap dén thude
chita bénh u xo tuyén tién liét bao ché tir alcaloit dugc chiét xuét tir 14 cdy trinh ni
hoang cung va phuong phdp bao ché thubc nay, trong do da dé cap dén quy trinh chiét
xuét toan phan cac alcaloit ¢6 trong 14 cdy trinh nit hoang cung dé thu duoc dang cao
kho ¢o tidc dung chita bénh u xo tuyén tién liét. Trong d6, quy trinh chiét alcaloit toan
phan bao gdm céc budce chiét bot 14 cay trinh nit hoang cung bing dung moi cdn 70° va
dung dich axit axetic 2%, sau khi loai bé dung mdi thu dugc hdn hop dang cao kho.
Tuy nhién, tai liéu nay mdi chi d& cap dén viec chiét toan phan cac alcaloit c6 trong 14

cdy trinh nit hoang cung ma khong dé cdp dén vi€c chiét chon loc cac phan doan cé
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hoat tinh nén hiéu qua ctia hdn hop thu dugc nay con nhiéu han ché do tac dung phu

ctia céc alcaloit tap khong c6 tac dung diéu tri bénh.

Biang doc quyén giai phap hitu ich s& 2-0000388 da dé cép dén quy trinh chiét
xudt flavonoit tir cti rdy. Quy trinh nay bao gbm céc bude chiét nguyén liéu da duge
pha ché bing cdn 80%, cit dich chiét thu dugc dé thu hdi dung moi tao ra cao long,
tiép d6 chiét cao léng thu duge nay béng xang trang, chiét lai dich chiét thu dugc bing
etyl axetat, thu gom dich chiét etyl axetat va lam bay hoi dung moi, thu dugc dich

chiét chtra flavonoit. Dich chiét nay dugc ding dé didu tri vét bong ngoai da.

Bing doc quyén gidi phap hitu ich s6 2-0000387 da d& cap dén quy trinh chiét
xudt flavonoit tir vd hat ddu xanh. Quy trinh nay bao gdm cac budc chiét nguyén liéu
da dugc pha ché bang cdn 80-85%, cAt dich chiét thu dugc dé thu hdi dung mai tao ra
cao long, tiép do chiét cao 16ng thu dugc bing xang tring hodc n-hexan, co dic dich
chiét thu duoc cho dén khi xudt hién két tha, lam lanh roi loc thu duoc chit két tua

dang bdt nhdo chira flavonoit.

Mic di cdy trinh nit hoang cung (Crinum Latifolium L.) da duge ching minh ¢6
tac dung diéu tri bénh ung thw dya trén thanh phan alcaloit, tuy nhién, cac thanh phan
flavonoit ciing ¢6 tac dung hd trg diéu tri bénh ung thu c6 trong 14 cdy trinh nit hoang

cung van chua dugc nghién ciru.

Ngoai ra, cling ¢ nhiéu nghién ctru cho thdy rang, khong phdi nhitng hoat chét
tinh khiét m&i c6 duge hoat tinh sinh hoc vuot trdi, nhung ngugc lai, nhiéu khi viée st
dung cao chiét tong lai ciing khong thé hién tac dung do dic tinh kim ham cua céc chat
cO trong cao chiét d6. Mt khéac viéc lua chon nhoém hoat chét co nguén géc tor tu
nhién vira khong kim ham nhau, vira phai két hop dé tao hiéu qua hiép ddng 1a didu hét
strc kho. Ngoai ra, nhu dé cap & trén, hiéu sudt chiét cac hoat chit ancaloit va flavonoit
tir 14 cdy trinh ntt hoang cung la thip, do d6 cAn ¢6 su cai tién vé vat liéu khoi dau, quy
trinh chiét va luya chon nhém hoat chit ¢ tac dung hiép déng dé vira tang hi¢u suét,
vira ting dugc hoat tinh cua ché phdm thu dugc dé phat trién thudc diéu tri bénh ung

thu.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Sang ché nhim giai quyét cac van dé néu trén, cu the sang ché dé cap dén hon
hop trc ché té bao ung thu gan bao gdm nhém céc hoat chat flavonoit va ancaloit c6
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hoat tinh sinh hoc dugc chiét tir hoa cta ciy Crinum latifolium L. var. crilae. Tram
& Khanh, va quy trinh san xuat hdn hop niy. Ngodi ra, sang ché ciing d& cap dén
thudc dé hd tro diéu tri bénh ung thu gan va quy trinh san xuét thudc dé hd trg didu tri
bénh ung thu gan.

Theo khia canh thu nhit, sang ché dé cap dén hdn hop e ché té bao ung thu gan
bao gém nhom cac hoat chét flavonoit va ancaloit ¢6 hoat tinh sinh hoc dugc chiét tir
hoa cta cdy Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh, trong d6 hdn hop nay bao
gom:

+ Nhém cac hoat chit flavonoit chiém 25% trong lugng hdn hop, trong d6 nhém nay

bao gdm céc thanh phin sau:

4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol

kaempferol

quercetin

B-sitosterol-3-0- -D-glucopyranosit

+ Nhém cac hoat chat ancaloit chiém 75% trong lugng hdn hop, trong d6 nhom nay

bao gdm céc thanh phén sau:

ambellin

1B-2f epoxyambellin

crinamidin

6-hydroxycrinamidin

powellin

6-hydroxypowellin.

Theo cac phuong an uu tién, trong d6 nhém hoat chét flavonoit bao gébm cac

thanh phan c6 ty 1¢ % trong lugng sau:

4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol 10-15
kaempferol 15-25
quercetin 15-25
B-sitosterol-3-O- f-D-glucopyranosit 40-60.

Theo cic phuong an uu tién, trong d6 nhom hoat chét ancaloit bao gdm cac thanh
phin c6 ty 1& % trong luong sau:
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ambellin 5-15
1B-28 epoxyambellin 25-35
crinamidin 5-15
6-hydroxycrinamidin 5-15
powellin 15-25
6-hydroxypowellin. 15-25

Theo khia canh tht hai, sing ché dé cap dén quy trinh san xut hdn hop trc ché té
bao ung thu gan theo sang ché, trong d6 quy trinh nay bao gdm cic bude:

a) chudn bi nguyén liéu bang cach thu hai hoa cua cay Crinum latifolium L. var.
crilae Tram & Khanh, loai bo tap chat roi phoi kho, xay thanh bot thu duoc nguyén
liéu hoa kho dang bot;

b) chiét hoan luu nguyén liéu bing cach chiét bot hoa khd voi dung moi la ete
diu héa (EP) trong thiét bi hoan luu theo ty 1¢ nguyén liu:dung moi 1a 1:10 (trong

lugng: thé tich) trong thoi gian 1 gid, sau do tach riéng phan dich va phan ba;
¢) chiét nhém hoat chét flavonoit:

- thu cao chiét ete ddu hoa béng cach thu hoi ph?m dich chiét, loc va loai dung mdi

duéi ap suét giam con khodng 5% thé tich thu dugc cao chiét ete dau hda;

- chiét phan doan flavonoit bang cach nhdi cao chiét ete dau hoa (EP) 1én cot silica gel,
tién hanh rira giai voi hé dung moi lan lugt EP/EtOAc theo ty 18 EP 100%, EP: EtOAc
75:25, EP:EtOAc 50:50, EP:EtOAc 25:75 va EtOAc 100% thu ba phan doan EP:
EtOAc 75:25, EP:EtOAc 25:75 va EtOAc 100%; va

- thu cac hoat chét flavonoit ¢6 hoat tinh sinh hoc béng cach:

+ nhdi phan doan EP: EtOAc 75:25 lén cot silica gel va én dinh bang dung moi
CHCl3 100%, tiép do rira gidi bang hé dung mdi CHCl3:MeOH ty 1¢ 98/2, sau khi ¢6
loai dung méi thu dugc hop chit 4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-
metoxyphenol dang tinh thé khong mau;

+ nhdi phan doan EP:EtOAc 25:75 1én cdt silicagel va dn dinh bang hé dung moi
CHCl3:MeOH ty 1& 98/2, tiép d6 rta giai bang hé dung mdi CHCls/MeOH ty 1¢ 9/1,
sau khi loai b6 dung mdi thu hai hop chét kaempferol va quercetin dang bt mau vang;

va
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+ nhdi phan doan EtOAc 100% Ién cot silicagel va 6n dinh bang hé dung moi
CHCl3:MeOH ty 1& 95/5, tién hanh rira giai bang hé dung mdi CHCl3/MeOH ty 1€ 9/1,
sau khi loai b dung méi, két tinh trong MeOH thu dugc hop chét fS-sitosterol-3-O- f-

D-glucopyranosit dang bt mau trang;

- gom chung céac hop chét 4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol,
kaempferol, quercetin va f-sitosterol-3-O- f-D-glucopyranosit thu dugc nhém hoat
chét flavonoit dang bot;

d) chiét nhom hoat chét ancaloit:
- chiét cao ancaloit téng s6 bing céch chuyén phin ba sau khi chiét loai flavonoit vao
binh ngdm kiét va chiét bang hé dung mdi etanol: axit axetic ty 1¢ 70:30, theo ty 1&
nguyén liéu: dung moi la 1/10 (trong lwong/thé tich) trong thoi gian 24 gi&, sau khi
loc, thu phén dich va loai b dung moi dudi ap suét giam dén khi con 5% thu dugc cao
ancaloit tong sd;
- chiét loai tap chét bang cach kiém hoa cao ancaloit tong s6 bing NH4sOH dén pH
nam trong khoang tur 9 dén 10, sau khi loc két tua, chiét phan doan ancaloit bing
CHCl; theo ty 16 1:1 (v/v), tiép d6 axit hoa bing HCI 0,1N rdi kiém hoa bing NH4sOH
dén pH nam trong khoang tir 9 dén 10, sau khi ¢o loai dung mdi thu duoc alcaloit toan
phén & dang cao dac; va
- thu nhém hoat chét alcaloit bang cach cho phan cao dic nay hip phu Ién ¢t silica gel
rdi rira giai bing hé dung méi CHCly/MeOH véi ty 1€ MeOH ting dan, thu phan doan
MeOH ndng do 10%, 50% va 70%, trong do:

+ phan doan MeOH 10% dugc ¢d loai dung mdi, thu dugc hai hop chét bao gdm
ambellin va 1B-2p epoxyambellin & dang bdt;

+ phan doan MeOH 50% dugc loai bo dung mdi, thu duoc hai hop chit bao gém
crinamidin va 6-hydroxycrinamidin ¢ dang bot;

+ phan doan MEOH 70% duoc loai bé dung mdi, thu dugc hai hop chit bao gém
powellin va 6-hydroxypowellin ¢ dang bot;
- gom chung cdc hop chit ambellin, 1B-2B epoxyambellin, crinamidin, 6-
hydroxycrinamidin, powellin va 6-hydroxypowellin thu dugc nhom hoat chat ancaloit
dang bot; va
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e) thu hdn hop tc ché té bao ung thu gan bang cich phdi tron nhém hoat chit
flavonoit thu dugc & bude b) va nhom hoat chét ancaloit thu dugc tir bude d) theo ty 1€

25/75 (w/w) thu dugc hdn hop e ché té bao ung thu gan.

Theo khia canh thir ba, sdang ché d& cap dén thudc dé hd tro diéu tri bénh ung thu

gan, trong do thudc nay chira hdn hop e ché t& bao ung thu gan néu trén va ta dugc.

Theo mot phuong &n uu tién, thudc d hd trg diéu tri bénh ung thu gan, trong do
t4 duoc duoc chon tir nhdm bao gém tinh bot, t4 duogc ra, bot tale, magnesi stearat

va/hodc aerosil.

Theo khia canh tht tu, sang ché dé cap dén quy trinh sén xuét thube dé hd tro

didu tri bénh ung thu gan néu trén, trong d6 quy trinh nay bao gbm céc budc:

a) chuin bi nguyén liéu bang cach thu hdn hop e ché té bao ung thu gan néu
trén, nghién min va rdy qua ludi cd 15 0,75mm, céc ta dugc bao g61n aerosil, tinh bot,
tinh bot natri glycolat (DST), bdt talc va magnesi stearat dugc nghién va rdy qua ludi
¢5 16 0,75mm:;

b) thu bot kho bing cach phéi tron 1an lugt hdn hop tre ché t€ bao ung thr gan
V6i 5% acrosil, 20% tinh bot, sau khi tron déu, phdi tron tiép v6i 5% DST, tron déu thu

duoc bot kho;

¢) tao dang cdm tron béng cach phéi tron bot tale voi magnesi stearat theo ty 1¢
1:1 rdi phéi tron véi bot kho thu duge & bude b) theo tj 18 5%, tiép do chuyén vao

thiét bi x4t dé thu duogc dang cdm tron; va

d) tao vién nang bang cach dong ¢dm tron vao vién nang trong diéu kién nhiét do
{lr 20 dén 25°C, d6 Am 35 dén 55% dé thu dugc thube dé hd tro diéu tri bénh ung thu
gan.
M5 ta vin tit cic hinh vé

Hinh 1 1a 4nh chup giai phau té bao gan cla tho thu duoc tir Vi du 3 ¢ muc
phéng dai 400 lan , trong d6 (A) 1a hinh anh chyp hinh thai vi thé gan tho binh thudng
dwoc nhudm bing Hematoxylin-Eosin, (B) 1a hinh thai vi thé gan tho ddi ching c6 té
bao gan thoai hoa vira. (C) l1a hinh thai cua té bao gan 16 thir nghiém sau 4 tudn udng
thuée thir. (D) 13 hinh théi cta cta té bao gan 16 thir nghiém sau 4 tudn udng thudc thir
véi té bao gan thodi hoa vira.
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Hinh 2 1a anh chup giai phﬁu té bao than chudt thu duoc tir Vi du 3 & mtrc phong
dai 400 In, trong d6 (A) 12 hinh thai vi thé than tho cta 16 déi chimg ¢6 cau than binh
thuong va éng than binh thuong, (B) 12 hinh thai vi thé than thé ciia 16 doi ching cd
thoai hoa nhe té bio éng lwon gin, (C) va (D) 14 hinh théi vi thé than thé cua 16 thu

nghiém sau 4 tuan c6 thoai hoa nhe t€ bao 6ng luon gén.

Hinh 3 1a 14 anh chup giai phau té bao gan ctia thé thu dugce tir Vi du 3 sau thir
nghiém 2, trong d6 (A) 1a hinh anh chup hinh thai vi thé gan thé binh, (B) 1 hinh thai
vi thé gan thé dbi chimg c6 té bao gan thodi hoa vira. (C) 1a hinh théi ctia té bao gan 16
thtr nghiém c6 té bao thodi héa vira. (D) 1a hinh thai cia cta té bao gan 16 thtr nghiém

sau khi dilu tri 2 tudn vdi té bao gan thodi héa nhe.

Hinh 4 13 anh chup giai phiu t& bao than chudt thu duge tir Vi du 3 sau 2 tun
ngimg thir nghiém, trong d6 (A) 1a hinh théi vi thé than tho cta 16 d6i chimg c6 cau
than binh thuong va éng than binh thuong, (B) 12 hinh thai vi thé than thé ctia 16 doi
chimg ¢6 thoai hoa nhe té bao éng lugn gan, (C) va (D) 1a hinh théi vi thé than tho cia

16 thir nghiém sau 2 tudn ¢6 thodi hoa nhe té bao dng lugn gan.

Hinh 5 1a anh chup két qua thtr nghiém kha ning trc ché khdi u cta cac hop chit
thir nghiém trén té bao ung thu gan HEP-G2 sau 15 ngay nudi cdy trén moi trudng
thach. (A) 13 hinh thai cua té bao ung thu phat trién trén moi trudng bd sung DMSO
1% (PC). (B) I hinh théi té bao ung thu phét trién trén méi treong bo sung hon hop A
(TN1), (C) 13 hinh théi t& bao ung thw phé trién trén modi truong bd sung hon hop B
(TN2), (D) 1a hinh théi € bao ung thu phat trién trén méi trudng bo sung hon hop C
(TN3), va (E) 1a hinh thai té bao ung thu phat trién trén moi trudong bd sung hoat chat
Ramucirumab (TN4).

MG ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché dugc mo ta chi tiét v6i cac phuong dn thyc hién va cac vi du
cu thé. Tuy nhién, cdc phuong 4n va cac vi du thuc hién cu thé nay chi nham minh hoa
dé hiéu ro ban chét cta sang ché chir khong nhim muc dich gidi han pham vi yéu ciu

bao hd cuia sang che.

Cay Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh thudc loai C. latifolium L.
trong quan thé Crinum. Cy Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh da duoc
tac gia Nguyén Thi Ngoc Trdm phat trién va dang ky 1a giéng cay trong véi tén goi
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Trinh nit Crila véi sé van bing 26/VN 2015 do Cuc trdng trot cAp. Vat liéu khéi dau
dé chiét xut hdn hop trc ché té bao ung thu gan theo sang ché duoc thu tir hoa cua cay
Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh. Céc tac gia sang ché da nghién cttu va
nhén thiy rang, trong hoa ctia cay Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh (con

goi 1a Trinh nit Crila) c¢6 chtra cac hoat chét flavonoit va ancaloit.

Sang ché dé cap dén hdn hop tc ché t& bao ung thu gan bao gbdm nhém cac hoat
chat flavonoit va ancaloit c¢6 hoat tinh sinh hoc dugc chiét tir hoa ctia cdy ~ Crinum
latifolium L. var. crilae. Tram & Khanh, va quy trinh san xuét hdn hop nay. Ngoai ra,
sang ché ciing dé cap dén thude dé hd trg diéu tri bénh ung thu gan va quy trinh san
xuét thudc dé hd tro didu tri bénh ung thu gan.

Theo khia canh tht nhét, sing ché d& cap dén hdn hop e ché té bao ung thu gan
bao gém nhém cac hoat chit flavonoit va ancaloit c6 hoat tinh sinh hoc duoc chiét tur
hoa cua cdy Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh, trong dé hdn hop nay bao
gdm:

+ Nhom cac hoat chét flavonoit chiém 25% trong luong hdn hop, trong d6 nhém nay

bao gém cic thanh phan sau:

4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol

kaempferol

quercetin

B-sitosterol-3-O- f-D-glucopyranosit

+ Nhém céc hoat chat ancaloit chiém 75% trong lugng hdn hop, trong d6 nhém nay

bao gdm céc thanh phén sau:

ambellin

1B-2p epoxyambellin

crinamidin

6-hydroxycrinamidin

powellin

6-hydroxypowellin

Trong d6 hop chit 4-(3 -hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propy1)—2-1netoxypheno1
lAn diu tién duoc tim thiy va duoc phan 1ap tir hoa cta cdy Crinum latifolium L. var.

crilae Tram & Khanh. Tac gid sang ché da khao sat va da phat hién ra rang, hop chat
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4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-methoxyphenol chi c6 trong hoa cua cdy
Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh. Ngoai ra, mdc du mot s6 hop chit da
duoc phan 1ap tr 14 céy trinh nit hoang cung, vi du, kaempferol,quercetin, crinamidin,
powellin dd dugc ching minh ¢6 tic dung voi t€ bao u xo tr cung, nhung khong phai
hop chét ndo ciing c6 tac dung va thé hién hoat tinh sinh hoc sinh hoc dbi voi té bao
ung thu, cu thé t& bao ung thu gan. Tac gia sing ché da nghién ctru va bat ngd phat
hién ra ring, nhém gdm bbn hoat chét flavonoit thu dugc tir hoa cua cdy Crinum
latifolium L. var. crilae Tram & Khanh tép trung nhiéu trong hoa theo ty 1€ thich hop,
céc hop chét nay thé hién tac dung e ché té bao ung thu gan v6i hiéu qua vuot troi.
Co ché hiép dong ctia hdn hop co thé duoc giai thich theo co ché ddng vén, nghia la
cac hoat chét flavonoit két hop véi cac hoat chit ancaloit theo sang ché véi ty 1€ thich

hop cho phép tac dung truc tiép 1én té bao ung thu gan.

Theo cac phuong an uu tién, trong d6 nhom hoat chit flavonoit bao gom cic

thanh phan c6 ty 1& % trong luong sau:

4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol 10-15
kaempferol 15-25
quercetin 15-25
B-sitosterol-3-O- -D-glucopyranosit 40-60.

Theo cdc phuong &n uvu tién cu thé, trong d6 ham lugng ctia hop chat 4-(3-
hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol tot hon 1a 10, 11, 12, 13, 14
hoidc 15% theo trong lugng ctia nhom hoat chét flavonoit ¢6 trong hon hgp theo sang
ché. Theo cac phuong an uu tién cu thé, trong d6 ham lugng cta hop chét kaempferol
(co tén JUPAC la 3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-on) t6t hon 13 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 hodc 25% trong lugng cua nhom hoat chét flavonoit
¢ trong hdn hop theo sang ché. Theo cac phuong 4n uu tién cu thé, trong d6 ham
luong cua hop chit quercetin (c6 tén IUPAC la 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-
trihydroxychromen-4-one), tdt hon 1a 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 hodc 25%
trong lugng cua nhém hoat chét flavonoit ¢6 trong hdn hop theo sang ché. Theo cac
phuong an uu tién cu thé, trong d6 ham luong cua hop chat S-sitosterol-3-O- -D-
glucopyranosit t5t hon 13 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59 hoic 60% trong lugng cta nhom hoat chét flavonoit ¢6 trong hdn hop
theo sang ché.
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Theo c4c phuong 4n vu tién, trong d6 nhém hoat chét ancaloit bao gdm cac thanh

phan c6 ty 1& % trong luong sau:

ambellin 5-15
1B-2p epoxyambellin 25-35
crinamidin 5-15
6-hydroxycrinamidin 5-15
powellin 15-25
6-hydroxypowellin 15-25

Theo cac phuong an uvu ti€n cu thé, trong d6 ham lugng cta hop chét ambellin
(cod tén [UPAC la (15R)-9,15-dimethoxy-5,7-dioxa-12-azapentaxyclo
[10.5.2.013.021° 0*8]nonadeca-2,4(8),9,16-tetraen-18-ol) tdt hon 13 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 hodc 15% theo trong lugng ctia nhoém hoat chit ancaloit ¢6 trong hdn
hop theo sdng ché. Theo c4c phuong 4n uu tién cu thé, trong d6 ham luong cua hop
chit 1B-2p epoxyambellin (c6 tén IUPAC la [(1S,13R,15R,16S,18R,195)-9,15-
dimetoxy-5,7,17-trioxa-12-azahexaxyclo [10.6.2.0513,0%10,048.016:¥]icosa-2,4(8),9-
trien-19-yl] axetat), tot hon 1a 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 hodc 35% trong
lurong cia nhém hoat chét ancaloit c¢6 trong hdn hop theo sang ché. Theo cic phuong
4n wu tién cu thé, trong d6 ham lugng cta hop chét crinamidin (c6 tén IUPAC la
(1S,13R,15R,16S,18R)-9-metoxy-5,7,17-trioxa- 12-azahexaxyclo
[10.6.2.0513.0%10,048.01%18]icosa-2,4(8),9-trien-15-0l), tbt hon 14 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14 hodc 15% trong lugng ctia nhom hoat chit ancaloit cé trong hdn hop theo
sang ché. Theo cdc phuong 4n uu tién cu thé, trong @6 ham luong cua hop chat 6-
hydroxycrinamidin (c6 tén ITUPAC la (1S,13R,15R,16S,18R)-9-metoxy-5,7,17-trioxa-
12-azahexaxyclo[10.6.2.0113.0%10.048.01%¥]icosa-2,4(8),9-trien-11,15-diol), tot hon 1a
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 hodc 15% trong lugng cta nhém hoat chét ancaloit c6
trong hon hop theo sang ché. Theo cac phuong 4n uu tién cu thé, trong d6 ham lugng
cua hop chét powellin (c6 tén IUPAC Ila (18,13R,15R)-9-metoxy-5,7-dioxa-12-
azapentaxyclo [10.5.2.0%13.0%1%.0*¢|nonadeca-2,4(8),9,16-tetraen-15-ol), t6t hon 1a 15,
16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 hodc 25% trong lugng cua nhém hoat chét ancaloit c6
trong hon hop theo sang ché. Theo cac phuong 4n uu tién cu thé, trong d6 ham lugng
cua hop chit 6-hydroxypowellin (c6 tén IUPAC la (1S,11R,13R,15R)-9-metoxy-5,7-
dioxa-12-azapentaxyclo[10.5.2.01:13.0%19.045] nonadeca-2,4(8),9,16-tetraen-11,15-
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diol), tot hon 1a 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 hodc 25% trong luong clia nhom

hoat chit ancaloit ¢6 trong hdn hop theo séng ché.

Bing rit nhidu thir nghiém, céc tac gia da phat hién ra ring, khi phoi tron 4 thanh
phan tir nhém flavonoit néu trén véi 6 thanh phén ancaloit chiét dugc tlr hoa cta cy
Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh theo ty 1& 25/75 (w/w) thu duoc hon
hop c6 tadc dung trc ché té bao ung thu gan. Hon hop nay cho thdy c6 kha ning kim
ham té bao ung thu gan ¢ muc té bao va trén dong vat thtt nghiém. Péc biét, cac hoat
chét nay dugc phan bd véi ty 18 kha tuong dong trong hoa cta cdy Crinum latifolium

L. var. crilae Tram & Khanh.

Theo khia canh tht hai, sang ché d& cép dén quy trinh sdn xuét hdn hop tc ché té
bao ung thu gan theo sang ché, trong d6 quy trinh nay bao gdm cic budc: a) chuan bi
nguyén liéu; b) chiét hoan luu nguyén liéu; c) chiét nhom hoat chat flavonoit; d) chiét

nhom hoat chét ancaloit; va e) thu hdn hop tc ché té bao ung thu gan.

Trong budc chudn bi nguyén liéu, tién hanh thu hai hoa cua cdy Crinum
latifolium L. var. crilae Tram & Khanh, sau khi loai bo tap chét, phoi kho thu dugc
nguyén liéu hoa kho, hoa dugc xay thanh bt sang qua ludi kich thuéc khoang Smm.
Thong thudng, hoa cua cdy Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh duogc tao
thanh ting bong 16n, v6i ngdng phat trién tir nhanh be va tao thanh cum hoa I6n, c6
khoang 6 bong, qua trinh thu hdi bao gbm thu cé hoa va ngdng hoa phét trién tir than.
Céc phan nay dugc tach roi va phoi hogdc sdy riéng do phan cubng lau kho hon phan
hoa, tbt nhat 1a thu hai phin bong hoa, sau khi phoi hodc sy dé thu dugc hoa ctia cdy
Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh kho. Hoa kho nay dugc st dung lam
nguyén li€u dé san xut hdn hop Gic ché té bao ung thu gan theo sang ché.

Trong buéc chiét hoan Iuu nguyén lidu, hoa khd duge bd sung vao thiét bi chiét
hoi luu vé6i ty 1€ nguyén liéu:dung moi la 1:10 (trong lugng:thé tich), tiép d6 chiét
hoan Iuu trong thoi gian 1 gid. Phan dich duge tach riéng dé tién hanh chiét nhém cac
hoat chét flavonoit, phan ba dugc thu hdi dé chiét nhom cac hoat chit ancaloit, tvong
ung.

Trong budc chiét nhom hoat chét flavonoit, buge nay bao gbm cac cong doan thu
cao chiét ete dau hoa; chiét phan doan flavonoit; va thu cac hoat chét flavonoit c6 hoat

tinh sinh hoc. Céc tac gia dd nghién ctru va nhan thdy rang, trong hoa cta cay Crinum
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latifolium L. var. crilae Tram & Khanh ¢6 4 hoat chit 4-(3-hydroxy-3-(4-
hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol, kaempferol, quercetin va B-sitosterol-3-O- -
D-glucopyranosit ¢ hoat tinh sinh hoc, cu thé 14 hoat tinh tc ché t& bao ung thu gan
vuot trdi, cac tac gia da phat trién k¥ thuat chiét dic hiéu nham chi thu cac hoat chét

flavonoit mong muon.

Trong cong doan thu cao chiét ete diu hoa, tién hanh thu hdi phin dich chiét ete
dau hoa sau khi da chiét hoan luu hoa kho & trén va loc b can. Tiép d6, dung moi nay
dugc ¢6 loai dung moi dudi ap sudt giam dén khi con khoang 5% thé tich thu dugc cao
chiét ete dau hoa dang sét. Cao chiét nay duogc tién hanh chiét chon loc cac phan doan

flavonoit ¢6 hoat tinh sinh hoc.

Dé chiét chon loc cac phan doan flavonoit, tién hanh nhdi cao chiét ete dau hoa
1én cOt silica gel va tién hanh rtra giai v6i hé dung moi la phtc hop cua ete dau hoa
(EP) v6i EtOAc. Nong do dung moi rira giai EP/EtOAc duoc tién hanh theo céc ty 1¢:
EP 100%, EP: EtOAc 75:25, EP:EtOAc 50:50, EP:EtOAc 25:75 va EtOAc 100%. Sau
khi rra giai, tién hanh thu ba phan doan EP: EtOAc 75:25, EP:EtOAc 25:75 va EtOAc
100%, tuong tng.

Trong cong doan thu céac hoat chét flavonoit c6 hoat tinh sinh hoc, tién hanh nhdi
ting phan doan thu dugc ¢ trén 1én cot silica gel va tién hanh rira gidi trong céc diéu

kién tuwong ung nhu sau:

+ Phan doan EP: EtOAc 75:25 sau khi duoc nhdi 1én cot silica gel, cot duge on
dinh bing dung mdi CHCls 100%, tiép d6 rira giai bang hé dung mdi CHCls:MeOH ty
16 98/2. Sau khi c6 loai dung mdi thu dugc hop chit 4-(3-hydroxy-3-(4-
hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol & dang tinh thé khong mau.

+ Phéan doan EP:EtOAc 25:75 sau khi duoc nhdi 1én cot silicagel, cot duge on
dinh bing hé dung mdi CHCl:MeOH ty 1¢ 98/2, tiép d6 rira giai bang h¢ dung moi
CHCl3/MeOH ty 18 9/1. Sau khi loai bé dung moéi thu hai hop chit kaempferol va

quercetin dang bot mau vang.

+ Phan doan EtOAc 100% sau khi duoc nhdi 1én cot silicagel, cot duge 4n dinh
bing hé dung mdi CHCI:MeOH ty 1¢ 95/5, tiép d6 rira gidi bang hé dung moi
CHCL:/MeOH ¥ 16 9/1. Sau khi loai bo dung mbi, két tinh san phim trong MeOH thu
duoc hop chit S-sitosterol-3-O- B-D-glucopyranosit dang bt mau tring.
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Hon hop dang bt cia bén hop chit, bao gobm  4-(3-hydroxy-3-(4-
hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol, kaempferol, quercetin va B-sitosterol-3-O- -
D-glucopyranosit, thu dugc tir cac phén doan néu trén dugc thu gom, phdi tron voi

nhau dé thu dugc nhém hoat chét flavonoit dang bot.

Trong budc chiét nhom hoat chét ancaloit, budc nay bao gbdm cac cong doan
chiét cao ancaloit téng s6: chiét loai tap chét; thu nhém hoat chét ancaloit c6 hoat tinh
sinh hoc. Céc tac gid dd nghién ctru va nhan thdy rang, trong hoa cta cdy Crinum
latifolium L. var. crilae Tram & Khanh c6 6 hoat chit ambellin va  1B-2p
epoxyambellin, crinamidin va 6-hydroxycrinamidin, powellin va 6-hydroxypowellin
c6 hoat tinh sinh hoc, cu thé 13 hoat tinh trc ché t& bao ung thu gan vuot troi. Tac gia
sang ché da phat trién ky thuit chiét dic hiéu nham chi thu céc hoat chit ancaloit

mong muon.

Trong cong doan chiét cao ancaloit tong s, tién hanh thu phin ba sau khi chiét
hoan Iuu hoa kho & trén va chuyén phin bi ndy vao binh ngim kiét. Tién hanh chiét
bang hé dung mdi etanol:axit axetic ty 1¢ 70:30 (thé tich/thé tich) theo ty 1& nguyén
liéu:dung méi 1a 1/5 (trong lugng/thé tich). Thoi gian chiét trong 24 gio. Sau khi loc,
thu phan dich va loai bé dung mdi dudi p sudt giam dén khi con 5% thu duoc cao
ancaloit téng s dang sét. Cao chiét nay duoc tién hanh tinh ché so bd trudce khi thu

ancaloit tong sO.

Trong cong doan chiét loai tap chit, tién hanh kiém hoéa cao ancaloit tong s6
bang NH4OH dén pH nidm trong khoang tir 9 dén 10. Sau khi loc két tia, bd sung
CHCls theo ty 16 1:1 (v/v) va tién hanh chiét phan doan. Qué trinh nay c6 thé 13p lai tu
2 dén 4 1An dé tang hiéu qua loai tap chat. Tiép d6, axit héa phan doan dich chiét bang
HCI 0.1N. Sau d6, kiém hoéa lai bdng NH;OH dén pH nim trong khodng tir 9 dén 10,

Sau khi co loai dung mdi thu dugc alcaloit toan phé‘m & dang cao dac.

Trong cong doan thu nhom hoat chit alcaloit, tién hanh hap phu phén cao dic
ancaloit toan phan nay Ién cdt silica gel. Tiép d6 tién hanh rta giai bang hé dung moi
CHCly/MeOH véi t§ 16 MeOH tang dan. Thu phan doan MeOH nong do 10%, 50% va
70%. Cac phan doan nay co thé duoc tién hanh sic ky bang cot silica gel tiép dé thu

ting chat tinh khiét.
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+ Phan doan MeOH 10% dugc ¢ loai dung moi, thu dugc hai hop chit bao g61n

ambellin va 1B-2B epoxyambellin ¢ dang bot.

+ Phan doan MeOH 50% dugc loai bo dung méi, thu duoc hai hop chét bao gdm

crinamidin va 6-hydroxycrinamidin ¢ dang bot.

+ Phan doan MEOH 70% duoc loai bd dung mdi, thu dugc hai hop chat bao gom

powellin va 6-hydroxypowellin ¢ dang bét.

Hon hop dang bt cua sau hop chét trong ba phan doan néu trén, bao gdm
ambellin, 1B-2p epoxyambellin, crinamidin, 6-hydroxycrinamidin, powellin va 6-
hydroxypowellin, dugc thu gom va phdi tron v6i nhau dé thu duoc nhom hoat chét

ancaloit dang bot.

Trong bude thu hdn hop e ché t& bao ung thu gan, tién hanh biang cach phéi tron
nhém hoat chét flavonoit thu duge & bude b) va nhém hoat chét ancaloit thu duoc tur

budce d) theo ty 1€ 25/75 (w/w) thu dugc hdn hop e ché té bao ung thu gan.

Theo cac phuong an cu thé, viéc phéi tron nhom hoat chét flavonoit va ancaloit
néu trén bao gdm budc hoa tan tung thanh phan ctia nhém chét flavonoit véi etanol,
tiép do bd sung nhom hoat chit ancaloit theo ty 1& 25/75 (w/w), sau khi sdy kho trén

thiét bi sy tAng soi, nghién min thu duoc hdn hop dang bot.

Theo khia canh tht ba, sing ché dé cap dén thube dé hd tro diéu tri bénh ung thu
gan, trong do thudc nay chtta hdn hop Grc ché t& bao ung thu gan theo sang ché va ta

duoc.

Cu thé, thubc dé hd trg diéu tri bénh ung thu gan theo sang ché chra hdn hop uc
ché té bao ung thu gan va ta dugc, trong do hdn hop e ché té bao ung thu gan nay bao
gém nhém céc hoat chét flavonoit va ancaloit c6 hoat tinh sinh hoc dugc chiét tir hoa
cta cdy Crinum latifolium L. var. crilae. Tram & Khanh va ta dugc. Trong d6, hdn
hop tre ché t€ bao ung thu gan c6 trong thudc nay chiém it nhit 60% trong luong cia

thubc va ta duoc chiém t6i da 40% trong lugng thudc.

T4 dugc c6 trong thude dé hd tro diéu tri bénh ung thu gan theo sing ché t&t nhat
dugc chon tir nhém bao gém tinh bét, ta duoc rd, bot tale, magnesi stearat va/hodc

aerosil. Ngoai ra, nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay hoan toan co thé
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thay thé céc loai ta dugc twong duong @& thu duoc thude ¢6 cung tac dung. Viée thay

thé cac t4 duoc ndy bing cac ta dugc tuong duwong 1a thude pham vi cia sang ché.

Theo phuong 4n cu thé, thudc dé hd trg diéu tri bénh ung thu gan theo sang ché
bao gém 15% nhom cac hoat chit flavonoit, 45% nhom cac hoat chét ancaloit va 40%
t4 duoc (theo trong luong). Theo phuong 4n uu tién cu thé, ty 1& ctia nhom hoat chét

flavonoit/ancaloit 1a 25/75 (theo trong luong).

Theo cac phuong an cu thé, nhom hoat chit flavonoit c6 trong thubc theo sang
ché duogc chiét tir hoa ctia cay Crinum latifolium L. var. crilae. Tram & Khanh bao
gdm 4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol, kaempferol,
quercetin va f-sitosterol-3-O- S-D-glucopyranosit. Theo phuong an cu thé, ty 1¢ gifta
cac thanh phan trong nhém flavonoit nay (theo % trong luong) bao gbm tir 10 dén
15% 4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol, tir 15 dén 25%
kaempferol, tir 15 dén 25% quercetin va tir 40 dén 60% p-sitosterol-3-O- f-D-

glucopyranosit.

Theo cac phuong an cu thé, nhém hoat chét ancaloit c6 trong thudc theo sang ché
duoc chiét tir hoa cta cdy Crinum latifolium L. var. crilae. Tram & Khanh bao gdm
ambellin, 1B-2f epoxyambellin, crinamidin, 6-hydroxycrinamidin, powellin va 6-
hydroxypowellin. Theo phuong an cu thé, ty 1¢ gitta cac thanh phan trong nhém
ancaloit nay (theo % trong lugng) bao gbm tir 10 dén 30% ambellin, tir 20 dén 40%
1B-2p epoxyambellin, tir 5 dén 20% crinamidin, tir 10 dén 30% 6-hydroxycrinamidin,
tir 10 dén 30% powellin va tir 5 dén 20% 6-hydroxypowellin.

Theo cac phuong an vu tién, thudc dé hd tro diéu tri bénh ung thu gan theo sang
ché duge st dung dé hd tro didu tri khéi u gan, bénh ung thu gan va ung thu gan giai

doan cudi nhim kéo dai thoi gian sdng cho ngudi bi bénh ung thu gan.

Theo khia canh th tu, sing ché dé cap dén quy trinh san xuét thudc dé hd trg
didu tri bénh ung thu gan theo sang ché, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc: a)

chuén bi nguyén liéu, b) thu bot kho; ¢) tao dang cbm tron; va d) tao vién nang.

Trong budc chudn bi nguyén liéu, tién hanh chiét nhom hoat chit flavonoit va
ancaloit nhu dugc mo ta & trén. Sau khi phéi trOn nhém hoat chit flavonoit véi nhém
hoat chét ancaloit theo ty 1& 25/75 (w/w) thu duge hdn hop Gc ché té bao ung thw gan,
nhu di duoc md ta & trén. Hon hop ndy dugc nghién min va ray qua luéi ¢ 16
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0,75mm. Qua trinh nay nhdm tao diéu kién cho qué trinh phéi tron voi cac td duge.
Céc thanh phin t4 dugc bao gdm aerosil, tinh bot, tinh bot natri glycolat (DST), bot
talc va magnesi stearat dugc nghién va ray qua ludi c& 15 0,75mm dé thu cac dang bot

min.

Trong budc thu bot kho, tién hanh phdi tron 1An luot hdn hop e ché té bao ung
thu gan v6i 5% aerosil. Tiép d6 1a phdi tron voi 20% tinh bot. Sau khi tron déu, phoi
tron tiép véi 5% tinh bot natri glycolat (DST) va tron déu thu duogc bot kho. Qua trinh
nay co thé duoc thuc hién trong thiét bi trén bét ky da duoc st dung trong linh vuc k¥

thuat nay, mién sao thu dugc hdn hop bot dong déu.

Trong bude tao dang ¢dm tron, tién hanh phéi tron bot talc vdi magnesi stearat
theo ty 18 1:1 va tron déu. Tiép d6, phdi tron voi bot kho theo ty 1& 5%. Céc thanh phan
t4 duoc nham tao thuén loi cho qué trinh bao ché, tao d6 tron, ting do phan ra cling
nhu gitp bao quin hdn hop t6t hon trong diéu kién luu hanh. Hon hop bot khod nay
dugc chuyén vao thiét bi x4t dé tao dang c6m tron.

Trong budc tao vién nang, tién hanh dong cém tron vao vién nang trong diéu
Kién nhiét do tir 20 dén 25°C, do 4m 35 dén 55% dé thu duoc thube hd trg dicu tr bénh

ung thu gan.
Vi du thue hién siang ché

Vi du 1. Sin xuit hén hop ancaloit va flavonoit c6 hoat tinh icc ché té bao ung thu

gan

Thu hai hoa cta cdy Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh, loai bo tap
chét rdi phoi héo, tach riéng phan cubng va phan hoa, sdy kho, nghién qua sang ¢& 5
mm, thu dugc nguyén li¢u hoa kho.

Cén 1kg bot hoa kho chuyén vao thiét bi chiét hoan luu chtra 10 lit ete dau hoa,
tién hanh gia nhiét va chiét trong thoi gian 1 gid, sau d6 tach riéng phan dich va phan
ba.

a) chiét nhom hoat chét flavonoit:

Phan dich duoc loc, sau d6 dugc co loai dung mdi dudi dp suét gidm dén khi con
500 ml cao dic (khoang 500g). Cao nay dugc nhdi 1én cot silica gel. Mi ¢t silica gel
180 g, duong kinh c0t 4cm, chiéu cao 16p silica gel 1a 30 cm duoc nhdi 10g cao va tién
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hanh rira giai v6i hé dung moi lan luot EP/EtOAc theo ty 1&€ EP 100%, EP: EtOAc
75:25, EP:EtOAc 50:50, EP:EtOAc 25:75 va EtOAc 100% thu ba phén doan EP:
EtOAc 75:25, EP:EtOAc 25:75 va EtOAc 100%. Thé tich mdi phan doan 1a 250 ml.
Sau khi loai dung moi con 1/10 thé tich, cac phan cao chiét phan doan dugc tiép tuc

tach trén cot silica gel theo tiing phan doan nhu sau:

+ Phin doan EP: EtOAc 75:25 duoc nhdi 1én cot silica gel voi mdi cdt silica gel
duoc nhdi 100 mg cao chiét, khoi luong silica gel 33g, duong kinh cdt 1,4 cm, chiéu
cao 16p silica gel 30 cm. Sau khi én dinh bang dung méi CHCls, rira gidi bang hé dung
mdi CHCI3:MeOH ty 1€ 98/2 thu 10 ml. Téng lugng phan doan EP: EtOAc 75:25 thu
duoc tir 1kg nguyén liéu ban dau duogc thu gom, loai b dung mdi thu duoc 1g tinh thé

khong mau.

Phan doan EP:EtOAc 25:75 duoc nhdi 1én cot silicagel véi mdi cot silicagel duoc
nhdi 100 mg cao chiét, khéi luong silica gel 33g, duong kinh cot 1,4 cm, chiéu cao 16p
silica gel 30 cm. Sau khi dn dinh bang dung moi CHCls, rira giai bang hé dung moi
CHCl3:MeOH ty 1€ 9/1 thu hai phén doan, mdi phan doan 10 ml. Téng mdi phan doan
thu duoc sau khi rtra giai tir phan doan EP:EtOAc 25:75 thu tir 1kg nguyén li€u ban
dau duoc thu gom, loai b6 dung mdi thu dugc lan luot 2,1 g va 3,23 g dang bdt mau

vang.

Phan doan EtOAc 100% duoc nhdi 1én cot silicagel véi mdi cdt duoge nhdi
220mg cao chiét, khdi luong cot silica gel 1a 33g, dudng kinh cot 1,4 cm, chiéu cao
16p silica gel 1a 30 cm. Sau khi 6n dinh bang hé dung méi CHCl;:MeOH ty 1€ 95/5,
tién hanh rta giai bang hé dung moi CHCl:/MeOH ty 1¢ 9/1,thu 10 ml. Téng lugng
phan doan EP 100% thu duoc tir 1kg nguyén li¢u ban dau dugc thu gom, loai bo dung
mdi thu duoc 5,6g tinh thé khong mau.

Gom chung céac thanh phan thu duoc tdng cong 11,93 g hdn hop flavonoit tinh
sach dang bot (ky hiéu bot F1A). Ty 1€ chiét nhém flavonoit mong mubn so v6i nguyén

liéu ban dau dat 1,2%.
b) chiét nhém hoat chét ancaloit:

Gom lkg ba sau khi da chiét bing ete ddu héa va dua vao binh ngdm kiét, bo

sung 10 lit hé dung mdi etanol: axit axetic ty 1€ 70:30 va ngam chiét trong thoi gian 24
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gitr. Sau khi loc, thu phn dich va loai bé dung méi dudi 4p suét giam dén khi con 500

ml (khoang 500 g) thu dugc cao ancaloit tdng sd.

Kiém hoéa dich chiét ancaloit bing cach bd sung NH4OH vao cao ancaloit dé dua
pH dén pH=9, sau khi loc két taa. Bb sung lugng CHCls theo ty 1€ 1:1 (v/v) va lic déu.
Sau d6, axit hoa bang HC1 0,1N dén pH=3,5 rdi b6 sung NH4OH dén pH=9 tr¢ lai. Sau

khi ¢0 loai dung moi thu duge 135 g cao dac.

Tién hanh hip phu cao dic nay lén cdt silica gel. M3i cot silica gel 180 g, duong
kinh cot 4cm, chiéu cao 16p silica gel 1a 30 cm duoc nhdi 10g cao va tién hanh rira giai
v4i hé dung moi CHCIs/MeOH véi ty 1€ MeOH tang dan, thu phan doan MeOH ndng
d6 10%, 50% va 70%, v&i thé tich mdi phan doan 12 250 ml. Sau khi gdp chung tirng
phéan doan c6 ndéng d6 MeOH thu dugc tuong Ung. Tién hanh c6 loai dung moi, thu
duoc tdng cong 36,6g hdn hop ancaloit dang bot (ky higu bot AnK). Hiéu suét chiét
dat 3,66% vé6i do tinh khiét cia timg hop chét 1én t6i 98%.

Phan doan MeOH 10% tong cdng thu dugc 14,6 g, tién hanh phan tach thu duoc
l4n luot 2 phan doan véi trong luong 3,66 g va 10,98 g, trong ung.

Phan doan MeOH 50% tong cong thu dugc 7,32 g, tién hanh phén tach tiép thu
duoc 14n luot hai phan doan v6i trong lugng bang nhau va khoang 3,66 g.

Phan doan MEOH 70% tbng cong thu duogc 14,64 g, tién hanh phan téch tiép thu
duoc 1an luot hai phan doan voéi trong lugng bang nhau va khoang 7,32 g.

Hoatan 10 g phén bot flavonoit (bot FIA) thu dugc & trén voi mot luong vira du
etanol, tiép do bd sung 30 g phan bdt ancaloit (bot AnK) thu dugc ¢ trén va tron déu,
(ty 1& FIA/AnK la 25/75 w/w) sau khi sy kho trén thiét bi sdy ting soi, nghién min,
thu duoc 40g hon hop dang bot (bot HCr).

Vi du 2. Xdc dinh cdu tric ciia thanh ph an hén hop

Pé xac dinh dugc chinh x4c thanh phén va céu tric tirng thanh phan héa hoc cia
hdn hop bot HCr thu dugce tir Viduy 1, hdn hop duge gui di dé x4c dinh lai thanh phén
va cAu trac, cac hop chét tinh sach duge xac dinh céu trac bang phuong phép phd khdi
va phd cong hudng tir hat nhan proton va cacbon 13 ('H-, °C NMR). Ham luong cua
céc chét duoc xédc dinh bing phuong phap HPLC. Két qua so sanh dugc tdng hop
trong Bang 1.
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Bang 1. Thanh phin c4c hoat chat c6 trong hdn hop bot HCr tir Vi du 1 thu duge tir

hoa cua cay Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh

Ham
stt Tén theo [IUPAC Tén thong thudng luong
(mg/g)

1 4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2- )1
metoxyphenol

2 | 3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-on) kaempferol 44

3 i;l()?a,4-d1hydroxyphenyl)—3,5,7-tr1hydroxychromen—4- quercetin 63

4 | B-sitosterol-3-O- S-D-glucopyranosit 119
(15R)-9,15-dimetoxy-5,7-dioxa-12-azapentaxyclo

5 1[10.5.2.0%13.021°.0*8]nonadeca-2,4(8),9,16-tetraen- ambellin 75
18-ol)

[(1S,13R,15R,16S,18R,19S5)-9,15-dimetoxy-5,7,17-

6 trioxa-12-azahexaxyclo 1B-28 295
[10.6.2.0513.0%10,048,016.18]icosa-2,4(8),9-trien-19-yl] epoxyambellin
axetat)

(1S,13R,15R,16S,18R)-9-metoxy-5,7,17-trioxa-12-

7 | azahexaxyclo [10.6.2.0%13,0%10.048.01%18]icosa- crinamidin 75
2,4(8),9-trien-15-ol)
(1S,13R,15R,16S,18R)-9-metoxy-5,7,17-trioxa-12-

113 (12,10 (4.8 (116,187 6-

8 | azahexaxyclo[10.6.2.0"%°.0~'".0%°.0"> ]icosa- hvdroxverinamidin 75
2,4(8),9-trien-11,15-diol) yaroxy
(1S,13R,15R)-9-metoxy-5,7-dioxa-12-azapentaxyclo

9 |[10.5.2.0%13,0219,0*¥Inonadeca-2,4(8),9,16-tetraen- powellin 149
15-0l)

(1S,11R,13R,15R)-9-metoxy-5,7-dioxa-12-
10 | azapentaxyclo[10.5.2.0%13.0%1°.0*#] nonadeca- 6-hydroxypowellin 149

2,4(8),9,16-tetraen-11,15-diol)

Trong sb6 cac hop

chit néu trén c6 hop

chét

hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol 1a hop chit chua duoc cong bd.

4-(3-hydroxy-3-(4-

Phd khéi luong (MS):m/z (positive) [M+H-H20]= 257,2, m/z (negative) [M-
H+H,0]" = 291, suy ra phan tr khdi ciia hop chit nay 1a 274 dvC, tuong Gmg véi cong

thire chung Ci6H1804.
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Phd 'H-NMR (500 MH, CDCI3 , oppm) &H 7,29 (2H, d, J = 8,5, H>> va He )
ortho 8H 6,84 (2H, dd, J = 8,5, Hs, Hs ); 6H 6,97 (1H, d, J =8, Hs) ortho va meta 3H
6,48 (1H, dd, J=3 vaJ= 8,5, Hs) va 6H 6,46 (1H, d, /= 3, H3), 8H 3,76 (3H, s).

Phé PC-NMR (125 MHz, CDCls, Sppm) 8C 159,05, 155,90 va 155,42, &C
133,85, 113,94; 6C 129,94, 127,62, 115,37, 107,42 va 101,60. methylen 8C 24,53 va
29,94, methoxy 6C 55,33 va oxygen 6C 77,69.

Tir cac dit liéu phd trén, x4c dinh ciu tric cia hop chat méi la: 4-(3-hydroxy-3-

(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol c6 c¢ong thire (I) sau:

oey O

Cac dir liéu phé cho céc chét con lai thé hién tuong g véi cac chét kaempferol,
quercetin, f-sitosterol-3-O- f-D-glucopyranosit, ambellin, 1B-2B epoxyambellin,
crinamidin, 6-hydroxycrinamidin, powellin va 6-hydroxypowellin di dugc cong bd

truge day.
Vi du 2. Sin xuit thuéc hé tro didu tri bénh ung thw gan

Can 14y 400g hdn hop bot (bot HCr) tir Vi du 1, nghién min va riy qua ludi c& 13
0,75mm. Céc thanh phdn ta duoc bao gdm aerosil, tinh bot, tinh bot natri glycolat
(DST), bot talc va magnesi stearat dugc nghién va rdy qua luéi ¢ 16 0,75mm dé thu

cac dang bot min.

Phéi tron 1an Iuot 400 g hdn hop bot HCr véi 20g aerosil. Tiép d6 13 phéi tron
voi 80g tinh bot. Sau khi tron déu, phdi tron tiép v6i 20g tinh bot natri glycolat (DST)
va tron déu thu duoc bot kho. Qua trinh ndy ¢6 thé duoc thuc hién trong thiét bi tron

trong 15 phat dé thu dugc hdn hop bot dong déu.

Trong buéc tao dang cdm tron, tién hanh phéi tron bot tale voi magnesi stearat
theo ty 1& 1:1 va tron déu. Tiép do, phéi tron 20g hdn hop nay véi 520g bot kho. Tiép
dé, hon hop bot kho nay duoc chuyén vao thiét bi xat dé tao dang cdm tron va chuyén
sang thiét bi do tao vién nang va doéng nang voi lugng 380 mg hdn hop bot HCr/vién
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nang trong diéu kién nhiét do tir 20 dén 25°C, dd 4m 35 dén 55% dé thu dugc thude dé

hd trg diéu tri bénh ung thu gan dang vién nang (dugc ky hiéu la CRL).

Vi du 3. Thir nghiém dpc tinh cdp va dpc tinh bdn truong dién

Ché pham thir nghiém:

Ché phdm thtr nghiém 13 hdn hop bot flanovoit (bt F1A), bot ancaloit (bot AnK)
va bot phdi hop cua hai loai bot nay (bot HCr) thu duge tir Vi du 1. Liéu thir nghiém
du kién duoc ap dung cho chudt véi lugng tir 0,3 g/kg dén 7 g/kg thé trong tly theo

tung 16 thtr nghiém.
Pong vat thtr nghiém:

Dong vat duge dung dé danh gia la chudt nhit tréng chung Wiss khoe manh,
trong lugng 20,0+2 g do Vién Vé sinh dich t& trung uong cung cap. Thoé tring ching
Orytolagus cuniculus trong luong tur 1,8 dén 2.5 kg do Trung tdm dé-thé Son Tay
(Vién chin nudi) cung clp. Tho va chudt thir nghidém duoc nudi nhdt riéng tir 3-5 ngay
truéc khi nghién ctru chia ngiu nhién thanh céc 16, khong phan biét gidng, dat tiéu
chudn thtr nghiém, mdi con nhdt riéng mot chudng, duoc 3n bang thirc an danh riéng
cho dong vat thir nghiém, tiy theo loai do Vién V¢ sinh dich té Trung wong va Cong ty
lién doanh Guyomarc’h-VCN san xudt, cac con vt thir nghiém dugc ubng nudc tu do.

Hang ngay theo ddi ghi chép dién bién két qua thir nghiém.
Thir nghiém déc tinh cdp va xde dinh liéu chét 50% (LDso)

Chuot thtr nghiém dugc chia ngau nhién thanh céc 16 khac nhau (09 16), mdi 16
10 con.

Céc mau bot FIA, bot AnK thu duoc tir Vi du 1 dugce pha trong dung moi 1a nude
cit, mau bot FIA duoc ngadm trong nudc nong dé tan chay va hoa véi dau oliu thanh
cac ndng d6 khac nhau dé co thé tich cho mdi 14n ubng 0,25 ml/10g chudt, 3 1an trong
24 gid, mdi 1an cach nhau it nhét 2 gio.

Cho chudt ubng thube thir vé6i lidu ting dan. Tim liéu cao nhat khong giy chét
chudt (0 %), liéu thdp nhét giy chét chudt hoan toan (100 %) va céc lidu trung gian.

Theo ddi tinh trang chung ciia chudt, qué trinh dién bién bt dau c6 du hidu
nhiém doc (nhu nodn, co giat, kich dong, v/v.) va ) luong chudt chét & mbi 16 trong

vong 72 gio sau khi cho chudt ubng thubc 1an cudi. Tir d6 xdy dung dd thi tuyén tinh
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dé xéac dinh LDso cua thude thtr. Sau do, tiép tuc theo ddi tinh trang chung cua chudt
(hoat dong, an ubng, bai tiét, v/v.) & mdi 16 cho dén hét 7 ngay sau khi ubng thudc.

Tién hanh phu tich quan sat tinh trang céc tang ngay sau khi c6 chuot chét (néu
c6) dé xac dinh nguyén nhéan giy doc. SH liéu duge xir 1y theo todn thdng ké T-test
Student bang phin mém Excell.

Péi véi miu bot flavonoit (bot FIA), sau khi udng thudc thtr vai lidu tir 1 g/kg
dén liéu cao nhét c6 thé cho uéng (téi da 31,44 g/kg) & tit ca céc 16,. chudt van hoat
dong binh thuong. Khong quan sat thdy ¢6 chudt chét trong vong 72 git sau khi udng
thudc thir, khong quan sat thdy ddu hidu ngd doc sau 7 ngay theo doi. Nhu vay chua
xéc dinh duge doc tinh cdp va LDso ctia mau bot FIA.

D6i véi miu bdt ancaloit (bot AnK), két qua thtr nghiém doc tinh cép duoc dua
ra va danh gid trong khoang an toan dén khoang gy doc, cac s6 lidu dudi ngudng nay
hoic trén ngudng nay khong dugc xem xét. Két qua danh gié, tong hop v& doc tinh cp
ctia nhom chudt thir nghiém véi mau bot AnK duoc thé hién trong Bang 2.

Bang 2: Doc tinh cip theo dudong ubng ctia bot ancaloit (bot AnK) trén chudt

1 3,335 0/10 0,0

2 4,002 1/10 10,0
3 4,336 2/10 20,0
4 4,669 4/10 40,0
5 5,003 5/10 50,0
6 5,336 6/10 60,0
7 5,670 8/10 80,0
8 6,003 9/10 90,0
9 6,770 10/10 100,0

Két qua cho théy, sau khi udng thude thir, chudt & 16 1 (3,335 g/kg) khong co
biéu hién gi dic biét, chudt hoat dong binh thuong, khong c6 chudt chét sau 72 gio thu
nghiém. Chudt & cac 16 tir 16 2 dén 16 9 véi céc lidu tang dan tir 4,002 dén 6,770 g/kg
¢6 biéu hién yéu mét, nim bat dong hoic it hoat dong, it phan (mg véi kich thich,
khong an udng. Chudt ¢6 bidu hién kho thd, thd git hai thanh bung. V6i céc 16 thir

nghiém & liéu cao, chudt yéu dén rdi chét trong vong 6 gio thir nghiém. Sau khi ubng
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lidu thtr nghiém, nhitng con chudt khéng chét hdi tinh dan dan va khong ¢6 chudt nao
chét thém. Theo phuong phdp dénh gid cua Litchfield-Wilcoxon, LDso cua mau bot
AnK thir nghiém dugc xac dinh 1a 5,0027 g/kg thé trong.

Dbi v6i miu bot HCr, chudt duge phan thanh 5 16, mdi 16 10 con, tién hanh hoa
mau bodt HCr v6i nude theo ndng do véi ndng do cao nhét 12 332 mg/ml (twong Gng
2,49 g/kg). Cho chudt ubng véi lidu tir thap nhat dén cao nhat, twong duong tr 0,49
g/kg dén 2,49 g/kg, liu ubng 0,25 ml/10g, 3 14n trong 24 gio. Tién hanh theo ddi trong
72 gi& udng thude thi.

Bang 3: Ddc tinh cép theo duong ubng ctia hdn hop bot (bot HCr) trén chudt

Lo NC Lié(‘fnslﬁi‘gl‘)-mg ki??;g) Ty 16 chét
1 15 0,4987 0
2 30 0,9975 0
3 45 1,4962 0
4 60 1,9950 0
5 75 24937 0

Két qua cho thay, véi liéu du kién str dung cho nguoi, quy dbi twong dwong cho
chudt tir khodng tir 0,49 g/kg dén 24,93 g/kg khong c6 biéu hién ddc tinh cép. Didu
nay cho thiy mau bot HCr an toan cho ngudi trong khoang lidu lwong du kién t6i da
3800 mg/kg (lidu lwong gap 30,8 lan lidu ding cho ngudi).

Thit nghiém déc tinh ban tricong dién:

Pé danh gia doc tinh ban truong didn, tién hanh danh gid doc tinh doi véi mau
bot HCr thu dugc tir Vi du 1. Thir nghiém duoc tién hanh vé&i 30 con tho, duoc chia
ngiu nhién thanh 3 16, mdi 16 10 con, mdi con nhét riéng mot chudng. Thir nghiém
duoc tién hanh trong 4 tuin.

- BC: ubng nudc loc 3 ml/kg/ngdy vao budi séng.

- TN1: udng bdt HCr v6i lugng228 mg/kg/ngay (liu c6 tac dung twong duong
Jidu dung trén nguoi, tinh theo hé s6 3) vao budi sang.

- TN2: uéng bot HCr véi lugng 1140 mg/kg/ngay (gdp 5 1an 16 thir nghiém 1).

Céc chi tiéu theo ddi bao gdbm danh gia chirc ning tao mau thong qua s6 luong
hdng ciu, ham luong hemoglobin, hematocrit, thé tich trung binh hong cdu, sd lugng

bach cau, cong thirc bach cau va so lugng tiéu cau. Danh gid chirc néng gan thong qua
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dinh luong mot sb enzym va chit chuyén hoé trong mau: ALT, AST, bilirubin toan
phan, albumin va cholesterol toan phan. Panh gid chirc ning thin thong qua dinh
lwong creatinin huyét thanh.

Céc thong sb theo dbi dugce kidm tra vao 4 thoi diém trude lic ubng mau tht, sau
2 tudn va sau 4 tuan ubng mau thir va sau 2 tudn ngimg udng.

Sau 8 tudn uéng mau thir, thd duoc mb dé quan sat dai thé toan bd cac co quan.
Kiém tra ngAu nhién céu trac vi thé gan, than cta 30% s6 thé & mdi 16.

X ly s6 lidu

Céc s6 liéu nghién ctru dugc xt ly thdng ké y sinh hoc theo phuong phép t-test
Student va test “truéc - sau”.Sd liéu duoc biéu dién dudi dang : X+ SD. Su khac biét
c6 y nghia khi p <0,05.

Két qua nghién ctru doc tinh ban trudong dién.

Thé duoc theo doi hang ngay vé tinh trang chung gbm hoat dong, an udng, tinh
trang 16ng, da, niém mac, chat tiét. Céc th & ca 16 ching va c4c 16 ding bot chiét déu
hoat dong binh thuong. Thé long muot, da niém mac binh thudng, an ubng binh
thuong, phan kho thanh khuén. Khong thdy biéu hién gi ddc biét & ca 3 16 tho trong
sudt thoi gian nghién cilru. Anh huéng ctia ATP thtr nghiém 1én thd duoc trinh bay
trong Bang 3.

Bang 4: Anh hudng cta bot HCr thir nghiém d6i véi can ning tho

Thoi gian DC TN1 TN2 p
Trong | %tang | Trong | %ting | Trong | % tang (t- test
luong trong luong trong lugong trong Student)

(kg) luong (kg) lugng (kg) lugng
Trudc 1,85 1,88 1,84 > 0,05

ubng thuéc | =0,08 +0,22 +0,18

Sguztuan 2,18 18,25 2,25 20,13 2,22 21,16 | >0,05
uong thude | +£0,12 | £444 | +020 | +5,88 | £0,18 | +£9,19

p (trudce - sau) | <0,05 <0,05 <0,05

Sau 4 tuﬁrn 2,33 26,24 2,37 26,75 2,34 27,82 > 0,05
uéng thude +0,13 | £7,55 | £0,23 | +11,58 | £0,17 | £10,53

p (trude - sau) | < 0,05 <0,05 <0,05
Sau 2 tuin 2,37 27,02 2,50 27,25 2,41 29,44 > 0,05
ngung +0,14 | £9,87 | £0,22 | £8,17 | £0,20 | £9,58
p (trude - sau) | < 0,05 <0,05 <0,05
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So sanh giita cac thoi diém sau so véi trude thiy cdn ning cla thd & ca ba 16
nghién ctru déu ting, su thay dbi c6 y nghia thng ké vé6i p < 0,05. Can ning cia tho &
16 ubng bot chiét véi can ning cla tho & 16 chung tai tit ca cdc thoi diém do khong
thdy c6 su khédc biét c6 y nghia thdng ké (p> 0,05).

Nhu véy bot chiét véi cac mirc lidu va thoi gian st dung trong nghién ctru chua
thdy gdy ra cac thay dbi trén su phat trién can ning cua tho.

Cac két qua danh gia theo doi s6 lwong hdng cdu, ham luong hemoglobin,
hematocrit, thé tich trung binh héng ciu, sb lugng bach cau, cong thirc bach cdu va sb
lugng tiéu ciu, chirc nang gan (ALT, AST, bilirubin toan phén, albumin va cholesterol
toan phdn), chtrc ning than (creatinin huyét thanh) déu khong thdy c6 su bét thudong
lién quan dén chirc nang sinh Iy cta tho thi nghiém.

Céc két qua danh gia chirc ning mau cta tho thir nghiém duoc thé hién trong céc

bang tir Bang 5 dén Bang 11 sau:

Bang 5. Anh huéng ctia bot HCr dén s lugng hong ciu trong méu thd

Thoi o S6 lwong hong cau (T/1) p (t-test
o1 etan pC NI N2 Student)

Trude ubng thube 5.18+0,38 | 521+039 | 5,13+0,34 >0.05

Sau 2 tuan uong 5004044 | 520£026 | 5,29+0,42 >0.,05

thudc

p (trugc-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Sau 4 tudn ubng 5394026 | 5404044 | 5,44%0,51 >0.05

thuoc

p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Sau 2 tuan ngimng 5412071 | 5,38+036 | 542+0,32 >0,05

thudc

p (trugc-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Béang 6. Anh huong ctia bot HCr dén ham lugng huyét t6 trong mau thd

Thoi gian Ham luong huyét sic t6 (g/dl) p (t-test
BC NI TN? Student)
Trude uéng thudc 10,23+0,67 10,19+0,50 10,15+0,57 >0,05
Sau2 tudnubng | 10,27+0,80 | 10,39£0,27 | 10,32+0,67 | >0,05
thudc
p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05
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Sau 4 tuéi’n ubng 10,46+0,62 | 10,41+£0,26 | 10,42+0,73 >0,05
thuoc
p (trudc-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 2 tuér} ngimg | 10,43+0,85 | 10,44+0,64 | 10,44+0,62 >0,05
thuoc
p (trudce-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Bang 7. Anh hudng ctia bot HCr dén hematocrit trong méau thd

Thoi gian Hematocrit (%) p (t-test
pC NI TN? Student)
Truge ubng thude | 31,23£1,67 | 31,19+1,40 | 31,25+1,37 >0,05
Sau2 tuanuéng | 31,67+1,90 | 31,98£1,17 | 31,92+1,17 >0,05
thuoc
p (trudc-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau4 tudnuéng | 32,25+1,62 | 31,16£1,42 | 31,22+1,37 >0,05
thudc
p (trudce-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau2 tudnngimg | 32,13+1,35 | 32,21+1,04 | 32,54£1,92 >0,05
thuoc
p (trugce-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Béng 8. Anh huéng ctia bot HCr dén thé tich trung binh hdng cau trong mau thé

Thoi gian Thé tich trung binh hong cau (f1) p (t-test
pC NI TN? Student)
Truée ubng thude | 61,45£2,37 | 61,90+1,80 | 61,85+3,17 >0,05
Sau 2 tué,n ubng | 62,45+225 | 63,00+1,37 | 61,62+3,37 >0,05
thuoc
p (truGce-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau4 tudn uéng | 62,16+1,42 | 62,81£1,76 | 61,92+3,33 >0,05
thudc
p (trugc-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 2 tudn ngimg | 61,03£0,85 | 62,54£1,64 | 61,44+3,12 >0,05
thudc
p (trugc-sau) >(0,05 >0,05 >0,05

Bang 9. Anh huéng ctia bot HCr dén s lugng bach cau trong mau tho
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Thoi gian S6 lugng bach cau (g/1) p (t-test
PC TN1 TN2 Student)
Truéc udng thube | 7,85£2,67 | 7,59+2,10 | 7,25+0,67 >0,05
Sau2 tudnudng | 747£1,20 | 7,79+1,57 | 7.52%137 >0,05
thuoc
p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau4 tudnuéng | 7,36+1,32 | 731#0,96 | 7.32+123 >0,05
thudc
p (trudce-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau2tudnngimg | 7,33+1,05 | 7.931,34 | 7,24=1,32 >0,05
thuoc
p (truGe-sau) >0,05 >(,05 >(,05

Béang 10. Anh hudng cua bot HCr dén s6 luong bach cau trong mau tho

Thoi gian Cong thirc bach ciu
bC TNI1 TN2
Lympho | Trung | Lympho | Trung |Lympho | Trung
(%) |tinh(%)| (%) |[tinh(%)| (%) | tinh (%)
Truéc ubng thube | 81,55+ | 18,45+ | 82,90+ | 17,10+ | 83,70+ | 16,30+
4,11 4,11 4,09 4,09 5,74 5,74
Sau2tudnuéng | 77,18+ | 22,82+ | 8330+ | 16,70+ | 82,20+ | 17.80%
thube 7,40 7,40 6,06 6,06 6,09 6,09
p (truGe-sau) >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Sau4 tudnuéng | 78,18+ | 20,82+ | 84,00+ | 16,00+ | 79,60+ | 20,40+
thubc 7,55 7,55 4,74 4,74 8,17 8,17
p (trude-sau) >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05
Sau 2 tu?u} ngung 77,18+ | 27,82+ 87,00+ 19,29+ | 80,60+ 19,40+
thube 7,55 7,55 4,74 5,11 3,17 3,17
p (trude-sau) >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05

Bang 11. Anh huéng ctia bot HCr dén sb lugng tiéu cau trong mau thd

Thoi gian S6 lwong tiéu cau (g/1) p (t-test
PC TN1 TN2 Student)
Truée ubng thube | 321,8498,3 | 300,6+64,8 | 325,8+70,2 | >0,05
Sau 2 tudn udng | 298,8+106,3 | 270,8491,7 | 290,6+44,7 | >0,05
thudc
p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05
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Sau 4 tuin ubng | 294,4+106,3 | 270,8+917 | 290,6+44,7 | >0.05
thuodc
p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 2 tudn ngimg | 294,4+77,7 | 26774563 | 288,6£684 | >0.05
thuodc
p (trudc-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Céc két qua thé hién trong Bang 5 dén Bang 11 cho thdy sau 2 tudn va 4 tun
ubng bot HCr cling nhu sau 2 tudn ngimg udng, tit ca cac xét nghiém danh gia chirc
niang tao mau (s6 luong hdng ciu, ham lugng huyét sic t6, hematorit, thé tich trung
binh héng ciu, s6 luong bach ciu, cong thirc bach ciu & ca 16 BC cling nhu céc 16
TN1 va TN2 khong c6 su khac biét c6 y nghia giita cac thoi diém trude, trong va sau
khi ubng thubc thtt (p>0,05)

Céc két qua dénh gia chirc ndng gan cta tho thir nghiém dugc thé hién trong céc

bang tr Bang 12 dén Bang 16 sau:

Bang 12. Anh huéng ctia bot HCr dén hoat dd ATS trong mau thod

Thoi gian Hoat do ADT (UI/L) p (t-test
pC TN1 N2 Student)
Truée ubng thube | 28,57+5,10 | 30,20+5,77 | 28,15+5,57 >0,05
Sau 2 tuan ubng | 33,26+7,52 | 31,92+4,99 | 32,16+7,32 >0,05
thuoc
p (trudc-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 4 tuan ubng | 33,92+5,33 | 32,33+6,74 | 29,45+7,09 >0,05
thudc
p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 2 tuar} ngimg | 31,43%3,01 | 32,63+0,21 | 29,59+4,87 >0,05
thuoc
p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Bang 13. Anh hudng cua bot HCr dén hoat do ALT trong mau tho

Thoi gian Hoat d6 ALT (UI/l) p (t-test
PC TN1 TN2 Student)
Trude uéng thubc | 43,23+6,04 41,09+8,80 43,67+£9,69 >0,05
Sau 2 tuﬁ,n ubng | 46,18£9,40 | 44,91+£537 | 455241141 >0,05
thudc
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p (trudc-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau4d tudnubng | 48,51£7,22 | 47474812 | 43,78+9,66 >0,05
thudc
p (trude-sau) >(0,05 >0,05 >0,05
Sau 2 tuér} ngung | 48,36+8,19 43,30+6,09 47,16+9,03 >0,05
thudc
p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Bang 14. Anh huéng ctia bot HCr dén ndng db bilirubin toan phan trong méau tho

Thoi gian Bilirubin toan phan (mmol/l) p (t-test
pC TN1 TN2 Student)
Truée udng thube | 12,19+0,36 | 12,15£0,55 | 12,23+0,29 | >0,05
Sau2tudnubng | 12,17+0,25 | 12,23+0,36 | 12,2040,33 | >0,05
thuoc
p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 4 tué,n ubng 12,17+£0,25 | 12,23+0,36 | 12,20+0,33 >0,05
thuoc
p (trudce-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 2 tu?u} ngung | 12,15+£0,28 | 12,13+0,23 | 12,28+0,36 >0,05
thudc
p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Bang 15. Anh huéng ctia bot HCr dén ndng d6 albumin trong méu thd

Thoi gian Albumin (g/dl) p (t-test
PC TN1 TN2 Student)
Truéc ubng thubc | 6,14+0,25 | 6,16£0,24 | 6,26+0,22 >0,05
Sau 2 tuan udng 5,98+0,53 | 6,05+0,50 | 6,13+0,27 >0,05
thuodc
p (trudce-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 4 tudn udng 6,05£0,12 | 5,99+0,20 | 6,06+£0,25 >0,05
thuoc
p (trudce-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau?2 tudnngimg | 6,03+0,18 | 6074021 | 6,11%0,23 >0,05
thuoc
p (trugce-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Béang 16. Anh huéng ctia bot HCr dén ndng do cholesteron trong mau tho

Thoi gian

Cholesterpol (m mol/l)

DC

TN1

TN2

p (t-test
Student)
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Thot gian Cholesterpol (m mol/l) p (t-test
PC TN1 TN2 Student)
Trudc udng thude 2,15+0,24 2,05+0,22 2,15+0,45 >0,05
Sau 2 tu?lrn ubng 2,16+0,25 2,13+0,24 2,10+0,38 >0,05
thudc
p (trudc-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 4 tuz‘?l,n ubng 2,04+0,19 2,174+0,32 2,07+0,16 >0,05
thudce
p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 2 tuan ngimg | 2,07+0,21 2,13+0,39 2,19+0,41 >0,05
thudce
p (trudce-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Két qua tir Bang 12 dén 16 cho thay sau 2 tudn va 4 tudn udng thir nghiém bot
HCr, cling nhu sau khi dung ubng 2 tudn, tit ca cdc xét nghiém danh gid chirc nang
gan (hoat do AST, ALT, néng dd bilirubin toan ph::in, abumin va cholesterol) trong
mau tho & ca 16 TNT va TN2 déu khong c6 su khac biét ¢6 ¥ nghia thong ké so v6i DC

va so sanh giita hai thoi diém gitta va sau khi ubng thude thu (p>0,05)

Céac két qua danh gia chirc ning than cda thd thtr nghiém duoc thé hién trong

Béang 17 sau:

Bang 17. Anh huéng ctia bot HCr dén cretinin trong mau thé

Thoi gian Creatinin (mg/dl) p (t-test
pC TN1 TN2 Student)
Trude ubng thube | 1,06£0,05 | 1,0440,05 1,06+0,05 >0,05
Sau 2 tudn uéng | 1,05£0,05 | 1,07+0,08 1,05+0,05 >0,05
thudc
p (trudce-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 4 tudn udng | 1,05£0,05 | 1,05£0,05 | 1,05+0,05 >0,05
thudc
p (trude-sau) >0,05 >0,05 >0,05
Sau 2 tudn ngimg | 1,06£0,05 | 1,06£0,05 1,0440,05 >0,05
thuoc
p (trugc-sau) >0,05 >0,05 >0,05

Két qua trén bang 17 cho thdy sau 2 tudn udng hén hop tht nghiém & ca 16 TN
va TN2, ndng do ctia creatinin trong mau tho khong c6 su khic biét c6 y nghia théng

ké so véi DC va so sanh gitra hai thoi diém trudc va sau khi ubng thude thit (p>0,05).
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Ngoai ra, cac danh gia vé& mo bénh hoc duge thyc hién dbi vai té bao gan, cac
hinh anh giai phu duoc thé hién trong c4c hinh tir Hinh 1 dén Hinh 4. Cac két qua cho
thdy nhin chung mo6 gan va than chudt c6 c4u tric binh thudng, khong cé su thay do6i
bénh 1y lién quan dén té bao gan va than cia tho thir nghiém.

Hinh 1 1a anh chup giai phiu té bao gan cta thé & mirc phong dai 400 lan, trong
d6 (A) 1a hinh anh chup hinh thai vi thé gan tho binh thuong dwoc nhudm bing
Hematoxylin-Eosin, (B) 1a hinh thai vi thé gan tho dbi chimg c6 té bao gan thoai hoa
vira. (C) 1a hinh thai cua té bao gan 16 thir nghiém sau 4 tudn udng thude thir. (D) la
hinh thai cua cua t& bao gan 16 thir nghiém sau 4 tudn ubng thube thir véi té bao gan
thoai hoa vira.

Hinh 2 14 anh chup giai phau t& bao than chudt & mic phéng dai 400 lan, trong
d6 (A) 12 hinh thai vi thé than thé cua 16 déi chung c6 ciu than binh thudng va bng
than binh thuong, (B) 1a hinh théi vi thé than tho cia 16 ddi chimg c6 thoai héa nhe té
bao éng lugn gan, (C) va (D) 1a hinh thai vi thé than tho cta 16 thir nghiém 4 tudn c6

thodi hoa nhe té bao éng luon gén.

Hinh 3 13 anh chup giai phdu té bao gan ctia tho sau thir nghiém, trong do6 (A) la
hinh anh chup hinh thai vi thé gan tho binh, (B) 1 hinh théi vi thé gan thd déi ching
¢6 té bao gan thodi héa vira. (C) 1a hinh thai cta té bao gan 16 thir nghiém c6 té bao
thoai hoa vira. (D) 1a hinh thai cua cta t& bao gan 16 thir nghiém sau khi diéu tri 2 tudn

voi té bao gan thodi hda nhe.

Hinh 4 1a anh chup giai phiu té bao than chudt thu duge tir Vi du 3 sau 2 tudn
ngimg thtr nghiém, trong dé (A) 12 hinh thai vi thé than tho cta 16 ddi ching c6 cau
than binh thudng va éng than binh thuong, (B) 14 hinh thai vi thé than tho cta 16 déi
chtng c6 thoai héa nhe té bao éng lurgn gin, (C) va (D) 1 hinh thdi vi thé than thé cua

16 thir nghiém sau 2 tudn c6 thoai hoa nhe té bao 6ng luon gan.

Két luan: Khong thay c6 ddc tinh ban trudng dién anh huéng dén tho thir nghiém
lién quan dén céc thay d6i chirc ning tao méu, chirc ning gan, chirc ning than, hinh
thai dai thé cac co quan va cdu tric vi thé gan, than cta thd. Tt ca cac chi s6 theo doi
déu nim trong gi¢i han binh thuong, khong c6 sy khéc biét rd rét so véi 16 chung.

Diéu d6 chtng té bot HCr thir nghiém an toan véi tho thir nghiém.
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Vi du 4. Thir nghiém irc ché dong té bao ung thw gan

Pé danh gia hiéu qua trc ché dong té bao ung thu gan, cac thir nghiém dugc tién
hanh véi té bao Hep-G2 véi cac mau bot FIA, bot AnK va bot HCr thu duge tir Vi du
1.

Té bao Hep-G2 duoc nudi trong mdi trudng MEM bd sung 10% FBS & 37°C
trong ti 4m CO2 (5% CO2). Té bao phat trién trong binh nudi cdy 1 16p, dat dén pha
log. Té bao dugc tach khai binh va tach roi nhau bang tripsin. Tiép d6 dém va cdy lai
vao moi truong thach loang (0,35 % voi thach mat va 0,5% voi thach nén) vo1i néng do
té bao 3,33 x 103/mL.

Cac mau thtr duge trén v6i ndng do dau 5-25 pg/ml. Thit nghiém duoc tién hanh
trén phién 6 giéng, lap lai 3 lan.

DC: B6 sung DMSO 1%.

TNI: B sung dich pha bot FIA (bt flavonoit) thu dugc tir Vi du 1.

TN2: B6 sung dich pha bot AnK (bot ancaloit) thu duge tir Vi du 1.

TN3: B sung dich pha bot HCr (hdn hop bt flavonoit va ancaloit) thu duoc tir
Vidu 1.

TN4: Bb sung ché phdm thwong mai chira hoat chit Ramucirumab.

Céac hop chét thir nghiém duge bd sung vio moi truong nudi cdy v6i nong dd
500pg/ml. Té bao duge nhan, nudi cdy trong diéu kién chuén theo huéng din ctia nha
cung cép. Sau 15 ngay nudi céy, té bao duoc léy ra va nhudm béng tim két tinh
0,005%, doc két qua dudi kinh hién vi ddo pha c6 gin camera va ndi ra may tinh. Hoat
tinh (rc ché hinh thanh khdi u trén thach dugc tinh lap lai 3 14n so sanh % sb luong
khuan lac hinh thanh khéi u, kich thuée khéi u so véi dbi chimg (DMSO 1%).

Bang 18. Hiéu qua trc ché khdi u mat do khéi u

N i Kich thuge trung binh cia Mit d6 hinh
.| Nongdo khoi u thanh khéi u
Ki hiéu mau | mau thtr i o - giém'so Dot
(ng/ml) uong o gidm so voi ;
He kinh (um) doi chimg chimng (% )
bC 27,23+1,14 0 100
TNI1 500 12,35+0,85 54,65 45,42+0,81
TN2 500 20,51£0,98 24,68 35,2140,32
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Kich thuéc trung binh cua Mat d6 hinh

_ | Nongdd khoi u thanh khéi u
Ki hiéu mau | mau tht - e ot | gidm so véi d &
(ng/ml) udong o gidm so voi :
He kinh (um) | déi ching ching (% )
TN3 500 7,7840,56 71,43 75,31+1,23
TN4 500 9,22+1,07 66,28 52.27+1,56

Két qua trén Bang 18 cho thdy, so v6i nhém DC, cac nhém TNT va TN2 déu thé
hién kha nang tc ché khdi u cling nhu giam dugc mat do hinh thanh khéi u. Pidu nay
~minh chirng cho cac thr nghiém trude li€n quan dén nhom ancaloit va flavonoit da
dugc chiét doc 1ap 1a ¢6 kha ning e ché sy phat trién cta khéi u va giam duogc kich
thuge khdi u théng qua thir nghiém té bao. Tuy nhién, hoat tinh nay khi so v6i nhém
TN4, 1a nhém sir dung Ramucirumab, ty 1€ trc ché khdi u va tre ché sy hinh thanh khéi
u déu kém hon. Tuy nhién, bit ngd thiy rang, voi hdn hop ctia ca nhom flavonoit va
ancaloit, v6i cung néng do, hiéu qua tc ché khéi u va e ché sy hinh thanh khdi u déu
tang, 1én t6i 71 va 75%, twong tng. Néu so sanh véi TN1 va TN2, ty 1§ giam kich
thude khéi u cta ciia TN3 & cung ndng do thir nghiém ting t6i 70,8 va 195%, tuong

Gng, mét d6 hinh thanh khdi u giam 38% va 114%, tuong (g,

Két qua nay con duoc xac nhan trén hinh anh nudi cdy. Hinh 5 13 anh chup két
qua thtr nghiém kha ndng tc ché khéi u cua cac hop chét thir nghiém trén té bao ung
thu gan HEP-G2 sau 15 ngay nudi cdy trén mdi truong thach. (A) 1a hinh thai cla té
bao ung thu phét trién trén mdi trudng bd sung DMSO 1% (PC). (B) 14 hinh thdi té
bao ung thu phat trién trén modi truong bd sung hdn hop A (TN1), (C) 1 hinh thai té
bao ung thu phat trién trén méi trudong bd sung hdn hop B (TN2), (D) la hinh thai té
bao ung thu phat trién trén méi truong bd sung hdn hop C (TN3), va (E) 14 hinh théi té

bao ung thu phét trién trén méi truong bd sung hoat chit Ramucirumab (TN4).

Ca 4 mAu thtr déu biu hién hoat tinh e ché hinh thanh khdi u trén thach mém in
vitro v6i dong té Hep-G2 & mic d6 khac nhau: mat do hinh thanh khdi u ctia cadc mau
TN1, TN2, TN3 va TN4 giam lan luot 1a 45,42%; 35,21%; 75,31% va 52,27% so voi
d6i ching. Kich thuéc trung binh ctia khéi u trong cac thir nghiém nay giam 1an luot 13

54,65; 24,68; 60,41va 47,78% so véi dbi chirng. Pac biét TN3 c6 hiéu qua vuot tri,
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1én t6i 60,41% so véi ddi chimg. So sanh twong quan voi TN1 va TN2, ty 1€ giam kich
thuge khdi u ctia TN3 ting 1an luot 14 10,53% va 144,77%, tuong Gng.

Vi du 5. Diéu tri ldm sang bénh nhan ung thw gan

Sau khi tién hanh tht nghiém trén dong vat cho két qua tbt, cdc nghién ctru dugc
tién hanh thir nghiéni 1am sang trén nguoi. Sau khi xin gidy phép va dé cuong nghién
ctru duge chdp thuan cho thir nghiém 14m sang trén nguoi tir Hoi dong dao dirc trong
nghién ctru y sinh hoc, tic gid da tién hanh thtr nghiém 1am sang dbi véi thude vién (ky
hiéu CRL thu duoc tir Vi du 2, dia chi nghién ctru 1am sang tai Bénh vién Ung Budu
theo Huéng dan thuc hanh 14m sang t6t (GCP).

Péi tuong thir nghiém: Nguoi tir 18 tudi tro 1én, da dugce chdn doan bi méc bénh
ung thu bidu md té bao gan (HCC) theo thyc hanh chin doan thuong quy cua bénh
vién. Céc dbi tuwong tham gia dugc xéc dinh 1a ung thu giai doan cudi, dugc chin doan,
sinh thiét c6 té bao ung thu, cac tinh nguyén vién dugc thong béo, chdp thuan tinh
nguyén tham gia va dugc dung thir nghiém bét ky theo yéu ciu cia d6i tuong tham
gia.

Thtr nghiém duoc tién hanh vé6i thudc dang vién nang (duge ky hiéu CRL) duge
biao ché theo Vi du 2 (mdi vién nang duge déng véi lugng 380mg hdn hop bot HCr)
Lidu luong st dung khéi diu v6i bénh nhan 1a 5 vién/bénh nhan/ngay (50% liéu dung
du kién). Thtr nghiém duoc tién hanh theo phuong phap lidu tang dan theo thoi gian va
kha nang dap Gmg cua bénh nhan mdi 3 thang ting dan lidu luong. Nghién ctru dugc
tién hanh theo phuong phdp nhan md nhim danh gia do an toan va hiéu qua diéu tri
bénh ung thu biéu mo té bao gan (HCC).

Thoi gian thir nghiém duoc tién hanh tir thoi diém bénh nhan bi chin doan, sinh
thiét t& bao ung thu giai doan cudi. Cc bénh nhan tham gia thir nghiém thudong c6
biéu hién mét moi, rdi loan tiéu hoa, dau va sung bung, sut cin, vang da, nglra, nudce
tiéu sAm mau.

Céc bénh nhin tham gia thtr nghiém dugc yéu cdu tuan thu phac dd diéu tri d6i
v6i bénh nhan diéu tri ung thu gan giai doan cubi cia bénh vién theo huéng dan cta
BO Y té. Qua trinh diéu tri, bénh nhan duoc uéng bd sung vién CRL va dugc léy mau,
phén tich, danh gié cac thong tin bao gdbm WBC (White Blood Cell), LYM, LYM#, ty
18 té bao T-CD4, sb luong té bao T-CD4, Ty 1¢ té bao T-CD8, s6 lugng té bao T-CD8
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va ty 16 TCD4/TCD8 theo chu ky. Loai bo ra khoi thir nghiém nhitng bénh nhén khong
tuan thi phac d6 va/hoic nhitng bénh nhén tu y b6 sung nhirng lidu phép diéu trj khac.

Tbng s 16 bénh nhan tinh nguyén tham gia nghién ctu, trong d6 c6 2 bénh nhan
thong qua sang loc so bd khong déap g ti€u chuén tht nghiém do tiéu cau khong dat.
C6 4 bénh nhan bi tir chéi, rat khoi thit nghiém do khong tudn tha liéu phap diéu tri.

C6 2 bénh nhan rut lai chp thusn tham gia thit nghiém sau 6 thang va 2 bénh
nhan rat khéi tham gia thir nghiém sau 4 thang tham gia. Mdc du cdc bénh nhan nay bo
tham gia thir nghiém va tu chéi cung cip thong tin stc khée sau do, tuy nhién thoi
gian séng cia bénh nhan cho thiy da kéo dai hon so véi thoi gian sdng trung binh ctia
céc bénh nhan khong theo liéu phap diéu tri bd diéu trj gitta chimg sau hon 4 théng
didu tri két hop (nhu vdy thoi gian sdng ciia hai bénh nhan nay it nhit 1a 125 ngay va
180 ngay, tvong ng).

Trong s& nhitng bénh nhan nghién ctru, ¢6 hai bénh nhan cho thdy dap tng rat t6t
v6i thude (bénh nhan sb 2 va bénh nhan sb 8). Cac chi sb xét nghiém cho thiy hai
bénh nhén nay thé hién dugc kha ning kim ham khéi u rat tét. Liéu phép diéu tri dugc
ap dung 1én t6i 150% so vdi lidu du kién ban dau (15 vién/ngay). Cac bénh nhén vuot
qua ngudng ky vong 1 ndm, riéng bénh nhan s6 2 da vugt qua ngudng 660 ngay.

Céc bénh nhin khong tuan thi hodc rut khéi li€u phap diéu tri bi tir vong sau tir 2
dén 4 thang ké tir thoi diém phat hién bénh. S6 ngay sbng ctia cac bénh nhan ndy trung
binh 105 ngay. Dién tién bénh ciia bénh nhan s 2 va bénh nhan sb 20 dugc thé hién
trong Bang 19 va 20 sau.

Bang 19. Dién tién bénh ctia bénh nhén s 2 trong qua trinh thir nghiém

Ngay diéu tri Don vi
Chi s6 xét nghiém DO | D60 | D180 | D300 | D420 | D540 | D660
WBC 481 | 4,66 | 536 | 645 | 5,71 | 534 | 538 | 10°L
LYM 28,9 | 258 | 33 | 253|257 | 275 | 27,1 %
LYM# 139 1,2 | 1,77 | 1,63 | 1,47 | 1,47 | 1,46 | 10°/L
Ty 16 té bao T-CD4 493 | 47,44 | 434 | 449 | 464 | 41,1 | 52,8 %
S6 luong té bao T-CD4 | 685 | 569 | 768 | 732 | 682 | 604 | 771 | mm’
Ty 18 té bao T-CDS 242 11942 | 17,5 | 21 | 19,6 | 16,9 | 18,5 %
S6 lugng té bao T-CD8 | 336 | 233 | 310 | 342 | 288 | 248 | 270 | mm’
Ti 16 TCD4/TCDS$ 2,04 | 2,44 | 2,48 | 2,14 | 2,37 | 2,43 | 2,85 %
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Béng 20. Dién tién bénh ctia bénh nhan s 8 trong qua trinh thir nghiém

Ngay diéu tri Dbon vi
Chi s6 xét nghiém DO | D60 | D180 | D240 | D300 | D360 | D420
WBC 7,08 | 10,06 | 5,54 | 8,80 | 8,53 | 7,31 | 8,59 | 10°L
LYM 274 | 22 31,0 | 14,5 | 20,2 | 19,3 | 23,6 %
LYM# 1,94 | 221 | 1,72 | 128 | 1,72 | 1,41 | 2,03 | 10°L
Ty 18 té bao T-CD4 33,6 | 36,1 | 32,7 | 42,1 | 36,4 | 37,9 | 36,9 %
Sé lugng té bao T-CD4 | 652 | 798 | 562 | 539 | 626 | 534 | 749 | mm’
Ty 18 té bao T-CDS 26 27 | 28,5 27 | 264 | 274 | 284 %
S luong té bao T-CD8 | 504 | 597 | 490 | 346 | 454 | 386 | 577 | mm’
Ti 1€ TCD4/TCD8 1,29 | 1,34 | 1,15 | 1,56 | 1,38 | 1,38 | 1,30 %

Céc chi sb dic trung cua ca hai bénh nhén tuén thi phic do diéu tri d6i v6i bénh
tién trién kha tét, kha nang kim ham khdi u hiéu qua, cac chi s6 lién quan dén bénh
ung thu gan nhu sb luong té bao T-CD4 da tang cham, s6 luong té bao T-CD8 gidm va
ty 18 té bao lympho giam cho thy kha ning kim ham cta thude 1a khd tét. Tir ngdy
diéu tri 60, bénh nhan duoc ting lidu dén 100% lidu du kién va tir ngay diéu trj 180
bénh nhéan duoc ting lidu 1én dén 150% lidu dur kién cho thdy dap ung tot. S& luong té
bao ung thu ting cham. Dién tién phat trién bénh cham. Piu nay cho thiy rang, thudc
theo sang ché cho phép kéo dai thoi gian sdng cta bénh nhan ung thu gan giai doan
cubi. Thoi gian sdng ctia bénh nhan dugce ghi nhan 1én t6i 420 ngdy va 660 ngay (so
v6i sb ngay sdng trung binh ctia bénh nhan khong st dung 1a 105 ngay) da chung to

hi¢u qua cta thuoc thir nghiém.
Hiéu qua dat dwoc ciia sang che

Hdn hop trc ché té bao ung thu gan theo sang ché duoc phbi tron mot cach chon
loc 4 thanh phéan tir nhém hoat chit flavonoit va 6 thanh phén tir nhom hoat chat
ancaloit duoc chiét chon loc tir hoa cta cay Crinum latifolium L. var. crilae Tram &
Khanh cho thdy khoang an toan ddc tinh cho nguoi duge quy ddi tuong duong 3800
mg/kg (gép 30,8 lan lidu thuong ding cho ngudi). Qua thir nghiém, hdn hgp theo sing
ché con thy khong giy doc tinh ban truong dién trén dong vat thir nghiém. Viée thi

nghiém thanh cdng va ching minh hiéu qué cua hén hop trén té bao ung thu gan cho
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phép mé ra hudng phat trién ngudn dugc chit trén co s& cac hop chét tir tu nhién dé

phat trién thudc diéu tri bénh ung thu.

Hon hop we ché t€ bao ung thu gan theo sang ché c6 hiéu qua tac dung trén té
bao ung thu gan theo cach hi€p ddng. Bang thuc nghiém da chung to rang, khi két hop
nhom hop chat flavonoit va nhém hop chit ancaloit thu dugc tir hoa cta cdy Crinum
latifolium L. var. crilae Tram & Khanh theo ty 1€ thanh phan 25/75 (w/w) theo trong
luong, hdn hop e ché té bao ung thu gan thu duge c6 hiéu qua hiép ddng 1én té bao
thir nghiém, hiéu qué cho thdy c6 tac dung trc ché va lam giam mat do phat trién cua té
bao ung thu Hep-G2 trén moi truong MEM lén t6i 71,73% va 75,31%, tuong Ung.
Hiéu qua hiép dong tac dung kim him sy phét trién ctia khdi u so v6i hdn hop chi st
dung flavonoit ho#ic ancaloit 1én t6i 70,8 va 195% va mat d6 gidm su hinh thanh khéi
u 12 38% va 114%, tuong ung va ty 1¢ giam kich thudc khéi u 13 10,53 va 144,77%,
tuong tmg. Diéu nay cho thiy hiéu qua vuot troi ctia hdn hop theo sang ché khi thir

nghiém trén t& bao ung thu gan.

Quy trinh san xuat hdn hop tc ché t& bao ung thu gan theo sang ché cho phép
chiét chon loc tig phan doan c6 hoat tinh sinh hoc tir hoa cta cdy Crinum latifolium
L. var. crilae Tram & Khanh vi hiéu suét cao, 1an luot 1,2% va 3,66%, twong Ung,
v6i do tinh khiét cta timg hop chét 1én t6i 98%. Tdng lugng hoat chét tinh sach thu
duoc tir hoa cua ciy Crinum latifolium L. var. crilae Tram & Khanh dat hi¢u suit 1én
t61 4,86%. Quy trinh cho phép canh tranh duoc véi cdc quy trinh san xuét bang
phuong phap tdng hop hoa hoc, cho phép phat trién dugc ngudn hoat chat phuc vu cho
cong nghiép dugc.

Thudc dé hd tro diéu tri bénh ung thu gan theo sang ché dugc thir nghiém 1am
sang v6i ngudi mac bénh ung thu gan giai doan cubi, kha nang e ché sy hinh thanh
va phat trién t& bao ung thu gan cta thudc cho phép kéo dai thoi gian séng ctia bénh

nhén dugc ghi nhan lén té1 660 ngay.

-30-



31385

YEU CAU BAO HO
]. Hon hop trc ché té bao ung thu gan bao gébm nhém cac hoat chét flavonoit va
ancaloit ¢6 hoat tinh sinh hoc dugc chiét tir hoa ctia cdy Crinum latifolium L. var.
crilae Tram & Khanh, trong d6 hdn hop nay bao gom:

+ nhém cac hoat chat flavonoit chiém 25% trong lwong hdn hop, trong d6 nhom nay

bao gom céc thanh phéan sau:

4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol

kaempferol

quercetin

[-sitosterol-3-O- -D-glucopyranosit

+ nhém céc hoat chét ancaloit chiém 75% trong lugng hdn hop, trong d6 nhém nay

bao gom céac thanh phan sau:

ambellin

1B8-2p epoxyambellin

crinamidin

6-hydroxycrinamidin

powellin

6-hydroxypowellin.

2. Hon hop theo diém 1, trong d6 nhém hoat chat flavonoit bao gdbm céc thanh phan c6

ty 1€ % trong lugng sau:

[3-sitosterol-3-O- f-D-glucopyranosit

4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol 10-15
kaempferol 15-25
quercetin 15-25

40-60.

3. Hon hop theo diém 1 hoic 2, trong d6 nhom hoat chét ancaloit bao gdbm céc thanh

phan c6 ty 1& % trong luong sau:

ambellin 5-15
1B8-2 epoxyambellin 25-35
crinamidin 5-15
6-hydroxycrinamidin 5-25
powellin 15-25
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6-hydroxypowellin. 15-25.

4. Quy trinh san xuét hdn hop te ché té bao ung thu gan theo diém bat ky trong s cac
didm tir 1 dén 3, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc bude:

a) chuin bi nguyén lidu bang cach thu hdi hoa ctia cAy Crinum latifolium L. var. crilae
Tram & Khanh, loai bé tap chét rdi phoi khd, xay thanh bt thu dugc nguyén li¢u hoa
kho dang bot;

b) chiét hoan Iuu nguyén ligu bang cach chiét bot hoa kho véi dung moi 1a ete dau hoa
(EP) trong thiét bi hoan luu theo ty 1& nguyén liéu:dung moi 1a 1:10 (trong luong: thé

tich) trong thoi gian 1 gio, sau do tach riéng phan dich va phan ba;
¢) chiét nhém hoat chét flavonoit:

- thu cao chiét ete diu hoa bang cach thu hdi phan dich chiét, loc va loai dung moi

duéi 4p suét giam con khoing 5% thé tich thu dugc cao chiét ete dau hoa;

- chiét phan doan flavonoit bang cach nhdi cao chiét ete diu hoa (EP) lén cot silica gel,
tién hanh rira giai véi hé dung moi lan luot EP/EtOAc theo ty 18 EP 100%, EP: EtOAc
75:25, EP:EtOAc 50:50, EP:EtOAc 25:75 va EtOAc 100% thu ba phin doan EP:
EtOAc 75:25, EP:EtOAc 25:75 va EtOAc 100%; va

- thu céc hoat chét flavonoit c6 hoat tinh sinh hoc béng cach:

+ nhdi phan doan EP:EtOAc 75:25 1én cot silica gel va én dinh bang dung moi
CHCl3 100%, tiép d6 rira giai bang hé dung moi CHCl3:MeOH ty 1¢ 98/2, sau khi ¢o
loai dung mdi thu dugc hop chdt 4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-
metoxyphenol dang tinh thé khong mau;

+ nhoi phan doan EP:EtOAc 25:75 1én ¢t silicagel va 4n dinh bang hé dung moi
CHCl3:MeOH ty 18 98/2, tiép do rira giai biang hé¢ dung mo6i CHCIs/MeOH ty 1& 9/1,
sau khi loai bé dung mdi thu hai hop chit kaempferol va quercetin dang bot mau vang;
va

+ nhdi phan doan EtOAc 100% lén cot silicagel va 6n dinh bang hé dung moi
CHCl3:MeOH ty 18 95/5, tién hanh rira giai bing hé dung moi CHCly/MeOH ty 18 9/1,
sau khi loai bo dung mdi, két tinh trong MeOH thu dugc hop chét S-sitosterol-3-O-4-

D-glucopyranosit dang bot mau trang;
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- gom chung céac hgp chét 4-(3-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-2-metoxyphenol,
kaempferol, quercetin va p-sitosterol-3-O- f-D-glucopyranosit thu duge nhém hoat

chit flavonoit dang bot;
d) chiét nhém hoat chét ancaloit:

- chiét cao ancaloit tng sb bing cach chuyén phan ba sau khi chiét loai flavonoit vao
binh ngdm kiét va chiét bang hé dung moi etanol: axit axetic ty 1& 70:30, theo ty 1¢
nguyén li¢u: dung moi la 1/10 (trong lwong/thé tich) trong thoi gian 24 gio, sau khi
loc, thu phan dich va loai bé dung méi dudi ap suét giam dén khi con 5% thu duge cao

ancaloit tong so;

- chiét loai tap chit bang cich kiém héa cao ancaloit tbng s& bing NH4sOH dén pH
nim trong khoang tir 9 dén 10, sau khi loc két taa, chiét phan doan ancaloit bing
CHCls theo ty 1& 1:1 (v/v), tiép d6 axit hoa bang HC1 0,IN rdi kiém héa bang NHsOH
dén pH nam trong khoang tir 9 dén 10, sau khi c6 loai dung moéi thu dugc alcaloit toan
phan & dang cao dic; va
_thu nhém hoat chit alcaloit bang cach cho phan cao dic nay hép phu 1én cot silica gel
roi rira giai bing hé dung moi CHCI3/MeOH véi ty 1€ MeOH ting dén, thu phan doan
MeOH ndng d6 1%, 5% va 7%, trong do:

+ phan doan MeOH 1% dugc ¢ loai dung mdi, thu dugc hai hop chit bao gém
ambellin va 1B-2f epoxyambellin & dang bdt;

+ phan doan MeOH 5% dugc loai bé dung mdi, thu dugc hai hop chét bao gém
crinamidin va 6-hydroxycrinamidin ¢ dang bot;

+ phan doan MEOH 7% duoc loai bé dung moi, thu dugc hai hop chit bao gém
powellin va 6-hydroxypowellin & dang bot;
- gom chung cac hop chit ambellin, 1B-2B epoxyambellin, crinamidin, 6-
hydroxycrinamidin, powellin va 6-hydroxypowellin thu dugc nhém hoat chét ancaloit
dang bot; va
¢) thu hdn hop e ché té bao ung thu gan bang cich phéi tron nhém hoat chét flavonoit
thu dugc & budc b) va nhom hoat chit ancaloit thu dugc tir bude d) theo ty 1& 25/75

(w/w) thu duge hdn hop tc ché té bao ung thu gan.
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5. Thudc dé hd tro diéu tri bénh ung thu gan, trong d6 thudc nay chtra hdn hop uc ché

té bao ung thu gan theo diém bét ky trong sb céac diém tir 1 dén 3 va ta duoc.

6. Thubc dé hd trg didu tri bénh ung thu gan theo diém 5, trong d6 ta dugc dugc chon

tr nhém bao g&n: tinh bot, t4 duogc ra, bot talc, magnesi stearat va/hodc aerosil.

7. Quy trinh san xuét thudc dé hd trg diéu tri bénh ung thu gan theo diém 5 hoic 6,

trong do quy trinh nay bao gdm cac bude:

a) chuén bi nguyén liéu bang cach thu hdn hop tc ché té bao ung thu gan theo diém
bat ky trong s cac diém tir 1 dén 3, nghién min va ray qua luéi c& 16 0,75mm, céc ta
dugc bao gdém aerosil, tinh bot, tinh bot natri glycolat (DST), bot tale va magnesi
stearat dugce nghién va riy qua ludi ¢ 16 0,75mm;

b) thu bdt kho bang cach phéi tron 1an luot hdn hop G ché té bao ung thu gan véi 5%
aerosil, 20% tinh bot, sau khi tron déu, phéi tron tiép v6i 5% DST, tron déu thu duge
bdt kho;

¢) tao dang cbm tron bing cach phéi tron bot talc véi magnesi stearat theo ty 18 1:1 rdi
phéi tron véi bot kho thu duge & bude b) theo ty 18 5%, tiép d6 chuyén vao thiét bi xat
dé thu duogc dang cdm tron; va

d) tao vién nang bang cach déng cdm tron vao vién nang trong diéu kién nhiét do tir 20

dén 25°C, do Am 35 dén 55% dé thu duogc thube dé hd tro diéu tri bénh ung thu gan.
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