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(57) Séang ché dé cap dén hdn hop hodc ché pham, tt hon 1a ¢ hoat tinh diéu tri bénh qua

duong khu tru, chua:

- it nhat mot mudi kim loai, kim loai ndy dwge chon tir nhém bao gdm molypden (Mo),

vonfram (W), vanadi (V), vang (Au), ddy lantanoit, cu thé 1a lantan;

- it nhat mot chat cang hoa;

- it nhat mot ngudn chira gdc peroxit hoa;

- it nhat mot chat dém;

cung nhu dugc pham bao ché duoc bai hon hop nay hoac chira hdn hop nay, phuong phap

san xuat hon hop nay va st dung no, cu thé 1a dé dung trong phuong phap diéu tri bénh

bénh nhiém virut, va cu thé 1a ké ca virut thudc ho Herpesviridae; hoac diéu tri bénh khang

viém.
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Linh vie k§ thuat dwoe dé cip

Sang ché dé cap dén hdn hop c6 hoat tinh ding trong diéu tri bénh, hdn hop nay

chira peroxometalat, vi du, nhu peroxomolybdat va/hodc, vi du, nhu peroxolanthanat.

Cu thé, sang ché @ cap dén hdn hop c6 hoat tinh ding dé phong va chira bénh
nhiém Herpesviridae va cu thé 13, bénh nhiém ecpet Herpes simplex 1 (HSV-1 hodc
HHV-1) va Herpes simplex 2 (HSV-2 hodc HHV-2). Sang ché ciing d& cap dén dugc
pham chira hdn hop c6 hoat tinh nay, phuong phép bao ché ciing nhu tmg dung né, cu
thé 13 trong linh vuc diéu tri bénh.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Trong sb cac ngudn lay nhiém bénh, ngoai mirc do trdm trong dé thay dbi theo
kiéu cua chung, cac bénh do virut gdy ra c6 thé khién cho bénh nhan tir vong, va cé ty
16 bénh tat rat that thuong tiy thude vao quin thé va thoi gian, hién 13 vin d& nghiém
trong trong diéu tri bénh. Tac nhan giy bénh nay can st dung qua trinh chuyén hoa va
cac thanh phin cia t& bao vat chi nhan 1én, do dé rét khé didu tri tich oy triét dé mo

khée manh lién quan t61 mé da nhiém virut, hoic ngay ca khi diéu tri dé phong bénh.

Trong s6 cac bénh nhiém virut c6 thé anh huéng téi con ngudi, bénh nhiém
Herpesviridae 13 bénh dich dia phuong phd bién, c6 kha nang liy nhiém cao. Ho virut
nay chira ADN céu thanh béi tdm loai virut. Trong sb d6, HHV-1 hozc HSV-1 va
HHV-2 hodc HSV-2 lién quan t&i bénh nhiém ecpet & khoang miéng-mdi va 4m dao-

hau mon.

Toan b6 virut ecpet déu cd dac tinh vé cau tric protein va bo gen trén 1am sang

nhu tinh tiém tang, kha ning tai phat hodc kha ning hoat héa qua trinh phan giai.
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Tuong tu nhu ddi véi toan bd cac bénh nhidm virut, cac phuong phép tri lidu 1a phtrc
tap va thuong gap nhiéu han ché. Sang ché s& giai quyét duge van dé k§ thuat nay bao
gém viéc tao ra duoc phém cé tac dung' tri bénh nhiém virut, cu thé 13 bénh nhiém

virut ké ca Herpesviridae va cu thé 1a HSV-1 va HSV-2.

Bénh nhifm HSV-1 va HSV-2 1a bénh truyén nhiém rit nhanh (cha yéu 1a do
tiép xuc) va 1a bénh dich dia phuong (T chic Y té thé giéi - World Health
Organization (WHO), January 2016, "The virut herpes", ban ghi s6 400,

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs400/fr/4). Ngudn ldy bénh 1 ngudi, ma

khong phai bénh 14y tir dong vat sang ngudi bit ky hodc vat truyén bét ky. Ty 1& méc
bénh do nhiém HSV-1 lién quan t61 bénh nhiém ecpet & khoang miéng-moi, mot sb
dang ctia bénh ecpet & bd phén sinh duc va bénh viém mé méng do ecpet gay ra, thay
ddi tiry thude vao céac luc dia, phuong phap va kha ning chén doan bénh. Udc tinh nd
chiém trung binh khoang tir 84% dén 99% ca & chau Phi, tir 50% dén 100% ca & chiu
A, tir 65% dén 98% ca & chau Au va tir 57% dén 68% ca & Bic M§ mic bénh. Ty 1&
méc bénh do nhiém HSV-2, lién quan t6i bénh ecpet & bd phan sinh duc va hdu mon,
thay dé6i tiry thudc vao gi6i tinh, thanh phan xi héi hoc va déan tdc, do tudi va luc dia.
Vi du (theo: Trung tdm kiém soat va phong bénh (Centers for Disease Control and
Prevention - CDC), 2010, MMW R Morb Mortal Wkly Rep., 59(15):456-459), udc
tinh ty ké duong tinh huyét thanh & My trong d6 tudi tir 40 dén 49 13 32% & nit gi6i va

20% & nam gidi.

Xét vé ty 1¢ bénh tat, c6 thé thiy rang bénh nhiém HSV-1 va HSV-2 gy anh
hudng nhét dinh trén toan thé gidi. Thuc vay, hién chwa ¢ phuong phép diéu tri bénh
nao cho hidu qua hoan toan triét dé, xét vé viéc dung thudc khang virut qua dudng
miéng hay ngoai dudong tiéu hoa, cho dii d6 1a chat twong tu cta pyrophosphat
(foscarnet ching han), chit twong tu clia nucleosit khong c6 hoat tinh hay c6 hoat tinh
tai ché (tuong tu fiacitabin, vidarabin, aciclovir va tién duoc chit cta no valaciclovir
ching han) hoic ctia chét trc ché phitic hop enzym helicaza-primaza (pritelivir). Cac
thubc da néu gép phan vao viéc lam giam mirc d6 trdm trong va tin sudt xuét hién cua
cac triéu chimg nhung khéng diéu tri triét dé dugc bénh nhiém virut nay. Phd bién

nhit, do d6 hoa tan kém cta cic phan tir nay va cu thé 13 cic hop chit cua ho
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« ciclovir » (1,3 mg/mL trong nuée & 25°C dbi v6i aciclovir) cling nhu mirc dd hép
thu giéi han trong rudt cia chung (khoang 20% ddi vé6i aciclovir khi ding qua dudng

miéng), nén can dung liéu lién tiép cho bénh nhan.

Khong giéng nhu thudc dung khu tri cho mat, cac chat khang HSV duogc sir
dung ngoai da (nhu ciclofovir, ibacitabin, aciclovir chéng han) c6 hiéu qua 1am sang &

murc vira phai va khéng 6n dinh.

Hon nita, d4 xut hién cac dang khang virut Herpes simplex trong diéu tri bénh
thong thuong qua dudng miéng hodc ngoai dlib’ng tiéu héa. Chung cha yéu lién quan ”
t61 cac dot bién bo gen cia virut (Bacon‘T.H. et al, 2003, Clin. Microbiol. Rev., 16(1),
114-128; Biswas S. et al, 2008, Antiviral Res., 80(1), 81-85).

Ngoai mirc d 14y nhiém, chtimg dau va dién mao kho coi tai dién theo dinh ky
ctia bénh nhén trong qua trinh tai hoat héa virut, cic bénh nhiém virut nay cé thé tro
nén phirc tap do bénh 1y trdm trong va phirc tap cho dii con kha hiém gip, nhu bénh
viém n3o hodc bénh viém gidc mac do ecpet gy ra. Su lay nhiém tir ngudi me cla tré
m&i sinh ¢6 thé gdy chét 60% néu khong duge diéu tri. Bénh nhiém virut ecpet va su
phat trién cia chung c6 thé lién quan téi cac ngudn 1ay bénh khic do yéu t6 kim ham
mién dich (cam tng hodc bénh 1y) hozc su kim him mién dich cta bénh nhan nhu, vi
du, trong trudng hop cac bénh ung thu nhat dinh hodc sau khi cdy ghép. Bénh nhiém
HSV-2 13 mét trong sé cac bénh nhidm virut thuong gap nhat (chiém 60% dén 90%)
trong sb nhimg nguodi mang virut HIV. Nguy co nhiém HIV méi sé nhan 1én gép ba
khi d& nhiém HSV-2. Ngudi mang mam bénh ctia hai bénh nhiém virut nay s& c6 nguy

co 14y truyén HIV cao hon.
Ban chét k§ thuét ciia sang ché

Do d6, muc dich cua sang ché 1a nham giai quyét van de k¥ thuét bao gébm viéc

d& xuét phuong phép bao ché dugc phdm nhu vay.

Muc dich cta sang ché cling nham giai quyét van dé k¥ thuat bao gdm viéc dé

xuét drge phdm ma c6 thé duge chép nhan dé dung khu tru.
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Muc dich cia sang ché cling nhim giai quyét duoc vAn dé ky thuat bao goém

viéc dé xuat dugc pham dé hoa tan trong cac dung moi ua nude.

Muc dich cta sang ché con nham giai quyet van de k¥ thuat bao gom viéc dé

xuét dugc phim ma c6 hoat tinh trong qua trinh di qua biéu bi.

Muc dich cta sang ché con nham giai quyet van dé k¥ thuit bao gébm viéc dé

xudt duge pham ma duoc khtr hoat tinh trong qua trinh di qua da.

Muc dich cta sang ché con nham giai quyét van dé k¥ thuat bao gém viéc dé

xudt dugc phdm, pha sinh hoc ciia ching dugc phan céach va thu dugec.

Muc dich cta sang ché con nham giadi quyét van dé ky thuat bao gébm viéc dé

xuét duge phém ma su sinh kha dung ctia chiing dat duoc t51 thiéu.

Muc dich cta sang ché con nham giai quyét van dé k¥ thuat bao gdm viéc dé

xuat dugc phAm ma cé tac dung chong su sao chép cua virut, va cu thé 1a HSV.

Muc dich cta sang ché con nham giai quyet van dé k¥ thuat bao gdm viéc dé
xuat dugc pham ma c6 doc tinh té bao cao doi véi cac té bao da nhiém virut, va cu thé

la HSV.

Muc dich cta sang ché con nham gidi quyét van de k¥ thuat bao gom viéc dé

xuat dugc phdm ma c6 doc tinh t€ bao rat nhd ddi véi céac té bao khée manh.

Muc dich cta sang ché con nhidm giai quyét van de k¥ thuét bao gom viéc dé

xuét duoc phdm ma cé hidu qua phong bénh va cu thé 1a dbi véi HSV.

Muc dich ciia sang ché con nhim giai quyét van @ k¥ thuat bao gbdm viée @&
xuét dugc phém ma cé hiéu qua phong bénh, dic biét 1a trong pha béo trude cua bénh

nhidm virut va cu thé 13 virut HSV.

Muc dich ctia sang ché con nhim giai quyét van dé k¥ thuat bao gbm viée dé
xuit dugc phdm ma c6 hiéu qua phong bénh dic biét 1a bing cach rat ngin pha cép
tinh va cu thé 1a déi véi HSV.
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Muc dich cua sang ché con nham gidi quyét van dé k¥ thuat bao gom viéc dé
xuat dugc pham ma cé thé ngin ngira hodc han ché duoc qué trinh nhiém virut va cu

thé 1a ddi v6i qua trinh nhiém virut HSV.

Muc dich ctia sang ché con nhim giai quyét vin dé k§ thuét bao gdm viéc dé
xuit duge phdm ma c6 d6 6n dinh tét trong qua trinh bao quan & nhiét do trong phong
va nhiét 46 t6i da 1a 45°C.

M6 ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 thé hién su thay ddi ctia thé oxy héa khir va ndng d6 H,0, trong qué trinh
diéu ché hdn hop 1.

Fig. 2 minh hoa toan dd Fe** duoc st dung dé thu nghiém hiéu qué oxy héa khir
ctia hdn hop 1.

Fig. 3 minh hoa hiéu qua oxy héa khir ctia hdn hop 1 & cac ndng d6 khéc nhau
ctia n6 (d6 hap thu quercetin bai Fe(IIl) trong mdi trudng huyét tuong cua ngudi sau

khi tiép xtic (2 phut) v6i hdn hop 1 (tinh theo nM MoO,%).

Fig. 4 minh hoa to4n db thé hién hiéu qua oxy héa khir ctia hén hop 1 & cac

nong do khac nhau sau do.

Fig. 5 minh hoa su 4nh huéng ctia hdn hop 1 véi néng dd khac nhau cia
MoO4> d6i vé6i su san xuat Fe*'tai ché & huyét tuong ciia ngudi, i) c¢6 ngudn gde tir
phitc chat transferin-Fe*"sau khi tiép xtic v6i ché phim, ii) & trang thai cén bang

Fe**/Fe’* va, iii) & trang thai oxy hoa quercetin.

Fig. 6 minh hoa su san xuét interleukin-6 (IL-6) trong dich ndi trén bé mat cla
mai truong nudi cdy cia da sinh thiét nguoi khong gy bénh (2 phut) duoc kich thich
b&i hon hop 1 (24,3 pM hoat chét) hozc NaCl (100mM) 1am d6i chimg. (D1-5: vét cho
1 d&én 5, B1 hoic 2: sinh thiét 1 hoic 2).
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Fig. 7 minh hoa kha ning san xuét trung binh & 6h va 24h sau khi tiép xuc véi
interleukin-6 (IL-6) trong dich ndi trén bé mat ctia moi trudng nudi cdy cia da sinh
thiét ciia ngudi duge kich thich khong gy bénh (2 phut) boi hdn hop 1 (24,3 uM hoat
chét) hozc NaCl (100mM) 1am ddi chtng.

Fig. 8 thé hién hiéu qua cta thé oxy hoéa khir ctia hén hop 1 va hdn hop 2 & cac
ndng d6 khac nhau (d6 hap thu quercetin boi Fe(III) trong méi truong huyét twong cia
ngudi sau khi tiép xtc (2 phat) v6i hdn hop 1 (tinh theo nM MoO4>) hoic v6i hén hop
2 (tinh theo nM La(MoO4)").

MBS ta chi tiét sang ché

Céc tac gia sang ché d3 phat hién ra c6 thé giai quyét dugc cac van dé k¥ thuat
néu trén bang cach tao ra hén hop dugc phém hodc ¢6 hoat tinh diéu tri chtra it nhat

mot peroxometalat.

«Dugc tinh» trén thuc té co nghia la hén hop hoéc ché phém ¢6 hoat tinh co loi

nam trong pham vi diéu tri bénh.

Thuat ngit « hdn hop » duge ding dé chi ché pham va khong han ché viéc dé
cap dén phuong phap didu ché hoic san xuit ché phim cu thé. Thuat ngir « hdn hop »
trong ban mo ta nay dua ra cach phan biét dé dang hon gitra quan diém vé ngfr nghia
ctia « hdn hop » véi « ché phém », vi du, cu thé 13 khi « hdn hop » dugc hop nhét
thanh « ché phdm » bao gém céc thanh phan khéc.

Theo khia canh thir nhét, sang ché dé cap cu thé hon dén ché phém hoic hén
hop, tot hon 12 ¢6 hoat tinh diéu tri bénh khi ding khu trd, chira:

- it nhat mot mubi kim loai, kim loai nay dugc chon tir nhém bao gdbm molypden

(Mo), vonfram (W), vanadi (V), vang (Au), ddy lantanoit, cu thé 13 lantan;
- it nh4t mot chét cang héa;
- it nhit mot ngudn chira gbc peroxit hoa;
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- it nhit mot chét dém.

C6 1oi, néu sang ché dé xuit ché phém hodc hén hop, tdt hon 14 ¢6 hoat tinh

diéu tri bénh khi dung khu tra, chtra:

- it nhAt mot mudi kim loai, kim loai nay duge chon tr molypden (Mo),

vonfram (W), vanadi (V), vang (Au), day lantanoit, cu thé 13 lantan;
- {t nhit mot chét cang hoa;
- {t nhat mot ngudn chira gbc peroxit héa;
- {t nhAt mot chat dém;

- t6t hon, néu hdn hop hodc ché pham nay cb thé oxy héa khir ndm trong
khoang tir 250 dén 550 mV, va t6t hon 14 nam trong khoang tir 300 dén 450 mV va tét
hon nira 13 ndm trong khoang tir 300 dén 420 mV.

C6 loi, néu hdn hop theo sang ché c6 kha nang bao ché thude, va cu thé hon 1a

thuéc én dinh va c6 hoat tinh dung tai chd.

Hén hop theo sang ché ton tai & dang cén bang clia cac hop chét néu trén theo
cach ¢6 loi dé tao ra phirc chét peroxit kim loai bao gém cac mubi cia nd. Khong bi
rang budc boi gia thuyét bét ky, céc tac gia sang ché cho ring hdn hop theo sang ché
c¢6 kha ning tao ra cdu truc siéu phan tr & dang mang tinh thé & trang thai 6n dinh
khéng vinh ctru, ma cé kha néng tao ra ¢ muc ngoai té bao va 1a chét xuc tac tai chd
cho cac phan ung tuong ty Fenton va Haber-Weiss. Cac phan g nay dwoc goi la
« twong tu » khi chiing xay ra do kim loai ctia hdn hgp theo sang ché hoic kim loai
khac ma khong phai 13 sit giy ra. Mot phan chat phan tmg d3 duogc tao ra tuy ¥ boi

hoat chét thdm vao té bao, va c¢6 loi hon 1a té bao di nhiém virut.

Theo phuong an khéc, ché phém bao gém mot vai mudi kim loai, kim loai nay
dugce chon tir molypden (Mo), vonfram (W), vanadi (V), vang (Au), day lantanoit, cu

thé 13 lantan.
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Tuy thudc vao phuong phap san xuét, mubi kim loai 1d mudi molypden hoic

mudi cia molypden.

Theo phwong phap san xuit, mudi kim loai 14 mudi lantanoit hoic ciia diy

lantanoit.

Theo phuong phap san xuét, mudi kim loai 13 hdn hop chira mudi molypden va

muoi lantanoit.

C6 loi, néu séng ché dé xuét ché phém hodc hén hop, t8t hon 14 ¢6 hoat tinh

diéu tri bénh khi dung khu tra, chira:

- it nhat mo6t mubi molypden (Mo), tuy ¥ két hop vdi it nhat mot mudi cia kim

loai dugce chon tir vonfram (W), vanadi (V), vang (Au), ddy lantanoit, cu thé 13 lantan;
- it nhat mot chét cang hoa;
- it nhat m6t ngudn chtra gde peroxit hoa;
- it nhat mot chat dém;

- t6t hon, néu hdn hop hodc ché phim nay cé thé oxy héa khir nam trong
khoang tir 250 dén 550 mV, va t6t hon 14 nam trong khoang tir 300 dén 450 mV va t6t
hon nita 13 ndm trong khoang tir 300 dén 420 mV.

T6t hon, néu muoi kim loai ¢ médt & dang (céc) oxit hodc (cac) peroxit trong
hdn hop. C6 lgi, néu cac oxit kim loai ctia hdn hop theo sdng ché c6 kha ning tao ra

hop chéit trung gian 13 axit kim loai, va cu thé hon 13 axit Lewis.

Theo céach khac, hop chét kim loai dugc wu tién d6i véi trang thai oxy hoa kim
loai tuong hop véi phén ing “tuong tu” Fenton-Haber-Weiss va Fenton-Haber-Weiss
(phan tmg oxy héa khir ctia cac ion kim loai khac nhu sit, ma trong trudng hop d6 1a
phan tng cang héa) chua én dinh, tirc 13, phan 16n cac kim loai chuyén tiép va cu thé

13 Mo(VI), W(IV) dén (VI), V(II) dén (V), Au(l) d&én (III).
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Theo cach khac, hop chat diy lantanoit duge wu tién ma c6 thé tao ra sesquioxit
dang LnO;, dbi v6i trang thai oxy hoa tuong hop véi phan tng « turong tw » Fenton-
Haber-Weiss va Fenton-Haber-Weiss chua 6n dinh va dic biét 1a La(III), Ce(III) va
(IV), Nd(III) va (IV), Sm(IIT) va (IV), GA(IV).

C6 1o, néu kim loai cia metalat hodc lanthanat c¢6 hoa tri ti da.

C6 1oi, néu kim loai hodc day lantanoit dugce oxy hoa thanh dang c¢6 mirc oxy

héa toi da.

Theo phuong an dugc uu tién khac, mubi kim loai 1&a mubi molypden. Do do,
theo cach khac, mudi kim loai 12 mudi molypden. Pic biét tot hon, néu hén hop theo
sang ché chira natri molybdat. Theo sang ché, viéc sir dung mudi molypden 13 dugc uu
tién, trong d6 héa tri cia molypden & mirc VI. C6 1o, néu mudi nay cé kha ning tao ra
do én dinh dang ké cho hdn hop chira cac thanh phﬁn. Hon nita, molypden, dic biét 1a
¢ dang mudi va vi du & dang mudi natri, c6 hoa tri hoat dong cua chung (VI), ai luc
dién t¥ tuong hop cta no, doc tinh té bao rat thép cua nd, kha nang phan tng Fenton-

Haber-Weiss cia no cé thé 1a « twong tu », 1a dugc dac biét uu tién.

Theo cach khac,mudi kim loai da duoc tao ra chira peroxometalat, va cu thé hon

1a ¢6 thé duoc tim thiy & dang trung gian hydro-peroxometalat.

C6 101, néu mudi molypden duoc wu tién chira don vi peroxo hodc hydroperoxo.
C6 loi hon nita néu, hoat chét c6 kiéu MoO,* hodc dang hydro-peroxo ctia n6 (xem
Oyerinde Oyeyemi F. et al., Solution structure of axit molybdic from Raman
spectroscopy and DFT analysis, Inorganica Chimica Acta 361 (2008) 1000-1007.
Doi:10.1016/.ica.2007.06.025), vi du, phirc chét trung gian c¢6 cong thic dang
Na,[Mo,O¢(cang héa)].10H,0 trong hon hop theo sang ché.

Theo cach khéc, kim loai va mudi ctia né 1a day lantanoit hodc mudi ctia no.

Theo cach khac, mubi kim loai d& dugc tao ra chta peroxolanthanat, va cu thé
hon 13 c6 thé van dugc tim thdy & dang trung gian hydro-peroxolanthanat. Vi du, n6 ¢6
thé van duoc tim thidy & dang phirc chét trung gian c¢é cong thic NaLn(cang

-10-



34115

héa).xH,0,.yH,O (véi x va y tuy thudc vao kiéu diy lantanoit (Ln) duoc st dung
trong hdn hop theo sang ché.

C6 loi, néu molypden va mubi lantanoit, va cu thé hon 1 lantan, t&t hon 1a don
vi peroxo hodc hydroperoxo (xem Suponitskiy, Y.L., Proshina, O.P., Dyunin, A.G. et
al. Thermodynamic properties of lantan Molybdates, Russ. J. Phys. Chem. (2016)
90:267. Required: 10.1134/S00360244160202031X).

C6 loi, néu viéc st dung mudi molypden c6 kha ndng han ché duoc doc tinh té
bao ctia hdn hop theo sang che, cu thé trén hong ciu va t€ bao lympho, biéu mo,

nguyén bao s¢i, nguyén bao xuong.

C6 loi, néu sir dung molypden & dang tu nhién lam dong yéu t§ enzym (nhu, vi

du, xanthin oxidaza, glyxeraldehyt-3-phosphat dehydrogenaza véi feredoxin, v. v...).

C6 1¢i, néu viéc str dung mudi lantan c6 kha nang han ché dugce doc tinh t€ bao

ctia hdn hop theo sang ché.

Theo phuong an dugce vu tién khac, kim loai ¢ dang hoat chét ctia n6 dong vai

trd 1am chét xuc tac dé san xuét cac chét hoat dong HO,', va tuy y 1a HO  va O;'.

Theo cich khac, hdn hop theo sang ché chira mudi kim loai véi lugng nim
trong khoang tir 0,1 dén 500 pM, va t6t hon 12 ndm trong khoang tir 1 dén 200 pM, va
con tdt hon nira 12 nim trong khoang tir 5 dén 150 pM.

Theo cach khac, hdn hop theo sang ché chira mudi kim loai ctia molypden véi
luong nim trong khoang tir 0,1 d&n 100 pM, va t6t hon 12 ndm trong khoang tir 1 dén
50 uM, va con t6t hon nira 1a nim trong khoang tir 5 dén 30 pM.

Theo céch khéac, hdn hop theo sang ché chira mubi kim loai cta lantan véi
lrong nim trong khoang tir 0,1 dén 100 pM, va t6t hon 1a ndm trong khoang tir 1 dén
50 uM, va con t6t hon nita 1a nim trong khoang tir 5 dén 30 pM.
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Thudt ngit «cac chat cang héa » (hodc « chét cang héa ») twong tng véi hop
chit hod hoc ¢6 kha ning tao ra phtic chét phéi tri &n dinh v&i mot hodic mot vai ion va
cu thé hon 12 vé6i cac dang ion ctia kim loai ¢6 mait trong ché phém. Kim loai c6 thé c6
mat & dang bt ky bao gdm & dang peroxit héa hodc hydroperoxit héa. Phirc chét nay

con duoc goi 1a « chelat ».

Chét cang héa c6 thé 1a thich hop cho hdn hop theo sang ché ¢6 loi dé lam chat
xuc tac ngoai bao, mdt mat tao ra tai chd cac géc hoat dong HO,'; ma phén 16n con la
0, va OH" va cho phép qua trinh cang hoéa gitta canxi va céc ion kim loai bao gbm cac
ion sat II (Fe(II) hoic Fe’) va céc ion st 11T (Fe(IIT) hozc Fe*") duoc gan két ngoai
bao hodc khong dirgc gan két. Qué trinh giai phéng cac chét phan tmg nay dat hiéu qua
hon do 4i luc cia cac chelat ddi véi cc ion ngoai bao Ca®* va Fe*'/Fe’" 1a dang ké.
Céc chelat nay 12 cac hop chat 6n dinh c6 mat trong hdn hop c6 hoat tinh dugc Iy theo
sang ché va ngoai viéc tham gia vao viéc san xuét wu tién géc HO,’, ¢6 hoat tinh duogc
1y hodc diéu tri cua hdn hop theo sang ché, dac biét 1a qua trinh cang hoa tai chd wu
tién clia c4c ion canxi va sit. Qua trinh cang héa tai chd ndy cé thé ciing cho phép xay
ra qué trinh diéu bién & mirc ngoai té bao clia dong canxi té bao, cu thé 1a mot mit gy
ra bai bénh nhiém virut, nhu vi du béi Herpesviridae, va mat khac bdi ting suét oxXy

héa do su cé mit cua cac goc hodc hgp chét peroxo.
C4 1oi, néu chat cang hé khong gy tham té bao va ¢ ngoai bao.

Theo phuong an dugce uu tién khic, chit cang héa 1am 6n dinh peroxo va cac
phirc chat hydro-peroxomolybdat duoc chira trong ché phim. Céc peroxo- va hydro-

peroxomolybdat nhu vay ¢o thé 12 loai (M0206)4+ va [M04012(Oz)2]4+.

C6 loi, néu theo cach khac, chit cang héa cho phép 1am 6n dinh béi qué trinh
cang héa hoat chét ion MoO42', & dang natri ctia nd c6 phén tr luong 1a 205,937 g/mol

hoac peroxomolybdat (vi du, & dang MoOg-BAPTAsz' va/hodc MoO3-EGTAH22').

Theo cach khac, hdn hop theo sang ché chira it nhét hai chét cang héa.
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C6 1oi, néu (cac) chét cang héa gin két boi lien két phéi tri ctia metalat duge

oxy héa hodc metalat dugc peroxit hoa trong dung dich.

Theo céch khéac, chat cang hoa tao ra phirc chét véi metalat duoc oxy héa hodc
metalat duoc peroxit héa dé tao ra phirc chét dime trung gian [Mo,O4(chét cang
héa)]4+.10H20 va/hodc dang peroxotetramolybdat(VI) [M04012(02)2]4+-Ch€it cang hoa,

khi muoi kim loai 1a mu6i molypden.

Theo cach khac, chit cang héa tao ra phirc chét v6i metalat dugc oxy héa hoic
metalat dugc peroxit hda dé tao ra phirc chét [W,04(chét cang héa)]*".8H,0, khi mudi

kim loai 1a mudi vonfram.

Theo cach khac, chat cang héa tao ra phuc chét véi lanthanat dugc oxy héa
hodc lanthanat dugc peroxit hoa dé tao ra dac biét phirc chét [La(Oz)-chét cang héa]*".

6H,O khi mubi lantanoit 1a mudbi lantan.

C6 loi, néu chét cang hoa 1a twong hop véi viée bat gilt trong khong gian cta
cac phtrc chéat duoc oxy hoa va/hodc duge peroxit héa cua metalat. Cy thé hon, kich
thude ciia « tdi » N---N cta n6 s& tach cac gbc carboxylic lién quan trong qué trinh
lién két phdi tri cling nhu sy glp nép trong khong gian cia chudi cacbon cua tui nay sé
trong hop theo cach cé l¢i véi viée bét gilt phuc chét kim loai trung gian, dac biét &
dang duoc oxy hoa peroxit hoa. Cé loi, néu chét cang hoa 1a twong hop vé6i viéc mang

dién tir cua metalat va véi cau truc obitan ngoai nguyén tir cia no.

Theo mot khia canh, (cac) chét cang hoa dugc chon tir cac polyaxit hitu co va
cdc cac mudi cha ching, dic biét 1a polyaxit amino-carboxylic. Thong thudng,
polyaxit amino-carboxylic chira mét hogc mot vai nguyén tr nito cia nhom chirc
amin, t6t hon 13 amin bac hai hodc bac ba g:"m két véi it nhat hai nhom axit carboxylic,

via cac nguyén tir, noi chung cacbon va tuy y nguyén tir oxy.

Theo cach khac, (cac) chit cang héa vi du c6 it nhat ba nhém phdi tri, tét hon la

cic nhom axit carboxylic, & ba dau cua (cac) phén tir tao ra (cac) chat cang hoa, cac
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nhém phdi tri ndy can duoc tach bang chudi gdm it nhit ba nguyén tir bao gdm it nhat

mot nguyén ¥ nito.

C6 loi, néu (cac) chét cang héa c6 nam nhom phéi tri, tt hon 14 cac nhém axit
carboxylic, & nam ddu cta (cac) phan tir tao ra (cac) chit cang héa, cac nhém phéi tri
ndy can duogc tich boi chudi gdm it nhét su nguyén tir va t6t hon 1a chin nguyén ti,
bao gdbm mot nguyén tir nito va tét hon 13 hai nguyén tir nito dugc tach bang it nhit hai

nguyeén tir.

Theo céch khéc, (cac) chét cang héa c6 bén nhom phdi tri, t6t hon 14 cac nhom -
axit carboxylic, & bon dau cia (cac) phan tir tao ra (cac) chét cang héa, cac nhém phbi
tri ndy can duoc tach bdi chudi gdm it nhit sdu nguyén tir va t6t hon 13 mudi hai

nguyén tir, bao gdm hai nguyén tir nito dwoc tach bang it nhét tam nguyén tir.

Theo cach khéac, cac nguyén tir tach cdc nhom phdi tri nay va/hoic nguyén tir
nito ctia (cac) chat cang héa duoc chon tir nguyén tir cacbon, nito va oxy. Mot sb
nguyén tir tich cdc nhom phdi tri ndy va/hodc nguyén tir nito ciia (cac) chit cang héa
c6 thé bao gdm trong mdt hoic mdt vai vong nguyén tir giéng hodc khac nhau, vi du,

nhu nhéan khong thom, thom hodc nhan di vong thom, vi du, phenyl hoac pyridyl.

C6 loi, néu chat cang héa duoc chon tir nhém gdm BAPTA (axit 1,2-bis(o-
aminophenoxy)etan-N, N, N',N'-tetraaxetic), EGTA: (axit etylen glycol-bis(2-
aminoetylete)-N,N,N',N'-tetraaxetic)), DTPA (axit dietylentriaminepentaaxetic), va

chét bat ky trong sé cac hdn hop ctia chung.

Theo cach khac, chat cang hoa dugc chon tir nhém gébm BAPTA, EGTA va bt

ky trong s6 cac hon hgp cia chung.

C6 lgi, néu BAPTA va/hoic EGTA 1am én dinh cac tién chét tét hon ciing nhu
hiéu suét tbng hop t6t hon.

Do pKa cta 4 nhom carboxylic BAPTA la: pK1 va pK2 <4 (BAPTA khéng hoa
tan), pK3 = 5,47, va pK4 = 6,36; va cia EGTA la: pK1 = 2,00, pK2 = 2,65, pK3 =
8,85, va pK4 = 9,46.
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C6 loi, néu do pKa ciia (cac) chat cang hoéa 1a twong hop v6i d6 pH ciia dung

dich theo sang ché.

C6 loi, néu d6 pKa cia (cac) chit cang héa 1a twong hop vé6i d pKa clia axit

kim loai hodc peraxit kim loai tao ra lam trung gian trong dung dich theo sang ché.

C6 loi, néu d6 pKa ciia (cac) chit cang hoa 1a tuong hop véi d6 pH cia ving

nhiém bénh, vi du, nhu biéu mé.

C6 loi, néu (cac) chét cang hoa duge chon it giy doc té bao. Pay la truong hop

dac biét cia BAPTA va EGTA.

Mubi kim loai va chét cang héa cé mat véi lugng du va ty 1€ tao ra phirc chét

{peroxo-metalat — cang héa}chét}.

Tbt hon, néu it nhat mot trong sb cac chét cang hda c6 mit cé ai luc dbi voi
canxi 16n hon so véi kim loai dugc sit dung trong hdn hop theo sang ché. Piéu nay 1a
c6 1oi cho viéc thé phirc chét chelat ciia hdn hop theo sang ché bang phuc chat cang
hoéa canxi in vivo. C6 1oi, néu ndng dd cua chelat 13 trong hop véi néng d6 ciia Ca**
ngoai bao (2-3mM trong huyét twong ngudi), tirc 13 (cac) chét cang héa cé mit trong
hén hop theo sang ché co6 mat véi luong du dé tao ra phtrc chét thich hop dé diéu tri

voi sy ¢6 mat clia canxi ngoai bao.

Cé loi, néu chelat ¢6 mit ¢o ai luc doi voi sat (Fez+/Fe3+) 16n hon so véi kim
loai dugc st dung trong hdn hop theo séng che. Diéu nay 1a ¢6 1gi cho viée thé phic

chit chelat ctia hdn hop theo sang ché bang phirc chit cang héa-Fe**/Fe’, in vivo.

Theo cach khéac, hdn hop theo sang ché chira chit cang hoéa véi lugng nam
trong khoang tir 0,0001 dén 1 mM.

Theo céch khéc, hdn hop theo sang ché chira BAPTA véi lugng nam trong
khoang tir 0,1 d&n 100 uM, va t6t hon 12 ndm trong khoang tir 1 dén 50 pM, va con tbt
hon nita 14 ndm trong khoang tir 5 d&n 20 uM. Theo mét phuong an khéac, hdn hop
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theo séng ché chira BAPTA ndm trong khoang tir 1 dén 80 uM, va t6t hon 1a nim
trong khoang tir 20 dén 80 pM.

Theo cach khac nita, hdn hop theo sang ché chira ndm trong khoang tir 0,1 dén
1 mM, va t8t hon 13 ndm trong khoang tir 50 dén 800 UM, va con tét hon nita 1a nam
trong khoang tir 200 dén 700 uM EGTA. Theo mdt phuong 4an khAc, hdn hop theo
sang ché chita EGTA v6i luong nam trong khoang tir 200 dén 2,000 uM, va tot hon la
nim trong khoang tir 600 dén 1,400 pM.

Theo cach khac nira, hdn hop theo sang ché chita BAPTA va EGTA c¢6 mit véi
nf”)ng do 1an luot nadm trong khoang tir 0,0001 dén 1 mM, va t6t hon 1a ndm trong

khoang tir 5 dén 20 pM va ndm trong khoang tir 200 dén 700 pM.

Theo cach khac, mudi molypden va chit cang héa cé mit véi ty 1é nam trong
khoang tir 10/1 dén 1/100 (ty 18: mubi Mo/chét cang héa, dugc biéu thi bing néng do

mol).

Theo cach khac, mubi lantan va chit cang héa c6 mit véi ty 1é nam trong
khoang tir 10/1 dén 1/100 (ty 1é: mubi La/chét cang hoa, dugc biéu thi bé'mg néng do

mol).

Theo cach khac, mudi molypden va BAPTA cé mit véi ty 1€ nim trong khoang

tir 3/1 dén 1/10, dwoc biéu thi bang nong dd mol.

Theo cach khac, mudi molypden va EGTA c6 mit véi ty 1& nim trong khoang

tir 1/10 dén 1/70, duoc biéu thi bang néng dd mol.

Theo cach khéac, mudi lantan va BAPTA c6 mit v6i ty 1é nam trong khoang tir

3/1 dn 1/10, dugc biéu thi bing nong dd mol.

Theo cach khac, mudi lantan v EGTA c6 mat véi ty 1é nim trong khoang tir

1/10 dén 1/70, dugc biéu thi bang ndng do mol.
Theo cach khac, nguén chtra cac géc chu yéu 1a H,O,.

-16-



34115

Theo cach khac, mot hodc mot vai ngudn thir cép chira cac goc co theé dugce bd

sung hoic duoc téng hop véi lwong nho tai chd.

Theo cach khac, H,O, 1a dung dich nudc chua H,O, ¢ 110 thé tich hoic 30%
hoéc 8,82M.

C6 1oi, néu nguén H,0, khéng chira chit 6n dinh bét ky dugc chon tir nhom
gom: axit pyridin-carboxylic, vi du, nhu axit picolinic; d6 pH axitosphonic va axit

aminophosphonic;amit hoic amin duge thé; axit alkylsulfonic; va hdn hop ctia chung.

Theo cach khéc, ngudn chit yéu chtra gdc peroxit hoa 1a hydro peroxit. Do do,
theo phuong 4n khac nay, hydro peroxit c6 mit v6i ndng do nam trong khoang tir 200
dén 600 mM, tdt hon 12 nam trong khoang tir 300 dén 500 mM, va con tot hon nita 1a
nam trong khoang tir 340 dén 450 mM.

Theo cach khac, hdn hop theo sang ché chira ty 1& hydro peroxit nim trong
khoang tir 30 mM dén 4,4 M, va t6t hon 14 nidm trong khoang tir 150 mM dén 3 M, va
t6t hon 1a nam trong khoang tir 235 mM dn 1,8 M, va con t6t hon nita 12 ndm trong
khoang tir 260 mM dén 440 mM. Theo cach khac, hén hop theo sang ché khong chira
peraxit bd sung ngay tic thi bat ky.

C6 loi, néu lugng (hodc néng dd) cua hydro peroxit (H,O,) duge thir nghiém
bang cach chuidn d6. Thong thudong, c6 thé sir dung thir nghiém bang dung dich kali

permanganat.

Nong d6 hydro peroxit ciing c6 thé duoc thir nghiém bing cach do quang phd

C6 1o, néu chét dém duoc st dung dé kiém soat cu thé do pH ctia hén hop theo

sang che.

C6 1oi, néu chét dém duogc sir dung dé kiém soat cu thé d6 pH trong qua trinh

ding tai ché dung dich theo sang ché.
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Trong s0 cac chat dém, axit carboxylic dugc vu tién.

Tt hon, néu chat dém khong chira cac axit sau: axit carboxylic dugc hydroxyl hoa
(vi du, axit malic) hodc axit polycarboxylic (vi duy, axit xitric va isocitric, axit
malonic); axit carboxylic ¢é phan t& lwgng 16n hon 100 g/mol va cu thé 13 axit
carboxylic mach dai (16n hon Cg) do 1am mét 6n dinh mang té bao ma chiing c6 thé tao
ra, cling nhu axit carboxylic khong bdo hoa (axit sorbic ching han) do kh4 ning

peroxy héa ciia loai alkenoic gy ddc té bao.

Theo céach khéac, sang ché bao gdm su c6 mit cia cac axit nhét dinh tao ra tai ché
trong qué trinh téng hop, tot hon 14 véi lwong nho (vi du, nhu axit peraxetic). Chiing
dugce sir dung 1am ngudn phu chira cac gbc trong qua trinh san xuét theo sang ché va

str dung trong diéu tri theo sang ché.

Theo céch khac, chit dém co do pKa & do pH sinh ly (da va niém mac), tic la 4o
pH, vi du, ndm trong khoang tir 4,4 dén 5,0 va tuong hop véi dd pKa ctia axit kim loai
dugce oxy hda va/hodc axit kim loai dugc peroxit hda, dang cta chung dugce ion hoa (vi

du, MoO4H,, pk1 = 3,61 va 46 pKa, = 3,89) dugc uu tién.

Tét hon, néu chét dém c6 mit trong hén hop theo sang ché véi ndéng d6 nam
trong khoang tir 1 dén 500 mM, va t6t hon 14 nim trong khoang tir 10 dén 200 mM,
con tét hon nira 13 nim trong khoang tir 50 dén 100 mM.

Ty 1é cua ndng dd mol cta hydro peroxit va chit dém nam trong khoang tir 2

dén 9 va t6t hon 1a nim trong khoang tir 3 dén 8.

C6 loi, néu hdn hop duge tao dém dé thu duoc do pH nam trong khoéng tr 4,4
dén 5,0 ma 1a trong hop 1) dé tiép xtic theo sang ché véi da va mang niém mac, ii) do
dn dinh cia hoat chit MoO,> vé6i su ¢6 mat cia Hy,O,, iii) phan tng xuc tac Fenton-
Haber-Weiss « tuong tu » hodc khong, va, iv) tao ra fai ché cac loai géc chu yéu la

loai HOO".
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Theo cach khéc, hdn hop chira 1am chit dém cho phép d6 pH nim trong khoang
tir 4,0 dén 5,2, t8t hon 14 nim trong khoang tir 4,4 dén 5.0, vi du, axit carboxylic, va tbt

hon 1a axit axetic.

C6 1o, néu hdn hop c6 thé oxy héa khir ndm trong khoang tir 350 dén 450 mV,
va t6t hon 12 nim trong khoang tir 350 dén 420 mV.

Hiéu qua oxy hoa khir ctia hdn hop theo sang ché ciing c6 thé dugc ude tinh
bing cach oxy héa in vitro quercetin boi cac ion sit(ITl) hoic Fe’*. Luu y ring c6 thé
st dung thuét ngit dugc goi 1a phuong phép thtr nghiém « phuong phdp quercetin »,
(vi dy, theo céc nghién ctru cta El Hajji H. et al (2006) "Interactions of quercetin with
iron and copper ions: Complexation and autoxidation", Free Radic. Res., 40(3), 303-
320 and Balcerzak M. et al (2008) "Selective determination of Fe(Ill) in Fe(Il)
samples by UV-spectrophotometry with the aid of quercetin and morin", Acta Pharm.,
58, 327-334).

Sang ché cling dé cap dén phuong phap diéu ché hdn hop nhu dugc xéac dinh
theo sang ché. Piac biét hon, sang ché dé cap dén phuong phap diéu ché hdn hop theo
sang ché bao gdm (i) didu ché dung dich dém (BS) chira chit dém c6 do pH axit, (ii)
didu ché dung dich chtra phirc chét kim loai (CS) chira mudi kim loai oxit, (iii) diéu
ché dung dich ban dau tha nhat (Sil) chtra hydro peroxit, (iv) didu ché dung dich ban
dAu tht hai (Si2) bang cach tron dung dich BS vé6i dung dich Sil, (v) diéu ché dung
dich (S1) chira hop chit peroxo-kim loai bang cach tron dung dich CS véi dung dich
Si2, (vi) diéu ché dung dich S2 bang cach didu chinh d6 pH cta dung dich S1 bing
bazo, do pH cua dung dich S2 c6 tinh bazo hon so véi do pH cua dung dich BS, (vii)
b6 sung mot hodc mot vai chit cang héa vao dung dich S2, (viii) tiy ¥ diéu chinh 6
pH, (ix) tuy y diéu chinh thé tich ctia dung dich cubi, hdn hop c6 hoat tinh duge 1y thu

duoc nhu dugce xac dinh theo sang ché.

Tuy thudc vao cac bién doi, khi hai hodc nhiéu mudi oxit kim loai dugc st
dung, vGi cac oxit kim loai khac nhau, viéc diéu ché dung dich chira phtrc chat kim

loai (SC) ¢6 thé bao gdm buéde tach cac dung dich d6i v6i mdi mudi kim loai oxit va
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sau d6 tron céc dung dich nay ddng thoi hodc 1an lwot v6i dung dich Si2 dé didu ché
dung dich S1.

Tét hon, néu quy trinh didu ché hdn hop theo sang ché thu dugc theo phuong
phap téng hop xuc tac. Viée téng hop xtic tac hdn hop theo sang ché thudng dién ra
lién tiép. C6 1¢i, néu phuong phap theo sang ché chura trinh tr cac bude (111) = (iv) =>

(V) => (vi) => (vii) => (viil) => (ix).

C6 1¢i, néu phuong phép diéu ché c6 thé duoc tiép tuc bang cach phén tich phd
(vi du, béng cach phén tich IR, UV va/hoidc phé kha kién) 0 mdt hodc mot vai bude

diéu ché, va tot hon 1a trong toan bd cac budc diéu ché.

Theo cach khac, dung dich ban dau thir nhit Sil c6 thé oxy héa khir thtr nhét
16n hon thé oxy héa khir ciia hdn hop theo séng ché.

Tét hon, néu sau bude (ix), khong c6 su pha lodng thé tich ctia hdn hop sao cho

tranh duoc su thay dbi trang thai can béng héa hoc cia hon hop theo séng ché.

Duong nhién C6 loi, néu st dung cac chét hodc cac hop chét c6 do tinh khiét du
thda man 1am cac nguyén liéu thd. Dic biét can thiét néu cac chét hodc céac hop chét

khac nhau c6 d9 tuong hop nham muc dich diéu tri.

Theo cach khac, c6 thé tién hanh IR-FT, NMR-H va/hoic phd khéi trén hdn
hop dd dugce tao ra theo sang ché dé dam bao su tuan thi dung ché pham cta hén hop
theo yéu cdu trong coéng nghiép, va cu thé 1a dé su dung trong diéu tri bing dugc
phdm. Ciing t&t hon, néu viéc do phd IR-FT duoc tién hanh trén cac thanh phan tién
than ciia hon hop theo sang ché.

Theo cach khac, 6 pH c6 thé duoc kiém soat & mot hodc mot vai, hodc thim

chi 1a tat ca cac budc diéu ché.

Theo cach khac, thé oxy hoéa khir c6 thé dugce kiém soat & mot hodc mot vai,

hodc tham chi 14 tat ca cac budc diéu ché.
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Theo cach khac, hdn hop theo sang ché c6 thé dugc kiém sodt bang cach do ty
trong, va/hodc do anh phé UV, 6 mdt hodc mot vai, hoac tham chi 1a tht ca cac buéde

diéu ché.

Theo cach khéc, c6 thé thir nghiém hiéu qua oxy héa khir ciia hdn hop theo séng
ché bing phuong phép quercetin (Thir nghiém phé anh UV ctia qua trinh oxy héa in

vitro quercetin boi Fe** ¢ mat hodc dugc tao ra in vitro).

C6 1oi, néu hydro peroxit ¢ mit trong dung dich Sil véi ndng d6 nam trong
khoéng tir 200 dén 600 mM, t6t hon 1a ndm trong khoéng tir 300 dén 500 mM, va con
t6t hon nira 1a ndm trong khodng tir 330 dén 460 mM.

Theo mét phuong an, nguyén liéu st dung 13 kim loai va t6t hon 1a thép khong

gi, tuy y kim loai chdm phan tng.

Theo mdt phwong 4n, nguyén lidu co thé 13 tiép tuc 1am chdm phan Ung trong
qué trinh diéu ché hdn hop theo séng ché, vi du, bang cach cho nguyén lidu (ma s& tiép

xtic v6i hdn hop hodc cac tién chat ctia no) tiep xtc véi dung dich hydro peroxit.

Tét hon, néu tién hanh thtr nghiém ngudn hydro peroxit & dam bao luong
hydro peroxit c6 mat va ding né dé diéu ché hdn hop theo sang ché. Thir nghiém nay
c6 thé duge tién hanh, vi du, bang cach chuén d6 hoic bing cach do anh phé UV (noi
chung & 240 nm).

C6 loi, néu do pH cia dung dich dém BS nim trong khoang tir 4,4 dén 5,0, va
t6t hon 12 ndm trong khoéang tir 4,7 dén 4,8.

C6 1o, néu chét dém cua dung dich BS 1a chit dém axit carboxylic/carboxylat,
va dung dich BS ¢6 ty 1 hydro peroxit/carboxylat nam trong khoang tir 20/1 dén 1/1,
va tét hon 1a khoang 5/1.

C6 loi, néu ty 1€ cua axit axetic (AcOH) c6 muoi axetat da dugc bd sung cua no

véi luong gidi han, cho phép tao ra lugng axit peraxetic (AcOOH) nho nhit. C6 loi,
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néu trong phuong phap diéu ché theo sang ché, luong axit peraxetic tao ra t6i thiéu va

anh hudng cua chat xuc tac ctia né 1a rat nhd.

Quy trinh diéu ché dung dich ban du thir nhat Sil bao gdm viéc didu ché dung
dich nuée axit carboxylic, va tot hon 14 axit axetic va sau d6 bd sung hydro peroxit

vao.

Tét hon, néu dung dich ban dAu thir nhét Sil c6 d6 pH nam trong khoang tir 2,5
dén 4,6, va tét hon 1a nim trong khoang tir 2,7 dén 4,2. C4 lgi, néu dung dich ban dau
thtr nhét Sil ¢6 thé oxy héa khir nim trong khoéng tir 400 dén 550 mV, va tét hon la
nam trong khoang tir 420 dén 500 mV.

C6 1oi, néu phuong phép bao gdom viéc do thé oxy hoa khir & bude (iii) dén (ix),

va t6t hon 1 ciing bao gém viée do d6 pH & bude (iii) dén (ix).

Theo cach khac, dung dich ban dau thtr hai Si2 ¢6 d6 pH nim trong khoang tir
2,5 dn 3,2, va tot hon 1a khoang 2,9. Theo cach khéc, dung dich ban du Si2 c6 thé
oxy héa khir 16n hon thé oxy hoa khir ciia dung dich ban dau thtr nhét Sil. Thé oxy
héa khir ciia dung dich ban dau tht hai Si2 ¢6 thé nam trong khoang tir 420 dén 570
mV, v tot hon 12 ndm trong khoang tir 440 dén 520 mV.

Theo cach khac, dung dich dm BS dugc dua vao dung dich ban dau tht nhét
Sil.

Theo m6t phuong an, néng d6 hydro peroxit trong dung dich ban dau thir hai
Si2 nam trong khoang tir 300 dén 500 mM, va t6t hon 14 nim trong khoang tir 260 dén
440 mM.

C6 loi, néu & bude (iv), d pH dugc duy tri nhé hon gisi han pH c6 thé chip
nhan dugc cho phan tng téng hop xtc tic dbi véi hdn hop theo sang ché. C6 loi, néu

chit dém duoc sir dung & budc (iv).

Cé 101, néu & budce (iv) luong tao ra axit peraxetic tai cho 1a toi thiéu.
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C6 loi, néu & bude (iv) thé oxy héa khir ctia dung dich Sil & bude (iii) duge
tang 1én, vi du, dao ddng trong khoang tri s6 ndm trong khoang tir 440 dén 460mV dén
tri s6 nam trong khoang tir 460 d&n 480mV & budc (iv).

Bing cach xem xét ndng d6 hydro peroxit ¢ mit trong qué trinh didu ché hén
hop theo séang ché, qua trinh tao ra peroxit duge quan sat trong khi dua n6 vao, tic 13
cho hydro peroxit tiép xtic véi dung dich d&&m (bude (iv)). C6 loi, néu viée bd sung
hydro peroxit dugc thuc hién trong dung dich dém trong nudc cé &n dé thu dugc do
pH axit. Do d6, dbi véi quy trinh diéu ché dung dich ban dau tha nhit Sil, hydro
peroxit dugc bd sung vao dung dich c6 d6 pH axit, va vi du c¢6 d6 pH nim trong

khoang tir 2,7 dén 4,2.

C6 loi, néu budce (iv) 1am thay dbi trang thai cin bang hudng téi viéc tao ra
H,0, tai ché cung véi viéc pha huy axit peraxetic da dugc tao ra bdi trang théi cén

bang hoa hoc.
Theo cach khac, dung dich dém CS dugce dua vao dung dich S1.

Theo cach khac, dung dich S1 chira phuc chét peroxit kim loai ¢6 d6 pH nam

trong khoang tir 2,5 dén 3.5, va tot hon 12 nim trong khoang tir 2,8 dén 3,0.

Theo mét phuong 4n, thé oxy héa khir ctia dung dich S1 chira chit peroxit kim
loai ndm trong khoang tir 400 dén 550 mV, va t6t hon 1a ndm trong khoang tir 440 dén
500mV.

Theo mdt phwong 4n, ndng d6 hydro peroxit trong dung dich S1 chira chat
peroxit kim loai nim trong khoang tir 250 dén 500 mM, va t6t hon 1i nim trong
khoang tir 320 dén 450 mM.

O bude (v), mudi molydat di dugc bd sung vio & dang axit molybdic
MOO_?,.Hzo va MOO3 2H20
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Trong cac diéu kién khong theo sang ché, qué trinh tong hop & trang thai can
bﬁng hoat chit MoO,%, & nhiét do trong phong, ma khéng cd chét xtic tac bét ky va
khong bd sung axit manh bét ky (H,SO, ching han) c6 thé can dién ra trong vai ngay.

Theo mot phuong an, d6 pH cua dung dich S2 dugc tao dém tdi tri sb t6t hon 1a
nam trong khoang tir 4,4 va 5,0, va vi du niam trong khoang tir 4,5 dén 5,0. Co loi, néu
& do pH duoc tao dém nay, no 1a dang khong én dinh MoO,* ma chiém uu thé (trang
théi oxy héa Mo(VI)) va hydro peroxit duoc lam 6n dinh. Hydro peroxit thuong dugc
lam én dinh trong cong nghiép bdi dung dich dém phosphat. hop chét trung gian
khéng én dinh phosphomolybdat (mau vang) c6 thé tao ra ma khong xuét hién & trang

thai can béng, tao ra H,O, hoat ddng hon.

Theo céch khac, thé oxy hoa khir ctia dung dich S2 nam trong khoang tir 300
dén 450 mV, va t6t hon 1a nim trong khoang tir 360 dén 410mV.

Céc molypden Mo(VI) oxit trong dung dich nuéc va & d6 pH dé tong hop hdn
hop theo sang ché c6 thé ton tai trong cc ciu trac phan tir khac nhau: MoO4> va
[MoOg”], [M0,05(0,)4(H,0),]*, ma con & dang da nhan hoat déng (nhu cu triic phic
chét hai nhin oxo-Mo(VI) (Dement'ev LA. et al (2007) “Mononuclear, polynuclear,
and cluster complexes of molypdenum va their reactions as models of biochemical

systems and processes”, Russ. J. Gen. Chem., 77(5), 822-843)).

C6 loi, néu diéu kién diéu ché cho phéo tao ra tai ché peroxo- va hydro-
peroxomolybdat khi mudi kim loai dugc st dung 13 mudi molypden. Loai thi hai 14
loai [M0203(02)4-(H20)2]2_. Theo céch khéc, lugng mol cta hydro peroxit du hon gép
1000 14n, va ctiia mubi kim loai, va cu thé 13 hon gép 10.000 14n, va con tét hon nira 12

15.000 14n, so v6i Mo(VI) duoc wu tién.

C6 loi, néu (cac) chit cang hoa ciing nhu dd pH khi tong hop s& han ché su thay
dbi phéan ung loai « bd khir Jones » bao gém viéc khir ion metalat, c6 loi néu tic 12
Molypdat, thanh trang thai oxy héa thap twong ung véi kim loai molypden. Theo cach
khac, su thay dbi nay bi han ché trong méi trudng nude c6 do axit yéu, thong thuong

¢6 d6 pH nim trong khoang tir 4,4 dén 5,0, va vi du, nam trong khoang tir 4,5 dén 4,7.
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T4t hon, néu khi mot vai chét cang héa c6 mit, thi cac dung dich doc 1ap chira

chét cang héa dugce tao ra, mdi dung dich nay chira chét cang hoéa cu thé.

Theo phuong 4n duoc wu tién khéc, viée bd sung chét cang héa duogc tién hanh

theo trinh ty 1am tang d6 pKa.

Vi dy, mdt mit c6 thé didu ché dung dich chira chét cang héa loai BAPTA va
mit khéc cling c6 thé didu ché dung dich chira chét cang héa loai EGTA. Tét hon, néu

BAPTA dugc bd sung vao va sau d6, bd sung EGTA.

C6 loi, néu (cac) chét cang hda c6 tac dung tai ché, tic 1a dic biét sau khi ding
khu trta, phan Ung Fenton-Haber-Weiss véi dic biét 1a héng s6 phan ly Kdcang hea :

Fe’*/Fe’ > Ca®*.

C6 loi, néu (cac) chét cang héa cho phép tu duy tri su tao ra géc hoat dong

ngoai bao, chil yéu 13 HOO' va rit nhé O, va HO' tai chd.

Theo cach khéc, trude tién c6 thé bd sung BAPTA vao dung dich S2 dé thu
duoc dung dich S3 thu duge. Vi dy, dung dich S3 nay c6 d6 pH nam trong khoang tir
4,0 dén 5,0, va t6t hon 1a ndm trong khoang tir 4,3 dén 4,8. Vi du, dung dich S3 c6 thé
oxy héa khir vé co ban 14 gidng so v&i dung dich S2. Mat khac, thé oxy hoa khir khong
bi thay ddi trong qua trinh bd sung chit cang hoéa loai BAPTA. Theo cach khac, thé
oxy hoéa khir clia dung dich S3 nam trong khoang tir 250 dén 450 mV, va tét hon la
nam trong khoang tir 300 dén 400mV. C6 loi, néu viéc hoa tan so bo BAPTA véi thé
tich nho dung dich S2 dugc tién hanh trude khi cho né tiép xtc voi phan con lai cia

dung dich S2.

Tét hon, néu ndng dd BAPTA ¢6 ty 1¢ mol nam trong khoang tir 1/1 dén 1/3 va
t6t hon 13 1/2, tinh theo luong mudi molypden.

Vi du, dung dich S3 c¢6 ndéng d6 hydro peroxit ndm trong khoang tir 250 dén
500 mM, va t6t hon 1 nam trong khoang tir 320 dén 440 mM.
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C6 loi, néu c6 thé bd sung it nhat mét chit cang héa khac loai EGTA vao dung
dich S3 dé thu dugc dung dich S4 thu dugc. Theo cach khéac, dung dich S4 c6 4o pH
nim trong khoang tir 4,0 dén 5,0, va t5t hon 1a ndm trong khoang tir 4,3 d&n 4,7. Theo
cach khéc, thé oxy héa khtr ctia dung dich nam trong khoang tir 300 dén 400 mV, va
t6t hon 1a nim trong khoang tir 350 dén 390 mV.

Tét hon, néu ndéng dd cia EGTA c¢6 ty 1& mol nim trong khoang tir 10/1 dén

50/1 v t6t hon 1a khoang 25/1, tinh theo lugng mubi molypden.

Vi du, dung dich S4 c6 ndng d6 hydro peroxit nam trong khoang tir 250 dén
550 mM, va t6t hon 14 ndm trong khoang tir 320 dén 470 mM.

Theo cach khac, do pH & budce (viii) dugc diéu chinh béi dung dich bazo, vi du,
loai natri hydroxit, tdt hon duge ¢d, vi du t6i néng do nam trong khoang tir 8 dén 15
M. C6 loi, néu do pH & bude (viii) co thé duogc diéu chinh dén tri s6 nim trong khoang

tir 4,4 dén 5,0, va t6t hon 1a khodng 4.6.

Theo cach khéac, dd pH cia hdn hop theo sang ché nim trong khoang tir 4,50
dén 4,70. C6 loi, néu thé oxy héa khir ctia hdn hop theo séng ché nim trong khoang tir
320 dén 390 mV.

Theo phuong an duge wu tién khéc, phuong phap bao gdm viéc 1am giam thé
oxy héa khir & buée (vi). Vi dy, muc gidm thé oxy héa khir c6 thé nim trong khoang

fir 50 dén 150 mV, va thong thudng 13 khoang 90 mV.

Tét hon, néu thé oxy héa khir vé& co ban la khong dbi theo mirc gidm thé oxy

héa khir & bude (vi).

C6 loi, néu hdn hop theo sang ché 13 6n dinh theo thoi gian trong qua trinh bao
quan, vi du, ¢ nhiét d6 trong phong hodc nhiét 4o 1én t61 45°C trong sdu thang. Nén

gitt hdn hop nay trong bong tdi va tranh xa noi am.

D6 pH duoc do bang may do pH da duge hiéu chuin va bu nhiét, cing véi dién
cuc két hop KCI 4M/AgCl.
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Thé oxy héa khir dugc do ciing v6i may do d6 pH/may do thé oxy héa khir két
hop, dugc gén dién cuc platin/calomen da dugc hiéu chuén. Thong thuong, viéc do
nay duoc tién hanh & nhiét d6 trong phong, tirc 13 20°C va & 4p suit mbi truong, tic 13
101325 Pa.

Tét hon, ndng d6 hydro peroxit duge danh gia trong cic dung dich néu trén
bang cach do quang phd UV theo déng thire tir dinh luat Beer-Lambert: Ajyonm = 43,6
x 1 x [H,O,] véi | tinh theo xentimet va [H,O,] tinh theo mol (Noble R.W. et al (1970)
"The reaction ferrous of ferrous horseradish peroxidase with hydrogen peroxide”, J.
Biol. Chem., 245(9), 2409-2413).

Theo phuong 4n cu thé khéc, hop chat peroxo-kim loai ctia dung dich S1 13 hop

chat peroxo-molypden.

Do d6, theo phuwong 4n khac nay hdn hop theo séng ché chira hop chét peroxo
kim loai. Theo phuong 4n dugc wu tién khac, hdn hop theo séng ché chira phtrc chét

peroxomolybden.

Theo cach khac, dung dich chira natri molybdat & dang Mo(VI). C6¢ loi, néu &
d6 pH ctia cac dung dich theo sang ché, mudi chu yéu & dang xuc taic MoO;-BAPTA™
va chu yéu & dang MoO;-EGTA™, 13 hai ngué)n hoat chit MoO,”.

Theo phuong 4n cu thé, hdn hop theo sang ché chira mudi, tét hon 14 natri, of
molypden, hdn hop chira hai chét cang héa, tot hon 1a loai BAPTA va EGTA, hydro

peroxit va chat dém axetat (axit axetic/natri axetat chang han).
Theo phuong an cu thé khac, hdn hop theo séng ché chira:
- Molypdat mubi, va vi du Natri molybdat;
- BAPTA;
- EGTA;

- Hy0Oy;
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CH3;COOH/CH;3 COONa;

Eoxy héa khir nam trong khoang tr 250 dén 550 mV, va tét hon 1a nim trong
khoang tir 300 dén 450 mV, va t5t hon nita 12 nim trong khoang tir 300 dén
420mV;

bopH=4,4-5,0.

Theo phuong an cu thé khac, hon hop theo sang ché bao gdm:
- Molypdat mudi, va vi du, natri molybdat;

- Mubi lantan, va vi du, Lantan nitrat;

- BAPTA;

- EGTA;

- HyOy;

- CH3COOH/CH3COONa;

- E thé oxy héa khir ndm trong khoang tir 250 dén 550 mV, va tot hon 1 ndm

trong khoang tir 300 d&n 450 mV, va t6t hon nita 12 nim trong khoang tir 300 dén
420mV;

- &6 pH 4,4 - 5,0.

C6 loi, néu cac hop chat ctia hdn hop véi luong cén thiét va cac diéu kién ve do

pH va céc didu kién vé thé oxy khir dé tao ra phirc chét peroxomolybdat hodc phirc

chét hydro-peroxomolybdat trong d6 molypden c6 hoa tri VI.

Theo mét phwong 4n cu thé, hdn hop theo sang ché chura it nhat mot chat cang

héa va tdt nhat va it nhét hai chét cang hoa, va tdt hon 1a véi néng d6 14n lugt nam

trong khoang tir 5 dén 20 uM va nim trong khoang tir 200 dén 700 uM.
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Theo mét phuong 4n cu thé, hdn hop theo sang ché chira chat cho gbc chinh véi lugng

nim trong khoang tir 340 mM dén 450 mM twong tw H,0,.

Cu thé, sang ché @ cip dén ché phidm theo sing ché ¢ dang dugc pham, ché
phdm nay chtra it nhat mét mudbi kim loai, kim loai nay dugc chon tir molypden (Mo),
vonfram (W), vanadi (V), vang (Au), ddy lantanoit, cu thé 12 lantan; it nhit mot chét
cang hoa; va ngudn chtra gde peroxit hoa. Ché phdm nay theo sang ché 13 hitu ich

trong phuong phép diéu trj bénh.

Séang ché ciing m6 ta phuong phap diéu tri bénh bao gbm viée cho dbi tuong
cho nhu cdu dung, cé loi néu dung khu trt, lwvong hiru hiéu tri liéu cia dugc phém theo

sang che.

Sang ché ciing dé cap dén quy trinh bao ché dugc phim theo sang ché dé dung
trong phuong phép diéu tri bénh.

Cu thé, sang ché d& cap dén dugc pham chira hogc bao g6m hdn hop theo sang

ché.

Do d6, sang ché @& cap dén dugc phdm dung khu trd, khac biét & chd, duge
pham nay chira hdn hop c6 hoat tinh didu tri, nhu duoc xac dinh theo sang ché, hoic
c6 thé thu duge theo phuong phép nhu duge xac dinh theo sang ché.

C6 1o, néu duge phém theo sang ché chira hdn hop c6 hoat tinh dugc ly véi
luong ndm trong khoang tir 0,001 dén 5 mM, t6t hon 12 ndm trong khoang tir 0,01 dén
2 mM, va con tét hon nita 12 ndm trong khoang tir 0,02 dén 1 mM.

Cu thé, sang ché d& cap dén dugc phim dung khu trt theo sang ché @ dung
trong phuong phép didu tri bénh nhifm virut, va cu thé 13 ké ca virut thudc ho

Herpesviridae.

Cu thé, sang ché @& cap dén duoc phdm dung khu tra theo sang ché dé dung
trong phuong phép diéu tri bénh nhiém ké ca HSV-1 v/hodc HSV-2.
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Cu thé, sang ché dé cap dén duoc phim dung khu tra theo sang ché dé dung

trong phuong phép diéu tri bénh khang viém.

Cu thé, sang ché d& cap dén dugc phim dung khu tri theo sang ché dé ding
trong phuong phap phong hodc chita bénh.

Sang ché con dé cap dén duoc phim chira molypden, it nhat mot chit cang héa
va ngudn chtra gbc peroxit héa dé diung trong phwong phép diéu tri ecpet. Ché pham
nay dugc xac dinh theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n, cac phuong 4n
khac, vu diém, phuong &n uu tién, hodc vi du cua sang ché, & dang riéng 1é hodc dang

két hop bat k¥ trong s6 cac dang két hop cia chiing.

Thudt nglt « theo sang ché » dugc dung dé chi phuong an bat ky trong sd céac
phuong an, cdc phuong 4n khéc, uu diém, phuong &n uu tién, hodc vi du cia sang ché,

& dang riéng 1¢ hodc dang két hop bt ky trong s6 cac dang két hop ciia chung.

Théng thudng, dugc phdm ding khu tri theo sang ché chira cac td duge va cu

thé 1a cac ta duge duge phé chuén trong dugc dién.

Diéu trj chéng l1ay nhiém c6 nghia 12 bao gdm ca viéc phong bénh, phong bénh
va chira bénh, vi du, han ché su lay nhiém trong trurong hop tiép xuc véi ngudn lay
bénh, mic bénh, pha cép tinh ctia né voi, diu tri triét @& mot phén hodc khong cd

nguyén nhan va/hodc han che su lan tran cua bénh.

C6 1o, néu hdn hop c¢6 hoat tinh hodc dugc phém theo sang ché c6 tac dung tai

ché trong khi dung no.

C6 loi, néu hén hop ¢6 hoat tinh hodc dugce phﬁm theo séng ché c6 tac dung khi

ding qua biéu mé va tét hon 14 khéng ding hoic chi ding han ché qua da.

C6 101, néu hdn hop c6 hoat tinh hoic duge pham theo sang ché bi khir hoat tinh
khi dung qua da.
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Theo cach khac, hdn hop theo sang ché hodc ché phdm chira né duoc dung khu

tra & xoang miéng.

Theo cach khac, hdn hop theo sang ché hoac ché phdm chira né dugc dung khu

trtt & b0 phén sinh duc hodc hau mén.

Theo cach khac, hdn hop theo sang ché hodc ché phim chira n6 dwgc dung khu

tra trén da.

Theo cach khéac, hdn hop theo sang ché hodc ché phim chira n6 dugc dung khu

tra trén ni€m mac.

Theo céch khéc, cac ta duge duge phé chudn béi Duoge dién chau Au (Ph. Eur.),
Duoc dién quéc gia (USP, JP, IP, Ph. Helv., Ph.Belg., 46 pH Fr., BP, DAB, OAB, dic
biét) va Duogc dién qubc t& (Ph. Int.; WHO), c6 thé dugc dua vao trong qué trinh san
xuit hdn hop theo sang ché vi/hoic vao “hdn hop” nhu duoc néu ¢ “Hdn hop 17,

Hon hop va ché phim theo sang ché 1a dic biét thich hop dé tao ra duoc tinh &
nguoi.

C6 1oi, néu hdn hop c6 hoat tinh theo sang ché c6 thé dung cho c4c phan tng
loai Fenton-Haber-Weiss va loai « twong tir » Fenton-Haber-Weiss, va t6t hon 13 tao ra

gbc HO,' va lugng nhé cac gbe O,°, HO'.

Theo céc tac gia sang ché, tinh thdm cia cac chit hoat dong HOO', 1a du dé gay

chét té bao theo chuong trinh theo cach giéi han va c6 kiém sodt.

Theo céc tac gia sang ché, tinh thim cla c4c chét hoat ddng HOO', 1a du dé tac

dung chdng sao chép virut theo cach hitu hi¢u va c6 kiém soat.

Theo séng ché, tdt hon, néu thé oxy hoa khir cia hén hop theo sang ché dugce st
dung dé han ché trong pham vi hep, céc néng d6 cua céc tién chit cua géc hoat chét

sao cho dé tao ra trang thai cin bang bn dinh gifta: tic dung chdng sao chép/tac dung
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gdy doc té bao nhe déi v6i té bao khoe manh/tac dung gy doc té bao dang ké dbi véi

té bao dd nhiém virut/tac dung phong sur lay nhiém.

C6 1oi, néu hén hop c6 hoat tinh diéu tri hodc c6 hoat tinh dugc 1y theo sang

ché c6 kha ning tao ra chu yéu va uu tién cac goc hoat dong HOO'.

Do dé, theo sang ché, canxi ngoai bao in vivo 1a yéu t6 kich hoat chinh dé san
xudt HOO'. Vi du, day 1a tac dung chi yéu ctia phirc chét 2Mown-BAPTA,(H,0,) khi
mudi molypden va BAPTA cé mit trong hon hop theo sang ché. Vi du, day 14 tac dung
chu yéu ctua phtic chét- 2Mow1-EGTA,(H,0,) khi mubi molypden va EGTA c6 mat
trong hén horp theo sang ché.

C6 loi, néu qué trinh san xudt trong mdi trudng ngoai bao chira HOO™ cho phép
cai bién ngoai biao (oxy héa cic gbc axit amin ngoai mang ching han), tir d6 c6 thé

han ché duoc bénh nhiém virut bang cach cai bién sy nhén dién té bao.

C6 loi, néu qua trinh san xut trong mdi trudng ngoai bao HOO' cling nhu kha
ning tham té bao ctia no 1a twong hop véi thoi han st dung dai cia n6 (> 1 gidy) va
kha nang thim thiu manh té bao ctia n6 véi OH  hodc O, (1ms va muc do thim thiu
khoang 1 nm). C6 lgi, néu chit nay HOO' lién quan t6i phan mg Haber-Weiss va phan
tmg Fenton (« twong ty » hodc khong tuong tu) & mirc do ngoai bao va ndi bao va cho

phép tu duy tri sau do.

C6 loi, néu hdn hop chira Mo(IV) theo séng ché c6 d pH nam trong khoang tir 4,4
dén 5,0. Biéu nay déc biét cho phép t81 wu hoa hing sd tdc d6 Kops M sT) cia qua

trinh phan hiy HO,/O,".

C6 loi, néu viée cai bién thé oxy hoa khir noi bao bang cach cho tiép xtic vé6i
ché phim theo sang ché cho phép dat trang thai can bang hién tuong giy chét t& bao
theo chwong trinh/chdng gdy chét té bao theo chuong trinh. Cu thé hon, trang théi can
bing gy chét té bao theo chuong trinh/chéng gy chét té bao theo chwong trinh dic
biét tuy thudc vao su tdn tai ctia bénh nhiém virut HSV va chi yéu la HSV-1va -2.
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Theo cach khac, hdn hop theo séng ché ¢6 hoat tinh mét cach chon loc trén cac

té bao dd nhiém HSV va chu yéu 13 nhim HSV-1 va -2.

Do dé, ton tai trang thai can bang 6n dinh gifta cdc muc ng suat gy ra béi su

lay nhiém HSV, bao gém dong canxi va qu4 trinh diéu hoa chét theo chwong trinh.

Trang thai can bing nay bi nhidu loan béi su c6 mit ciia cic gde trong bao chit
va viéc cai bién cua thé oxy hoa khir té bao. Pidu ndy gy ra mirc tng suit té bao l
trong tu nhu bénh nhiém virut bdi HSV, dong canxi twong tr va giy cam (ng tuong
tir cla con dudng trao d6i chét, cac con dudng twong tu nay s& didu hoa nguoc dbi voi
trang thai can bﬁhg chbng gy chét té bao theo chuong trinh khac. Piéu nay cé tac

dung hd tro tc dung diéu tri ctia hdn hop theo sang ché hoic ché phdm chira né.

Theo cach khac, duge pham hodc hdn hop theo sang ché duge st dung trong

phuong phap diéu tri bénh ecpet & moi va xoang miéng.

Theo cach khac, duoc phdm hodc hén hop theo sang ché dugc st dung trong

phuong phép diéu tri bénh & bd phén sinh duc va hdu moén ecpet.

Theo mdt phuong 4n, hdn hop c6 hoat tinh theo sang ché c¢6 tac dung chéng lay
nhiém (tac dung 1am diu dén nhe dbi véi virut, cac thu thé virut & t€ bao 1am chit du
tuyén), chéng, nhén dién va tuong tac ndi phan tir (tic dung dang ké, thu thé té bao dbi
v6i virut). Cac hidu qua nay 1a nim bén ngoai t& bao va han ché tinh 1ay nhiém virut.
Do d6, hdn hop c6 hoat tinh theo sang ché c6 tac dung phong bénh. Tir d6, hdn hop c6
hoat tinh theo sang ché c6 tac dung chéng lay nhiém.

Theo céach khac, duoc phdm hodc hén hop theo sang ché duoc sit dung trong

didu tri quﬁn thé biéu hién HSV & dang bao, sao chép hodac lay nhiém.

Theo cach khac, duogc phém theo sang ché hodc hdn hop duge sir dung trong
viéc didu tri bénh quén thé té bao hodc biéu hién m6é HSV-1 (Kessler H.H. et al (2000)
"Detection of Herpes Simplex Virus DNA by real-time PCR", J Clin Microbiol., 38(7),
2638-2642).
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Theo cach khac, dige phdm theo sang ché hodc hdn hop dugce sir dung trong a
diéu tri bénh of a quén thé t& bao hoac of a biéu hién mé HSV-2 (Kessler H.H. et al
(2000) "Detection of ecpet théng thuwong Virut ADN by real-time PCR", J Clin
Microbiol., 38(7), 2638-2642).

C6 loi, néu hdn hop c6 hoat tinh theo sang ché c6 hiéu qua chéng sao chép do
trén thuc té viée tiép xtic so bd cta bénh nhidm virut véi té bao hoic moé khoe manh.
Hon hop ¢6 hoat tinh theo sang ché c6 thé duoc st dung dé phong bénh nhiém virut
bé’mg céch han ché su sao chép virut ndi bao va/hoac béng cach han ché su thim thiu

virut vao té bao.

C6 loi, néu hén hop c6 hoat tinh theo sang ché ¢6 hiéu qua chdng sao chép wu
tién d6i voi qué trinh chuyén héa t& bao nhidm bénh (con dudng tng suit oxy hoéa va
cac kénh canxi). Hon hop c6 hoat tinh theo séng ché ¢6 thé dugc sir dung cu thé dung
dé tac dung truc tiép chdng lai sy sao chép virut noi bao va chéng lai su 14y nhiém qua
muc bdi HSV-1 va/hoic HSV-2 ctia md di nhiém bénh twong tu hoic md khoe manh

nam gan mo nhiém bénh.

Theo cach khéac, hdn hop c6 hoat tinh theo sang ché gy trc ché khac loai sur san

xuét interleukin-6 (IL-6) cua vat ghép trén da ngudi va do d6, ¢ hidu qua chéng viém.
Vi du thwe hién sang ché
Vidu 1 - Viduvé hdn hop c6 hoat tinh theo séng ché

Vi du duoc thuc hién béi mubi molypden. Ché pham cé cong thirc theo bang 1

(“Hén hop 1), duge bidu thi bing ndng d6 ban diu ciia cic thanh phan duge didu ché:
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Ton
Natri molybdat 207
BAPTA 12,6uM

EGTA 526uM

H,0, 353mM
CH;COOH/CH;COONa , 70mM

Ph (with NaOH) 44-50

E°oxy hoa khr 1 300 dén 420Mv

Ché phdm nay dugc goi 12 ché pham « ban dau » do no twong Ung vdi cac ndng
d6 cua cac chit phan tmg di duoc bd sung ma khong lién quan t6i quy trinh xtc tac da

ding.

Toan bd cac thanh phin dugc st dung dé tong hop cling nhu thanh pham dugc
kiém dinh bai phd IR-FT ciia chiing.

-35-



34115

. 10102-40-
Natri molybdat dihydrat 98-103% Na,Mo0O,42H,0 §
BAPTA : (axit 1,2-bis(o- 85233-19-

. . >9 8% C22H24N2010
aminophenoxy)etan-N, N,N', N'-tetraaxetic) 8
EGTA: (axit etylen  glycol-bis(2-

) ) >99% C14H24N,09 67-42-5
aminoetylete)-N, N, N', N'-tetraaxetic) v
Hydro peroxit 29-31% . - HO 722-84-1
Axit axetic bang 99,8-100,5% CH;COOH 64-19-7
Natri axetat trihydrat 99-101% C,H;Na0,3H,0 | 5010524
Natri hydroxit 10N NaOH 1310-73-2
Nudc mém 1uS H,0 7732-18-5

Céc phép do biéu thi bing hinh v& dugc tién hanh trong va sau khi téng hop 12

tri s trung binh tir 3 14n tién hanh.

Luong dugc néu dudi ddy dé diéu ché mot 1it hon hop 1.

A —BUGC (i): Diéu ché dung dich dém (dung dich BS)

CH;COOH (100%; &: 1,05g.cm™ (16ng, 20 C)) 4,0mL (ndng d6 cubi 70mM)

CH;COONa.3H,0 (100%)
Nudce
Kiém tra d6 pH:

Nhiét do trong phong (20°C)
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B — BUOC (ii): Diédu ché dung dich phirc chit kim loai (dung dich CS)

Na,M004.2H,0 (ngudn Mo(VI); 100%) 200 mg (dung dich cubi
2,4mM) :
Nude vira du 340ml

Khuiy nhe, nhiét d6 trong phong

C — BUGC (iii): Diéu ché dung dich ban du (Sil)

Nuée 900mL

CH;COOH (100%) 4mL (70mM)

B sung rat cham va khudy rat nhe (250vong/phut),
pH: 2,9-3,8

Eoxy héa kni: 470-490mV

va Sau doé,

H,0, (30%) vira di dé ndng d6 cubi 1a 1,2% tinh theo trong

lugng va theo cac thir nghiém so bd
O 45 phut:
Do pH: 2,70-2,90
Eoxy héa khir: 440-460mV

Bgi phuong trinh Noble: [H,0,] = 380-410mM (Dung dich Sil)

D —BUOC (iv): Diéu ché dung dich ban diu (Si2)
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Pua « dung dich BS » vao dung dich Sil 12mL (=1mM axetat)
B sung dong thoi khudy nhe.

0 45 phit:

bo pH: = 2,90

Eoxy hea knir: 460-480mV

Béi phuong trinh Noble: [H,0,] =360-410mM (Dung dich Si2)

E - BUGC (v): Didu ché dung dich peroxomolybden S1

Dua « dung dich CS » vao dung dich Si2 10mL

O 45 phut:

b6 pH: 2,80-3,00

Eoxy hea khir: 450-480mV

B&i phuong trinh Noble: [H,0O,] = 370-400mM (Dung dich S1)

F — BUGC (vi): Diéu ché dung dich S2

DPiéu chinh d¢ pH dong thoi khudy nhe:

NaOH 9,9-10,1M  3,6mL = 0,9L ctia hdn hop 1
Do pH 4,5-5,0

O 45 phut:

D6 pH: 4,60

ony héa khir- 380-390mV (Dung dlCh 82)
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G — BUOC (vii): Bd sung chit cang héa — diéu ché dung dich $4

Dua BAPTA (98,8%) 6mg/L,

sau khi hoa tan rit chdim BAPTA ddng thoi khudy nhe timg phan ché pham S2

(1,4L) duoc tao cin biang trudc & 25°C (dugc goi 1a dung dich « S3.1 »).

S4

Gop dung dich S3.1 vé1 dung dich S2 détaora dung dich S3,2.
0 45 phat:

b6 pH: 4,40-4,70

Eoxy hea knir: 380-390mV

B&1 phuong trinh Noble: [H,0,] = 370-390mM

Dua EGTA (99,1%) 200mg/L trong dung dich S3,2 d tao ra dung dich

Hoa tan dong thoi khudy nhe.

O 45 phut:

pH: 4,40-4,60

Eoxy hea knir: 380-390mV

Bé&1i phuong trinh Noble: [H,0,] =370-420mM

H - BUGC (viii): Diéu chinh d6 pH

Didu chinh d6 pH (NaOH 9,9-10,1M, tirc 1a =400g/L) => @) pH: 4,60 + 0,2

I - BUOC (ix): Diéu chinh thé tich dbi véi dung dich cudi (ES)
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Diéu chinh thé tich bang nuréc mém vira da 1 lit
0 12-18 gid:

Do pH: 4,50-4,70

Eoxy héa khir: 380-390mV

B&i phuong trinh Noble: [H,0,] = 350-380mM

Bang cach chuén d6: [H,0,] = 400-430mM

Ty trong: 6 = 1,004g/ml

Hon hop theo sang ché, c6 sin dé st dung, 13 6n dinh trong béng t1 trong hon 6

thang & nhiét d¢ trong phong hodc ¢ 45°C.
Na hydro-peroxo-molypdat voi ndéng d6 24,3uM trong hdn hop cubi 1.
Vi du 2 — D4u hiéu bién dbi thé oxy héa khir

D4u hiéu ctia hdn hop c6 hoat tinh theo sang ché dugc danh gia bang su thay
ddi thé oxy hoa khir trong qua trinh tong hop ché phim duoc diéu ché theo Vi du 1.

Theo Fig. 1, thé oxy hoa khir ~90mV (=380mV) & bude 6 (diéu chinh do pH
bing nudc soda) duge gidm so v6i dung dich ban diu (=470mV; budc 3). Thé oxy hoa
khir duoc giit hing dinh cho dén khi két thuc qué trinh téng hop (budc 9). Tién hanh
tuong tu d6i v6i qua trinh 130 héa ché phim ctia hdn hop theo sang ché theo vi du 1
trong 6 thang & nhiét do trong phong (389mV + 5mV) va & 45°C (389mV + 8mV) déi
v6i d6 pH 1an Tuot 12 4,56 + 0,40 va 4,53 + 0,41.

Vi du 3 — D4u hiéu tiéu thu va tao ra H,O, — tao trang théi cin bing peroxo-chét phéan

g va thé oxy héa khir ctia hdn hop 1.

D4u hiéu ctia hdn hop c6 hoat tinh theo sang ché duoc danh gia bang tiéu thu va
tao ra H,0, trong qua trinh téng hop ché phdm dugc diéu ché theo vi du 1.
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Theo Fig. 1, so véi ndng do H,0, ciia dung dich ban dau (353mM; buée 3 dén
10), viée tao ra peroxit bat ngd (=42mM; bao gdbm phan nho axit peraxetic) dugc quan
sat do bd sung H,0, vao dung dich dém (axit axetic/axetat). Néu viéc bd sung H,O,
khong duoc tién hanh trong dung dich nudc dém axit co san (budc 3; d6 pH = 2,84 +
0,1), thi s& lam phan hay nhanh va tuy ¥ chat nay do do pH qué cao (nuéc) (d0
pKaygoo.oo.-: 4,8).

Tu buée 4 dén budce 7, viée tiéu thu han ché H,0, quan sat duge (10mM =
6mM), cho t6i khi 1am 6n dinh n6 véi ndng d6 381mM % SmM (bude 7; +BAPTA).

EGTA bidu thi trang thai can bing peroxit (phan tmg “tuong tu”” Fenton) bing
cach 1am thodi bién peroxit, tire 12 393mM = 29mM & buéce 7, dén 357mM £ 26mM &
budc 9, va 365mM £ 15mM & budc 9 + 12 gio.

O budce 6, giot dot ngdt xut hién trong thé oxy héa khir duoc quan sat (nim
trong khoang tir 463mV % 15 mV dén 392mV + 17mV) bang cach didu chinh d6 pH
duoc quan sat. Viéc bd sung (bude 7) chét cang hoa BAPTA va sau d6 EGTA c6 tac
dung lam 6n dinh thé oxy hoa khir (386mV + 5mV va 383mV +6mV) bang céch lam

6n dinh trang thai can bang héa hoc.

Vi du 4 — Thir nghiém hiéu qua oxy héa khir ctia hdn hop theo sang ché: phuong phap

quercetin.

A — Dung dich hoat dong

1 — Quercetin

Dung dich chira quercetin dihydrat (2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trthydroxy-
4H-1-benzopyran-4-on dihydrat, 3,3',4',5,7-pentahydroxyflavon dihydrat;
(C15H100,2H,0) 6 10 mol/L duge diu ché trong metanol.

2 — Dung dich clohydric
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Dung dich thir nhit chtra axit clohydric 1M duge diéu ché trong metanol. Dung
dich thr hai dugc diéu ché ¢ 0,3 M trong metanol. Dung dich hoat dong dugc diéu ché

bang cach bd sung 343l dung dich 1M dén 1,357pl ctia dung dich 0.3M.

3 — Chc dung dich Fe** (so sanh)

Dung dich chtra Fe** (Fex(S04)3.xH,0) 6 2 mg/ml duogc diéu ché trong nudc
HPLC. Sau d6, n6 dugc pha loang dé thu dugc tam dung dich so sénh &: 20, 100, 200,
300, 400, 500, 1,000 va 1,500 pg/ml. Cac dung dich nay cudi cliing dugc pha loing 20
l4n trong huyét trong cia ngudi hodc trong nu¢e HPLC dé cudi cung thu duge céc

ndng do: 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 50 va 75 pg/ml.

4 — Cac dung dich Fe*" (to4n dd so sanh. ddi chimg hoat tinh)

Dung dich chira Fe** (FeSO47H,0) &6 89 mg/ml duoc didu ché trong nudc
HPLC. Sau d6 dugce pha loang dé thu dugc ba dung dich so sénh 6: 0,445, 4,45 va 44,5
mg/ml. Cubi ciing, c4c dung dich nay duoc pha lodng 10 1an trong nuéc HPLC d cudi

cing thu duoc cac ndng do: 0, 0,0445, 0,445 va 4,45 mg/ml.

B — Thir nghiém bing phuong phdp quercetin

Su ¢6 mat cua Fe’* (toan dé) hodc qua trinh tao ra (Fez+ toan dd va hiéu qua cia
hén hop theo sang ché sau khi 2 phut tiép xuc) duge xac dinh bang phuong phap

quercetin.
Theo céc diéu kién phan tich hodc sir dung ciia hdn hop 1:
“hdn hQPoxynsa~ dugc dung dé chi hdn hop theo sang ché 1am chét oxy héa.
“hdn hopyy:” duoc ding dé chi hdn hop theo sang ché 1am chat kh.
Qua trinh tao ra Fe** 1a nhu sau:

Transferin-2Fe* + hdn hopi: + 3H — Transferingy, hc')a + 2Fe3+(nuéc) + hén
hopex (1)
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3 X - 2 X
Fe +(nu(7c) +hon hopny + € 2 Fe™' (yse)+ hon hoPosy e (2)

. . r 2
Fe’ +(nu(yc) + querceting,; — querceting, hoa + Fe +(m,(,c)

3)
Phan ung (1) x4y ra trong méi truong huyét twong.

Phan Ung (2) x4y ra trong mdi trudng huyét twong hodc trong nuéc HPLC va tuong

g v6i trang thai can bang ctia phan tng Fenton-Haber-Weiss.

Phan tng (3) 1a phan Gng oxy héa quercetin dé danh gia thé oxy héa khir cia hén hop
1.

Trong méi truong axit va & 70°C, quercetin dugc oxy héa ddc hi€u boi sat I11
(Fe’*; El Hajji et al 2006 and Balcerzak et al, 2008) béi transferin trong méi trudng
huyét twong va khéng duoc oxy héa boi sit I (Fe*). Ion Fe’* dugc hoa tan trong cac

di€u kién nay.

30 ul dung dich quercetin dugc bd sung dén 170 ul dung dich clohydric hoat
dong. Sau khi dong nhat héa, 50 pl mau (Fe" trong huyét twong ciia ngudi hoic trong
nuéec HPLC, Fe** trong nude HPLC, hdn hop theo séng ché sau khi 2 phut tiép xtc véi
huyét trong ctia ngudi) duoge bd sung. Cac dung dich dugc khudy manh va nhanh va
sau d6 duoc u trong thoi gian 1h & 70°C. Sau khi 0, cic mau dugc ly tAm trong 15 phut
& 14.000 vong/phit va & nhiét do trong phong. 100 pl dich ndi trén bé mat duoc lay
1am mAu. Phd UV cua mdi mAu thu duoc & bude séng nim trong khoang tir 230 dén
500 nm. Mau tréng: nudc, Fez+, Fe3+, huyét tuong dugc léy ra theo loai thir nghiém.
Phé hép thu clia quercetin d3 dugc oxy héa béi Fe’™ da dugc tao ra tir transferin huyét
twong va phan tmg Fenton-Haber-Weiss tai ché duge gitt lai (nim trong khoang tir

285-305 nm).

Pinh ctia dudng cong duoc tip trung & 292 nm khi thir nghiém dugc tién hanh trong
nudc HPLC hodc trong huyét tuong. N6 co thé duogc dich chuyén tdi da 10 nm khi

mAu tring thir nghiém duoc 14y ra.
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1 —Toén dd Fe**

Toan d6 d6i vé6i ion Fe(IIl) dugc tao ra, vi du, bing cach do do hép thu UV
(ndm trong khoang tir 250 dén 330nm) cia quercetin d3 dugc oxy héa dbi véi cac
ndéng d6 Fe’" khac nhau (tham khao khoang Fe’* néu trén) trong huyét tuong cia

ngudi, va bang cach thong béo ty trong quang hoc theo budc séng.

Tir phd ctia khoang 250-330 nm, dién tich dudi dudong cong (AUC) nam trong
khoang tir 285 dén 305 nm duoc tinh toan theo cong thuce:

205 305nm 305nm
nm -
AUCZSSnm B J)dx = ) Do hap thu ()

285nm 85nm

Do d6, mdi dién tich bé mit cia dinh 285-305nm d6i véi mdi diém cia khoang Fe**
dugc minh hoa bang d6 thi. Pudng cong xu huéng duge minh hoa bang db thi (Excel),
dang thic (hé sé twong quan R* d6i v6i tri sé gan nhit 1 1am hop thire hoéa thir nghiém

nay) dugc giam (Excel).

N6 c6 thé 14 dang tuyén tinh hodc dang da thirc: y = ax® + bx +c. Bing cach thir
nghiém, médi twong quan nay c6 thé c6 dang y = -0,0021x* + 0,4819x + 0,4521; R? =
0,9966 (Fig. 2). 4)

Péi v6i hon hop theo sang ché, nong d6 cua dang duong lwong Fe** tao ra trong
moi truong huyét trong hodc tir Fe** phan 4nh kha ning oxy hoa theo sang ché va
dugc tinh toan tir dang thirc (4). Pay la phuong phap gian tiép dé xac dinh hiéu qua
oxy héa khir ctia hdn hop 1 bing cach thir nghiém quercetin d dugc oxy héa bi Fe**
dudi 4nh séng tia cuc tim UV. Do d6, ndng d6 ¢ dang « dwong luong » Fe** duoc dé
cap. Hon nira, c6 thé so sanh thé oxy hoa khir ciia dung dich theo sing ché cén thu
nghiém, so v6i dung dich so sanh theo sang ché, mit khac tién hanh so sanh vé&i hiéu

qua oxy héa khir ciia hén hop theo sang ché.
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2 —To4n dd Fe*

Theo cing cach nhu d6i v6i ion Fe(III), toan dd duogc tao ra dbi v6i ion Fe(Il).
Vi du, d6 hép thu UV (230-500nm) ctia dinh quercetin dugc oxy héa boi Fe** thu duoc
tir hon hop theo sang ché v6i ndong d6 hoat chit 13 1,22uM (250 pg/L) va 2 phut tiép
xuc voi Fez+, vi du, dugc do dbi voi khoédng néu trén. Cac phan tich toan hoc trong tu

ctia AUC nhu mo ta d6i vé6i ion Fe(III) ¢6 thé dugc tién hanh.

3 — Thit nghiém hiéu qua oxy héa khir ctia hdn hop theo séng ché. vi du. & 1.22

uM (250 ug/L) hoat chdt MoO,”.

Theo quy trinh duge md ta trong B-, hiéu qua oxy héa khir ctia hdn hop theo
sang ché (1,22 pM MoO,4* trong huyét tuong ctia ngudi) duoc thir nghiém dé: i) danh
gia kha nang 130 hoéa cia né & nhiét d6 trong phong va & 45°C, ii) hgp thiic hoa qua
trinh tao ra né va danh gia so sanh cac ché pham, iii) dinh luong kha ning di qua da

cta nd, iv) do sinh kha dung cia né va, v) pha sinh hoc ctia né.

Theo ding thirc (4), dién tich cu thé cta dinh hdp thu UV dugc tinh toan (¢
dang AUC) nam trong khoang tir 285 dén 305 nm ctia dinh quercetin dugc oxy héa béi
Fe’ tr do di duge tao ra sau khi tiép xtic v6i huyét twong trong 2 phat cia hdn hop
theo sang ché (dang thire (1), (2) va (3)) voi ndng do cudi cung cudi 1a 1,22 pM vdi
phitc chét transferin-Fe’*. Tinh trung binh, sy san xuit dang duong lwong Fe’

(Fe? +duong Tuong) nim trong khoang tir 30 d&n 50 pg/ml huyét tuong.

4 — To4n d6 du dosn trong moi trudong huyét tuong ciia ndng d6 hiru hiéu ciua

hdn hop theo séng ché

Sat trong huyét twrong khong & dang tu do. N6 dugc gan két vai transferin (hodc
siderophilin) & dang sét III ctia né (Fe’) véi luong nam trong khoang tir 1 dén 2 gbe/
phan tir. Sit & dang sit II ctia n6 (Fe**) khong chu chuyén bén ngoai qua trinh tao phirc
chat ctia né véi hemoglobin. Nhén thdy rang huyét tuong cia ngudi duge st dung
khong bi tan huyét. Phan tng quercetin ciia hdn hop theo sang ché véi dong trong

huyét twong duoc coi 1a khong dang ké.
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Khoang néng d6 ctia hon hop theo sang ché (15,2, 7,6, 3,8 va 1,9 nM cua
MoO,* cudi) duoc u trong huyét twong cia ngudi. Phan tng véi quercetin duoc tién
hanh nhu duge mé ta trong B-. Dinh hép thu cu thé (chit nén chira miu trang huyét
trong + quercetin) duoc liy tich phan nhu duge mo ta trong B-1 (Fig. 3).

To4n dd duoc minh hoa bing db thi (Excel) & dang da thirc va ding thirc xu
hudéng duoc tinh todn (y = 0,0144x> + 0,5863x + 0,4511 v6i R*= 0,9934 (5); Fig. 4).

Mbi quan hé ty 16 (ding thirc 5) dugc x4c dinh gitra lugng séng ché v6i nong do
bd sung vao huyét tuong ctia ngudi va lugng duong lugng Fe’™ (déng thuc 4) duoc
phat hién bdi phan Gng oxy hoa cia quercetin, tirc 1a 28,95, 12,19, 3,97, 3,12 pg
Fe’ " guong hong/TL huyét trong cia ngudi, theo khoang hdn hop theo sang ché da mo ta

g trén.

Vidu 5 — Déanh gia hiéu qua oxy hoa khir cua séng ché trén huyét twong clia ngudi

Sau khi bd sung hdn hop theo sang ché (Vi du 1 — Hon hop 17) vao huyét twong
cta ngudi va sau thoi gian tiép xuc 14 2 phut, t6i da ndng do ctia MoO,” 12 0,03038
uM, phan tng oxy hda ctia quercetin @8 san xudt Fe*" thu duoc tir phuc chét transferin
huyét tuong-Fe’” va phan g Fenton-Haber-Weiss 13 t1 wu va tuyén tinh (vi du tham
khao 4).

Sau khi chdt nén mau tring thir nghiém, viéc ting ndng do ciia sing ché 1am
giam qua trinh tao ra tai ché quercetin d dugc oxy héa béi Fe’* do thay dbi trang thai
cAn bang cla phan tmg Fenton-Haber-Weiss (Fe’* 2 Fe’). Sau d6, nong do thur

nghiém cudi cia MoO,” 14 0,00, 1,22, 4,05, 12,15, 24,30 va 30,38 uM (Fig. 5).

Vidu 6 —Hiéu qua chbng sao chép

A — M6 hinh

- Bén mé hinh tiép xuc cta hdn hop theo vi du 1 (“Hdn hgp 17) dugc tht
nghiém. Chung bao gdm bdn kha ning sinh Iy ma hdn hop 1 ¢6 thé thu duge trong khi

ding dé diéu tri khu trd, tic 1a:
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MG6 hinh I:  Hbn hop 1 trén cac té bao nhiém HSV-1,
M6 hinh 2:  Hbn hop 1 trén cac té bao khong nhiém HSV-1,

Mé hinh 3:  Hbn hop 1 trén céc té bao khong nhiém va hon hop 1 trén cac té
bao khéng chira HSV-1 (chua bi 14y nhiém),

M3 hinh 4: Hon hop 1 trén HSV-1 truée khi nhiém bénh.

- Hai thoi diém tiép xuc cia hdn hop 1 dugc thir nghiém, tirc 12 2 phut hodc 1,5
phut, va sau d6 loai bd hon hop 1.

- Hai néng do cta hdn hop 1 duge thir nghiém lan luot 13: 0,81 va 2,03 puM hoat
chét, tirc 13 167 va 417 pg/L. |

- Phuong phap dinh lugng hiéu qua 1a qPCR (quantitative Polymease Chain
Reaction; Mullis K. et al (1986) “Specific Enzymatic Amplification of of DNA In Vitro:
The Polymease Chain Reaction”, Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol., 51 (Pt 1),
263-273.)

- Hiéu quéa chéng sao chép (AE) ctia hon hop 1 trén HSV 1 dugc dénh gia trong
gqPCR v6i cac doan mdi cu thé ctia bo gen cia virut (Kessler HH. et al (2000)
“Detection of Herpes simple virus DNA by real-time PCR” J. Clin. Microbiol., 38(7),
2638-2642).

- Poc tinh té bao ciia hdn hop 1 (C) trén dong BHK-21 dugc danh gid trong
gPCR véi cac doan mdi cu thé cua gen cuia tiéu don vi ribosom nhé 18S (Texcell -

Evry, France).

- Tinh bdi nhifm (MOI): 1, tic 1a 5,10° TCIDs, (Liéu nhi®m khi nubi ciy mo
50%).

- Thir nghiém qPCR duoc tién hanh & tOh (2h sau khi tiép xtic gitta BHK-21 va
HSV-1, va sau d6 loai bd HSV-1), t2h- , t4h- va t8h-sau-nhiém bénh.
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- Ty 18 AE/C s& thu duoc chi sé hiéu qua in vitro (EI) ctia hdn hop 1 tuong tmg

v&i mo6 hinh nghién ctru.
Mo hinh I:

BHK-21 + HSV-1 (2h ; nhiém bénh) => rita (PBS) dé loai bo virut => cac miu
tOh => + Hdn hop 1 (2 phut) => rira (moi truong nudi cdy) dé loai b6 hdn hop 1 =>1
té bao & 37°C => méu t2h-, t4h- va t8h-sau nhiém bénh.

Mo hinh 2:

BHK-21 + Hén hop 1 (1,5 va 2 phit) => rira (PBS) dé loai bd hdn hop 1 => cac
t& bao + HSV-1 (2h; nhi®m bénh) => rira (moi trudong nudi cdy) dé loai bd HSV-1 =>
mAu t0h => 1 té bao & 37°C => miu t2h-, t4h- va t8h-sau nhiém bénh.

M6 hinh 3:
BHK-21 + Hon hop 1 (1,5 va 2 phut) => rira (PBS) dé loai b6 hdn hop 1.
HSV-1+ Hén hop 1 (1,5 va 2 phiit) => rira (PBS) dé loai bo hdn hop 1.

Ché pham cac té bao va virut dugc tiép xtic so bd véi Hén hop 1 (2h ; nhiém
bénh) => rira (moi trudng nudi cdy) dé loai bo HSV-1 => miu t0h => i té bao & 37°C

=> mau t2h-, t4h- va t8h-sau nhiém bénh.
MG hinh 4-

HSV-1 + Hdn hop 1 (2 phut) => ria (PBS) dé loai bo hdn hop 1 => + BHK-21
(2h ; nhiém bénh) => rira (mdi truong nudi cdy) dé loai bo HSV-1 => mau tOh => 1 té

bao & 37°C => mAiu t2h-, t4h- va t8h-sau nhiém bénh.

r
A

B - Két qua
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Bang 2: Giam xubng 8 gid qua trinh nhan 1én HSV-1 trén cac té bao BHK-21
sau khi tiép xtic véi hdn hop 1 (tinh theo pg/L hoat chét) hoic axyclovir (ACV); chi sb

hiéu qua in vitro (EI).

ONE £0 L1g
M6 hinh 1
M6 hinh 2 72 1961 -1 [-70 -86 4 | 23| 1 3|7
M6 hinh 3 93 |-97] -6 |-78 -90 14 |35 1 4 |10
M&6 hinh 4 56 | -69 | -52" | NT NT 2 3 | 2 |NT|NT

* Viéc giam muc do sao chép HSV (RR) bdi céac chat thtr nghiém (Hon hop 1,
axyclovir d6i chimg) duoc biéu thi bang ty 1& phan trim va twong Gng véi ty 1¢ dinh
lrgng gPCR cua b gen HSV-1 va cta doc tinh té bao ma duoc danh gia bang cach
dinh luong tiéu don vi 18S cua té bao chi: RR = {(100 x ([HSV-1])n nghicen/[18S] tha
nghiém))/ ([HSV-1]4s: chl'mg+/ }[ 18S]4si chimg +)} —100.

*#* Chi sb hiéu qua chéng sao chép in vitro (EI) clia cac chat thir nghiém dugc thé hién
béi (JHSV-1][18S] duge dénh gid trong gPCR déc hiéu) cua d6i chtng dwong tinh da
nhiém HSV ([HSV-1]a; chimg+/[ 18S]4éi chimg+) SO Vi Céc chét thir nghiém (Hon hop 1,
axyclovir d6i chtng): EI = ([HSV-114i ching+/[18S]aéi chimg+)/ ((HSV-1T s nhiem/[ 18S i

n ghiém) .

#[ACV]: 1 g/L
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- EI tét nhit (Bang 2) thu duogc sau 2 phit tiép xtic v6i hon hop 1 va véi ndng
@5 417 pg/L. Can luu ¥ ring thoi gian tiép xtc anh huéng 16n t6i EI (1,5 phit va 2
phut; cac mo hinh 2 va 3).

Céc EI thu dugc theo mé hinh 1 va 3 trong thoi gian tiép xtic 13 2 phit va nong

@5 ctia hdn hop 1 12 167 pg/L, 1a dac biét déng ké.

- Khéng lién quan t6i m6 hinh, cac EI thu duoc cling véi axyclovir (“ACV”) la
khong dang ké (Bang 2).

Bang 3: Ty 1é phan trim dinh lugng béi qPCR (gen 18S hoac HSV; & 8h sau
khi tiép xtc trong 2 phat): i) nhan dong BHK-21 (d6i ching: dong khong nhiém bénh)
va, ii) kha nang sao chép HSV-1 (dbi chimg: dong nhiém bénh).

ACY Hon hop 1 ACY Hon hop 1 ACY

167 | 417 | (mgL) [167 | 417 | (mg/l) [ 167 | 417 | (mg/L)
pg/L | pg/L ng/L | pg/L ng/L | ng/L

45 | 27 | 108 | 49 | 30 [118()| 1 | <1 | 76(D)

62 | 41 [57(1) | 68 | 44 | 62(1) | 19 2 | 61(1)

118 | 70 | 111 | 98 | 58 | 92(1) | 7 2 | 86(1)
111 64 | 38

- Pbi v6i hén hop 1 (véi ndng do nim trong khoang tlr 167 dén 417 pg/L) hoic

ACV (v6i ndng do 1 hodc 10° mg/L), khong lién quan dén d6i chimg duoc sir dung
(dong + PBS — HSV hodc dong + PBS + HSV), két qua dinh lugng 18S dugc so sanh
véi mo hinh tuong tu (Bang 3, thit nghiém 1 dén 4,2 v6i 5, 3 v6i 6).
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- Dbi v6i hén hop 1, hiéu qua chéng sao chép déng ké phu thudc lidu (Bang 3,
cac thir nghiém 7 va 8) dugc x4c dinh dbi véi cac mé hinh 1, 2 va 3. Hiéu qua nay

khong quan sat dugc dbi véi ACV (Bang 3, thir nghiém 9).

- Poc tinh té bao so sanh cia hdn hop 1 (167 pg/L) va ACV (1mg/L) (Béang 3)

duogc luu v theo cac mé hinh 2 va 3 (Bang 3, cac thir nghiém 1, 3, 4 va 6).

- Hiéu qua khang HSV khéng c6 mat (Bang 2 va Bang 3, thir nghiém 9) d6i voi
ACV (1 mg/L hodc 1g/L) duge lou y. Cac md hinh dwa ra d& nghién ctru vé hén hop 1

khong thé twong tmg v6i nghién ciru lién quan téi ACV.

Déi véi mé hink 1 (Hdn hop 1 dbi véi té bao nhiém bénh):

- EI tét nhat (Bang 2) ¢6 hai ndng d6 ctia hdn hop 1 (2 phtt tiép xtic, 167 va 417
ng/L, EI 1an luot 14 37 va 48).

- Hon hop 1 ¢6 hoat tinh truc tiép (Bang 2 va 3) d6i v6i kha nang sao chép virut

trong nhén, trén kha nang chuyén héa té bao.

- Hdn hop 1 ¢6 tinh dic hiéu tét ddi v6i té bao da nhiém virut (Bang 3, cac thir
nghiém 4 va 5; m6 hinh 1 so vé1 2).

D6i véi mé hink 2 (Hdn hop 1 dbi vai té bao trude khi nhiém bénh):

- EI quan tam (Béang 2; tiép xtic trong 2 phut va 417 pg/L, EI: 23).

- Hdn hop 1 ¢6 tac dung trén té bao ma kém nhay véi bénh nhiém virut va/hodc
¢6 co ché khong tuong hop véi kha ning sao chép virut (Bang 3, cac thir nghiém 7 va
8).

D61 v6i mé hink 3 (Hdn hop 1 trén: t& bao khong nhiém bénh va HSV-1, riéng

ré va trude khi tip hop):

- EI quan tam (Bang 2) ¢6 hai ndéng do ciia hdn hop 1 (2 phut tiép xuc, 167 va
417 pg/L, El 1an luot 13 14 va 35).
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- Tuy thude vao lidu duoc 4p dung (167 hodc 417 pg/L) ddc tinh té bao & mirc 0
(Bang 3, thir nghiém 4) hodic doc tinh té bao han ché (Bang 3, thir nghiém 5) dbi véi

hiéu quéa khang virut rat tét (1an lugt & Bang 3, cac thir nghiém 7 va 8).

- Céc tac gia sang ché nhan thiy hiéu qua ctia hdn hop 1 cé thé 13 sy tich liy
ctia mé hinh 2 c6 tac dung dang ké trén t€ bao va mé hinh 4 c6 tac dung han ché trén

virut riéng r€ (cac Bang 2 va 3).

D&i véi mé hinh 4 (Hdn hop 1 trén HSV-1):

- EI thip (thoi gian tiép xuc: 2 phut, 167 va 417 pg/L, EI 14n luot 1a: 2 va 3;
Bang 2) duoc x4c nhin khi khong c6 mat doc tinh té bao va kha nang sao chép virut

dang ké (Bang 3, cac thir nghiém 8 va 9).
C — Két luan

Trén dong BHK-21, hiéu qua chinh ciia hdn hop 1 1a: i) ¢6 doc tinh té bao uu
tién dbi voi té bao dd nhidm virut, ii) trc ché kha nang sao chép virut trén té bao di

nhiém virut va, iii) han ché kha ning nhiém bénh ctia té bao khée manh.

Dich c6 thé 1a mang (cac thu thé ddi véi virut ching han) va/hoic trao d6i chat
(qué trinh didu hoa tng sudt va con dudng gdy chét té bao theo chuong trinh ching
han).

Nhaén dién virut va tuong tac ndi phan tr

Theo mé hinh 4, hdn hop 1 ¢6 hiéu qua chdng sao chép truc tiép thap & virut.
Trong céc diéu kién thir nghiém nay, gﬁn v6i viée st dung diéu tri khu tra, sy quan sat
nay 13 tip trung vao su bién dbi gi6i han cia cac thu thé virut d6i vé6i té bao: gB (HSV-
2), gC (HSV-1), gD va gH/gL (HSV-1 va -2). Hbn hop 1 chi ¢6 thé 1am thay ddi theo
cach han ché cac glycoprotein ctia virut boi phan Ung in vitro Fenton-Haber-Weiss ctia

no.
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Twong tu, céc tac gia sang ché khong dua ra anh hudng déng ké ctia hdn hop 1
d6i voi mang phospholipit ctia HSV ma c6 thé 1am x4o tron kha ning dung hop va

thdm qua mang.
Trong c4c didu kién thir nghiém nay, hon hop 1 khong c6 hoat tinh diét virut.

Kha ning sao chép virut va chuyén héa té€ bao:

K§ thuat qPCR st dung dich phan giai té bao & 8h sau khi nhiém bénh. Mirc
giam kha ndng sao chép virut co thé thu dugc tir kha ning nhan dién kém va/hoic
tuong tac ndi phan tr va/hodc kha nang sao chép (cdi bién qué trinh chuyén hoa té bao

gdy ra boi sy nhiém bénh va/hodc hdn hop 1).

Néu qué trinh khir mudi ctia virut dugc thay d6i béi hdn hop 1 ma khong 1am
thay dbi cac qua trinh khac va khong lién quan dén mé hinh, thi EI thu duoc c6 thé 1a

nho6 hon nhiéu do su tich tu bao chat cda virion.

Theo mé hinh 2 (EL: 23 véi 2 phut tiép xic va 417 pg/L), kha ning sao chép
kém sau khi tiép xtc so bo té bao v6i hdn hop 1 (Bang 2 va Bang 3, thir nghiém 8)

dugc quan sat.

Theo md hinh nay, té bao BHK-21 dugc tiép xic trong 2 phit véi hén hop 1.
Thoi gian tiép xtc véi HSV trong moi trudong nudi ciy hoan toan va tu nhién dinh
dudng 13 2 gid. Hon hop 1 gy cai bién té bao c6 thoi han st dung kéo dai hon 2 gioy

va con du doan duogc hiéu qua phong bénh cia hdn hop 1.

Ngoai kha ning nhén dién HSV-1 bai té bao bi anh huéng mot phan boi hén
hop 1 do tac dung chic chin va han ché cua né trén virut glycoprotein gD (38% sao
chép; Bang 2), kha nang nhén dién nay cling co thé bi anh hudng bdi tac dung trén thu
thé té bao voi gD (HVEM va nectin) cling nhu trén hai thy thé té bao bé mat khac véi

gB va gH/gL 1a heparan sulfat va integrin.

Do qué trinh thim gdc (cai bién kha ning thé oxy héa khir ndi bao hoic qua

mang, diéu hoa con dudng ung sudt oxy hoa), dong canxi t€ bao cé thé duoc dich
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chuyén. Cac dong canxi té bao hdi lwu nay cling xuét hién do su lay nhiém HSV. Tuy
nhién, cac dong moi ¢o thé khir van dong ngay do dua céc chét cang héa khong thim
va tr do vio hdn hop 1 (han ché té bao doc tinh té bio). Mat khac, céc céi bién té bao
chinh khéc khong bi loai trir va co thé trong Umg voi qua trinh oxy héa hodc khu
protein (cAu xystein chang han) va cu thé 1a cac protein chu truc ¢6 thé xuat hién qua

trinh nhap bao virut.

Theo mé hinh 3 (Bang 2 va Bang 3, cac thir nghiém 7 va 8), su giam dang ké
khéa ning sao chép virut duge quan sat (EL: 14 va 35 trong thoi gian tiép xtc 1 2 phut,
1an luot 12 167 va 417 pg/L).

Ca hai hién tuong nay déu xuét hién. Hién tuong thir nhét 13 tac dung gi6i han &
virut (mo6 hinh tham khéo 4), hién tuong thr hai dién ra chi yéu & té bao (md hinh
tham khao 2).

Viée bd sung cac EI ctia mé hink 2 va 4 (2 phit va 417 pg/L), tirc 1a lan luot 1a
23 va 3, s& thu duge tdng (26) nho hon nhung lai gin véi két qua thu dugc bang thuc

nghiém d6i v&i mé hinh 3, tac 1a 35.

Su tich liiy tiém tang cta i) qué trinh nhéan dién kém HSV va té bao duoc du
tinh va ii) qué trinh trong tac ndi phan tir duge e ché va/hoidc mic do sao chép dac

biét bing cach thay ddi qua trinh chuyén héa té bao.
M6 hinh 1 (EI: 48 voi 2 phut tiép xtic va 417 pg/L) 1a mé hinh phd bién nhét.

Téc dung ciia hdn hop khéng 1dy nhidm 1 duge wu tién trén té bao hon so véi

virut. Tac dung nay duoc thé hién phé bién nhat do té bao da bi nhiém bénh trude.

Trong md hinh nay tuong tmg véi viéc didu tri dat hiéu qua nhat, nhan thiy
réng hdn hop 1 ¢6 hiéu qua dugce ly ndi bao dac hiéu chinh. Pdi voi 417 pg/L hoat
chét, bang 3 thé hién lugng céc tiéu don vi ribosom 18S (tuy thudc vao dbi ching
duoc st dung, 27 va 30%, cac thir nghiém 2 va 5) trong m6 hinh nay la nho hon so véi
mé hinh 2 (thy thude vao d6i chimg dugc sir dung, 41 va 44%, cac thir nghiém 2 va 5)

va trong mé hinh 3 (tuy thudc vao dbi chung dugc st dung, 70 va 58%, céc thir
-54-



34115

nghiém 2 va 5) 13 Iy do vé tinh ddc hiéu ctia té bao di nhiém virut so véi té bao khoe

manbh.

Dich ctia hon hop 1 trong mo6 hinh nay khong thé nhan dién hoac ong tac ndi
phén tir, nhung 1am cai bién qua trinh trao ddi chét thuc su. Sau d6 n6 duge dat & trang
th4i can bing mdi, dac biét 1a do di qua gc mang gbc, viée cai bién thé oxy hoa khir
cta t& bao va su c6 mit ciia chit cang héa bén ngoai, ndm giita con dudng tmg suit
oxy hoa (giy ra boi sy nhiém bénh), cic dong canxi (giy ra béi nhiém bénh), e ché
qua trinh gidi phéng phu thudc canxi cla cac virion, cai bién qua trinh oxy héa cic

protein truc tiép hodc gian tiép lién quan dén kha nang sao chép virut.
Vi du 7 — Danh gia su san xuit interleukin ex vivo

Sinh thiét da ngudi khong bi bénh (8 mAiu sinh thiét va 4 nguoi cho) bang cach
phiu thudt & lam giam trong lugng dugc xir Iy ex vivo v6i hon hop 1 (5 mg/L hoat
chét; 2 phut). Céc dich ndi trén bé mat trong do6 cac mAu sinh thiét dugc tim the‘iy duoc
dung 1am miu & 6h va 24h sau khi tiép xtic dé dinh luong interferon-o. (IFN-a;
inhibition of the infection with HSV; Mikloska Z. et al (2001) "Alpha va Gamma
Interferon Inhibit Herpes Simplex Virus Type I Infection and Spread in Epidermal
Cells after Axonal Transmission", J. Virol, 75(23), 11821-11826), -B (IFN-B;
inhibition of HSV replication; Sainz Jr. B. et al (2002) "Alpha/Beta Interferon and
Gamma Interferon Synergize To Inhibit the Replication of Herpes Simplex Virus Type
1", J. Virol., 76(22), 11541-11550)) va interleukin 6 (IL-6; chit danh d4u viém).

Dbi chimg thir nghiém duong tinh 1a dich rira giai sinh Iy (NaCl 100mM).
Nbng d6 co s6 té bao khong bi cai bién ctia IFN-o, va IFN-B duge luu y.

Tuy thudc vao cac mau sinh thiét va ngudi cho va do dd, doi véi chan thuong

khi phe:lu thuat va thao tac thtr nghiém:

Sau 6h tiép xuc (Fig. 6 va 7):
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- v6i NaCl lam dbi chimg, tao ra IL-6 co ban 1 277 pg/mL + 11 dén 2,866
pg/mL + 206.

- v&i hdn hop 1, kha nang e ché IL-6 tao ra so v6i d6i chimg NaCl, nim trong

khoang tir 0 pg/mL dén 1,015 pg/mL + 17.

Sau 24h tiép xtic (Fig. 6 va 7):

- v6i NaCl dbi ching, IL-6 co ban tao ra nim trong khoang tir 1,485 pg/mL =+
37 dén 7,454 pg/mL £ 199.

- v6i hdn hop 1, kha nang rc ché TL-6 tao ra so véi dbi ching NaCl, nim trong

Kkhoang tir 84 pg/mL + 15 dén 5,910 pg/mL =+ 29.
Két luén:

- tao ra va tao ra qua mirc khong ddng nhét (1an luot 1a 6h va 24h) dbi véi IL-6
sau khi tiép xtc véi NaCl va Hon hop 1 (Fig. 6).

- rc ché khong ddng nhét qué trinh tao ra IL-6 sau khi tiép xtic véi hon hop 1
(5 mg/L hoat chét) trung binh 12 28% & 6h va 19% & 24h, so v6i di chimg NaCl (Fig.
6).

Bang cach trc ché qua trinh tao ra nay, hdn hop 1 ¢6 tinh dung khéng viém (Fig.
7).

Vi du 8 — Tho4i bién huyét twong va thoi gian béan thai

Mot trong sb cac ngudi cho céc géc (chu yéu 1a HO,', c6 thoi han 1én tdi vai
gidy va chi sé tham té bao dang ké) boi phan ng loai Fenton-Haber-Weiss cia hoat
chit MoO,> cia hdn hop 1 12 H,0,. Qua trinh thodi bién chat vét nay duoc tién hanh
dé danh gia tbc do tiéu thu cia hdn hop 1 hodc qué trinh thoai bién cua no.
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~ A

K¥ thuat:

Hbn hop 1 (68,9 uM hoic ndng d6 cubi 1a 14,2 pg/L) duoc U trong huyét tuong
maoi cua nguodi. Pong hoc H,O, khong xudt hién duoc tién hanh béi phan ung

peroxidaza trén cac phan mau theo thoi gian lién tiép.

r
A

Két qua:

- Trung binh (n =10), ty 1é phan trim thoai bién ctia chat vét ciia hdn hop 1
trong huyét trong ctia ngudi & nhiét d6 trong phong sau thoi gian tiép xuc 1a 2 phut 13
85,3 £ 9,4%, 74% % 15,2 % trong phut thtr nhét.

- O phut thi nhét, "Thoi gian thodi bién 50%" hoic DTsy = 0,812 phut dbi véi
dung dich chtra hdn hop 1 véi ndng d6 hoat chit ban du 13 68,9 uM va ndng d6 H,0,
la ImM.

- Téc @6 thodi bién Kemon: = 740 pmol cia hdn hop 1 véi néng d6 ban dau 1a
ImM H,O,/phut./L cua huyét tuong hodc Kovoos-: = 51,0 pmol cua hdn hop 1 véi
ndng do ban dau 13 68,9 pM hoat chdt MoO,*/phat/L ciia huyét twong, & phat U thtr
nhat & nhiét d6 trong phong.

- Péi v6i mau 200pL hdn hop 1 véi ndng @6 24,3 puM (5,0 mg/L) hoat chit
hodc 353 mM (12 g/L) chat vét H,0,, dbi véi diéu tri khu tra, = 5 nmol hoat cht
MoO,” hodc 70 pmol chit vét H,0,. MAu nay, trong 1L huyét tuong, bi thoai bién
trong ~ 0,1 phut.

Vi du 9 — Bgc tinh v§i hé tao mau gidi han & méu ngoai vi.

Muc dich cia nghién ctru nay 12 nham danh gia doc tinh véi hé tao méau cua hdn
hop 1 (24,3 pM hodc nong d6 cubdi 1a 5,0 mg/L) sau khi 0 2, 3 va 5 phut & mau ngoai
vi ciia nguoi. Poc tinh ddi véi qua trinh tiéu huyét duoc danh gia theo théng sb mau
- chinh, ttc 1a dém héng cau, bach cu, hematocrit, tiéu cau, thé tich globulin trung binh

va néng @6 hemoglobin.
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Két luan:

Céc thong sb mau lién quan téi viéc dém hdng cau, bach cau, hematocrit, thé
tich globulin trung binh va néng dd hemoglobin khong duge cai bién bang cach U tdi
da 5 phut v6i hdn hop theo sang ché.

Viéc dém tidu cdu dugc cai bién biang cach tiép xtic véi hdn hop 1 tir -35% ngay

sau n6 duogc bd sung, 6 -69% & 5 phut.

Vi du 10 — Qua trinh di qua da gi6i han ctia hdn hgp theo sang ché, mic @6 hép thu,
pha sinh hoc va d¢ sinh khé dung (OECD 428; EMEA, Hudng dan cia nguoi, 2001).

Hon hop 1 duoc sir dung d3 dugc ¢d nim 14n (Hbn hop 1 x5) sao cho céc chét
di qua v6i luong it nhat. Muc dich ctia nghién ctru nay 1a nham danh gia (tham khao tir
t0, t2 phut, dén t60 phut) kha ning di qua ctia hdn hgp 1 x5 cling nhu cua vét H,0,
thdng qua viéc sinh thiét da ngudi khong mic bénh.

Quy trinh nay dugc 4p dung dbi véi ba loai co chat: sinh thiét toan pha“m, sinh

thiét duoc phau tich trén biéu bi va trén ha bi.

K¥ thuét:

12 mAu sinh thiét tr 2 ngudi cho duoc thir nghiém (cac phép do dugc tién hanh
theo giot dugc két tu trén vat ghép [30pL]) va trong moi trudng dudi day [800uL])
theo ca hai phuong phéap (Bang 4): 1) quercetin danh gia hiéu qué oxy hoa khir cua hdn
hop 1 x5 va, ii) peroxidaza danh gia vét néng do H,0,.

Giot (30 pL) duoc ling phi trén cac mau sinh thiét va vat ghép biéu bi va trén
da duoc cd dac 5 14n trong hoat chit (121,5 pM hodc 25,02 mg/L) va trong vét (1,77
M hoic 60 g/L) so v6i ché phdm diéu tri (1an luot 14 24,3 pM hodc 5,0 mg/L va 352,8
mM hoic 12 g/L). Trong 30 puL hdn hop 1 x5 két t0, c6 3,65 nmol hodc 750 ng hoat

chit va 53 pmol hodc 1,8 mg vét.
Két qua:
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Hiéu qué ;[he ‘ -1,4 &en -10,5
oxy héa khir
vét H,0, -16,5 dén-57,7 | -72,5 dén - -99,6
99,9
Hiéu qua thé | +3,7 dn+9,0 +0,8 dén +44.5 dén
oxy héa khir +80,6 +100
VétH,0, | <+0,001%* @én | +0,38to+1,7 | +0,16 dén
+0,09 +0,46

* tinh theo % so v6i t0 (-: gidam, +: tdng)
** o161 han phat hién.

Mtee gidm tir nhe dén 1am diu (thir nghiém 1) dbi véi hiéu qué oxy héa khir cia

hdn hop 1 duoc quan sét giot trén vét ghép (tir -1,4 dén -23,9%).

Mtc giam tir 1am diu dén dang ké (thir nghiém 2) dbi véi lugng vét H,0, cla

hdn hop 1 duge quan sét theo giot trén vét ghép (tir -16,5 dén -99,9%).

Mic ting tir nhe dén déng ké (thtr nghiém 3) d6i v6i hiéu qué cia viéc oxy héa
khir cia mdi truong dudi vat ghép duge quan sat. N6 phu thudc vao vat ghép va loai
ctia n6. Khi mau nay 13 sinh thiét hoan toan, mirc ting nay xuit hién 12 do kha ning
thdm qua da thip. Trung binh 13 6,35% va tuong ng v6i kha ning cia hoat chét cia
hdn hop 1qua da 1a 232 pmol (47,6 ng). Khi né 1a biéu bi hodc ha bi, ma ting ndy sé
thay dbi dang ké (nim trong khoang tir 0,8 dn 100%). Diéu nay la thich hop nhét do
su sai khac vé cdu tric md hoc (16, ddn mau qua da, céc diém tan cing cta dy than

kinh trén biéu bi ching han).

Mtrc tang tir khong phét hién dugce dén nhe (thtr nghiém 4) vé lugng vét H,0,

trong mdi truong dudi vat ghép dugc quan sat khong lién quan t6i loai ciia no (tir <
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+0,001 dén 1,7%). Khi n6 12 sinh thiét hoan toan, mirc ting nay xuét hién do kha nang
di qua da dac biét thip (< 0,53 dén 47,7 nmol, tirc 1a < 0,018 dén 1,62 pg). Khi n6 1a
bidu bi hodc ha bi, thi mc ting trung binh 13 thap (1an lugt 1a 1,04 va 0,31%, tic 1a
0,55 pmol va 0,16 umol, hodc 18,7 pg va 5,6pug).

Két ludn:

Sy doc 1ap v6i md (mirc do hip thu, khir hoa, kha ning thdm) cta hai thong sb
lién quan khi hdn hop 1 ¢6 hiéu qua thé oxy hoa khir do hoat chét va liéu luong cia vét

peroxit, ngudi cho goc.

Lién quan tGi sy sinh thiét toan phan, chi s6 tham thdu ctia hdn hop 1 twong Gng
v6i d0 day cia vat ghép, tirc 1a nim trong khoéng tir 1 mm (d¢ day trung binh ctia biéu

bi) dén 2 mm.

Biéu bi chira nhiéu diu tan cing ciia ddy than kinh c6 thé 13 trung tAm cta qué
trinh khir mudi soi tric cta cac virion giy bénh ecpet ¢ bénh nhén. Chung la céc dich
ctia hdn hop 1 theo cling cach nhu cac té bao bidu bi nhiém bénh hoic truée khi nhiém
bénh. Bing cach lién quan téi sy lién tuc cua ca hai mo, pha sinh hoc cia hén hop 1
hiu nhu 13 nghiém ngat vé& do day cia biéu bi (1 mm) va c6 kha nang hép thu ¢ mo

dich tdi da.

Lién quan t6i ha bi dugc tao mach mau riéng 1€, hiéu qua oxy hoa khir cia hén
hop 1 thu duoc t6i da 80,6% c6 thé vin duogc tim thdy khi tiép xtc va 1,7% vét. Trong
céc diéu kién thir nghiém nay, sinh kha dung ctia hdn hop 1 x5 1a 2,94 nmol hodc 605
ng hoat chat va 0,9 pmol hodc 30,6 pg vét peroxit.

Trong nghién ctu doc tinh gen in vitro, cung véi thr nghiém Ames, hdn hop
theo sang ché va kha ning chuyén héa ciia né 12 khong gay dot bién gen v&i su c6 mit
ctia chét hoat héa S9 (5/5 chung cua Salmonella), gdy dot bién gen trén 1/5 ching khi

né khong c6 mat.

Khi dung tai chd trén da dugc kich thich hodc khong, hén hop theo sang ché
(24,3 uM hodc 5,0 mg/L hoat chét) khong c6 ddc tinh kich thich lién quan bét ky.
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Trong nghién ctru kich thich trong miéng hodc 4m dao, hdn hop theo sang ché
(24,3 pM hozc 5,0 mg/L) 1an luot 13 khéng gy kich tmg (s6 diém 0/16) va kich tmg

rat yéu (sé diém 1/16).

‘Trong nghién ciru nhay cdm manh véi su kich thich cia mang dém tui niéu cua
tring g mai, hdn hop 1 (18,23 va 24,3 uM hoac 3,75 va 5,0 mg/L) gdy kich Gng nhe
(Chi s6 kich g hodc IS 1an lugt = 6,8 + 0,4 va 6,3 + 0/21).

Trong nghién ctru ddc tinh cip tinh khi dung qua da, hén hop theo sang ché voi
liéu 14n lwot 12 25,0 va 3 1,3 pg/kg hoat chét duge chira trong 60 va 75 mg/kg vét H,0,,
gay kich tmg manh nhung khéng xuét hién tﬁeu chimng bat ky, dbi véi “Lidu dung nap
t6i da” (MTD) va "Liéu t6i da ma khong c6 tac dong bat loi quan sat dugc bat ky"
(MDWNODE) hozc "Liéu khong gy tac dung phu quan sat dugce" (NOAEL) cua 31,3
ng/kg hoat chét va 75 mg/kg vét.

Trong nghién ctru ddc tinh cép tinh khi tiém tinh mach, hdn hop theo sang ché
v6i lieu 10,4 va 12,5 pg/kg hoat chit 1an luot duge chia trong 25 va 30 mg/kg vét
H,0,, duge dung nap ma khong gy ra cac triéu chimg déang chu y bat ky déi véi "Lidu

dung nap t6i da" (MTD) ciia 12,5 pg/kg hoat chét.
Vidu 11 - Ddc tinh ¢6 thé chép nhan dugc cia hdn hop theo sang ché

[ — Tao d6t bién gen in vitro (Thit nehiém Ames — OECD 471)

Muc dich ctia nghién ctru nay 14 nhim dénh gia hoat tinh dot bién gen cua hdn
hop c6 hoat tinh theo sang ché (Hdn hop 1) va kha ning chuyén héa cua né (duge san
xudt béi phan doan S9 ciia gan chudt nhit) dbi véi cac chung Salmonella typhimurium

TA97a, TA98, TA100, TA102 va TA1535.
Két ludn:

- Khi khéng c6 hé théng hoat héa S9 bat ky, hdn hop c6 hoat tinh (7,7 uM hodc
2,43 uM, tirc 13 1,58 mg/L hoic 0,50 mg/L) theo sang ché va kha ning chuyén héa cua
n6 khong gy dot bién gen bat ky trén cac dong TA97a, TA98, TA100 va TA1535.
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- Khi c¢6 hé hoat héa S9, hén hop c6 hoat tinh (Hon hop 1 x5: 121,5 uM hoic
25,02 mg/L) theo sang ché va kha ning chuyén hoéa ciia né khong giy dot bién gen
trén cac dong TA97a, TA98, TA100, TA102 va TA1535.

- Khi khéng c6 hé hoat héa S9, hén hop c6 hoat tinh theo séng ché khong gay
d6t bién gen trén ching TA102 & 0,50 mg/L.

Trong thir nghiém in vitro ndy, tac dung dot bién gen ctia hdn hop c6 hoat tinh

va clia kha ning chuyén hoa cia no theo sang ché duge han ché ding (ching TA102).

II — Gay nhay cam dé sau khi cam tng (Chudt déng cai: OECD 406. ISO 10993-10:
2013 v sb ghi nhéd ICH SCCP 2005)

Theo quy trinh cia Magnusson & Kligman (Magnusson B. et al (1969) "The
identification of contact allergens by animal assay. The guinea pig maximization test",
J. Invest. Dermatol., 52(3), 268-276), kha ning nhay cam cua da chudt ddng cai dugc
nghién ctru theo ba trinh tu.

Quy trinh 1: X4c dinh liéu gi6i han dung nap

Céc ndng d6 cua hdn hop 1 ndm trong khoang tir 1,25 mg/L dén 20,00 mg/L
hoat chét 1an luot dugc chira trong 3g/LL dén 48 g/L vét H,0,, trong ImL « miéng
dan » dugc dung trong 24h bén sudn cua con vat, va sau do cdc con vat ndy dugc quan

sat.

Noéng d6 cta hdn hop 1 & 10 mg/L hoat chit duge chira trong 24 g/L vét giy
kich img manh va lam kich tng nhe.

Nong do cta hén hop 1 & 5,0 mg/L hoat chét duge chira trong 12 g/L vét H,0,

gay kich tmg manh va dugc xem 14 liéu khong gay kich tmg tbi da.
Quy trinh 2: X4c dinh liéu gi¢i han dung nap sau khi tiém dudi da.

Céc ndng d6 nam trong khoang tir 5 mg/L dén 10 mg/L hoat chat 1in luot duoc
chira trong 12 g/L dén 24 g/L vét H,0,, ctia hdn hop 1 dugce tiém (100 puL) qua dudng
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duéi da. O 8 ngay (l4n kich thich thar nhét), 14n ding khu tra dau tién 13 ImL "miéng
dan". O 27 ngay (l4n kich thich thtr hai), 1dn ding khu trd tht hai 13 ImL « miéng
d4n ». Tién hanh quan sat & 29 ngay.

Noéng d6 ciia hdn hop 1 & 5 mg/L hoat chét, duge chia trong 12 g/L vét, dung
nap manh va khong gay kich tng.

Quy trinh 3: Nghién ctru sy rat da giy ra béi su kich thich va dung khu tra hdn
hop 1 & 5 mg/L hoat chét dugc chira trong 12 g/L vét H,Os.

100 pl hdn hop 1 & 5.0 mg/L duge tiém qua duong dudi da. O 4 ngay, khu vuc
tiém dwoc kich thich bang dung dich chira natri dodexy! sulfat (SDS) & 10% trudce khi
dung khu tré hdn hop 1 (1ml) trong "miéng dan". O 6 ngay, dung khu tri thir hai. O 21
ngay (kich thich) ding khu tri hdn hop 1 (ImL) trong « miéng dan » véi cic ndng do
nam trong khodng tir 6,26 dén 10 mg/L hoat chét dugc chtra trong 15 dén 24 g/L vét.

Hbn hop 1 & 5,0 mg/L hoat chat dugc chira trong 12 g/L vét gay kich tmg manh

va s diém nhay dudi da béi ché phdm bang 0/3.

Két luan: Hon hop 1 & 5,0 mg/L hoat chat khong gay kich tmg. Khong quan sat
thdy c6 su thay ddi vi mé & da dong vat. Do d6, khong can nghién ctru giai phau bénh

A

IIT — Kich rng xoang miéng va am dao (thd cdi;: OECD(99)20. -21, -23 -24. -(95)115, -
(02) 9 va ISO-10993-10: 2013)

Muc dich cta nghién ctru nay 13 nhim danh gia kha nang dung nap ctia 4m dao
va xoang miéng ctia hdn hop 1 & 5,0 mg/L hoat chét dugc chira trong 12 g/L vét khi

dung tiép xtic v6i chat didu tri trong 5 ngay.

Tir ngay 0 dén ngay 6, cir 24h, cac con vat duge diéu tri (ImL) qua xoang
miéng va 4m dao. O ngly 7, cac con vat duoc quan sat va trong luong cia chung duoc

can.
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Két luan: Nong do ciia hdn hop 1 & 5,0 mg/L hoat chét gay kich tng manh. Chi
s6 kich tng xoang miéng va 4m dao 1an Iuot 13 0/16 va 1/16. Do d6, khong cin nghién

ctru giai phiu bénh ly.

IV — Thir nghiém kich tmg mit ICCVAM App B)

Thir nghiém kich tmg mét dwoc st dung 13 thir nghiém thay thé HET-CAM
(Thir nghiém tring ga mai — Mang dém tui niéu), dugc cong b trén bao chinh théng
(the Official Journal) ngay 26/12/1996. N6 dugc khuyén dung b1 ICCVAM.

Mic du phuong phdp nhay cam dic biét ndy khong duoc ddnh gia chinh thirc
boi Chau Au, nhung né duge chip nhan @ st dung & dia phuong déi véi cac chit
tham chi gy kich tmg nhe bao gdm cac chit ¢ thé 1 gy kich tng mat dé dang ky
chung dudi tén R41 (2002).

Tém lai, phuong phéap nay bao gbm viéc dung chét thir nghiém nén ctia hdn hop
1 14n luot & & 3,75 va 5,00 mg/L hoat chét & 9 va 12 g/L vét, trén mang dém tui niéu
cla trimg ga mai. 0 0,5, 2 va 5 phut sau khi tiép xtic, ba tiéu chudn sau dugc quan sat

va duoc ghi diém: xuét huyét, két tu va sung huyét.

Két qua va két luan:

Hén hop 1 & 3,75 mg/L hodc 5,00 mg/L hoat chét co thé duogc phén loai & dang
kich tng diu (Chi s6 kich tmg hodc IS lan luot = 6,8 + 0,4 va 6,3 = 0/21), tirc 13 1am
phan giai nhe (s6 diém trAm trong = 1/3) ngay sau dua vao hogc & 30 gidy sau khi tiép

xuc, khong thay xudt huyét hoic két tu.

Lién quan t6i tri sd Q (ty 1é gifta c4c chi sb gitra chit duong tinh cia NaOH
tham khao 0,1M [IS = 15 + 3] va 1% SDS [10 = 2] so v6i Hon hop 1), Q so véi NaOH
= 0,51 dén 0,54 va Q so v&i SDS = 1,10 dén 1,18 dbi v6i hdn hop 1 1an lugt & 3,75 va
5,00 mg/L hoat chat.
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Do d6, lién quan t6i thir nghiém vé tinh cuc nhay nay, 1a dang ké hon nhiéu so
v6i thir nghiém kich tng manh 4m dao & thé cai, hdn hop 1 dugc xem 13 chit gay kich

tng nhe (3,75 mg/L) d&én 1am diu (5,00 mg/L).

V — Nghién ciru ddc tinh cip tinh khi ding gua da va tiém tinh mach — Liéu dung nap
tdi da (MTD) va Liéu khong giy ddc tinh quan sit duoc (NOAEL) (chudt cat: OECD
474. ICH M3(R2) va S6(R1))

Muc dich ctia nghién ciru ndy 14 nhdm x4c dinh lidu dung nap t6i da (MTD) ciia
hdn hop 1 khi ding qua da (1mL) hodc tiém trong dudi (SmL/kg). Cac quan sat 1Am

sang dugc bdo cdo cho tdi ngay 14.

Két ludn vé qud trinh ding qua da:

Hbn hop 1 ¢6 lidu 50 pg/kg hoat chat (ImL dén 10 mg/L) gy kich rng manh.
Quan st thiy ban d6 nhe xuét hién & ving diéu tri ciing nhu khong xut hién vay cing

nhé trong vong 2 ngay. Khéng quan sat thdy su kich tneg.

Céc triéu chimg nhe hon twong tu duge quan sat khi ding hdn hop 1 véi ndng
d6 37,5 pg/ke hoat chat (ImL dén 7,5 mg/L).

Hbn hop 1 vé6i lidu 25,0 va 31,3 pg/kg hoat chit (ImL & 5,0 va 6,26 mg/L) gay
kich tmg manh. Khong c6 triéu chimg trén da, trao d6i chét hodc sinh Iy & D14.

MTD ciia hdn hop 1 khi dung trén da & chudt nhit 13 31,3 pg/kg hoat chat (1mL
dén 6,26 mg/L).

NOAEL (liéu khong gay doc tinh quan sat dugc) ciia hdn hop 1 khi ding trén
da & chudt 13 31,3 pg/kg hoat chat (ImL & 6,26 mg/L).

Két luan vé quy trinh tiém trong dudi:

Khé khin trong viée tiém tinh mach ciia hdn hop 1 khéng phu thudc vao doc
tinh bén trong ciia sing ché ma con phu thudc vao qua trinh phan huy khi tiép xtic véi
mau ma dic biét tao ra oxy phan tir ¢6 thé dap mg véi qua trinh chuyén hoa. Liéu han
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ché quy céach (3 con chudt nhét) di chimg minh dugc murc ngimg hd hap nguoc 13 14,6
ng/kg hoat chat (SmL/kg hdn hop 1 & 2,92 mg/L). Khong quan sat thay doc tinh cho
té1i ngay D14.

Hbn hop 1 duge dung nap sau khi tiém tinh mach véi liéu 12,5 pg/kg hoat chat
(5mL/kg hén hop 1 véi lidu 2,5 mg/L). Su kho khan vé sinh Iy (kh6 khin trong van
dong va ho hip) duoc quan sat & cac con vat & thoi diém tiém. Khong quan sat thiy

doc tinh cho t6i ngay D14.

Céc triéu chimg tuong tu khong dang ké duoc quan sat sau khi tiém tinh mach
v6i 1idu 10,4 pg/keg hoat cht (SmL/kg hdn hop 1 véi liéu 2,1 mg/L). Khong c6 du
hiéu 14m sang hodc cai bién vé dudng cong trong lrong. Khéng quan sat thdy doc tinh

cho téi ngay D14. Khéng quan sat vi mo céc co quan ¢ D14 sau khi khdm nghiém.

MTD ctia hdn hop 1 khi tiém trong dudi véi liéu 12,5 pg/kg hoat chit (SmL/kg
hén hop 1 v6i lidu 2,5 mg/L).

VI — Nghién ctru doc tinh gne in vivo bing cach nghién ciru qué trinh tao nhan
nhé sau khi tiém tinh mach hdn hop 1 (Chudt nhét duc va céi: OECD 474 va ICH
S2(R1

Chudt nhét cai (n=5) va chudt nhit duc (n=5) duoc tiém (hai 1an diéu tri ngit
quing 22-26 gid; SmlL/kg) bang nudc mang HPLC (dudong tinh mach), ddi chimg
duong tinh xyclophosphamit véi lidu 5 va 10 mg/kg, duong tinh mach va etyl
metansulfonat v6i liéu 100 va 150 mg/kg (duong trong mang bung) va hén hop 1 véi
lidu 1,46, 4,17 va 12,5 pg/kg hoat chit (dudng tinh mach).

Ty 1€ bénh tat, ty 1€ t& vong, trong lugng cua cac con vat va thong s6 1am sang
(nhiét d6, da, téc, mat, mang niém dich, bai tiét va tiét, chirc nang hé hép va than kinh,
dang di va tu thé) duoc ghi lai. 36h dén 48h sau lan diéu tri thir hai, méu cia cac con
vat duge gom lai va duoc phan tich trong may do dong té bao (dbi ching doc tinh:

giam ty 18 hdng ciu non (Duong tinh véi CD-71). Ty 18 hdng cdu non nhan nho (hdng
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cdu ludi) duge danh gia trén 4.000 14n quan sat/miu méau. Mdi quan thé chudt (n=10)

d6i voi mbi chit nén duoc thir nghiém thé hién 40.000 14n quan sat (Bang 5).

Bang 5:

4394092 0.15£0,09
cai 5 | 2,600,557 0.1720,07
duc | 5 | 517147 0324031
ci 5 | 3,824029 0,12+0,04
duc | 5 | 3,99£049 0,56+0,17
cai 5 | 2412054 0.40£0,13
deic | 5 | 1952059 1,6220.29
cai 5 | 1,30+0,43 1,0220,26%*
duc | 5 | 1412032 0,68+0,35%
cai 5 | 1,86£025 0,48+0,16%*
duc | 5 | 133034 0,81:£0,48%*
cai 5 | 0452033 0,59+0,26%*
duc | 5 | 5732+0,76 0,10£0,02
céi 5 | 3,35+0,46 0.090,03
duc | 5 | 4822041 0.1120,03
cai 5 | 335+0.83 0.09:£0,02
duc ; 4,79+0,16 0,22:0,12

5-

chi || 3402019 0,09:0,02

* cac con vét chét trong qua trinh diéu tri thir nhét bang cach chuyén hoa do giai

phéng oxy phén tr tir hdn hop 1 tiép xic v6i mau.
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** khac nhau vé mat théng ké so v6i nhém dbi chimg.
# trong hoat chét MoO42'

Két luan: Khi so sanh vé6i cac nhém dbi chimg (duong tinh va m tinh), hdn hop
1 khong c6 doc tinh di truyén bat ky bang cach tao ra hdng ciu ludi nhan nhé sau khi
tiém tinh mach chudt (n=10, bao gém 5 con duc va 5 con cdai) v6i khoang lidu 1,46,

4,17 va 12,5 pg/kg hoat chét.
Vi du 12 — So v&i ché pham khéc

Vi du nay thé hién su anh huéng cia ché phdm, cu thé 13 thé oxy héa khir dbi

véi:

1 — vai tr0 cla canxi trong phdn ung xtc tic Fenton/Haber-Weiss "tuong tu"

ctia ché pham duoc thir nghiém.
2 — c6 su khac biét gifta ba ché phém 5,0 mg/L chira hoat chit.
S1: Hon hop 1,
S2: ché pham theo US 6,660,289,
S3: ché phdm theo WO/2010/004161.
Quy trinh 1 (Bang 6 va 7):
- 2 théng s duge do: i) d6 pH, ii) thé oxy héa khir.
- chét xuc tac CaCl, (1M, trong H,0): bd sung ndng d6 cudi 1a 24mM

- dong hoc: ban dau (T0), 1, 2, 3 phut (T1, T2, T3) sau khi bd sung CaCl, déng
thoi khudy.

Két qua va thao luan:

-68-



34115

Béang 6

45814,504,59 4,59 trong 3 phut 20,11

Do pH 4700 oo
Thé oxy hoa khit E° |359 383[383(383 383 trong 3 phit 24

o pH 085 [.65265P.66  2,65tong 3phit | 0,20

Thé oxy hoa khtt E° 1437 479]475(474 476 trong 3 phut +39

PopH B0l DRS6R87R87| 2,87 tong3phut | -0,14

Thé oxy hoa khir E° | at TO 464
) 414 465|464 464 trong 3 phut +50
m

Do pH cua da nam trong khoang tir 4,93+/-0,45 dén 5,12+/-0,56. P pH cua 4m
dao thuong khoang 4,50 va ¢ thé dao dong 1én dén 6,00 & thoi ky man kinh.

- dung dich S1 dugc tao dém va & do pH theo thi tu cia mdt trong sb da va
mang niém dich cta ngudi. D6 pH nay duogc gitr hing dinh trong d6i 1én dén 3 phut
tiép xuc sau khi bd sung CaCl, v6i ndng do cubi 24mM. Mirc ting nhe cia E° dugc

quan sat ma c6 thé bat ngudén mét phan tr viée bo sung clo cia CaCls,.

- D6 pH axit 1am khuéch dai qua trinh peroxit hoa lipit gay doc té bao giy ra

béi sat.

Dung dich S2 khéng dugc tao dém. D6 pH ctia né rat khong twong hop dé tiép
xtc vi da hodc niém mac (bao gdm su pha huy hé vi khuan thong thuong trong khi sir
dung diéu tri). D6 pH nay sé& giit twong d6i hing dinh 1én t6i 3 phut tiép xuc sau khi bd
sung CaCl, véi ndng do cudi 13 24mM. Mirc ting it nht 13 1am diu hon so v6i S1 véi

E° duoc quan sat c¢6 thé mot phan 12 do bd sung clo ciia CaCl,.
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Dung dich S3 khong dugc tao dém. D9 pH cia no rat khong tuong hop dé tiép
xtc voi da hodc mang niém mac (bao gom su phd huy hé vi khuan thong thudng trong
khi st dung didu tri). D6 pH nay giit trong dbi hiang dinh 1én dén 3 phit tiép xtic sau
khi bd sung CaCl, véi ndng do cudi 1a 24mM. Mirc tang déng ké (+50mV) cia E°
duoc quan sat c6 thé mot phan 13 do bd sung clo CaCl, nhung khong lién quan t6i su

khéc nhau vé muc ting v6i S1 va S2, tir d6 ¢6 thé khong phai 12 yéu & don 1&.

Lién quan t&i cac ion Fe fai ché, & 46 pH axit (< 2,33), thé oxy hoa khir khoang
400mV va Fe & dang (IID), tec 14 & dang gdy doc nhat. G do pH khoang 4,5, thé oxy
hoéa khir khoang 300mV, thi hemoglobin Fe ¢ dang (II) va Fe trong huyét tuong dugc

tao phtrc chét véi transferin & dang (I1I).

J d6 pH cua cac dung dich S2 va S3, dang st oxit Fe(OH); ¢6 nhiéu nhuoc

diém. Do d6, cac phan tng Fenton-Haber-Weiss rat khong hiéu qua.
Tri sb cta cap Fe(OH)3/Fe2+ (Loai Fenton) 1a: E’>=1,19 - 0,18 x pH.

Bang 7

50 470 344 354
5.0 2.80 686 18
5.0 3.00 650 418

* nong do te bao tai ché voi sat

Theo nghién ctru nay, da khéng dinh duoc rang cip Fe(OH)3/Fe2+ ¢ nhuge diém.
Ngay ca khi néu thé oxy héa khir ctia cip nay dugc cai thién (418-428mV), né dugce

duy tri déng ké dé tiép xuc véi té bao.

- kha ning qua mang cia té bio dong vat 13 4m tinh (=-70mV). Kha nang oxy
héa-khir cua dung dich cang ting, thi mirc thay dbi vé kha ning qua mang cang nhiéu
va tao ra Ung suat oxy héa té bao cang ting (giy chét theo chuong trinh, con dudng
eNOS, ...) cung véi viéc tao ra dong canxi cé kha ning tao ra Ung sut t& bao dang ké
gdy ra bdi dung dich 2 va 3.
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Do d6, @6 pH va thé oxy hoa khir cia ché pham S2 va dic biét 1a thé oxy hoa
khir cia ché pham S3 gy ddc té bao nhit. Ca hai dung dich S2 va S3 nay khéng thich
hop dé st dung trong diéu tri.

Quy trinh 2 (Bang 8):

Céc ndng do té bao va huyét tuong cia canxi nam trong khoang tir 2 dén 3mM.

Quy trinh ndy trén co s sir dung ché phim trong diéu tri.

- 1 théng s6 do duogc: luong peroxit du (H,0,, axit peraxetic; thir nghiém

khoang Quantofix ndm trong khoang tir 0 dén 25 mg/L).

- chét xuc tac CaCl, (1M, trong H,O): bd sung néng do cubi 1a 1,25,2.,5, 10, 25
va 50mM.

- thé tich cudi: 1ml = 0,950 pL dung dich dugc thir nghiém + 0,05 pL dich hoa
tan CaCl,. Yéu t5 hoa tan cua dung dich dugc thtr nghiém: 1,05. Néng d6 cudi cia
dung dich dugc thir nghiém 11,4 g/L (ban dau 13 12 g/L) ciia vét H,0, chira 4,76 mg/L
hoat chét (ban dau 5,00 mg/L).

- dong hoc: 5 phit sau khi bd sung CaCl,, ddng thoi khudy.

Két qua:

Qua4 trinh khir héa ché phim S1 ¢ 5 phut tiép xtc véi CaCl, 2,5mM (ndng do
sinh 1y) trong tmg véi mirc giam peroxit bai yéu t6 1.500 (Thir nghiém 4), ttrc 13 nim
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trong khoang tir 12g/L dén 8mg/L vét va nim trong khoang tir 5,00 mg/L dén 3,33
ng/L hoat chat).

K&t luan so sanh lién quan dén cac ché Dhém S2vaS3

Dung dich S2, khong lién quan dén kim loai dugc st dung, 1a khong twong hop

v6i vigc diéu tri, boi:
- 36 pH khong tao dém cua nd dé duy tri kha ning cta né,
- thé oxy hoa khtr gdy doc té bao cia no,
- doc 1ap tuong dbi v&i chét xuc tac canxi,

- ddc tinh t& bao clia nd trong diéu kién sinh Iy do H,0, va axit peraxetic (ngoai

su ¢6 mit cua cac ion Ag’, vi du, c6 doc tinh t€ bao khong thuan nghich),

- trong cac diéu kién thir nghiém dugc str dung, khong co chét xtc tac tuong tu

Fenton-Haber-Weiss, do d6 khong tao ra gbc hoat dong dé str dung trong diéu tri.

Dung dich S3, khong lién quan dén kim loai duoc st dung va ciip cang hoéa
duoc md ta trong don yéu cau cip patent WO2010/004161, 1a khong twong hop véi

viéc diéu tri, boi:
- d0 pH ctia n6 1a khong twong hop véi BAPTA,
- thé oxy héa khﬁ gdy doc té bao clia né,
- doc lap tuong dbi v6i chat xuc tac canxi,
- dbc tinh té bao cua nod trong diéu kién sinh ly do H,0O, va axit peraxetic,

- trong cac didu kién thir nghiém duoc st dung, khong c6 chét xtic tac tuong tur

Fenton-Haber-Weiss, do d6 khong tao ra géc hoat dong dé sur dung trong diéu tri.
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Tr4i lai, m6 hinh hoéa phéan tmg cia ché pham S1 theo sang ché la chinh x4c do
kha nang khéng 6n dinh boi canxi.

D1 véi ché phim S1, lya chon:
- dé pH-

- cap tao dém (b0 sung yéu to don 1€ ctia cdp: axit axetic, do axit peraxetic duoc

tao ra v6i lugng nhé fai cho),

- kim loai chuyén tiép va hoa tri ctia né tuong hop véi phan tng twong tu

Fenton-Haber-Weiss hodc khong,

- cap chét cang hoa (d6 tuwong hop gifta chiing véi Kdcas va Kd, Kdreo+/pes+
theo dang "bac"),

- khong chét cang héa thim té bao,

- hoat hda phic chit cta dung dich S1 bdi canxi hodc céc ion kim loai ¢6 mat
khéc tai chd, & liéu sinh Iy va d6 pH (mtc d6 quan trong cua viéc lua chon chét cang
héa), & thé oxy hoa khi han ché qua trinh oxy héa lipit dic biét (tao ra lugng rat nho
Fe(III)) va viéc tao ra tirc thoi cac gbe hoat dong thim thiu & khoang ngin, ma khong

gay tich ty, s& 1am cho ché phdm nay twong hop v6i viée sir dung trong diéu tri.

Dung dich S1 bi thoi bién rit manh véi nong d6 canxi sinh Iy véi ndng do t6i
thiéu 13 2,5mM. Mtic giam (1,25mM) hodc ting (nim trong khoang tir 10 dén 50mM)
ctia ndng do canxi khong phai sinh 1y nay s& lam thay d6i manh qua trinh thoai bién
cta peroxit do cac phan ung tuong tu Fenton-Haber-Weiss bang cach thay ddi trang
thai can béng (dinh luét tac dung khéi lugng). Phiic chét héa hoc tuong tng voi dung
dich S1 duogc lam thich tng toan bd v6i phan tmg dic hiéu trong hing s6 € bao va

canxi huyét tuong.

Vi du 13 - Vi du v& hdn hop c6 hoat tinh theo sang ché khi két hop Mo va La
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Vi du v& ché phim nay ("Hdn hop 2") theo sang ché nay dugc tao ra véi mudi
molypden va mubi lantan. Ché pham c6 cong thirc theo bang 9 dugc didu ché, duoc

bidu thi bang ndng dd ban dau cta cac hop phén:

Bang 9
~ [Honnoptheosing e
Natri molybdat T 20uM
Lantan Nitrat 11,5uM
BAPTA | DM
EGTA 1051,6uM
H,O, | 353mM
CH;COOH/CH;COONa 70mM
pH (by NaOH) 44-5,0
E° 118 oxy hoa khit 300 dén 420mV

Ché pham dugc goi 1a "ban dau" do né tuong g véi cac ndng dd cua cac chat

phan tmg d3 duoc bd sung méa khong lién quan dén quy trinh xic tac duge sir dung.

Toan bd céc chit duge st dung trong qua trinh tong hop va thanh phdm dugc
kiém dinh bdi phd IR-FT.
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Béang 10
San pham Do tinh khiét | Cong thirc phan tir | N° CAS
10102-40-
Natri molybdat dihydrat 98-103% Na2Mo04.2H20 .
10277-43-
lantan Nitrat hexahydrat >99% La(NOs); 6H,0 ;
BAPTA : (axit 1.2-bis(o-
85233-19-
aminobhenoxvy)etan-N.N.N'.N'- >98% C22H24N2010 .
tetraaxetic) B
EGTA.: (axit etylen glycol-bis(2-
‘ >99% C14H24N2010 67-42-5
aminoetylete)-N.N.N'.N'-tetraaxetic)
Hydro Peroxit 29-31% H202 722-84-1
Axit axetic bang* 99.8-100.5% CH3COQH 64-19-7
Natri Axetat trihydrat 99-101% | CZH3Na0O2.3H20 | 5010524
Natri hydroxyt 10N NaQOH 1310-73-2
Nudc mém 1puS H20 7732-18-5

Hoat chit 13: (MoO4)", Na™ (lantan hydroperoxomolybdat).

Phan tr lugng: 481,81 g/mol.

Quy trinh san xuat:

Quy trinh san xuét 14 trong tw v6i hdn hop 1 trong Vi du 1, ngoai trir cac bién

doi duge mo ta dudi day:

- hai dung dich SC can duoc diéu ché:

Dung dich A - Na,MoO,42H,0 (ngudén Mo(VI); 100%) 200mg (ndng do cudi 1a

2,4mM)

Nuéce
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Khuiy nhe, nhiét do trong phong

Dung dich B - La(NO3)3,6H,0 (ngudn La(III); 100%) 200mg (ndng do cudi 1a
1,4mM)

Nude . vira da 340ml
Khuéy nhe, nhiét d6 trong phong

- Dung dich A (10mL) va sau d6 dung dich B (10mL) dugc dua tir tr vao dung
dich Si2 dé diéu ché dung dich S1 ctia lantan hydroperoxomolybdat

- Bude (vii): B sung chét cang hoa - diéu ché dung dich S4
Dua BAPTA (98.8%) 20mg/L,
Pua EGTA (99,1%) 400mg/L
- d6 pH ctia dung dich cubi dugc didu chinh bdi NaOH t6i 4,67

- Bredox CUOi 1a: 380 mV

Trong hdn hop 2, ndng do cudi cta La(MoO,)"", Na* 1a: 20,8uM.

Vi du 14 - Danh gia hiéu qua oxy hoa khir cia sang ché trong phirc chat kép Molypdat

va lanthanat trén huyét trong ctia nguoi

Dé so sanh hiéu qua oxy héa cua ché phim (MoO,)* (Hbn hop 1) va
La(MoQ,)"” (Hbn hop 2), ché phim c6 ndng do so sanh véi ndng d6 duoc mo ta trong
Fig. 3 va thap hon ndng d6 dugc md ta trong Fig. 5 dugc tiép xtic v&i huyét tuong cla
nguoi trong 2 phut sau khi loai mau tréng thtr nghiém, ddc bit & vung néng do, céc
hén hop 1 va 2 theo séang ché 1am ting lugng quercetin di duge oxy héa tao ra tai chd.
Néng do cubi cua MoO4* va La(MoO4)1' dugc thr nghiém sau do lan luot 1a: 0,00,
3,80, 7,59, 1215 nM va 0,00, 3,25, 6,50, 1,040 nM (Fig. 8).

-76-



34115

Su khac nhau v& lwong tao ra quercetin di duoc oxy héa (dinh xung quanh 295
nm) gitra hai ché phdm (Hdn hop 1 va Hdn hop 2) 12 khong dang ké. Hiéu qua oxy héa
khir gifta hai ché phdm theo sang ché 12 twong dwong nhau.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché pham hozc hén hop diing khu trd, t6t hon 1a ¢6 hoat tinh diéu tri khi ding
khu trd, chua:
- it nhat mdt mudi kim loai, kim loai nay dugc chon tir molybden (Mo),
vonfram (W), vanadi (V), vang (Au), lantanoit;
- it nhat mot chat cang hoa;
- it nhat mot ngudn chira goc peroxit hoa;
- it nhat mdt tac nhan tao dém.
trong d6, ch& phdm hozc hdén hop nay c6 thé oxy hoa khir nam trong khoang tir 250

dén 550 milivolt.

2. Ché& phdm dung khu trd hoic hdn hop dung khu trd theo diém 1, khac biét &
chd, ché& phdm hodc hén hop nay c6 thé oxy héa khir ndm trong khoang tir 300

dén 450 milivolt.

3. Ché& phdm dung khu trd hodc hén hop dung khu tri theo diém 1, trong d6 kim
loai néi trén 1a & dang peroxometalat hodc hydro-peroxometalat va kim loai

nay c6 hoa tri tdi da.

4, Ché phdm hodc hdén hop theo diém 3, trong d6 peroxometalat hodc hydro-

peroxometalat néu trén con chia (Mo,04)** hodc [Mo,0,,(0,),]1*.
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Ché phdm hodc hdn hop theo diém 3, trong d6 ch& phdm hodc hon hop nay
chita tic nhan cang héa duoc chon tir trong s6 BAPTA, EGTA va hén hop bat

ky ctia ching, va tac nhan dém hoa ndy cho phép do pH tir 4,0 dén 5,2.

Ché phim ding khu tri hoc hén hop diung khu trd theo diém 1, trong d6 kim

loai duoc oxy héa dén muc do oxy hoa t6i da clia nod.

Ché& phidm ding khu tri hodc hén hop ding khu trd theo diém 1, trong d6 mudi

kim loai 12 mudi ctia molybden hodc chita molybden.

Ché pham dung khu trd hogc hdn hop dung khu tri theo diém 1, trong d6 mudi

kim loai 12 mudi cta lantanoit hodc chita lantanoit.

Ché phdm dung khu trd hodc hén hop ding khu tri theo diém 1, trong d6 mudi

kim loai 12 hén hop chita mudi molybden va mudi lantanoit.

Ché phdm ding khu trii hoc hdn hop dung khu trd theo di€ém 1, trong d6, mudi

molybden 14 don vi peroxo hodc hydroperoxo.

Ché phdm dung khu trii hoc hdn hop dung khu trd theo diém 1, trong d6, mubi

kim loai néu trén 1a c6 kiéu MoO,* hodc dang hydro-peroxo ctia no.
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Ché phdm dung khu trd hodc hdn hop dung khu tr theo diém 1,.trong 6 nd

chtra it nhét hai tic nhan cang hoa.

Ché phim dung khu tra hozc hon hgp dung khu trt theo diém 1, trong do, tac
nhan cang hoéa c6 it nhit ba nhém phdi tri, & ba dau cia (cac) phan tr tao ra
(c4c) chit cang héa, cac nhom phéi tri ndy can duoc tach boi chudi gdm it nhét

ba nguyén tir bao gdm it nhat mot nguyén tir nito.

Ché phim dung khu tri hodc hdn hop dung khu tr theo diém 1, trong d6 chat
cang héa dugc chon tir nhém bao gébm BAPTA, EGTA va hén hop bat ky cla

chung.

Ché phim dung khu tri hozc hdn hop dung khu tra theo diém 1, trong do,
ngudn chia yéu chira gbc peroxit héa c6 mat véi ndng d6 nim trong khoang tir

200 dén 600 mM.

Ché phdm dung khu trd hodc hdn hop dung khu trti theo diém 1, trong d6, hon
hop nay chira tdc nhan tao dém ma cho phép d¢ pH nim trong khoang tir 4,0
dén 5,2.

Ché phim dung khu tri hodc hdn hop ding khu tra theo diém 1, trong d6, hon
hop nay c6 thé oxy héa khir nim trong khoéang tir 350 dén 420 milivolt.
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Dugc phim dé dung khu tri, trong d6 duoc phdm nay chira hdn hop hodc ché

phim c6 hoat tinh tri liéu, nhu duge x4c dinh theo diém 1.

Dugc phim dé ding khu tra theo diém 18, trong d6 dugc phdm nay chira hdn
hop hodc ché phdm c6 hoat tinh tri liéu v6i luong nim trong khoang tir 0,001
dén SmM.

Dugc phim dé diung khu tra theo diém 18, trong d6 dugc phdm nay chia

peroxo- hodc hydro-peroxomolybdat chira (Mon(,)“+ hoac [Mo40O, 2(02)2]4+.

Dugc phim d dung khu tra theo diém 18, trong d6 mudi kim loai va tac nhan
cang héa c6 mat véi luong va ty 1é da dé tao ra phiic {peroxd-metalat—téc nhan

cang hda}.

Dugc phdm dé ding khu tra theo diém 18, trong d6 duge phidm nay chira mudi
ctia molybden hodc chira molybden, trong d6 ché phdm hozc hdn hop nay chira
tac nhén cang héa duge chon tir trong sé BAPTA, EGTA va hdn hop bt ky cia
chung, va trong d6 ché phdm nay chira tac nhan dém héa cho phép dd pH tir 4,0
dén 5,2.

Ché pham hozc hdn hop theo diém 1, trong d6 lantanoit néu trén 1a lantan.
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Ché phdm hodc hdn hop theo diém 1, trong d6 mudi kim loai va tac nhan cang
héa c6 mat voi lwong va ty 18 di dé tao ra phirc {peroxo-metalat-tic nhin cang

héa}.

Dugc phém dé dung khu tra chira it nhét mot mudi kim loai, kim loai nay dugc
chon tir molybden (Mo), vonfram (W), vanadi (V), vang (Au), lantanoit; it nhit
mot chit cang héa; va ngudn chira gde peroxit hoa; dugc pham nay cé thé oxy

héa khir nam trong khoang tir 250 dén 550 milivolt.

Phuong phap diéu ché hdn hop ding khu tri hodc ché pham ding khu trd theo
diém 1, trong d6 phwong phap nay bao gdm céc budc (i) diéu ché dung dich
dém (BS) chtra tic nhan tao dém cé d6 pH axit, (ii) didu ché dung dich chira
phtre chat kim loai (SC) chtra mubi kim loai oxit, (iii) diéu ché dung dich ban
dAu thir nhat (Sil) chia hydro peroxit, (iv) diéu ché dung dich ban dau thi hai
(Si2) bang cach tron dung dich BS vé6i dung dich Sil, (v) diéu ché dung dich
(S1) chira hop chat peroxo-kim loai bing cach tron dung dich SC véi dung dich
Si2, (vi) didu ché dung dich S2 bang cach diéu chinh d6 pH cta dung dich S1
bang bazo, d6 pH ciia dung dich S2 ¢6 tinh bazo hon so véi d6 pH ciia dung
dich BS, (vii) b6 sung mét hoac mét vai chét cang héa vao dung dich S2, (viii)
ty ¥ didu chinh d6 pH, (ix) tuy ¥ diéu chinh thé tich cta dung dich cubi, thu
dwogc hdn hop hodc ché phiam nhu duoc xac dinh theo diém 1.

Phuong phép theo diém 26, trong d6 hydro peroxit c6 mit trong dung dich Sil
v6i ndng d6 nam trong khoang tir 200 d&én 600 mM.

Phuong phap theo diém 26, trong d6 tac nhan tao dém cua dung dich BS 1a
dung dich dém axit carboxylic/carboxylat, va dung dich BS c6 ty 1€ hydro
peroxit/carboxylat nam trong khoang tir 20/1 dén 1/1.
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Phuong phép theo diém 26, trong d6 phuwong phap nay ¢ buée do thé oxy hoéa

khir & budc (iii) dén (ix).

Phuong phép theo diém 26, trong d6 hop chit peroxo-kim loai ctia dung dich
S1 13 hop chét peroxo-molybden.
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