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Linh vue k§ thuat dwoe dé cap

Giai phap hiru ich d& cap dén linh vuc hoa hoc céc hop chét thién nhién c6 hoat
tinh sinh hoc, cu thé 1a d& cap dén quy trinh chiét hon hop phenolic tir 14 cdy chay
(Artocarpus tonkinensis Cheval. ex Gagnep.) va hdn hop phenolic ¢6 hoat tinh khang
viém thu duoc tir quy trinh nay dé 1am ngudn duogc liéu phat trién thude véi co ché tac

dung lién quan dén cac bénh ty mién nhu viém khép dang thap.
Tinh trang ky thuit ciia giai phap hiru ich

Pa c6 nhiéu nghién clru, tim kiém cac hoat chét ¢ tac dung sinh hoc tir dugc liéu
dé gop phén phat trién duoc pham, dic biét 1a nhitng duoc phim co tac dung trc ché
mién dich nhim diéu tri bénh tu mién. Cay chay (Artocarpus tonkinensis Cheval. ex
Gagnep.), thudc ho Dau tim (Moraceae) duoc trdng phd bién & Viét Nam. Theo kinh
nghiém dan gian, 14 cdy chay dung dé chita dau lung va bénh thap khop, vo va ré ¢6
mau do thuong dung dé an trau (bd TAt Loi 1991, Nhirng cay thude va vi thude Viét
Nam, Nxb Khoa hoc k§ thuét, p.597). Trong chién tranh, 14 chay da dugc dung dé diéu
tri cac bénh tu mién nhu nhuoc co, luput ban do. Dich chiét téng tor 14 cay chay da
duoc thir nghiém st dung trong didu tri bénh nhuoc co va lam chat chong thai ghép
cho céc ca cdy ghép da trén chudt thuc nghiém (Ha N.T.V, Anh P.T, Chinh T.T, Phi
P.T.P, Lam P.C (1994), “Anapathological changes in spleen, thymus and bone-marrow
of mice treated by products of traditional medicine plant (DY1)”, Revue
Pharmaceutique, 2, pp.51-55).

Dich chiét 14 cdy chay cho thdy c6 tac dung tc ché mién dich va dd co nhidu
nghién ctru cho thiy chung thudc vé cac nhém phenolic trong do ¢o cac hop chét thude
auronol va flavonoit (Immunosuppressive auronol glycosides from Artocarpus
tonkinensis, Die Pharmazie, 59, 297-300, 2004). Bang doc quyén giai phap hitu ich sé
VN 1183 d3 mo ta quy trinh chiét cac hop chét auronol glucosit ¢ hoat tinh sinh hoc
tir 14 cdy chay. Theo d6, giai phap hitu ich da cong bd quy trinh chiét hai hop chit

auronol glucosit 1a maesopsin 4-O-f-D-glucopyranosit va alphitonin 4-O-S-D-
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glucopyranosit ¢ hoat tinh sinh hoc chéng viém voi hiéu suét 0,67% véi do tinh sach
khoang 97 % theo HPLC.

Pi sdu nghién ctru thanh phan héa hoc cho thay thanh phan hoa hoc cht yéu tir 14
chay déu thudc nhom chat phenolic va din xudt glycosit ciia ching. Mdi hop chét c6
hoat tinh khang viém & mutc do khac nhau (Thuy T. T., Kamperdick C., Ninh P. T,,
Lien T. P., Thao T. T. P., Sung T. V. (2004), Immunosuppressive auronol glycosides
from Artocarpus tonkinensis, Die Pharmazie 59, 297-300). Trong do, chét chinh
maesopsin 4-O-B-D-glucosit ¢6 tac dung kim hdm tang sinh té bao ung thu tiy xuong
cép (OCI-AML) in vitro va kim ham khdi u in vivo cao nhit (Pozzesi N, Pierangeli S,
Vacca C, Falchi L, Pettorossi V, Martelli M P, Thuy TT, Ninh PT, Liberati
A.M,Riccardi C, Sung TV, Delfino DV (2011), Maesopsin 4-O-B-D-glucoside, a
natural compound isolated from the leaves of Artocarpus tonkinensis, inhibits the
growth of acute myeloid leukemia cells: a gene expression profile study”, Journal of
Chemotherapy 23 (3), 150-157; Trinh Thi Thuy, Dao Duc Thien, Tran Quang Hung,
Nguyen Thanh Tam, Nguyen Thi Hoang Anh, Nguyen Thi Nga, Le Phuong Mai, Tran
VanSung, Domenico V. Delfino, Do Thi Thao, /n vivo anticancer activity of
maesopsin 4-O-f-glucoside isolated from the leaves of Artocarpus tonkinensis A.

Chev. ex Gagnep. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine, 9(4), 351-356, 2016).

Theo théng ké gan diy 70-80% bénh nhin nhiém virus corona ching moi
(SARS-CoV-2) khong ho, st, khé thd, nhung bi ton thuong phdi ning. Theo Dimitra
Kelepouriva cong su cic hop chét phenolic ¢6 vai trd quan trong su phat trién cia té
bao Th17 (Dimitra Kelepouri, Athanasios Mavropoulos, Dimitrios P. Bogdanos,
Lazaros I. Sakkas. The role of flavonoids in inhibiting Th17 responses in inflammatory
arthritis. Journal of Immunology Research, 2018, vol. 2018). P c¢6 mot s thir nghiém
cho thiy ring nudc sic tir 14 cdy chay co tac dung bao vé va chdng lai viém khop &
chudt bi gay viém boi collagen va lam giam chirc nang té bao Th17. Theo d6, chudt bi
viém khép do collagen duge diéu tri bang hdn hop cac hop chit phenolic tir 1a chay
(ky hiéu ATP) giam dang ké chimg phil khp va tham nhiém viém, hon nita ngan ngira
t6n thuong sun. Hd so biéu hién gen cho thdy chemokin CCL20 va cytokin lién quan
dén té bao Th17, IL-6, IL-17 va IL-22 b giam manh khi thir véi ATP. Bang k¥ thuét
real-time PCR d4 xdc nhan biéu hién IL-2, IL-17, IL-22 va FasL yéu di trong cac té

bao hach bach huyét. ATP ciing trc ché su phan cuc cua cac té bao Th17 in vitro tir cac
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té bao lach CD4 T (Sabrina Adorisio, Alessandra Fierabracci, Isabella Muscari, Anna
Marina Liberati, Mario Calvitti, Lina Cossignani, Francesca Blasi, Tran Duc Quan,
Nguyen Thanh Tam, Tran Van Sung, Carlo Riccardi, Trinh Thi Thuy, Domenico
Delfino. Artocarpus tonkinensis protects mice against collagen-induced arthritis and
decreases Th17 cell function, Frontiers in Pharmacology 10, 503, 2019). Co ché tac
dung cta ATP rit giéng véi thudc Tocilizumab, mot khang thé don dong chdng thu thé
IL-6, dugc san xuét boi cong ty dugc phém Roche cua Thuy Si, da dugc chép thuan &
Trung Quéc dé diéu tri cho bénh nhéan méc virut corona va nay dang duge thit nghiém
lam sang (pha IIT) dé diéu tri bién ching & bénh nhan COVID-19 tai Italia va mot sd
nudc khac (Heidi Ledford Nature 2020, doi: 10.1038/d41586-020-01056-7). Bang
chimg cho thiy hoi chimg ho hip lam ting su san xut cac cytokin trong mau (con goi
1a bdo cytokin). Cytokin bao gdm mot protein manh goi la interleukin-6 (IL-6), gdy
viém va co thé 1lam hong cac té bao phdi. Co ché tic dung duogc giai thich 1a viée e
ché 1L-6 ¢6 tac dung diéu tri trong nhiéu bénh viém nhiém, bao gdm céc cin bénh lay
nhiém do virut.

Céac phuong phap phan lap da biét chu yéu tap trung vao thanh phén auronol 1a
maesopsin 4-O-f-D-glucopyranosit va alphitonin 4-O-f-D-glucopyranosit, 1a hai
thanh phén c6 hoat tinh sinh hoc va mic du theo VN 1183, hiéu suét chiét hai hop chét
ndy 1én toi 0,67%, nhung viée sir dung dung moi etanol 90% dé chiét v6i thoi gian
chiét dai, 12 gid va viéc loai tap chét béng n-hexan dugc thuc hién ldp lai téi 4 lan,
tinh sach bang sic ky cot silicagel méi thu duoc hoat chét ¢6 do tinh khiét 97% khién
chi phi cho qua trinh san xuét cao. Ngoai ra, hoat tinh ctia hop chét tinh sach thu dugc
khong duge nhu mong mudn, khién san pham khoé canh tranh duge véi san pham tong
hop. Hon nita, két qua thir nghiém khang dinh rang thanh phan maesopsin 4-O-4-D-
glucopyranosit tac dong dén sur biéu hién cuia cac gen diéu chinh khang viém khong én
dinh va ddng ké vé mat thong ké va hiéu qua thtr tic dung 1am sang trén in vivo cia
chat nay trén mo hinh CIA khong dam bao.

Tuy nhién, viéc st dung hdn hop cao chiét cta 14 cdy chay lai khé c¢6 thé duoc
chdp nhén trong diéu tri, nht 13 trong y hoc hién dai. Vi vay, viéc chiét riéng r& céac
hoat chit chét nay vua cho hi¢u sudt thép, vura cho théy murc d6 kém 6n dinh cua hoat
chét thu dugc, ngugc lai viée st dung cao chiét toan phén, ¢6 nhiéu tap chét, khé khan

trong viéc phét trién dugc pham tiéu chudn do hiéu qua khong 6n dinh, nguy co gay
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doc khong kiém soat duoc do 13n nhiéu tap chit khong mong mudn. Theo d6, ngudn
nguyén liu dé phat trién duoc phdm dua trén cac k¥ thuét da biét 12 khong hidu qua va
khé duoc chép thuan dé co thé phat trién thanh duoc liu dn dinh dé san xuét thude
chéng viém. Do d6, cdn c6 mdt quy trinh chiét mot cach chon loc ddng thoi cac hoat
chat co6 kha nang khang viém tir 1a cdy chay Arfocarpus tonkinensis Cheval. ex

Gagnep. v6i hiéu suat kha thi da dé phat trién thanh duoc pham.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Giai phap hitu ich nhiam khac phuc cac nhuge diém néu trén, cu thé 1a giai phap
hiru ich d& cdp dén quy trinh chiét hdn hop phenolic ¢6 hoat tinh khang viém tir 14 ciy
chayArtocarpus tonkinensis Cheval. ex Gagnep. va hoat tinh khang viém ctia hdn hop
phenolic thu duoc tir quy trinh nay. Quy trinh theo giai phap hiru ich cho phép chiét
mdt cach chon loc hdn hop phenolic ¢6 hoat tinh sinh hoc véi hiéu suét va do tinh sach
du dé c6 thé phat trién duoc ngudn nguyén lidu cho nganh duoc pham.

Theo khia canh thir nhét, giai ph4p hiru ich dé& xuét quy trinh chiét hdn hop
phenolic c6 hoat tinh khang viém tur 14 cdy chay Artocarpus tonkinensis Cheval. ex
Gagnep., trong d6 quy trinh nay bao gdm cac bude:

a) chudn bi nguyén liéu bang cach thu gom 14 cdy chay, loai bd tap chat va sy &
nhiét d6 ndm trong khoang tir 45 dén 50°C dén kho gion, sau d6 xay nho qua cd sang
Smm thu dugc bot 14 cdy chay c6 dd am khoang 10%;

b) chiét nguyén liéu bing cich tién hanh chiét bot 14 cdy chay trong dung moi
etanol nong do tir 10 dén 20% theo ty 1¢ bot Ia chay:dung méi 1a 1:3 (khdi lugng/thé
tich) trong khoang tir 5 dén 7 gi& ¢ nhiét d6 nam trong khoang tir 80 dén 90°C, rat ldy
dich chiét, c6 loai dung moi trong diéu kién &p sut gidm nam trong khoang tr 6500
dén 8000 Pa & nhiét do ndm trong khoang tir 80 dén 90°C dén khi con 1/3 thé tich, thu
duoc dich chiét dang long;

¢) chiét phan b bang n-hexan bang cach bd sung n-hexan vao dich chiét theo ty
¢ dich chiét:n-hexan 1a 3:1 (thé tich/thé tich) va khudy déu trong 10 phut dé loai cac
chét tan trong n-hexan, 13p lai qua trinh chiét nay 2 lan, thu phan doan nuéec;

d) tinh ché so bd hdn hop phenolic bang cach dua phén doan nudce sau khi chiét

phén bd bang n-hexan qua cdt trao do6i ion véi dung dich rira giai 1an luot 1a nudc,
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nudc/metanol ty 1& 1:1 (thé tich/thé tich) va metanol 100% dé thu phan doan
nudc/metanol ty 1€ 1:1, sau khi loai bo dung méi, thu dugc phén bdt min mau nau; va

e) thu hdn hop phenolic ¢6 hoat tinh khang viém bang cach chuyén phan bot thu
duogc 18n cot gel Sephadex LH-20 voi dung mdi rira 1a etanol, phan dich sau khi loc
dugc ¢o loai dung méi dudi ap sudt giam, thu duoc hdn hop phenolic mau vang nau,
mui thom.

Theo mét phuong 4n wu tién, trong d6 bude chiét nguyén lidu con duoc thuc hién
trong diéu kién chiét siéu 4m véi tan sb tir 30 kHz dén 50 kHz.

Theo mdt phuong 4n uu tién, didu kién vu tién dé chiét nguyén liéu 1a dung moi
etanol c6 ndng d6 20% va nhiét do chiét 1a 80°C trong thoi gian 6 gio.

Theo mdt phuong 4n uu tién, didu kién vu tién dé chiét nguyén liéu 1a dung moi
etanol co néng dd 15% va nhiét do chiét 1a 85°C trong thoi gian 6 gio.

Theo mét phuong an wu tién, didu kién wu tién dé chiét nguyén liéu 1a dung moi
etanol ¢6 ndng d6 10% va nhiét do chiét 1a 90°C trong thoi gian 6 gid.

Theo khia canh thir hai, giai phap hitu ich dé cap dén hdn hop phenolic ¢ hoat
tinh khang viém thu duoc tir quy trinh theo giai phap hitu ich, trong d6 hdn hop nay
bao gdm catechin (1), alphitonin 4-O-A-D-glucopyranosit (2), maesopsin 4-O-S-D-
glucopyranosit (3), quercetin 3-O-glucopyranosit (4), kaempferol 3-O-glucopyranosit
(5), quercetin (6) va kaempferol (7) sau:

OH

OH

4: R' = B-gluc, R> = OH
5:R'= B-gluc, R?=H
6:R' =H,R*=0H
7:R'=H,R’=H

Theo mdt phuong an uu tién, trong d6 hdn hop phenolic ¢ hoat tinh khang viém

thu dugc tir quy trinh theo gidi phdp hitu ich bao goém catechin (1) tir 115 dén 155
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ng/g, alphitonin 4-O--D-glucopyranosit (2) tir 360 dén 380 pg/g, maesopsin 4-O-4-
D-glucopyranosit (3) tir 305 dén 330 pg/g, quercetin 3-O-glucopyranosit (4) tir 20 dén
30 pg/g, kaempferol 3-O-glucopyranosit (5) tir 100 dén 115 pg/g, quercetin (6) tir 10
dén 15 pg/g va kaempferol (7) tir 7 dén 10 pg/g.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 1a két qua sic ky dd HPLC kiém tra ham luogng cua bay hoat chét trong
hdn hop phenolic thu dugc theo quy trinh ctia giai phap hiru ich.

Hinh 2 1a biéu dd mé ta tac dung ctia hdn hop thir nghiém trén khép. (A) Piém
viém khép (truc y, duong thing); (B) Diém viém khép (truc y, thanh).

Hinh 3 1 4nh chup két qua danh gi4 md hoc ctia mo khop tir chudt dai dién trong
mdi nhém thir. DC1: nhém dbi chimg 4m, chudt binh thuong; DC2: nhém dbi chimg
duong, chudt bi gay viém khép bang collagen, TN (ngay 1) nhom chudt duoce st dung
hén hop theo sang ché ngay tir ngay dau gy viém, TN (ngay 43) nhém chudt dugce si
dung hdn hop theo sang ché tir ngay 43 sau khi gdy viém.

Hinh 4 12 biéu d6 mé ta hd so biéu hién diéu hoa gen ty mién. C4c gen lién quan
dén phan tng tu mién dich tang hodc giam dang ké theo tac dung cta hdn hop thu
nghiém.

Hinh 5 1a biéu d6 md ta k¥ thuat PCR cta cac dich lién quan dén tu min dich
gen tir hach bach huyét chudt véi cac gen [L-17a, IL-22, IL-2 va FasL, tuwong Ung.

Hinh 6 1a biéu d6 moé ta ky thust PCR ciia cac gen dich. (A) 1 bidu dd mé ta thoi
gian thue PCR ciia té bao 11.-17, IL-22 va IL-6 & lach chuoét, hach bach huyét va té bao
khép. (B) Ia bicu d6 m ta biéu hién ciia RORC (trdi) hodc IL-17 (phai) dwoc do bing
kg thuat PCR.

Hinh 7 1a biéu dd mo ta tac dung ctia hop chit thir nghiém va maesopsin 4-0O-f-
D-glucopyranosit tinh sach (TAT-2) d6i véi té bao lympho T CD4C phén lap tir chudt.
(A) S6 lugng té bao lympho T CDA4C chudt khong duge didu tri (DC), céc té bao phan
cuc Th17 (Th17) va cac phan cuc Th17 duoge xur ly béng hop chét thu nghiém (Th17-
TN). (B) Biéu hién cta IL-17 (trdi) hodc RORC (phai) trong cac nhém nay dugc do
bing ky thuat realtime-PCR. (C) Bidu hién cta 1117 (trai) hodc RORC (phai) trong
nhom thir nghiém véi hop chat TAT-2 tinh sach voi cac nong do khac nhau duogc do

bang realtime-PCR.
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M5 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau ddy, giai phap hitu ich duoc mo ta chi tiét véi cac phuong dn va céc vi du
thuc hién cu thé, tuy nhién, cac phuong 4n va cac vi du nay chi nhim muc dich minh
hoa va lam rd ban chat cta giai phap hitu ich chir khéng nham han ché pham vi yéu
cdu bao ho cua giai phép hitu ich.

Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh chiét hdn hop phenolic c6 hoat tinh khéng
viém turla cdy chay Artocarpus tonkinensis Cheval. ex Gagnep. va hdn hgp phenolic ¢6
hoat tinh khéng viém thu dugc tir quy trinh nay.

L4 cdy chay la phan 14 thu dugc tir cdy chay co tén khoa hoc la Artocarpus
tonkinensis A. Chev. ex Gagnep., ddy la mot loai thuc vat thudc ho Dau tam
(Moraceae). Cay chay mot loai ciy gd, cao khoang tir 15 dén 20m, moc hoang hoic
dugc trong nhiéu ¢ mién Béac Viét Nam. La cdy chay dugc thu hdi quanh niam, phoi
hodc say kho. Nude sic tir 14 cdy chay tir lau da duoc sir dung nhu mot phuong thude
truyén théng ciia dan toc H'mong dé diéu tri viém khdp dang thip. Nguyén liéu duge
stt dung lam nguyén lidu chiét hdn hop phenolic ¢6 hoat tinh khang viém tir 1a cay
chay 1a 14 tuoi thu hai duoc tir cay chay.

Theo khia canh thtr nhat, giai phap hiru ich d& xudt quy trinh chiét hdn hop
phenolic c6 hoat tinh khdng viém tu 14 cdy chay Artocarpus tonkinensis Cheval. ex
Gagnep., trong dé quy trinh ndy bao gdm céc budc: a) chuan bi nguyén liéu; b) chiét
nguyén liéu; ¢) chiét phan bd bang n-hexan; d) tinh ché so bd hdn hop phenolic; va e)
thu hon hgp phenolic c¢é hoat tinh khang viém.

Trong budc chuin bi nguyén liéu, 14 cay chay Artocarpus tonkinensis Cheval. ex
Gagnep. dugc thu hai, loai bo tap chit. Sau khi siy & nhiét do nim trong khoang tur 45
dén 50°C dén kho gion, 14 duge xay nhé qua c¢& sang Smm, thu dugc bot 14 cay chay
c¢6 d6 4m khoang 10%.

Budce chudn bi nguyén liéu cho phép thu duge bot 14 cay chay c6 chat lvgng dam
bao. Luu ¥ rang, qua trinh so ché nguyén li¢u dugce thuc hién ngay khi 1a chay con
tuoi, méi duge thu hai dé thu duoc bot 14 co chét luong, tranh st dung 14 chay da bi
1én men do khong dugc sdy ngay sau khi duoc thu hai, anh huong dén hiéu suét thu
hdi hdn hop phenolic do hoat chat bi bién tinh boi qua trinh [én men. B0t 14 cdy chay

sau khi so ché c6 mau vang nhat, mui thom nhe.
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Trong budc chiét nguyén lidu, da c6 nhiéu tac gia sir dung cac hé dung méi nhu
etanol, metanol va nude dé chiét cac hoat chit cé trong nguyén liéu thuc vat. Tuy
nhién, hiéu suét thu hdi céac hoat chét khi st dung hé dung madi, vi du metanol néng do
70% hodc 90%, hiéu suét thu hoi hoat chét mong mubn lai thép‘ Cac tac gia béng thuc
nghiém da phat hién ra, d6i véi 14 cay chay, khi sir dung hé dung mdi metanol nong do
70%, do cAu trac 14 day va x8p, ngoai nhitng hoat chét phenolic, chiing con chiét dong
thoi nhiéu tap chit khong mong mudén khéc. Diéu nay anh hudng truc tiép dén qua
trinh tinh ché vé sau. Nguoc lai, néu st dung hé dung mdi metanol 90% va§i nhiét do
chiét cao, khoang 65-70°C, thi hiéu suat thu hdi cac hoat chét khong nhiing giam ma

con anh hudng dén hoat tinh sinh hoc ctia hop cht mong muén thu duoc.

Do d6, céc tac gia da nghién ctru va phat hién rang, dé chiét dac hiéu cac hoat
chét phenolic ¢o hoat tinh sinh hoc tir 14 cdy chay, bot 14 cdy chay can duge chiét trong
dung mai etanol ndng d6 thip, chi tir 10 dén 20% va trong khoang thoi gian ngén,
khong qué 7 gio v6i nhiét do khong qua 90°C dé thu duge hdn hop phenolic c6 hoat
tinh sinh hoc. Tét hon 1a duge chiét trong diéu kién siéu 4m. Theo do6, bot 14 cay chay
dugc chiét trong dung moi etanol ndng do tir 10 dén 20% theo ty 1€ bot 14 chay:dung
mdi 1a 1:3 (khdi lwong/thé tich) trong khoang tir 5 dén 7 gi®d & nhiét d6 niam trong

khoang tir 80 dén 90°C.

Theo mot phwong én wu tién, trong d6 bude chiét nguyén liéu con duge thue hién
trong diéu kién chiét sidu am v6i tan sb tr 30 kHz dén 50 kHz. Tt hon 1a duoc thuc

hién trong dicu kién chiét siéu 4&m vdi tan sd SOHz.

Theo mot phuong an wu tién, diéu kién uu tién dé chiét nguyén liéu la dung mdi
etanol ¢6 ndng dd 20% va nhiét do chiét 1a 80°C trong thoi gian 6 gid. Tt hon 14 duoc

thuce hién trong dicu kién chiét siéu 4m v6i tan s6 30-50Hz.

Theo mdt phuong 4n wu tién, diéu kién uu tién dé chiét nguyén liéu la dung moi
etanol ¢6 ndng do 15% va nhiét do chiét 1a 85°C trong thoi gian 6 gior. Tt hon 1a duoc

thuc hién trong di€u kién chiét siéu 4m véi tan s6 30-50Hz.
Theo mdt phuong dn wu tién, diéu kién wu tién dé chiét nguyén liéu 1a dung mdi

etanol 6 ndng do 10% va nhiét do chiét 1a 90°C trong thoi gian 6 giv. Tét hon 14 duge

thue hién trong diéu kién chiét siéu 4m véi tan s 30-50Hz.
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Sau khi chiét, tién hanh loc bo phan ba, ¢6 loai dung mdi trong diéu kién ap suat
nam trong khoang tir 6500 dén 8000 Pa & nhiét do ndm trong khoang tir 80 dén 90°C
dén khi con 1/3 thé tich, thu duoc dich chiét dang long. Viéc khong ché nhiét do, thoi
gian va ndng do dung mdi trong bude chiét cho phép chiét chon loc duge thanh phan
hoat chét mong mudn, gidm thiéu duoc cac hoat chét khong mong mudn, ¢6 loi cho

cac budec tinh ché vé sau.

Trong budc chiét phan bd bang n-hexan, tién hanh bo sung n-hexan vao dich
chiét theo ty 1& dich chiét:n-hexan 14 3:1 (thé tich/thé tich) va khudy déu trong 10 phit.
Qua4 trinh nay nham loai cic chét tan trong n-hexan. Qua trinh nay duoc lip lai 2 lan,

thu phan doan nudec.

K¥ thuat chiét phan doan nuéc: n-hexan la da dugce st dung rong rai va vé ban
ch4t nham tach riéng ré& cac hop chét tan trong hé dung mdi phan cuc va hé dung mai
khong phan cuc. Thong thuong, viée chiét phai thuc hién nhiéu lan dé c6 thé thu dugc
céc nhém hop chét c6 cung ban chit. Tuy nhién, bang cach dua ra diéu kién chiét chon
loc & budce trén, trong bude nay, lugng n-hexan st dung duge giam thiéu, déng thot
giam dugc sé 1an chiét phan doan. Diéu nay c6 Ryi cho qua trinh san xuit do giam
duogc luong hoa chét stir dung, thoi gian trong qué trinh tinh ché, tang hiéu qua ctia quy
trinh chiét. Theo cach khéc, viéc chiét phan doan cho phép thu duge nhém hop chat
phenolic tan trong nude, déng thoi loai dugc nhom céc tap chét tan trong n-hexan mot

cach don gian, hiéu qua tao tién dé cho cac bude tinh sach tiép theo.

Trong budc tinh ché so bo hdn hop phenolic, tién hanh dua phan doan nudc sau
khi da duge chiét phan bd bang n-hexan qua cot trao doi ion. Tién hanh rira giai lan
luot v6i cac hé dung dich rira giai 14 nude, nude/metanol ty 1¢ 1:1 (thé tich/thé tich) va
metanol 100%. Tién hanh thu phan doan nudc/metanol ty 1& 1:1. Phan doan nay sau
khi loai bé dung mai trong diéu kién ap suét giam, thu duoc phan bdt min mau nau.

Theo mot phuong 4n cu thé, dung moi dugce loai bd trong diéu kién ap suét nim
trong khoang tir 6500 dén 8000 Pa & nhiét d6 nam trong khoang tir 80 dén 90°C dé thu

duoc phén bdt min.

Trong budc thu hdn hop phenolic ¢6 hoat tinh khang viém, tién hanh chuyén
phan bot thu duoc 1én cot gel Sephadex LH-20 Vi dung moi rira giai l1a etanol. Cot gel

Sephadex LH-20 cho phép loc thu cac hop chét phenolic c6 khdi luong phan tir mong
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muén. Sau khi loc, thu phan dich va co loai dung méi dudi ap sut giam, thu duoc hdn
hgp phenolic mau vang ndu, mui thom bao gdbm catechin (1) tr 115 dén 155 pg/e,
alphitonin 4-0-f-D-glucopyranosit (2) tr 360 dén 380 pg/g, maesopsin 4-O-p-D-
glucopyranosit (3) tir 305 dén 330 pg/g, quercetin 3-O-glucopyranosit (4) tir 20 dén 30
ng/g, kaempferol 3-O-glucopyranosit (5) tir 100 dén 115 pg/g, quercetin (6) tir 10 dén
15 ng/g va kaempferol (7) tir 7 dén 10 ng/g.

Theo mdt phuong an cu thé, dung moi dugce loai bo trong diéu kién ap suét ndm
trong khoang tir 6500 dén 8000 Pa & nhiét do nim trong khoang tlr 80 dén 90°C dé thu

dugce hdn hop phenolic dang bt min.

Theo khia canh thir hai, giai phap hitu ich dé cap dén hdn hop phenolic c6 hoat
tinh khang viém thu dugc tr quy trinh theo giai phép hitu ich, trong do hdn hop nay
bao gdm catechin (1), alphitonin 4-O-p-D-glucopyranosit (2), maesopsin 4-O-p-D-
glucopyranosit (3), quercetin 3-O-glucopyranosit (4), kaempferol 3-O-glucopyranosit
(5), quercetin (6) va kaempferol (7) sau:

OH
OH

4: R' = S-gluc, R? = OH
5.R'= B-gluc, R?=H
6: R'=H, R?>=0H
7:R'=H,R*=H

0] 2:
3:

n

R =O0OH
R=H

Theo mot phuong an vu tién, trong do hdn hop phenolic c6 hoat tinh khang viém
thu dugce tir quy trinh theo gidi phap hitu ich bao gb6m catechin (1) tir 115 dén 155
ug/g, alphitonin 4-0O-f-D-glucopyranosit (2) tr 360 dén 380 pg/g, maesopsin 4-O-f-
D-glucopyranosit (3) tir 305 dén 330 pg/g, quercetin 3-O-glucopyranosit (4) tir 20 dén
30 pg/g, kaempferol 3-O-glucopyranosit (5) tir 100 dén 115 pg/g, quercetin (6) tr 10
dén 15 pg/g va kaempferol (7) tir 7 dén 10 pg/g.
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Hdn hop phenolic ¢6 hoat tinh khang viém thu dugc tir quy trinh theo giai phap
hitu ich thich hop dé lam ngudn dugc lidu phat trién thude véi co ché tic dung lién

quan dén céc bénh ty mién nhu viém khép dang thap.
Vi du thwe hién giai phap hiru ich

Vi du 1. Chiét hén hop phenolic tie ld ciy chay Artocarpus tonkinensis Cheval. ex

Gagnep.

L4 cay chay Artocarpus tonkinensis Cheval. ex Gagnep. dugc thu hai, loai bo tap
chét va sdy trong ti sdy & nhiét do khoang 50°C dén kho gion. Sau khi xay nho qua c&

sang Smm thu dugc bot 14 cdy chay c6 dd am khoang 10%.

Tién hanh thir nghiém v6i 3 lan, moi 1an 500 gam bot 14 kho. TNT thue hién
trong diéu kién cho 500 g bot 14 kho vao binh chiét chira 1500ml etanol 10%. Sau khi
siéu am 30 phut v6i tin sb 40Hz, chiét trong 6 gid' & nhiét do 90°C. TN2 thyc hién
chiét trong didu kién cho 500 g bot 14 khd vao binh chiét chira 1500ml etanol 15%. Sau
khi siéu Am 30 phat voi tan s6 40Hz, chiét trong 6 gio & nhiét do 85°C. TN3 thuc hién
chiét trong diéu kién cho 500 g bot 14 kho vao binh chiét chira 1500ml etanol 20%. Sau
khi siéu am 30 phut v6i tin s6 40Hz, chiét trong 6 gio & nhiét do 80°C. Sau khi loai bo
phan bi, thu phan dich chiét ctia moi thir nghiém va c6 loai dung moi trong diéu kién
ap suit 6700 Pa trén mdy quay chén khong, nhi¢t do 80°C cho dén khi con khoang
500ml dich chiét dang 16ng sénh.

Phan dich chiét dang 16ng ctia TN1 duoc chiét phan bé 13p lai hai 1an véi mdi lan
khoang 150ml dung mdi n-hexan dé loai tap chat, thu dugc dich chiét nugc khong tan
trong n-hexan. Phan doan nuéc dugc dua qua cot trao ddi ion véi dung dich rira gidi
1an luot 12 nude, phic hgp nude:metanol (1:1, v/v) va cudi cung la metanol, thu phén
doan nudc-MeOH, tuong Ung. Tiép d6, sau khi co loai bo dung mdi trong diéu kién ap
sudt 6700 Pa trén may quay chan khong, nhiét do 80°C thu duge 7,5g bot min. Phén
bot nay tiép tuc dugc nhdi 1én cot gel Sephadex LH-20 v&i dung méi etanol, thu phan
dich sau khi loc. Sau khi séy kho, thu dugc 6,8¢g chat bot mau vang nau, mui thom, tan
1t trong metanol, etanol, nudc, DMSO, it tan trong n-hexan va dichlometan. Hi¢u suét
chiét dat 1,36% so véi nguyén liéu kho, do tinh khiét trén 96% (xac dinh bang phuong
phap HPLC). TN2 va TN3 cho két qua chiét twong duong 6,6g (1,32%) va 6,75g
(1,35%).

-12-



2888

Vi du 2. Xdc dinh thanh phin va ham lwong ciia hén hop phenolic thu dwgc theo
gidi phap hitu ich

Pé xac dinh duoc chinh x4c thanh phin va cdu tric cla cac thanh phan héa hoc
chinh cta ba hdn hop thu dugc tir ba 1an chiét theo Vi du 1, tién hanh nhoéi 1000 mg
hdn hop thu duge tr Vi du 1 1én cot silica gel, voi h¢ dung moi rira gidi la
dichlometan/metanol/nuéc véi ty 1& 40/10/1, thu dugc bay phan doan nhu néu trén
Hinh 1, va tach ting phan doan nay thu dugc 7 hoat chit chinh twong tng. Céu tric
clia cac cht nay duoc xac dinh bing phuong phap phd khdi (LC-MS) (bang 1) va pho
cong hudng tir hat nhan proton va cacbon 13 ('H-, *C NMR). Ham luong ciia céc chét

dugc xac dinh bang phuong phap HPLC.

Hé thiét bi HPLC cua Hé théng Spectra (Thermo Separation, San Jose, CA,
United States, Hoa Ky), dugc trang bi mddun bom bac bdn (P4000), bd khir khi truc
tuyén va dau do diét (DAD) SpectroSystem UV 6000lp (Thermo Separation). Cac
phén tich dugc phan tach bang cot ODS Agilent Zorbax pha déo (kich thudce hat 5 um,
3,0 x 150 mm; Agilent Technologies, Milan, Italia), dugc nhdi trong cot RP18 (20 x
4,6 mm). Rira giai gradient voi tdc d6 dong 1 ml/phut. Pha dong: (A) nude chira 0,1%
axit formic va (B) acetonitril chira axit formic 0,1%. Thanh phan pha dong ban dau la
95% (A). Ty 1& phin trim cta (B) duoc ting tuyén tinh lén 20% sau 30 phut va lén
55% sau 50 phat. Cubi cung, ty 18 phan trim cua B da giam xubng con 5% va cdt duge
can bang lai v6i cac diéu kién ban ddu trong 7 phut. Thé tich tiém 1a 20 pL. Phat hién
biang DAD trong khoang tir 200 dén 700nm. Sic ky do da dugc thu thap va dir ligu
duge xtr Iy bing phan mém Xcalibur phién ban 1.2 (Finnigan Corporation 1998-2000,
San Jose, CA, Hoa K¥). Két qua cia TN1 dwoc thé hién trén Hinh 1. Thanh phén cua
hdn hop phenolic thu duge tr 14 cdy chay theo quy trinh chiét theo giai phap hitu ich
duoc thé hién trong Bang 1.

Bang 1. Thanh phan cta hdn hop phenolic thu dugc tir 14 cdy chay

) Ham luong mg/
TT mlz Chat eres

TNI1 TN2 | TN3

1 |325,0 [M+CI]" | Catechin 117,5 |147,2 | 150,5

2 | 465,0 [M-H] | Alphitonin 4-O-f-D-glucopyranosit | 376.0 |365,8 |361,1
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) Ham lugng mg/g
TT mlz Chat

TNI1 TN2 | TN3

3 |449,0 [M-H] | Maesopsin 4-0-B-D-glucopyranosit | 328,8 |306,1 |309,7

4 | 453,0 [M-HJ Quercetin 3- O-fF-D-glucosit 22.4 253 20,2
5 | 447,0 M-H]" | Kaempferol-3- O-f-D-glucosit 1069 | 110,6 | 110,8
6 |301,0 [M-H]" | Quercetin 10,8 12,2 12,0
7 1285,0 [M-HJ Kaempferol 7,7 8,5 9,0

Vi du 2. Thit nghiém djc tinh cdp va dpc tinh bdn truwong dién

Ché pham thir nghiém:

Ché phém thir nghiém 1a hdn hop bot chiét thu duge theo TN2 cua Vi du 1
(ATP). Lidu thr nghiém dugc 4p dung cho tho véi luong tir 240 mg/kg dén
3600mg/kg thé trong theo ting 16 thir nghigm.

Dong vat thtr nghiém:

Dong vat dugce dung dé danh gid 1a tho trang Newzeland, chia ngau nhién thanh
cac 10, khong phan biét gidng, dat tiéu chuin thir nghiém, cin ning mdi con tai thoi
diém bat dau thir nghiém 1a 2,2-2,5 kg, mdi con nhét riéng mot chudng

DPong vat thir nghiém dugce an thire &n theo tieu chudn thire an cho thd, nude sach
dun s6i dé ngudi udng tu do. Hang ngay theo doi ghi chép di®n bién két qua thi
nghiém.

Thit nghiém doc tinh cép va xac dinh lidu chét 50% (LDso)

Trude khi tién hanh thtr nghiém, cho thé nhin dn qua dém. Tho duge chia ngﬁu
nhién thanh céc 16 khac nhau (06 16), mdi 16 5 con.

Bot chiét thu duge theo TN2 cua Vi du 1 (ATP) dugc pha trong dung moi la
nude cat voi ndng do khac nhau dé co thé tich cho mdi lan udng 0,2 mL/10g thd, 3 lan
trong 24 gid, mdi lin cach nhau it nhat 2 gid. Cho tho ubng thudc thr v6i lidu ting
dn. Tim lidu cao nhit khong gy chét thé (0 %), liéu thap nhit gay chét thé hoan toan
(100 %) va cac liéu trung gian.

Theo déi tinh trang chung cua thé, qua trinh dién bién bit ddu c6 dau hiéu nhiém
ddc (nhu non, co giat, kich dong, v/v.) va sb luong thé chét & mdi 16 trong vong 72 gid

sau khi cho thé udng thude lan cudi. Tur d6 xdy dung do thi tuyén tinh dé xac dinh
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LDs, ctia thudc thtr. Sau dé tiép tuc theo ddi tinh trang chung cua tho (hoat dong, an
ubng, bai tiét, v/v.)  mdi 16 cho dén hét 7 ngay sau khi udng thude.

Tién hanh phﬁu tich quan sat tinh trang cac tang ngay sau khi c6 tho chét (néu c0)
dé xdc dinh nguyén nhan gy doc. Két qua dugc thé hién ¢ bang 2.

Bang 2: Ddc tinh cép theo duong ubng ctia hon hop trén tho

Lo |Séthothy | Licustdung » . |86 tho séng/ehét sau
chuot nghiém (ty 1& bot/nude) Thé tich cho uong 72 gid
Lo 1 10 24.0(b6t 0,4:1) | 0,2 mL/10g x 3 1an 5/0
162 10 48.0 (b6t 0,8:1) | 0,2 mL/10g x 3 lan 5/0
Lo 3 10 72,0 (b6t 1,2:1) | 0,2 mL/10gx 3 lan 5/0
Lo4 10 96,0 (bot 1,6:1) | 0,2 mL/10gx 3 1an 5/0
Lo5 10 120,0 (bot 2:1) 0,2 mL/10gx 3 lan 5/0
Lo 6 10 3600 (bot 6:1) | 0,2 mL/10g x 3 1an 5/0

Két qua cho thiy ngay ca véi lidu cao nhét la 3600mg/kg thé trong ma khong
thdy xuét hién bat ky triéu chiing bét thudng trong 72 gid sau ubng thude va trong subt
7 ngdy sau udng thudc. Diéu nay ching to hdn hop bot chiét an toan khi ddnh gia doc
tinh cap theo dudng ubng, khoang an toan cta bot chiét rong.

Két luan: Chua tim thdy LDsp ctia hdn hop bot thir nghiém theo dudng udng trén
thé. V6i mire lidu cao nhét cho thé ubng trong 24 giv 1a 3600mg/kg thé trong, gép 75
14n lidu du kién c6 tac dung, khong xudt hién doc tinh cép.

Thit nghiém doc tinh ban truong dién:

DPé danh gid doc tinh ban truong dién, thir nghiém dugc tién hanh véi 30 con tho
tring Newzeland, dugc chia ngau nhién thanh 3 10, mdi 16 10 con, mdi con nhdt riéng
mot chudng. Thir nghiém dugc tién hanh trong 8 tudn.

- PC: ubng nudc loc 3 ml/kg/ngay vao budi sang.

- TN1: ubng ATP v6i lugng 0,6g/kg/ngay (liéu c6 tac dung tuong duong lidu
dung trén nguoi, tinh theo hé s6 3) vao budi sang.

- TN2: ubng ATP véi luong 1,8g /kg/ngay (gp 3 1an 16 tri 1) vao budi sang.

Céac chi tiéu theo ddi bao gom danh gid chirc nang tao mau thong qua sé luong
hdng cau, ham luong hemoglobin, hematocrit, thé tich trung binh hdng cu, sé lugng
bach cau, cdng thirc bach cAu va sb luong tiéu cau. Panh gia chirc nang gan thong qua

dinh lugng mot sb enzym va chét chuyén hoa trong mau: ALT, AST, bilirubin toan

-15-



2888

phan, albumin va cholesterol toan phan. Panh gid chic nang than thong qua dinh
luong creatinin huyét thanh.

Céc thong s theo doi dugce kiém tra vao trude lac ubng mau thi, sau 4 tudn va
sau 8 tudn udng mau tht.

Sau 8 tudn udng mau thw, thé dugc mb dé quan sat dai thé toan bod cac co quan.
Kiém tra ngiu nhién cAu trac vi thé gan, than cta 30% s6 tho & mdi 16.

X ly s6 ligu

Céac sb lidu nghién ctu dugc xtr Iy théng ké y sinh hoc theo phuong phap t-test
Student va test “trudc - sau”. S6 lidu dugc biéu dién duéi dang : X + SD. Su khac biét
¢6 y nghia khi p < 0,05.

Két qua nghién ctru doc tinh ban truong dién.

Tho duogc theo doi hang ngay vé tinh trang chung gdm hoat dong, an ubng, tinh
trang 16ng, da, niém mac, chét tiét. Cac tho & ca 16 chirg va céc 10 dung bot chiét déu
hoat dong binh thuong. Tho 16ng muot, da ni€ém mac binh thuong, an ubng binh
thuong, phan kho thanh khuon. Khong thdy biéu hién gi ddc biét ¢ ca 3 16 tho trong
sudt thoi gian nghién cuu. Anh huong ciia ATP tht nghiém 1én thd duge trinh bay
trong Bang 3.

Bang 3: Anh hudng cta ché pham thir nghiém dbi v6i can nang tho

Thoi gian bC TNI1 TN2 p
Trong | %tang | Trong | %tang | Trong | % tang (t- test
luong trong luong trong luong trong Student)

(kg) lugng (kg) luong (kg) luong
Trude 1,90 1,88 1,84 > 0,05
ubng thuée | £0,16 +0,17 +0,12

Sgu4tuan 2,31 22.17 2,34 24,90 2.28 24.41 > 0,05
uong thuéc | +£0,14 | £10,63 | £0,22 | £7,08 | £0,17 | 8,50

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

S,au8tu?1,n 2,51 37,19 2,59 38,25 2,54 38,70 | >0,05
uong thuoc | +£0,12 | £7,08 | £0,23 | £582 | +£0,16 | £9,18

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

So sanh gifra cac thoi diém sau so voi trude thay can nang cia tho ¢ ca ba 16

nghién ctru déu tang, su thay doi c6 ¥ nghia thdng ké vaéi p< 0,05. Can nang cta tho &
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16 ubng bot chiét v6i can nang cua thd ¢ 16 ching tai tht ca cac thoi diém do khong
théy c6 su khac biét ¢6 ¥ nghia théng ké (p> 0,05).

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

Cac két qua danh gia theo doi sd luong hong ciu, ham lugng hemoglobin,
hematocrit, thé tich trung binh hdng cau, s6 lugng bach ciu, cong thirc bach cdu va sd
lugng tiéu cau, chire ndng gan (ALT, AST, bilirubin toan phan, albumin va cholesterol
toan phan), chirc nang thén (creatinin huyét thanh) ddu khong thay c6 su bat thuong
lién quan dén chirc nang sinh ly cua tho thir nghiém.

Két luan: Khong thiy c6 ddc tinh ban trudng din anh hudéng dén tho thir nghiém
lien quan dén cic thay ddi chirc ning tao méu, chirc nang gan, chirc ndng than, hinh
thai dai thé cac co quan va chu trac vi thé gan, than cta tho. T4t ca cac chi sb theo ddi
d&u nim trong gidi han binh thuong, khong co sy khac biét rd rét so voi 10 chung.
Pidu d6 chimg to ché phim thir nghiém an toan v6i tho thir nghiém.

Vi du 3. Thit nghi¢m hoat tinh khdng viém

Viém khép dang thap (RA) la mot bénh tu mién dic trung boi sy hiy hoai xuong
va khép lién quan truc tiép dén nhitng thay dbi trong cdu triuc khop. Sy pha hiy cac
khGp xuwong xay ra lién quan dén nguyén bao xwong ma dugc bi¢t hoa tir bach cau don
nhén chiu anh hudng cta chét kich hoat thu thé nhan t6 phdi hop Kappa-B (RANKL).
Céc té bao Helper T xam nhép vao cdc khép dong vai tro then chét trong qua trinh
nay, va cac té bao Th17 dac biét da dugce tim théy trong mo hoat dich ctia bénh nhén

RA.

Interleukin IL-17 gay ra biéu hién RANKL va kich thich hity xuong tién trién va
rdt quan trong d6i v6i bénh sinh RA ¢ ngudi va trong cac mo hinh dong vt thi nghiém
voi viem khop do collagen (CIA). Sau khi kham pha té bao Th17, co ché cam Gng phu
thudc RANKL ctia cac nguyén bao xuong thong qua cac té bao Th17 trong RA da rat
r0 rang.

Ca RA va CIA déu dic trung boi viém khép man tinh qua yéu td trung gian IL-
22 duoc san xuét boi Th17, kich thich cac nguyén bao sgi hoat dich gay ra su ting sinh
té bao va bai tiét cac cytokin gdy viém khoi dau cua qua trinh tao xwong. Hon nira, IL-

6 duoc san xuit bi nguyén bao s¢i dap tmg véi IL-17 ¢6 ngudn gbc tir té bao dai thuc
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bao gy viém va kich thich mé hoat dich mdt cach tu dong, do d6 IL-17 duy tri chu ky

viém thong qua hoat dong cla cytokin.

Dé thtr nghiém hoat tinh khang viém cia hon hop bot chiét thu duogc tr Vi du 1,
tién hanh thtr nghiém trén md hinh dong vat 1a chudt bi gay viém khop bdi collagen

(CIA).

Chuot cai DBA/1J, tir 8 dén 12 tudn tudi dugc cung cap bdi hang Biogem
SCARL (Ariano Irpino, Italia). Chuot C57BL/6 va chudot DBA/1J cai bd sung dugc
cung cap béi Charles River (Wilmington, MA, Hoa Ky) va dugc dat trong co s nudi
dong vat ctia Dai hoc Perugia, Ttalia. Mo hinh dong vat bi viém khép (CIA) duoc tao
ra bang cach tiém chung qua da voi mdi con chudt thtr nghiém voéi collagen II
(collagen dugc cung cép boi Sigma, C9301-5MG, Lo # 016M4158V; St. Louis, MO,
Hoa K3) dugc nhil hoa hoan toan trong ta dugc Freund (Sigma, F5881-10ML vao
ngay 1 véi lugng 50 pl/con chudt va collagen duoc nhil hoa hoan toan trong ta dugc
Freund khong hoan chinh (Sigma, F5506-10ML, L6 # SLBL9742V), vao ngay 31 véi
lugng 50 pl./con chudt dé gay viém khép.

Nhom thtr nghiém (TN) bao gdm 15 con chudt (mdi nhom 5 con chudt), nhom
ddi chung am (DC1) 1a chudt khoe manh, khong duoc giy viém khép. Nhom d6i
chimg duong (DC2) 1a nhém chudt dugc gdy viém khop, nhung khong dugc diéu tri.
Nhom ching ngua bao gdm 12 con chudt (4 con chu¢t/nhom) da duoc chung ngtra va

duoc st dung dé 1ap ho so bicu hién gen v6i cac nhom DC va nhém TN .

Hop chét thir nghiém (ATP) bao gdm hdn hop thu duge tir TN2 ctia Vidu 1 duge
pha vé1 nuéce cAt v6i ndng do 250ug/ml. Péi véi nghién clru in vitro, hon hop thu dugc
to Vi du 1 duoc pha trong nudce cit vo trung khir ion va loc toan bd dich bé’mg bo loc
0,22um trude khi st dung. Chudt duge udng voi lugng 4ml/ngay cho nhom thir
nghiém (TN).

S6 liéu thu dugce danh gid y nghia thdng ké bang céch st dung phin mém Mann-
Whitney U-test hodc Student’s #-test. Su khac biét duoc coi la c6 y nghia thong ké theo
céc tiéu chi sau: * p <0,05; * p <0,01; *xx p <0,001.

Déanh gid md hoc bang cach g khdp gbi clia chudt, ¢d dinh trong 10% (v/v)

chinh thtrc trong 24 gio, dugc khir keo trong axit trichloroacetic 5% (v/v) trong 7 ngay,
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khttr nudc, nhing parafin, chia thanh phan day 3 dén 4 pm, va nhudém bang

hematoxylin va eosin.

Pénh gia hd so bidu hién gen tu mién bang cach thyc hién phan g mang PCR
phan tng viém Qiagen va phan ung tu mién RT2 Profiler PCR dugc sir dung theo
huéng dn ciia nha san xuét (Valencia, CA, Hoa Ky). Cu thé, viec chuyén d6i mARN
thr nghiém sang cADN chudi dau tién da duogc thuc hién bang kit phién méd nguoc
Quantitect. RT-PCR dugc thuc hién bing thiét bi ABI-7300 Real-Time Cycler
(AppliedBiosystems, Foster City, CA, United States) va khuéch dai bang phan tich
TagMan (Mm00439618 d6i v6i IL-17a, Mm04209823 dbi véi 1L-22, Mm01261022
61 v6i RORC, Mm00438864 dbi véi FasL, va Mm00434256 d6i v6i IL-2 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, Hoa Ky). Phuong phap AACt duoc st dung dé dnh
gia muc biéu hién cta IL-17a, IL-22, [L-2, FasL va RORC.

+ Ddnh gid mé hinh viém khop

Cam (mg viém khép duge tinh theo céc tiéu chi danh gia véi thang diém tir 1 dén
4. Bét diu tir ngay 32, cac d4u hiéu viém khép xuét hién, voi diém sd tr 1 dén 2. Su
phét trién viém khép tré nén rd rang hon vao ngay 43, v6i diém s6 tir 1 dén 4. Qua
trinh theo d&i cho thay s6 viém khop ting ro rét 6 nhom DC2 (nhoém ddi chimg duong,
khong duoc didu tri bing ATP) do CIA gdy ra so v6i nhém DC1 (nhém chudt binh
thuong) (Hinh 2A). Ddng thoi v6i sy phat tricn cta CIA, phat hién thdy cac du hiéu
lam sang gdy dau, nhung khong anh hudng dén dong vat. Kéo dai thoi gian thu
nghiém, nhém (PC2) tré nén it hoat dong hon. Hinh 2B trinh bay diém s6 viem khop
trung binh cua nhitng con chudt thi nghiém tur khoi phat CIA (ngay 32). Vao ngay 46,
didm s6 khéc biét ddng k& gifra DC2 v6i TN (ngay 1) va TN (ngay 44) (p <0,001 va p
<0,05, twong tng), giam khoang 50% diém so véi chudt khong dugce diéu tri (BC2).
Mic du sy phat trién viém khép tré nén rd rét & nhom DC2, nhung viéc st dung ATP
tlr ngay 1 hodc tir ngay 43 da lam giam dang ké tién trién ctia CIA khi dugc danh gid
bdi phu khép.

Két qua mé hoc dugc thé hién trén Hinh 3 cho thdy ¢6 su khic biét lon vé md
hoc giita nhom chudt DC1 va PC2. V6i nhom DCL, sun con nguyén ven va min mang,
va khong xudt hién vét thAm nhiém do viém. Nhom DC2, chudt CIA, cho théy sun

cosu thay doi v6i nhiéu hoc ¢ thé nhin thay va xudt hién vét thAm nhiém viém cap.
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V6i nhéom TN (ngay 1) duge stt dung ATP ngay tur ngay dau, cho thay sun van con
nguyén ven va min mang nhu & nhém DC1 va chi quan sat thiy tinh trang viém nhe. 0
nhém TN (ngay 43), chudt duoc st dung ATP dé diéu tri CIA cho thiy sun da bi thay
dbi tuong ty nhu chudt khong duoc diéu tri cua CIA, nhung tham nhiém viém da
giam. Do do, viéc st dung ATP da ngan ngua CIA néu duoc dua ra trude khi xudt hién
céc dAu hiéu 14m sang va han ché tién trién cta CIA sau khi phat trién viém khop, mic

du cac hop chéit nay khong dao nguoc ton thuong sun lién quan dén CIA.
+ Pdnh gid sw diéu hoa biéu hién mARN

Hd so biéu hién cla cac gen lién quan dén bénh ty mién dugc tao ra tr mARN
duoc chiét xudt tir cac khop cua chudt BC2 va TN (ngay 1) (Hinh 4A). Chiing t6i da
xé4c dinh dugce 29 gen duoc diéu chinh dang ké, bao gdm mot gen Cebpb (gen lién két
ma hoa CCAAT/protein ting cudng gen), voi biéu hién ting gip 3 1an khi duoc diéu
tri. 28 gen con lai dugc diéu chinh bao gdm nhitng gen ma héa 9 chemokin (CCL1,
CCL20, CCL22, CCL3, CCL4, CXCLI1, CXCL5 va CXCL9), 6 thu thé chemokin
(CCR1, CCR4, CCR7, CXCRI1, CXCR2, va CXCR4), 9interleukin va thu thé
interleukin(IL-10, IL-17a, IL-18, IL-1a, IL-1b, [L-1RN, IL-22, IL-23r, IL-6), 3 protein
lién quan dén té bao chét theo chuong trinh apoptosis (FasL, Ripk2, va TNFSF14) va
kininogen KNG1. Biéu hién ctia gen ma hoa IL-17 va IL-22 khong dugc phét hién
trong cac khop duoc didu tri va bidu hién CCL20 va IL-6 giam hon 10 1an (Hinh 4A).

Bén gen diéu hoalL-17, IL-22, CCL20 va IL-6 la ddng chu ¥ do chiinglién quan
dén su biét hoa va /hodc chuc ndng cua cac té bao Th17. Dac biét, cac cytokin tién
viém IL-17 va IL-22 thudng dugc sdn xudt boi cac té bao Th17 (Pelaia, G., Vatrella,
A., and Maselli, R. (2012). The potential of biologics for the treatment of asthma. Nat
Rev Drug Discov 11(12), 958-972) va CCL20 tang cuong di chuyén té bao Th17
(Kaneko, S., Kondo, Y., Yokosawa, M., Furuyama, K., Segawa, S., Tsuboi, H., et al.
(2018). The RORgammat-CCR6-CCL20 axis augments Th17 cells invasion into the
synovia of rheumatoid arthritis patients. Mod Rheumatol, 1-12). Nhitng hd so biéu
hién gen nay goi y cdc phan trng mién dich lién quan dén té bao Th17 trong cac khdp
cua chudt CIA.

+ Ddnh gid sw biéu hién cua cdce cytokine Thi7
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Két qua biéu hién gen cho thdy can danh gia thém biéu hién cua cac cytokin
Th17 va cac dau hiéu kich hoat té bao T trong cac hach kiém soéat va chuot thi nghiém
thong qua k¥ thuat RT-PCR. K ét qua do biéu hién gen ma hoa IL-17a, IL-22, IL-2 va
FasL duoc thé hién trén Hinh 5. Theo d6 cho thdy, IL-17a, TL-22, IL-2 va FasL la dau
hiéu kich hoat té bao T va chét theo chuong trinh. Hinh 5 cho thdy biéu hién ctia [L-17
bi tic ché dang ké & nhom TN, trong khi IL-2, IL-22 va FasL chi bi tre ché dang ké chi
& ngay 1 khi chudt duoc diéu tri. Cac mau biéu hién nay phan anh tac dung bao vé mot
phan ctia ATP ¢ chudt sau khi xuit hién céc du hidu CIA dugc quan sat trong phén

tich mo hoc.
+ Pdnh gid doc tinh lén Cytokine va Thl7

DPé xac dinh anh huéng cia ATP ¢ chuot DBA1J khoe manh (cung loai dong vat
duoc st dung cho thi nghiém CIA in vivo), dich pha hdn hop thtr nghiém duge st
dung cho chudt thir nghiém cungvai néng d6 duoge st dung cho céc thi nghiém CIA
néu trén. Sau 10 ngay, giét nhitng con chudt nay, thu hdi 14 lach, hach bach huyét va
céc té bao khép. ARN dugc chiét xuat dé phan tich thém. Khong c6 sy khac bi¢t ding
ké da duoc quan sat thay & cac nhom DC va nhom TN. Khong c6 su khéc biét dang ké
gifta s6 lugng té bao lach va hach bach huyét tr chuot dugce diu tri béng nudc hodc
ATP. Nhu dugc hién thi trong Hinh 6A, cdc phan tich RT-PCR cho théy khong c6 sy
khéc biét dang ké vé& biéu hién mARN cta IL-6, IL-17 hodc IL-22 ¢ lach, hach bach
huyét hodc té bao khép gitta cdc nhom dong vat. Twong tu, khong co su khac biét dang
ké nao duoc phat hién gitra nhom DC1 v6i nhom TN trong phén biét té bao T CD4 +
duoc phan lap voi té bao Th17, mic du da co nhiéu chuyén bién trong nhom TN (Hinh
6B). Do do6, khi ubng nuéc sic 1a chay trong 10 ngay khong lién quan dén bat ky su
khac biét dang ké nao so v6i 10 ngay ubng nudce, cho thdy ring thudc sic khong c6

doc tinh cip va khong gy tac dung phu nao khac ¢ chudt DBA1J khée manh.
+ Tdc dong in vitro lén té bao Thl7 phén cuc tir 1é bao lympho TCD4+

Pé xdc dinh kha ning tc ché té bao Th17 cua hdn hop thir nghiém, tién hanh
danh gia vai tro cua hdn hop thir nghiém dén su phat trién in vitro cla cac té bao Th17.
Té bao lympho T CD4 + dugc phén 1ap tir chudt va nudi cdy trong cac nhom sau:

(1) trong céc dia chéng dinh CD3 véi khang thé chéng CD28 dé kich thich kich
hoat té bao T (DC);
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(2) gibng nhu nhom 1 véi viée bd sung IL-6 va TGF -dé thiic ddy qua trinh biét
hoa véi céc t bao Th17 va bd sung céc khang thé don dong chéng IL-4 va chong IL-
12 (mAbs) dé ngan chin sy khéc biét v6i Thl va cac té bao Th2, tuong ung (Th17); va

(3) giéng nhur nhém 2 nhung ¢6 bd sung hop chit ATP (Th17-TN).

Bidu hién ciia IL-17, IL-22 va RORC, yéu t phién ma dac hiéu té bao Th17, khi
c6 hoic khong c6 ATP sau do duoc do bang k¥ thuat RT-PCR. Nhu duge hién thi
trong Hinh 7A, ATP da giam dang ké téng s6 & Th17 so v6i cac 0 trong cac 6 khong
duoc xt ly. Té bao phan cyc Thl7 da wuc ché thanh cong trong céac té bao d6i ching,
nhung khong phai trong céc té bao dugc xur ly, nhu dugc chi ra boi su G ché trung
gian cua IL-17 va RORC (Hinh 7B). Do do, ATP da tc ché su biét hoa trong dng

nghiém (in vitro) ciia céc té bao Th17 tir céc té bao T CD4 + lach.
+ Tdc dung hiép déng so véi maesopsin 4-O--D-glucopyranosit (TAT -2) tinh sach

Maesopsin 4-O-f-D-glucopyranosit dugc xac dinh la thanh phan hoat chit manh
cia 14 cdy chay (Pozzesi, N., Pierangeli, S., Vacca, C., Falchi, L., Pettorossi, V.,
Martelli, M.P., et al. (2011). Maesopsin 4-O-beta-D-glucoside, a natural compound
isolated from the leaves of Artocarpus tonkinensis, inhibits proliferation and up-
regulates HMOX1, SRXN1 and BCAS3 in acute myeloid leukemia. J Chemother
23(3), 150-157), tién hanh danh gid tdc dung cua chat maesopsin 4-0-5-D-
glucopyranosit dbi véi su biét hoa cia cac té bao Th17 tir té bao lympho T CD4 + da
duoc thtr nghiém. Bt ngo 1a, nhu duoc hién thi trong Hinh 6C, chét maesopsin 4-O-3-
D-glucopyranosit & néng do 0,01 va 0,001 mg/mL lam giam biéu hién IL-17 va
RORC, nhung van kém hon hdn hop theo giai phap hitu ich (AT) & ndng d6 0,01
mg/ml. Didu nay cho thdy, ngay ca véi ndng do6 maesopsin 4-O-f-D-glucopyranosit
0,1 mg/ml, hiéu qua tac dong lén Th17 & chudt dugc didu tri khong bang hdn hop theo
giai phap hitu ich (AT) & ndng do 0,0lmg/ml. Didu nay cho thdy, hdn hop thu duge

theo giai phap hitu ich ¢6 tic dung hiép ddng 1én té bao thir nghiém.

Tom lai, hd so biéu hién gen cho thdy chemokine CCL20 va cytokine lién quan
dén té bao Th17 IL-6, IL-17 va IL-22 bi gidm manh. Bang k¥ thuat real-time PCR da
xac nhan biéu hién IL-2, IL-17, IL-22 va FasL yéu di trong cac té bao hach bach huyét.

Céc chit nay con c6 tac dung tc ché su phan hoa ctacac té bao Th17 in vitro tr nhiing
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t& bao T & lach CD4, theo muc do cta IL-17 va RORC, mdt tac nhan phién ma dic

hiéu cua té bao Th17.

Két qua trén cho thay hon hop thu dugc tir Vi du 1 co thé (rc ché su biét hoa cua
céc t& bio Th17 in vitro. Nhu vay cic chit nay 1am giam dang ké cac ddu hiéu va triéu
chirng viém va kim ham sy phat trién cta té bao Th17, ddng thoi giam chirc nang cua
Th17. Hdn hop thtr nghiém cho théy tac dung khang viém tiém nang vuot troi trén co
s& diéu hoa gen khi so vdi hop chét maesopsin 4-O-4-D-glucopyranosit (TAT-2) tinh
khiét, mot hop chét duogc cho 1a ¢ hoat tinh khéng viém manh nhét duoc chiét xuét tur
14 cay chay, didu nay cho thdy hoat tinh hiép ddng vuot troi cla hdn hop thu dugc theo
giai phap hitu ich.

Ngoai ra, theo nghién cuu, nhiéu bénh nhan COVID-19 phét trién hoi chimg suy
ho hép cdp tinh bi gy ra boi virus corona ching méi (SARS-CoV-2) dan dén phu phoi
va suy phoi, tén thuong gan, tim va thdn. Méau ngoai vi cua mot bénh nhén mac
COVID-19 néng co s6 lwong té bao Th17 téng rit cao, cang ting nguy co bao cytokin
xuit hién & cin bénh nay. Ching ta quan sat thdy phan (mg manh v6i Th17 va chudi
phan trng sinh hod tang cuong lién quan dén IL-17 & bénh nhan nhiém MERS-CoV va
SARS-CoV, diéu nay gy ra cac tdn hai nghiém trong, gy tr vong & nhiéu bénh nhan.,
Céac hoat chét khang viém Gc ché lién quan dén viéc tc ché su biéu hién cta IL-17 ¢6

kha nang kim ham va giam thiéu duge cac tac dong lién quan dén dich bénh nay.

Piéu tha vi 1a co ché tac dung cua cac chét phenolic rat gidng véi co ché tac
dung cua thube Tocilizumab, mdt khang thé don dong chéng thu thé IL-6, dang dugc
thit nghiém 1am sang (Pha IIT) dé di€u tri bién ching & bénh nhin COVID-19 tai
Trung Qudc, Italia va mot s6 nudc khac. Nhu vay hon hop thu dugce theo gidi phap
hiru ichla rat 6 tiém nang dé phat trién thanh thuc phdm bao vé stc khoe hd tro tich
cure bénh viém phéi do virus, COVID -19 hu6ng t6i phat trién thanh thube, do 6 cling
co ché tac dung. Hon nita thudc theo co ché nay con ¢ tac dung dé diéu tri nhidu bénh

tuw mién, viém nhiém va céc bién chimg do virut khac.
Hiéu qua dat dugc cia gidi phap hiru ich

Quy trinh theo giai phap hitu ich cho phép chiét chon loc duoc cac chét phenolic
¢6 tac dung chong viém tur 14 cdy chay voi higu sudt cao, 1én téi 13,6% theo nguyén

licu kho. Diéu nay cho phép phat trién dugce nguon duoce liéu tor cac thanh phan thao
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duoc tu nhién véi gia thanh du sirc canh tranh voi ngudn tong hop. Ngoai ra, quy trinh
theo giai phép hitu ich st dung h¢ dung moi chiét voi nong do etanol thép, chi 10-20%
trong thoi gian 6 gio ¢ nhigt do 80-90°C cho phép chiét chon loc nhitng hop chat mong

muén, giam thiéu chi phi hoa chét, dong thoi tang dugc hiéu suét chiét.

Hdn hop phenolic thu dugc theo giai phap hiru ich trong thir nghiém lam sang da
chimg 6 ¢6 tac dung trc ché mién dich chon loc manh, hon ntra chi ue ché mién dich
gdy bénh ma khong anh huodng dén cac mién dich c6 loi cua co thé va khong co doc
tinh. Két qua thir nghiém trén dong vat bj viém khép do collagen cho thdy lam giam
dang ké chimg phu khop va tham nhiém viém, hon nita ngdn nglra dugc ton thuong
sun. Diéu ndy mé ra mot hudng phat trién thudc diéu tri viém trén co s& diéu hoa gen
mot cach an toan va hi€p dong vuot troi. Pang chu y la hon hop phenolic theo giai
phép hiru ich ¢6 kha nang diéu hoa biéu hién 28 gen, bon trong sb d6 ma hoa protein
lién quan dén sy phét trién va chic nang cta té bao Th-17 (IL-6, IL-17, IL-22 va
CCL20) va dong gop gian tiép vao bénh hoc RA. Cu the, cic té bao Th17 biét hoa
trong cac co quan bach huyét dudi su kich thich ctia IL-6 va TGF- 5 va sau do san xuat
IL-17 va IL-22.

Ngoai ra cac té bao Th17 di chuyén dén céc khép do hoat dong hoa hoc ctia CCL
20. IL-6 cling Grc ché su biét hoa cla cac t& bao diéu hoa T dugc san Xuat trong tuyén
{ic va c4c hach bach huyét ngoai vi dé bao vé chdng ty mién ma khong anh hudng dén
céc phan tng mién dich cia co thé. Hd so biéu hién gen cho thdy chemokine CCL20
va cytokine lién quan dén té bao Th17, IL-6, IL-17 va IL-22 bi giam manh. Bang k¥
thuat (real-time PCR: RT-PCR) da xac nhan biéu hién IL-2, IL-17, IL-22 va FasL yéu
di trong cac té bao hach bach huyét (FasL in lymph node cells). Dong thoi cling e ché
su phén cyc cua cac t& bao Th17 in vitro tir cac té bao lach CD4 T. Day 1a huéng moi

cho phép can thi¢p chon loc cac té bao gay bénh trong nhiéu bénh tw mién.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh chiét hdn hop phenolic ¢6 hoat tinh khang viém tir 1a cdy chay Artocarpus

tonkinensis Cheval. ex Gagnep., trong d6 quy trinh nay bao g6m cac budce:

a) chudn bi nguyén lidu bang cach thu gom 14 cy chay, loai bo tap chét va sdy & nhiét
d6 ndm trong khoang tir 45 dén 50°C dén kho gion, sau d6 xay nhé qua ¢¥ sang Smm

thu dugc bot 14 cdy chay c6 do 4m khoang 10%;

b) chiét nguyén lidu bing cach tién hanh chiét bot 1a cdy chay trong dung moéi etanol
ndng do tir 10 dén 20% theo ty 1& bot 14 chay:dung mdi 1a 1:3 (khdi lugng/thé tich)
trong 6 gio, trong diéu kién chiét sidu dm véi tin s6 tir 30 kHz dén 50 kHz & nhiét do
nim trong khoang tir 80 dén 90°C, sau khi loc ba, cd loai dung mdi trong diéu kién ap
sudt ndm trong khoang tir 6500 dén 8000 Pa & nhiét do nam trong khoang tir 80 dén
90°C dén khi con 1/3 thé tich, thu dugc dich chiét dang 16ng;

¢) chiét phan bd bang n-hexan bing cach bd sung n-hexan vao dich chiét theo ty 1¢
dich chiét:n-hexan 1a 3:1 (thé tich/thé tich) va khudy déu trong 10 phit dé loai cac chat
tan trong n-hexan, 1ap lai qua trinh chiét nay 2 lan, thu phan doan nudc;

d) tinh ché so bd hdn hop phenolic bang cich dua phan doan nudc sau khi chiét phan
b bang n-hexan qua cOt trao ddi ion véi dung dich rira giai lan luot 1a nudc,
nude/metanol ty 18 1:1 (thé tich/thé tich) va metanol 100% dé thu phan doan
nudce/metanol ty 1€ 1:1, sau khi loai bé dung moi, thu duogc ph@m bot min mau nau; va
¢) thu hdn hop phenolic ¢6 hoat tinh khang viém bang cach chuyén phan bot thu duoc
1én cot gel Sephadex LH-20 v6i dung méi rira 1a etanol, phan dich sau khi loc duge cd
loai dung méi dudi ap sudt giam, thu duoc hdn hop phenolic mau vang nau, mui thom
bao gdm catechin (1) tir 115 dén 155 pg/g, alphitonin 4-O-p-D-glucopyranosit (2) tir
360 dén 380 pg/g, maesopsin 4-O-p-D-glucopyranosit (3) tir 305 dén 330 pelg,
quercetin 3-O-glucopyranosit (4) tir 20 dén 30 pg/g, kaempferol 3-O-glucopyranosit
(5) tir 100 dén 115 pg/g, quercetin (6) tir 10 dén 15 pg/g va kaempferol (7) tir 7 dén 10
He/g.

2. Hon hop phenolic ¢6 hoat tinh khang viém thu dugc tir quy trinh theo diém 1, trong

d6 hdn hop nay bao gdm catechin (1), alphitonin 4-O-p-D-glucopyranosit (2),
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maesopsin 4-O-f-D-glucopyranosit (3), quercetin 3-O-glucopyranosit (4), kaempferol
3-O-glucopyranosit (5), quercetin (6) va kaempferol (7) sau:
OH
OH

4: R' = B-gluc, R?Z=OH
5:R!= g-gluc, R2=H
6:R' =H, R?=0H
7.R'=H,R*=H

OH
H

2: R
3:R
trong do6 catechin (1) tur 115 dén 155 pg/g, alphitonin 4-O-p-D-glucopyranosit (2) tur
360 dén 380 pg/g, maesopsin 4-0-p-D-glucopyranosit (3) tur 305 dén 330 pglg,
quercetin 3-O-glucopyranosit (4) tir 20 dén 30 pg/g, kaempferol 3-O-glucopyranosit
(5) tir 100 dén 115 pg/g, quercetin (6) tir 10 dén 15 pg/g va kaempferol (7) tir 7 dén 10
Hg/g.
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Su biéu hién mARN

Negudngphat hién|

Piéu hoa dwong

Cebpb

CCAT/chdt tang cwomg gdn két protein

Piéu hoa Am

Cecll, Ccl20, Ccl22, Ccl3, Ccl4, CCI5, Cxcll, Cxcl15, Cxcl19

Chemokin

Cerl, Cer4, Ccr7, Cxcrl, Cxer2, Cxcr4

Thu thé chemokin

1110, 1117a, 1118, I111a, I111b, [11m, 1122, 1123r, 116

Interleukin va thu thé interleukin

Fasl, Tnfsf14

Siéu ho TNF

Kngl

Kininogen

Ripk2

Thy thé-serin can thiép-treonin kinaza
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