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(57) Sang ché dé cap dén ché pham va san phim tuong tu ¢ tac dung hoat hoa Tie2, tac

dung uc che su thAm mach, tac dung lam trudng thanh mach, tac dung chuan hoéa mach, tac

dung lam 6 on dinh mach, tac dung lam 6 6n dinh mach bach huyet va tac dung tuong tu. Ché

pham nay chira mét hodc nhiéu thanh phan duoc chon tir nhdm gdém cac hop chat iridoit

m&i (Hop chat A, Hop chét B), Oleanoside A, va Kaempferol.
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Linh virc ky thuét dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén ché phim hoat héa Tie2 va san pham twong tw. Cu thé hon,
sang ché dé cap dén ché phém hoat héa Tie2, ché ph'flm o ché sw thim mach, ché phém
lam trwdong thanh mach, ché phém chuén hoa mach, ché phém lam 6n dinh mach va ché
phém lam én dinh mach bach huyét chtta mét hode nhidu thanh phﬁn duogce chon tir nhom
gdm céc hop chit iridoit méi (Hop chét A va Hop chét B), Oleanoside A, va Kaempferol
1am thanh phan hoat tinh. Ngoai ra, sang ché con @ cap dén cac hop chét iridoit m&i

(Hop chat A va Hop chat B), va ché pham chira hop chét nay.
Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Oliu (Olea europaeca) la cay tréng thude chi Olive cua ho Oleaceae, va dwoc
tréng rong rii & nhiéu noi nhu viing Dia Trung Hai. Qué cta cay dliu dwoe sit dung phd

bién trén toan thé gisi dé chidt dau 6liu hodc ding lam thwe pham.

Qua ciia cdy o6liu giau cac polyphenol nhw hydroxytyrosol, acteosit, va
oleuropein (Tai liéu khong phai sang ché 1 va 2). Ngoai ra, chét chiét tir 6liu va thanh
phan polyphenol cia né dwoge béo céo la c6 higu qua d& we ché chimg xo cling dong
mach (Tai liéu khong phai sang ché 3), we ché bénh cao huyét ap (Tai liéu sang ché 1),
trc ché su giam trong lwong xwong (Tai liéu khong phai sang ché 4), va tac dung twong

tu.

Gan day, da phat hién ra r%mg su 140 hoa hodc su giam chirc nang mach méu tac
dong dén céc vét nhan, su tho rap da va cdc tinh trang cua da khac, do d6 dugo biét réng
tinh tiéu chuin ctia mach mau la chi sb hiéu qua dé x4c dinh céc tinh trang cua da. Mach
mau dong vai tro khong chi la giri oxy va chit dinh dudng dén cac co quan trong toan
bd co thé théng qua mau, ma con 1iy céc san pham thai ra tr mo va bai tiét ching ra
khéi co thé. Do dé, mach mau 1a mé quan trong cla co thé nguoi dé duy tri cac hoat
dong séng. Nhin chung, su 140 hoa hoac sw r6i loan chitc nang mach mau s& dan dén
khong chi cac tac dong dang ké vé strc khée dén co thé ngudi nhu gay cing dong mach,
ma ca céc déu hidu nhan thy rd rang nhu vét nhan va ching phi. Gén day, dbi voi s
130 héa mach mau, su hoat hoéa thu thé tyrosin kinaza Tie2 (Tyrosin kinaza voi Ig va

mién dé)ng nhat ECF 2) di thu hat dwge sw cha y. Pwoc biét rﬁng s hoat hoa Tie2 bdi
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angiopoietin-1 tir cac té bao thanh mach tao ra su két dinh giita céc té bao ndi md mach,
va gop phan lam bn dinh cac té bao ndi md mach nay. Gan day, c4c thanh phan va thuc
phéim c6 sy hoat hoa Tie2 da dugc tim thdy va st dung trong cac chit bd sung, dd udng
hodc san phim tuwong ty v&i muc dich thdm m¥, ngdn ngtra ching pht hoéc sy tudn hoan

kém, hodc ung dung twong tu (Tai lidu sang ché 2 dén 4).

Danh muc vién dan

Tai liéu sang ché
PTL 1: Cong bé don sang ché Nhat Ban s6 JP 2005-334022 A
PTL 2: Cong b don sang ché Nhat Ban s6 JP 2014-097977 A
PTL 3: Cong bd don sang ché Nhat Ban s6 JP 2013-241356 A
PTL 4: Cong bé don séng ché Nhat Ban s6 JP 2011-102272 A

Tai liéu khong phai sang ché
NPL 1: J. Agric. Food Chem., vol.52, pp.479-484, 2004
NPL 2: J. Agric. Food Chem., vol.53, pp.8963-8969, 2005
NPL 3: Atherosclerosis, vol.188, No.1, pp.35-42, 2006
NPL 4: Clin. Nutr., vol.25, No.5, pp.859-868, 2006

Ban chit ki thuit cia sang ché

Vén dé k¥ thuat

Muc dich ctia sang ché 13 d& xuét ché phém ¢6 tac dung hoat hoa Tie2, tic dung
trc ché sy thdm mach, tac dung lam trudng thanh mach, tac dung chuin hoa mach, tac
dung lam 6n dinh mach, tac dung lam 4n dinh mach bach huyét va tac dung tuong tu.
Giai quyét vén dé

Dé giai quyét vAn dé néu trén, cac tac gia sang ché d3 thuc hién cac nghién ctru
chuyén sau, va da c6 phat hién mdi rang, trong sé céc thanh phan dugc tach ra tlr chét
chiét qua 6liu, Oleanoside A va Kaempferol ¢ tic dung hoat hoa Tie2, tac dung Grc ché
su thAm mach, tdc dung 1am truong thanh mach, tac dung chuin hoa mach, tdc dung lam
4n dinh mach, tdc dung lam bn dinh mach bach huyét va tac dung tuong tu. Ngoai ra,

cac tac gia sang ché da tim ra céc hop chét iridoit méi (Hop chit A va Hop chit B) tix
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chét chiét qua 6liu, va chira ring c4c hop chit m&i ndy cling c6 tic dung hoat hoa Tie2,
tac dung tc ché su thAm mach, tac dung lam trudng thanh mach, tac dung chuin hoa
mach, tac dung 1am én dinh mach, tic dung lam 6n dinh mach bach huyét va tac dung
tuong tu, va hoan thanh sang ché.

Do d6, cac khia canh cia sang ché bao gdm, nhung khong gidi han &, cac db6i
tuong sau.
(1) Ché pham hoat hoa Tie2 chira mot hodc nhiu thanh phan duge chon tir nhém
gbm hop chét duoc biéu dién bsi cong thirc (I), hop chét duoc biéu dién béi cong thirc
(I1), hop chét duge bidu didn boi cong thie (IIT) (Oleanoside A), hop chit duge bidu

dién bai cong thire (IV) (Kaempferol) va mudi ciia ching:

Cong thtrc hoa hoc 1
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(2) Ché pham trc ché sy thAm mach chira mdt hodc nhiéu thanh phan dugc chon tir
nhom gdm hop chit duge biéu dién bai cong thie (I), hop chét dugc biéu dién bsi cong
thtte (IT), hop chét dugc bidu dién béi cong thire (III) (Oleanoside A), hop chét duoc

biéu dién boi cong thire (IV) (Kaempferol) va mudi cia ching.

3) Ché phim lam trudng thanh mach chia mdt hodc nhidu thanh phan dugc chon
tir nhom gdm hop chét duge bidu dién bdi cong thire (I), hop chét duoc biéu dién béi
cong thie (II), hop chét duge biéu dién béi cong thire (III) (Oleanoside A), hop chét

duoc biéu dién béi cong thire (IV) (Kaempferol) va mudi cta ching.

4) Ché phém chuin héa mach chira mdt hodc nhiéu thanh phén dugce chon tr nhém
¢dm hop chéit dugc biéu dién boi cong thire (I), hop chét duoc biéu dién boi cong thire
(ID), hop chét dugc biéu dién béi cong thie (I1I) (Oleanoside A), hop chit dugc bidu
didn béi cong thic (IV) (Kaempferol) va mudi cta ching.

(5) Ché phém lam 6n dinh mach chira mot hoac nhiéu thanh phﬁn duoc chon tu
nhém gdém hop chét duge biéu dién boi cong thire (1), hop chét dugc biéu dién bdi cong
thire (IT), hop chét dugc biéu dién béi cong thic (IIT) (Oleanoside A), hop chét dugc
biéu dién boi cong thirc (IV) (Kaempferol) va mudi cta ching.

(6) Ché phém lam én dinh mach bach huyét chra mdt hodc nhiéu thanh phén duoc
chon tir nhém gdm hop chét dugc bicu dién bsi cong thire (1), hop chét dugc biéu dién
béi cong thirc (II), hop chat dugc biéu dién boi cong thire (IIT) (Oleanoside A), hop chét
duoc biéu dién bai cong thirc (IV) (Kaempferol) va mubi cta chung.

(7) Ché phim theo diém bét ky trong sb cac diém tir (2) dén (6), trong d6 tac dung
g6m trc ché su thAm mach, 1am truéng thanh mach, chuén hoa mach, lam 4n dinh mach
hoac lam 6n dinh mach bach huyét 1a do tac dung hoat hoa Tie2.

(8) Ché pham theo muc bét ky trong sé cac muc tir (1) dén (7), trong do ché phim
1a thyc pham.
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9) Ché pham theo muc bét ky trong sé cac muc tir (1) dén (7), trong do ché phdm

1a ché pham do6 udng.

(10) Ché pham theo muc bét ky trong s& cac muc tir (1) dén (9), trong do ché phdm
dugc tao ra c6 mot hodc nhiéu chirc ning dugc chon tir nhém gdm chirc ning gy ra béi
viéc hoat hoa Tie2, chirc ndng gy ra boi viée e ché su thidm mach, chtc ning gay ra
boi viée lam truéng thanh mach, chirc nang géy ra boi viéc chudn héa mach, chtrc nang
gy ra boi viéc lam 4n dinh mach, va chirc nang gay ra boi viéc lam 6n dinh mach bach

huyét.

(11) Ché pham theo myc (10), trong d6 chic nang yéu cau la mot hodc nhiéu chirc
ning dugc chon tir nhom gbm "trc ché su thAm mach ting cudng", "lc ché sy ro ngoai
mach cua cac yéu t& ndi mach", "cai thién mach mau vé trang thai binh thuong", "duy
trl mach mau & trang thai binh thuong", "duy tri cac khép ndi té bao-té bao ndi mdé mach
v6i nhau", "tc ché su chét té bao ndi mdé mach", va "gift lai chirc nang gom nhanh ctia

dich md ke&".

(12)  Sur dung mot hodc nhiéu hop chét duoc chon tir nhém gém hop chét duoc biéu
didn boi cong thite (I), hop chit dugc biéu dién béi cong thue (I1), hop chét dugc biéu
didn boi cong thire (IIT) (Oleanoside A), hop chét duge bidu dién boi cong thirc (IV)
(Kaempferol) va mudi ctia ching, dé hoat hoa Tie2.

(13)  Phuong phap hoat héa Tie2, st dung mdt hodc nhidu hop chét dugc chon tir
nhom gdm hop chét duge biéu dién boi cong thie (1), hop chét duoc biéu dién bdi cong
thite (IT), hop chét dugc biéu dién béi cong thice (IIT) (Oleanoside A), hop chit duoc

biéu didn béi cong thie (IV) (Kaempferol) va mudi ciia chiing lam thanh phan hoat tinh.

(14)  Hop chét duge bidu dién boi cong thire (D):

0.0
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Cong thuc hoa hoc 5

(15)  Hop chét duge biéu dién boi cong thire (I1):
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Cong thtre hoa hoc 6

(am

(16)  Ché phAm chira hop chat theo muc (14) hogc (15).

(17)  Ché phim chira hop chét theo muc (14) va (15).

(18) Ché phdm theo muc (16) hodc (17), trong d6 ché pham 1a ché phim thuc pham.
(19) Ché pham theo muc (16) hodc (17), trong d6 ché pham la ché pham dd ubng.
Hiéu qua cua sang ché

Ché phém theo sang ché, chira mot hodc nhiéu thanh phﬁn dugce chon tir nhém
gdm céc hop chét iridoit mé&i (Hop chat A va Hop chit B), Oleanoside A, Kaempferol
va mubi ctia ching 1am thanh phan hoat tinh, c6 thé gay ra tac dung hoat héa Tie2, tac
dung trc ché su thAm mach, tac dung lam trudng thanh mach, tac dung chuin hda mach,
tac dung lam 4n dinh mach, va tac dung lam 4n dinh mach bach huyét. Ngoai ra, do cac
Kkét ndi kep chat cua cac t& bao nd6i md mach v&i nhau boi tdc dung chuén hoa mach hodc
tac dung tuong tu theo sang ché, dinh dudng s& di khip toan bd da théng qua mach mau
sao cho ¢6 thé thu dugc hiéu qua thdm m§ nhu cai thién do san chéc va két cu cta da
va ngan cac vét nhin. Ngoai ra, vi cac khe ho cia té bao n6i m6 mach mau hodc mach
bach huyét dugc dong kin, dong méau dugc cai thién, va nudc va san phém thai ra tr mo
duoc gom lai sao cho cling ¢6 thé thu duogc tac dung cai thién va ngan ngua nhiéu triéu

chting khic nhau nhu cdm lanh, cing cd, phti, va quang tham bén duéi mat.
M5 ti vin tit cac hinh v&

Fig.1 thé hién ciu triic hoa hoc ctia cac hop chét iridoit méi (Hop chit A va Hop
chit B), Oleanoside A, va Kaempferol.

Fig.2 thé hién lwu db tinh ché ddi v6i chat chiét qua oliu.

Fig.3 thé hién c4c tin hiéu 'H-NMR va “C-NMR ctia hop chét iridoit méi (Hop

chit A) va megaritolactonol.
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Fig.4 thé hién két qua ctia phan tich NMR hai chiéu clia hop chét iridoit (Hop
chét A). Cu thé, Fig.4 thé hién két qua phan tich phd twong quan dich chuyén thu duge
bang cach thuc hién phén tich NMR hai chidu tvong quan dich chuyén 'H-'H (do phd
tuong quan 'H-"H (COSY)) va phan tich NMR hai chiéu twong quan dich chuyén khoang
dai 'H-3C (két ndi di hat nhan da lién két (HMBC) do bang 'H).

Fig.5 thé hién tin hiéu 'H-NMR va *C-NMR ciia hop chét iridoit m&i (Hop chat
B) va Oleanoside A.

Fig.6 thé hién két qua cua phan tich NMR hai chiéu cua hop chit iridoit méi
(Hop chit B). Cu thé, Fig.6 thé hién két qua phan tich phd twong quan dich chuyén thu
duoc bing cach thuc hién phan tich NMR hai chiéu twong quan dich chuyén khoang dai
IH-13C (két ndi di hat nhan da lién két (HMBC) do bang 'H).

Fig.7 thé hién két qua so sénh tac dung hoat hoa Tie2 cia cac hop chit iridoit
mé&i (Hop chat A va Hop chét B), Oleanoside A, Kaempferol, hydroxytyrosol va tyrosol
v6i nhém dbi ching (DMSO).

Fig.8 thé hién két qua danh gid tic dung {rc ché ciia cac hop chét iridoit méi
(Hop chat A va Hop chét B) dbi véi tinh thAm mach ting cudng giy ra boi yéu t6 ting
truéng nodi mo mach (VEGF) ma 1a yéu t6 thAm mach.

M5 ta chi tiét sang ché
1. Ché pham
1-1. Ché pham

Mot khia canh cua sang ché 12 ché phém chtra mdt hodc nhiéu thanh phﬁn dugc
chon tir nhom gém Hop chit A, Hop chit B, Oleanoside A, Kaempferol va mubi cia
chiung lam thanh phan hoat tinh. Thanh phan hoat tinh ¢6 trong ché pham theo sang ché
12 hop chat dugc biéu dién boi cong thire (I) dén (IV):

0.0
HO; O

OH Z O
(D

Cong thirc hoa hoc 7
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Cong thtic hoa hoc 8

(1

Cong thirc hoa hoc 9

Cong thirc hoa hoc 10
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Hop chét duoc biéu dién boi cong thirc (I) va (II) la céc hop chét iridoit méi.
Hop chit duwoc bidu dién boi cong thuc (I) co tétn IUPAC la 2-(3.4-
dihydroxyphenyl)etyl(E)-2-(5-etyliden—2-0xotetrahydr0pyran—4-yl)axetat va trong ban
mo ta con dugc goi 1a "Hop chat A". Hop chét duoc biéu dién boi cong thire (II) ¢6 tén
IUPAC la axit 2-(3,4-dihydro-3-hydroxymetyl-5-metoxycacb0ny1-2-mety1—2H—pyran-
4-yl)axetic va trong ban mo ta con dugc goi 1a "Hop chat B". Hop chét duoc bidu dién
boi cong thie (IIT) 12 Oleanoside A, va hop chét dugc biéu dién bdi cong thic (IV) la

Kaempferol.

Hop chat theo sang ché c6 the & dang mudi dugc dung (gdm ca mudi vo co va
mubi hitu co). "Mubi" trong ban md ta nay d€ cap dén mubi dugc dung bat ky (gom ca

mudi vo co va mudi hitu co). Vi du vé mudi bao gom, nhung khong gidi han 6, muoi

-0
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natri, mubi kali, mudi canxi, mudi magie, mubi amoni, mubi hydroclorua, sulfat, nitrat,
phosphat, va mudi axit hitu co (nhu axetat, xitrat, maleat, malat, oxalat, lactat, suxinat,
fumarat, propionat, format, benzoat, picrat, benzensulfonat va trifloaxetat). Mubi cta
hop chét theo sang ché c6 thé duoc didu ché d& dang bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh

vé linh vuc k¥ thuét nay bang phuwong phap bét ky da biét trong linh vuc.
1-2. Tach va tdng hop céc thanh phan hoat tinh c6 trong ché phim theo sang ché

Céc thanh phéan hoat tinh (Hop chit A, Hop chét B, Oleanoside A, Kaempferol,
va/hoic mudi ctia chiing) ¢6 trong ché phdm theo sang ché ¢ thé dugce tao ra bang céch
chiét va tach tlr cac san phém tu nhién hodc bang phuong phép tbng hop hoa hoc, mic
du khong bi gi6i han & cic phuong phap nay. Khi thanh phan hoat tinh c6 trong ché
phim theo sang ché duoc tao ra tlr cac san pham tu nhién, san phém tu nhién dugc st
dung 1am nguyén liéu thd khong bi gidi han cu thé, nhung vi dy, dliu duge uu tién st
dung. Oliu 1a cay thudc ho Oleaceae. Dung lam nguyén liéu thd chinh, qua cua cay oliu
duoc st dung, nhung hdn hop cia qué vai 14, hat, than hodc phan twong tu cling dugc
stt dung. Khi qué 6liu dugc st dyng lam nguyén liéu tho, no ¢co thé dugc dung & dang
chua xir 1y hodc ¢6 thé dugc dung sau khi lam kho bang cach 1am dong kho hodc tuong
tu. Phén con lai sau khi ép dau tir qua dliu cling c6 thé duoc st dung 1am nguyén liu
thd & nguyén dang hodc & trang thai dugc sdy kho. Ut tién sir dung chi nudc ép oliu ma
12 16p nude thu duge béng céach tach pha long tir qua oliu thanh 16p nudc va l6p dau lam

nguyén liéu tho.

Loai 6liu khong bi giéi han cu thé, nhung vi du thich hop vé loai nay bao gdm
Manzanillo, Lucca, Nebadiro Blanco, Mission, Picual, Arubekina, Hojiblanca,

Korunikabura, Gorudaru, Moroioro, Frantoio, Kola Tina, va Retchino.

Nhu duge st dung trong ban md ta, "nude ép Oliu" chi chét chiét thu duoc tir
16p nuéce duoce tao ra bang cach tach pha long thu dugce tir chét chiét qua dliu thanh 16p
nuée va 16p dau. Chét chiét qua dliu co thé dugc chiét tir qua dliu bang céach st dung, vi
du, dung moi chira nude. Vi du vé dung mdi chira nuéc bao g?)m nudc va ruou (vi dy,
etanol). Dung lam chét chiét qua dliu, nude ép dliu hodc chét chiét bang dung mdi chua
nude ¢6 thé duge str dung & nguyén dang, hode co thé st dung chit chiét thu duoc bing
cach loc chiing va c6 dac polyphenol bang c¢ot hap phu sau d6 sdy phun. ChAt chiét qua

6liu c6 thé thu duoc thong qua cac bude tach va tinh ché qua dliu. O budc tach qua oliu,
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qua 6liu 1am nguyén liéu tho duge ép, va tach thanh dau va nudc ép qua bang céch ly
tam d& thu duogc nude ép qua dliu. Viée ép va ly tam ¢o thé dugc tién hanh st dung cac
phuong phap da biét véi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuét nay. O bude
tinh ché, nudc ép qua oOliu thu dugc trong budc tach c6 thé duge loc va co dé thu duoc
chit chiét, ma c6 thé duge st dung 1am chét chiét qua oliu theo sang ché. Tuong tu, san
phém loc thu dugce béng cach loc nudce ép oliu co thé duoc nap vao cot da nhdi déy nhua
hép phu, loai bo thanh phan khong hép phu Ién nhya hép phu nhu sacarit, khodng chét
va axit hitu co, va sau d6 gii hap bing dung mdi chira nude (vi dy, nude, etanol hodc
hdn hop cta ching) & thu duge chét giai hap. Chét giai hap thu dugce cling ¢6 thé duoc
stir dung lam chét chiét qua dliu theo sang ché. Loai nhua hap phu va dung moi giai hép
duoc str dung trong cot ¢ thé duge thiét 1ap thich hop bdi ngudi 6 hiéu biét trung binh

vé linh vuc k¥ thuét nay tiy vao loai va dang qua 6liu duoc sir dung, hodc tuong tu.

Viéc chiét thanh phan hoat tinh ¢6 trong ché phdm theo sang ché thu dugc tir
nguyén liéu thd ¢6 ngudn gdc tir san pham ty nhién ¢6 thé duoc tién hanh, mic du khong
bi gidi han & do, bang cach st dung dung mdi. Dung mbi bat ky c6 thé dugc sir dung dé
chiét mién 1a thanh phén hoat tinh c6 trong ché pham theo sang ché c6 thé dugc chiét,
va vi du vé dung moi bao gbm nuéce, dung dich chtra nude nhu dung dich dém, dung
moi hitu co va td hop cua cac dung mdi nay. Vi du vé dung mdi hitu co bao gbm céc
dung mdi thudng dugc st dung nhu ruqu va keton. Vi du vé rugu bao gém rugu thip
(nhu metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol, va isobutanol) va ruou da chuc
16ng (nhu rugu 1,3-butylen, propylen glycol, va glyxerin). Uu tién st dung rugu thap
chira nuée hodc rugu thip. Vidu vé keton bao gdm axeton va butanon. Luong dung moi
sir dung cé thé duoc thiét 1ap thich hop, thy vao lugng nguyén lidu tho can duge xi ly
hodc ham lugng clia hop chit muc tiéu trong nguyén li¢u tho hoic tuong tyu, va, ¢ thé
vi du, nam trong khoang tur 1,0 dén 1000 mL, t&t hon 1a tir 2,0 dén 500 mL, tdt hon nita

1 tir 5,0 dén 100 mL v&i mdi g nguyén ligu tho.

Thanh phan hoat tinh ¢6 trong ché phim theo sang ché c6 thé duogc tinh ché
thém dé tang do tinh khiét, néu can, sau khi chiét tir nguyén liéu tho. Viéc tinh ché ¢6
thé dugc thuc hién theo phuong phap bét ky, vi duy, co thé duoc thuc hién béng s&c ky.
Vi du vé séc ky bao gbm, nhung khong gidi han &, sic ky trao dbi ion, sic ky ky nudc,
sic ky wa nude, va séc ky loc gel. D9 tinh khiét ctia ché pham c6 thé duoc x4c nhan

bang séc ky 16ng hiéu ning cao hodc LC-MS trong d6 séc ky 16ng hiéu nang cao va khéi
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phd ké dugc két hop, nhung phuong phap xdc nhan do tinh khiét khong bi giéi han &
do. Ngoai ra, cAu trac hoa hoc ctia cac thanh phan hoat tinh ¢6 trong ché phdm theo séng
ché c6 thé duge phan tich bing cong hudng tir hat nhan (NMR), khdi phd, va phuong
phap tuong tu. Cén luu ¥ ring ché pham theo séng ché khong bao gdm ban thén cac

dong vt va thyc vat co trong ty nhién va chua hé qua xu ly.

Khi thanh phan hoat tinh c6 trong ché pham theo séng ché duoc tong hop hoa
hoc, hop chét theo sang ché c6 thé duge tao ra béng cach st dung hop chét c6 san lam
nguyén liéu tho khoi dAu va lua chon thich hop céc k¥ thuét hoa hitu co d3 biét thong
thuong.

1-3. Ché phém hoat hoa Tie2 hodc ché phém tuong tu

Mot khia canh cua sang ché 1a ché phém hoat hoa Tie2 chira mot hodc nhiéu
thanh ph?m dugc chon tr nhém gém Hop chit A, Hop chét B, Oleanoside A, Kaempferol

va mudi cta chung 1am thanh phan hoat tinh.

"Ché phém hoat héa Tie2" theo sang ché chi ché pham c6 kha nang chuyén héa
Tie2 thanh dang hoat tinh (Tie2 dugc phosphoryl héa) bang qué trinh phosphoryl hoa.
Trong viéc 4n dinh cAu tric mao quén, sy hoat hoa thy thé duogc goi 1a Tie2 co trong té
bao ndi mdé mach dong vai tro quan trong. Tie2 cling dugc bao cdo 1a c6 mat trong té
bao ndi md mach bach huyét cling nhu té bao nd6i mod mach. Tie2 duge hoat hoa bédi
angiopoietin-1 dugc giai phong tur cac té bao dé ting cudng su két dinh gifta cac té bao
ndi mo6 hodc gitta t& bao ndi mo voi té bao thanh mach, do do6 Tie2 c6 lién quan dén viée
1am 6n dinh chu trac mach. Pugc béo cdo rf?lng hoat tinh Tie2 giam, vi du, theo tudi tac,
va do d6 dugc chi ra ring méu va mach bach huyét ciing tré nén gia di. Ché pham hoat
hoa Tie2 theo sang ché, do tac dung hoat hoa Tie2, co thé ngin sy gia hoa mau va mach

bach huyét va cai thién mach.

Khi cu tric mach trd nén khong én dinh do su gia hoa mach mau, cac dudng
chét nhu thanh phan huyét tuong ri ra tir mach mau, va c4c thanh phan cAn thiét bi ngan
khong dugc dua dén céc vi tri can dén. Két qua 13, co thé hiéu rang cac vAn dé nhu sy
xubng cép tinh trang da c6 thé xay ra. Ché phim hoat hoa Tie2 theo sang ché, do tac
dung hoat hoa Tie2, c6 thé 1am 6n dinh té bao ndi md mach va tao ra tac dung uc ché su
thAm mach. Bing céac két ndi kep chit cua cac té bao ndi mod mach, dinh dudng lan ra

khdp da sao cho ¢6 thé thu duoc cac tac dung thAm m¥ nhu cai thién do san chéc va két
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cu cta da va ngin cac nép nhan. Ngoai ra, vi cic khe ho gitra cac té bao ndi mo cla
mau va mach bach huyét dugc dong kin, dong mau dugc cai thién, va nudc va cac san
pham thai ra tir md dugc gom dé ciing c6 thé thu dugc tac dung cai thién va ngan ngura
nhiéu tridu chimg khéac nhau nhu cam lanh, cing cd, phti, va quang tham dudi mit. Do
do, sang ché c6 thé 1a ché phém hoat héa Tie2 chira mot hodc nhidu thanh phan dugc
chon tir nhom gém Hop chit A, Hop chit B, Oleanoside A, Kaempferol va mudi cua
chung lam thanh phén hoat tinh, trong do6 ché phém co tac dung rc ché su thAm mach,
lam trudng thanh mach, chuin hoa mach, 1am 4n dinh mach, hodc 1am 4n dinh mach

bach huyét.

Phuong an khac cua sang ché bao gdm ché pham tc ché sy thAm mach, ché
phém lam trudng thanh mach, ché phém chuin hoa mach, ché phém lam 6n dinh mach,
ché phém ]Jam 6n dinh mach bach huyét, va ché phém tuong tu. Tét hon néu ché phém
chtra mot hodc nhiéu thanh phén dugc chon tr nhoém gém Hop chit A, Hop chét B,

Oleanoside A, Kaempferol va mudi ctia ching 1am thanh phan hoat tinh.

Theo sang ché, "c ché sy thAm mach" nghia 1a tc ché sy ting cudng tinh thdm
mach gy ra béi VEGF (yéu td tang truong ndi md mach) hodc tuong tu. "Lam trudng
thanh mach" nghia 1a tao ra sy két dinh gitta té bao ndi md mach va té bao thanh mach
dé tao thanh céc két dinh trong tAm gifta cac té bao ndi md mach dé khong dé dang gy
ra sy o ngoai mach clia cac yéu td méi trudng trong mach. "Chuén hoa mach" nghia 1a
tdng cuong su két dinh céc té bao ndi md vdi nhau va thic day su sdp thanh hang cua té
bao thanh mach véi té bao ndi md mach, nho d6 mang mach mau & trang thai bat thuong
nhu su méAt hoan toan tinh thAm mach hodc su ting sinh khong kiém soat dugc vé trang
thai binh thuong. "Lam 4n dinh mach" nghfa la tdc dung Gc ché céc thuong ton dbi véi
cac mach dang co, tach bi€t cac té bao ndi md mach va tach cac té bao ndi mod mach va
té bao thanh mach, va c ché su chét té bao cua té bao ndi md mach. "Lam 4n dinh mach
bach huyét" nghia la lam 4n dinh mach bach huyét sao cho té bao ndi md mach bach
huyét dugce dinh vi va sip thanh hang mot cach thich hop, va gitt lai chirc nang gom

nhanh dich mo k€.
1-4. Ham luong cua cac thanh phan hoat tinh trong ché pham

Ham lugng cua Hop chit A, Hop chat B, Oleanoside A, Kaempferol va mudi

cua chung trong ché pham theo sang ché khong bi gi6i han cu thé mién 12 chung & cac
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lugng sao cho ¢é thé thu dugc hiéu qua mong mudn ctia sing ché, xem xét dén dang lidu
luong, phuong phap sir dung, hodc tuong tu. Vi du, khi Hop chit A dugc sir dung lam
thanh phén hoat tinh, ham luong Hop chit A trong ché phim theo sang ché nim trong
khodng tir 0,01 dén 99% khéi lugng, tét hon 1a tix 0,1 dén 50% khéi lugng, tot hon nita
1a tir 1 dén 30% khéi lugng, con t6t hon nita 14 tir 10 dén 30% khéi lugng tinh theo tbng
khéi lugng cla ché phdm. Khi Hop chit B duoc st dung 1am thanh phan hoat tinh, ham
luong Hop chit B trong ché phim theo sang ché nim trong khoang tir 0,01 dén 99%
khéi luong, t4t hon 1a tir 0,1 dén 50% khéi lugng, tot hon nifa la tir 1 dén 30% khdi
luong, con t6t hon nira 1a tir 10 dén 30% khéi lugng tinh theo téng khdi lwong cua ché
phim. Khi Oleanoside A dugc sir dung ]am thanh phéan hoat tinh, ham lugng Oleanoside
A trong ché pham theo sang ché nim trong khoang tir 0,01 dén 99% khdi lugng, tot hon
latr 0,1 dén 50% khdi luong, t8t hon nita 1a tir 1 dén 30% khdi luong, con tdt hon nita
13 tir 10 dén 30% khdi lugng tinh theo tdng khéi lugng cua ché pham. Khi Kaempferol
dugc st dung lam thanh phan hoat tinh, ham luong Kaempferol trong ché phim theo
sang ché ndm trong khoang tir 0,001 dén 99% khéi lugng, 6t hon 1a tir 0,01 dén 50%
khéi Tugng, tét hon nita 12 tir 0,1 dén 30% khéi lugng, con t&t hon nita 12 tir 1 dén 30%
khéi lwong tinh theo tdng khdi lugng ciia ché pham. Trir khi dugc quy dinh khac, "%
khéi lugng" nhu duge st dung trong ban mo ta nghia 1a % khdi lugng/khbi lugng (w/w).
Khi nhidu thanh phan hoat tinh khac nhau c6 mat & dang mudi, hydrat hodc dang tuong
tw, ham lugng cta cac thanh phan hoat tinh nay can dugc tinh sau khi chuyén hoa thanh

timg dang tu do.

Ham lugng cuia Hop chat A, Hop chit B, Oleanoside A, Kaempferol va mudi
cta chung co thé dugc xac dinh theo phuong phap da biét v6i nguoi co hiéu biét trung
binh v& linh vuc k¥ thuat nay. Vi du, ham lugng cia chung c6 thé duge xac dinh bang
cach st dung LC-MS/MS, HPLC hoéc tuong tu, va thiét 1ap cac diéu kién thich hop tuy
vao loai thanh phan hoat tinh hodc tuong tu.

1-5. Thanh phan khéc

Ché phém theo sang ché c6 thé chtra, tuy vao dang, chét phu gia hodc thanh
phan bét ky ngoai thanh phan hoat tinh. Vi du vé chit phu gia va/hodc thanh phan nay
bao gdm, nhung khéng giéi han cu thé &, ta duoc, chat gin két, chét gy ra, chét gay
tron, chét chéng oxy hoa, chét bao quan, chét che vi, chat che mui, chit tao mau, va

huong liéu. Vi du, axit L-ascorbic, catechin, dextrin, xyclodextrin, canxi cacbonat va
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trehaloza c6 thé dugc st dung. Ngoai ra, ché phim c6 thé chira thanh phan da biét, nhu
thanh phan da biét 1a c6 hiéu qua dé ngan ngira sy gia héa mach mau hodc c6 hi¢u qua
cho muc dich thim m§. Vi du vé cac thanh phan ndy bao gdm thanh phan ma tac dung
hoat héa Tie2 clia n6 da duoc bdo cdo, nhu chat chiét tr Quillaja, Engelhardtia
chrysolepis, cdy bach qud, con hau, cay nghé, ciy hoa ciic, cdy tdo ta, cdy ky tir
(wolfberry), hoa cic (chamomile), Butcher bloom, tdo gai (hawthorn), khé, Alpinia
zerumbet, sen, rooibos, cha la An Do (Indian dates), Pseudocydonia, i Psidium, tiéu
16t, nhan sam Siberi, glig xo0ai (mango ginger), gung, Elaeagnus umbellata, co mudi
(saltwort), kalopanax, cdy ti€u bui (pepperbush), Tawny daylily, Colocasia gigantea,
staphylea pinnata, clerodendrum trichotomum, Japanese staunton-vine, pepper saw,
Quercus serrata, Quercus acutissima, Lactuca sativa, vu sita (star apple), ma dé
(plantain), toi rocambole dai, cdy thanh mai (bayberry), ciy qué, Gleditsia japonica,
Polygonatum sibiricum, Polygonatum officinalle, Trichosanthis semen, Morinda
officinalis; céc thanh phan chira proxyanidin c6 hiéu qua cai thién ndi mé mach, nhu
chét chiét tir hat nho, théng d6, v6 hat lac, vo hat vai va thanh ph?ln tuong tu; va céc axit

amin nhu L-xitrullin va L-arginin.
1-6. St dung

Ché pham theo sang ché ¢6 thé c6 cac tac dung sinh 1y khac nhau nhu duge mo
ta & trén. Vi dy, bang cach st dung ché pham theo séng ché, cac tac dung khac nhau nhu
tac dung e ché su thAm mach, tdc dung 1am trudng thanh mach, tac dung chuén hoa
mach, tac dung lam 4n dinh mach, tdc dung lam 4n dinh mach bach huyét, va tac dung
hoat héa Tie2 co thé dugc tao ra, va nho d6 céc tac dung vé thAm m§ nhu cai thién do
san chéc va két ciu da va ngdn ngira cac nép nhin, va cac tic dung cai thién va ngan
ngua nhiéu triéu ching khac nhau nhu cam lanh, cing cd, phu, va quang thim bén duéi
mit cling c6 thé thu dugc.

Ché phim theo sang ché c6 thé duoc 4p dung cho ca st dung trong diéu tri bénh
(st dung trong y t€) va stt dung khong phai d8 diéu tri bénh (st dung khong phai trong
y té). Vi du vé loai ché phém nay bao gém, nhung khong giéi han &, duge chét (dugc
phim), thuc pham va dd ubng (g6m cé thuc pham, dd ubng, ché phim thyuc pham va )

ubng, ché pham thyc pham, va ché phdm 6 ubng), va my phim (ché phim my phim).

Ché phim theo sang ché co6 thé duoc tao ra theo phuong phap da biét & dang
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lidu dung dugc bao ché theo cong thirc nhu ché pham rin nhu vién nén (gdm ca vién
nén dugc boc), hat, thudc bot, bdt, hodc vién nang, va ché phém long nhu ché phém long
dung qua duong mieng, huyén phu, nhil twong, siro, hodc dd udng. Céac dang lidu nay
¢6 thé duoc udng nguyén trang hodc cuing v6i nude hodc tuong tu. Theo cach khéc, ché
pham theo sang ché, sau khi thu dugc & dang ma c6 thé d& dang két hop (vi dy, & dang
bot hodc dang hat), ¢ thé duoc st dung 1am nguyén liéu tho, vi du, dbi véi duge phém
va thuc pham va dd ubng. Tuy nhién, dang ché phim ctia sang ché khong bi gidi han &
d6. Dang liéu ctia ché pham theo sang ché dbi v6i m§ pham (ché pham my pham) ciing
¢6 thd duoc chon tuy y tuy theo muc dich. Vidy, ché phém c6 thé dugc st dung & dang
liéu nhu kem, thubc md, nhil twong, dung dich, gel, bdt va hat; va & cac dang nhu goi,
thubc xtrc ngoai da, bot va thoi. Dang ché pham ctia n6 cling 6 thé dugc chon tur nhiéu
dang khac nhau nhu dang gbc chira nudc, gdc tan, gbc nhil hoa, gbc bot, gbc diu-léng,
gbc gel, gbe thudc md, goc sol khi, gdc hai 16p nuée-dau, va gbe ba 16p nude-dau-bot.
Néi cach khéc, trong trudong hop sit dung my phim co ban, ché phim c6 sin rong ri &
dang nhu nudc rira mat, my pham cho da dang nu6c, my phim dang nudc, stra dudng,
kem, gel, tinh dau (chét l6ng 1am dep), ti, mét na, chét mat-xa, kem nén, thdi son, chét
dé tdm, dau 201, dau xa, dudng toc, thudc md, bdt nhdo va san phém dang tAm (vat thdm
hit nhu san phim vé sinh, 1am sach va khan tay trang va tuong tu). Tuy nhién, ché phim
va dang theo sang ché khong bi giéi han. Ngoai ra, trong cac ché phdm nay, cac loai dau,
chét hoat dong bé mit, chét tao gel, chét bao quan, chét chéng oxy héa, dung moi, rugu,
nudc, chét chelat hoa, chét 1am dic, chét hép thu UV, chét 1am On dinh nhil tuong, chét
bién dbi pH, thubc mau, huong liéu, va chét twong tu ¢6 thé duoc két hop mot cach thich
hop.

Vi du cu thé vé dd ubng theo sdng ché bao gdbm d6 ubng tir tra 0 long, d udng
tir tra den, dd ubng tir tra xanh, nude trai cdy ép, nudc rau ép, dd ubng dung trong thé
thao, dd ubng ding truong, thic ubng bd sung, nude khoang, nude ubng bo sung, thire

ubng dinh dudng, thirc uong lam dep, hodc nhiéu d6 udng c6 con khac nhau.

Db ubng theo sang ché duge xtt Iy thanh dd udng dong goi tiét tring nho cac
quy trinh nhu quy trinh tiét tring khi can. Vi du, d6 udng déng goi tiét tring co thé duogc
tao ra bang phuong phap gdm budc rot dd ubng vao vat chira va sau do dua dd udng da
6t qua quy trinh ti€t trung bang nhiét hodc twong tu hodc phuong phap gbm budce tiét

tring d6 udng va rot do uong da tiét trang vao vat chtra trong moi truong vo trung.
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Loai vat chra stt dung cho dd ubng dong goi khong bi gidi han cu thé, va vi du
vé vit chtra bao gdm vt chta bang nhua nhu chai PET, vét chira bang gidy nhu tai gidy,
vét chtra bing thily tinh nhu chai thiy tinh, vat chira bang kim loai nhu hdp nhom va
hop thép, thi nhém, va vat chira khac bét ky thuong dung cho dd ubng.

Thuc phém va dd udng theo sang ché khong bi giéi han cu thé, va vi du vé thuc
phim va d6 udng bao gbm thuc phim sitrc khoe, thuc phdm chirc néng (gém ca thuc
phém dé st dung cho strc khoe theo chi dinh, thuc phém ¢6 didu kién dé st dung cho
strc khoe theo chi dinh, thuc phim c6 yéu cau chitc niang dinh dudng, va thuc pham c6
yéu cau chirc ning), thuc pham dung cho ché do #n kiéng dac biét, va thuc pham b
sung dung cho strc khoe. Ham lugng thanh phan hoat tinh trong thuc phim va dd ubng
theo séng ché nhu duge md ta & trén ddi véi ché pham.

Thyuc phdm va dd udng theo sang ché ¢6 thé thu dugc, vi dy, bang cach trdn
luong dinh trude cua thanh phan hoat tinh vao nguyén liéu tho ctia thuc pham va o
ubng da biét, va tao ra thuc phim va dd ubng theo phuong phap san xut thue pham va
d6 udng di biét. Theo cach khac, thuc pham va dd ubng theo sdng ché ¢6 thé thu dugc
bang cach bd sung thanh phan hoat tinh vao thuc phim va dd ubng da biét thu duoc sao
cho luong thanh phan hoat tinh trd thanh lugng dinh trudc. Thuc pham va d6 udng da
biét c6 thé chira thanh phan hoat tinh ngay tir dAu. Trong truong hop d6, thanh phan hoat
tinh dugc két hop mdt cach thich hop dé d@idu ché sao cho lugng thanh phan hoat tinh
trd thanh luong dinh trude.

Ché pham theo sang ché c6 thé duoc st dung bang phuong phap thich hop tiy
vao dang. Phuong phéap sir dung khong bi gidi han cu thé mién 1a thanh phan hoat tinh
theo sang ché c6 thé dugc chuyén vao mau tudn hoan. Vi du, ché pham theo sang ché
¢6 thé & dang ché phim ran dung qua dudng miéng; ché pham 16ng dung qua dudng
miéng nhu chét 1ong bén trong va siro; hodc ché phdm ngoai duong tiéu hoa nhu ché
phim tiém, ché pham bén ngoai, thubc dan va chat thdm hut qua da, mac du dang cua
ché pham theo sang ché khong gi¢i han & d6. Nhu duge sir dung trong ban mo ta, "su
dung" chi tAt ca cac phuong an cla vi¢c st dung, gdm ca tiéu hoa, nap vao, ubng, va
hép thu duéi da. Luong st dung ché phdm theo sang ché khong bi cb dinh va dugc thiét
1ap thich hop tiy vao dang, phuong phap stt dung, muc dich st dung, va tudi tac, can

ning va triéu chimg cia dbi tugng st dung nhu nguoi bénh hodc dong vt mang bénh.
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Ngoai ra, lugng hiéu qua & nguoi cia ché phdm theo sang ché khong bi ¢b dinh va khong
bi gidi han cu thé. Vi dy, trong trudng hop nguoi c6 can nang 50kg, luong hi€u qua &
nguoi cua ché pham theo séng ché mdi ngay nim trong khoang tir 0,1mg dén 400mg (tir
0,002mg/kg dén 8mg/kg), t6t hon 1a tir 1mg dén 300mg (tir 0,02mg/kg dén 6mg/kg), tot
hon nita 14 tir 10mg dén 200mg (0,2mg/kg dén 4mg/kg). Viéc st dung ché phim theo
sang ché c6 thé dugc thuc hién, trong pham vi lugng hép thu mong mudn, mot 1an hodc
vai 1An mot ngay. Ngoai ra, thoi gian st dung co thé dugc thiét 1ap. Nhu dugc st dung
trong ban mo ta, lugng hiéu qua ¢ nguoi theo sang ché chi lugng hép thu ché phim theo
sang ché cho hiéu qua c6 lgi & ngudi, trong do loai thanh phan hoat tinh c6 trong ché
phim khong bi gidi han cu thé.

Déi tuong st dung ché pham theo sang ché t6t hon néu 1a ngudi, nhung ¢ thé
1a ddong vat nuodi nhu bo, ngua, hodc dé; dong vat canh nhu cho, meéo, hodc tho; hodc
ddng vat phong thi nghiém nhu chudt nhat, chudt, chudt lang hodc khi. Khi ché phém
duoc st dung cho dong vat khong phai nguoi, lugng sir dung mdi ngay d6i véi chudt
nhit (khoang 20g) 1, vi du, tir 0,002mg/kg dén 8mg/kg, t6t hon 14 tir 0,02mg/kg dén
6mg/kg, tdt hon nita 12 tir 0,2mg/kg dén 4 mg/kg, trong khi lwong nay thay d6i tiry vao
ham luong thanh phﬁn hoat tinh trong ché phém va tinh trang nhu trang théi, can nang,
gioi tinh va tubi tac ctia dbi twong st dung. Theo khia canh khéac, sang ché dé cap dén
ché phém vGi mot hodc nhiéu chirc ning dugc tao ra boi tic dung {rc ché su thAm mach,
lam trudng thanh mach, chuén héa mach, lam 4n dinh mach, lam 4n dinh mach bach
huyét, hodc hoat hoa Tie2. Vi du vé yéu cau hoic yéu cau chtrc ning bao gdm, nhung
khong gidi han cu thé &, "ac ché su thAm mach ting cuong", "uc ché su ro ngoai mach
cua cac yéu td ndi mach", "céi thién mach mau vé trang thai binh thuong", "duy tri mach
méu & trang thai binh thudng", "duy tri cac két ndi té bao-té bao ndi md mach véinhau",

xn

e ché su chét té bao ndi md mach”, va " giir lai chirc nang gom nhanh dich md k&", va
yéu cau khac bat ky c6 thé dugc xem 1a tuong dwong v6i cac yéu cau nay. Trong ban
md ta ndy, yéu cau nhu yéu cau va yéu cau chttc nng néu trén co6 thé duge dé xuat voi

chinh ché phdm hodc véi vt chira hogc bao gdi cua ché phim.
2. St dung dé hoat hoa Tie2
Mot khia canh cua sang ché 12 st dung mdt hodc nhiéu hop chét duoc chon tir

nhom gdm Hop chit A, Hop chét B, Oleanoside A, Kaempferol va mudi cua chung dé
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trc ché sy thAm mach, 1am trudng thanh mach, chuén héa mach, 1am 6n dinh mach, lam

4n dinh mach bach huyét, hodc hoat héa Tie2, t6t hon néu 13 hoat hoa Tie2.

Viéc st dung theo sang ché din dén sy hoat hoa Tie2 , sao cho ciing ¢6 thé thu
duogc tac dung Gc ché su thAm mach, tac dung lam trudng thanh mach, tac dung chuin
héa mach, tac dung lam 4n dinh mach, tac dung lam 4n dinh mach bach huyét va tac
dung tuong ty. Viéc sir dung theo sang ché 12 cho ngudi hogc dong vat khong phai nguoi,
va c6 thé ding dé diéu tri bénh hodc khong didu tri bénh. Nhu dugc st dung trong ban
md ta, "khong diéu tri bénh" 12 khai niém khong bao gdm hoat dong y té, nghia 1a, didu

tri trén co thé nguoi bang liép phap.
3. Phuong phap hoat hoa Tie2

MOot khia canh cua sang ché 13 phuong phép hoat héa Tie2 bing cach st dung
mdt hodc nhidu hop chit dugc chon tir nhém gom Hop chit A, Hop chét B, Oleanoside
A, Kaempferol va mubi ctia ching 1am thanh phén hoat tinh. Cu thé, mot khia canh cta
sang ché 1a phuong phap hoat hoa Tie2 bao gdm viéc cho dbi twong can su hoat hoa
Tie2 st dung lugng c6 hiéu qua diéu tri cua thanh phf?ln hoat tinh. Déi twong can su hoat

héa Tie2 1a nhu duge md ta & trén doi v6i che pham.

Mot khia canh cua sang ché 12 phuong phap trc ché su thAm mach, lam trudng
thanh mach, chuén héa mach, 1am 4n dinh mach hodc lam 4n dinh mach bach huyét
bang cach st dung mot hodc nhiéu hop chét duge chon tir nhom gdbm Hop chat A, Hop

chit B, Oleanoside A, Kaempferol va mudi cua chung lam thanh phan hoat tinh.

Nhu duge st dung trong ban md ta, "lugng co hiéu qua diéu tri" nghia 1a lugng
ma, khi mot hodc nhiéu hop chit duoc chon tir nhém gdm Hop chét A, Hop chét B,
Oleanoside A, Kaempferol va mudi cua ching duge dung cho dbi tuong, su hoat hoa
Tie2 ¢6 thé nhan dugc & d6i tugng nay so véi dbi twong khong dugc st dung thanh phan
nay. Luong hidu qué cu thé khong bi ¢6 dinh va dugc didu chinh thich hop tuy vao dang
1idu, phwong phap st dung, myc dich str dung, va tudi tac, can ning va triéu chimg cia

d6i tugng.

Trong phuong phép theo sang ché, thanh phan hoat tinh dugc str dung & nguyén
dang hodc ¢ dang ché phém sao cho lugng thanh phﬁn hoat tinh 1a lugng c6 hig¢u qua

diéu tri.
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4. Hop chét iridoit m6i

Mot khia canh cua sang ché 12 hop chat iridoit méi dugc biéu dién béi cong thirc
(I) hodc (II).

Cong thirc hoa hoc 11

00
HO/©/\/ ©

OH  ~ L0
60)
Cong thirc hoa hoc 12
050
HO X
o) O
OH

(m

Hop chit duoc biéu dién bodi cong thuc (I) ¢ téen IUPAC 1a 2-(3.4-
dihydroxyphenyl)etyl(E)-2-(5-etyliden—2-oxotetrahydropyran-4-yl)axetat va trong ban
mb ta nay con dugc goi 1a "Hop chat A". Hop chit duoc biéu dién béi cong thire (I1) c6
tén TUPAC la axit 2-(3,4-dihydro-3-hydroxymetyl-S-metoxycacbonyl-Z-metyl-?_H-

pyran-4-yl)axetic va trong ban md ta nay con dugc goi la "Hop chat B".

Hop chit theo sang ché ¢6 thé & dang mubi duge dung (gbdm ca mudi vo co va
mubi hitu co). Nhu dugce st dung trong ban mo ta, "mubdi" chi mubi duge dung bt ky
(gém ca mudi vo co va mubi hitu co) nhu dugc mod ta & trén, va khong bi gidi han cu
thé. Vidu v& mudi bao gém, mubi natri, mubi kali, mudi canxi, mubi magie, mudi amoni,
hydroclorua, sulfat, nitrat, phosphat, va mudi axit hitu co (nhu axetat, xitrat, maleat,
malat, oxalat, lactat, suxinat, fumarat, propionat, format, benzoat, picrat, benzensulfonat
va trifloaxetat). Mudi ctia hop chit theo sang ché c6 thé dugc diéu ché dé dang boi ngudi
¢6 hidu biét trung binh v& linh vuc k¥ thuat nay bang phuong phap bét ky da biét trong
linh vuc.

4-1. Phuong phép san xuét hop chét iridoit m&i

Hop chit iridoit méi (Hop chit A, Hop chit B) theo sang ché ¢o thé dugce tao ra
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bang cach chiét va tach tir cac san phdm ty nhién hodc bang phuong phap tbng hop hoa
hoc, mic du khong bi gidi han cu thé & d6. Khi cac hop chit nay dugc tao ra tlr cc sdn
phim ty nhién, san phim tw nhién dugc st dung lam nguyén li¢u thd khong bi giéi han
cu thé, nhung, cu thé, t6t hon 13 6liu duoc st dung. Oliu 12 cay thudc ho Oleaceae. Dung
lam nguyén liéu tho chinh, qua 6liu dugc st dung, nhung hdn hop cta qua v6i 14, hat,
than hodc phan trong ty cling duoc st dung. Khi qua dliu dugc st dung lam nguyén
liéu tho, nd ¢co thé dugc st dung ¢ dang thd hodc ¢o thé dugc st dung sau khi séy kho
bang cach sdy kho lanh hodc tuong tu. Phén con lai sau khi ép dau tir qua dliu cling c6
thé duoc st dung 1am nguyén liéu tho & nguyén dang hodc & trang thai kho. Tét hon néu
str dung, 1am nguyén liéu thé, mot minh nude €p dliu ma 1a 16p nudce thu duoc bang
cach tach pha 1éng thu dugc tir qua 6liu thanh 16p nude va 16p dau. "Oliu" va "nudc ép
oliu" 13 nhu dwoc néu & trén dbi v6i ché phim.

Viéc chiét hop chét iridoit m&i theo sang ché tir nguyén liéu tho thu dugc tir san
phém ty nhién (vi du, chét chiét qua oliu) co thé duoc tién hanh, mic du khong bi gidi
han & do, bang cach s dung dung mdi. Dung moi bat ky ¢6 thé duoc st dung dé chiét
mién 13 thanh phan hoat tinh c6 trong ché pham theo sang ché c6 thé duoc chiét, va vi
du v& dung mdi bao gém nuge, dung dich nuée nhu dung dich dém, dung moi hitu co
va két hop cdc dung moi nay. Vidu v& dung moi hiru co bao gdm cac dung moi thuong
duge sir dung nhu rugu va axeton. Vi du vé ruou bao gbm rugu thap (nhu metanol,
etanol, propanol, isopropanol, butanol, va isobutanol) va rugu da chuc long (nhu ruou
1,3-butylen, propylen glycol, va glyxerin). Uu tién st dung ruou thap chtra nude hodc
ruou thip. Lugng dung mdi st dung c6 thé dugc didu chinh thich hop, tuy vao lugng
nguyén liéu tho can dugce xttr Iy hodc ham luong hop chit muc tiéu trong nguyén li¢u thd
hoiic tuong tu, va, c6 thé, vi dy, nam trong khoang tir 1,0 dén 1000 mL, tot hon 1a tir
2,0 dén 500 mL, t6t hon nita 1a tir 5,0 d&én 100 mL mdi g nguyén liéu tho.

Hop chét iridoit méi theo sang ché c6 the dugc tinh ché thém dé tang dd tinh
khiét, néu can, sau khi chiét tir nguyén ligu tho. Viée tinh ché c6 thé duoc thuc hién theo
phuong phap bt ky, vi dy, c6 thé dugc thuc hién bang sic ky. Vidu vé séc ky bao gbm,
nhung khong gi6i han 6, séc ky trao dbi ion, sic ky ky nuéc, sic ky ua nude, va sdc ky
loc gel. D9 tinh khiét ciia ché pham c6 thé duoc x4c nhén bang sac ky 16ng hiéu ning
cao hodc LC-MS trong do sdc ky 16ng hiéu nang cao va khdi phd ké duge két hop, mic
du phwong phép xac nhan do tinh khiét khong bi gi¢i han & d6. Ngoai ra, c4u tric hoa
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hoc cua hop chét iridoit méi theo sang ché c6 thé dugc phan tich bang phuong phéap
cong hudéng tr hat nhan (NMR), do khdi phd, va phuong phap tuong ty.

Khi hop chét iridoit m&i theo sang ché dugc tong hop hoa hoc, hop chit mong
mudn co thé duge tao ra bang céch sit dung hop chét sin c6 1am nguyén liéu tho khoi

dAu va lua chon thich hop cac k¥ thuat hoa hiru co thuong da biét.
4-2. Ché pham

Mot khia canh cta sang ché 1a ché pham chira Hop chit A va/hodc Hop chit B.
Nhu duoc mé ta & trén, Hop cht A va Hop chat B, ma 1a hop chét iridoit méi theo séng
ché, c6 cac tac dung sinh ly khéc nhau. Vi du, Hop chét A va Hop chét B ¢c6 tac dung
hoat hoa Tie2, tac dung (rc ché su thim mach, tc dung 1am trudng thanh mach, tac dung
chuin hoa mach, tic dung lam 6n dinh mach, tac dung lam 4n dinh mach bach huyét, va
tac dung twong tu. Do d6, theo mot sb phurong 4n, ché pham theo sang ché 1a ché phim
¢6 tac dung hoat héa Tie2, tac dung trc ché su thdm mach, tac dung 1am truéng thanh
mach, tac dung chuin hoéa mach, tac dung lam 4n dinh mach, hodc tac dung lam 4n dinh
mach bach huyét. Ngoai ra, cic phuong 4n vé ché phdm bao gdm, nhung khong gii han
g, duoc phém (ché phém duoc), thuc phém va dd uéng (gém ca thuc phém, dd uéng,
ché pham thyc phim va dd udng, ché phim thyuc pham, va ché pham d6 ubng), va my

phim (ché phim my pham).

Nhu duge mo ta & trén, Hop chit A va/hoidc Hop chit B c6 trong ché phim theo
sang ché c6 thé dugc tao ra bing cach chiét va tach tir san pham ty nhién hodc bang cach
tbng hop hoa hoc, mac du khong bi giéi han cu thé & d6. Khi thanh phan hoat tinh ¢6
trong ché phém theo sang ché dugc tao ra tir cac san phém tu nhién, san phém tu nhién
duoc st dung 1am nguyén ligu tho khong bi giéi han cu thé, nhung, vi du, t6t hon néu
oliu duogc st dung. Phuong phap tach va tbng hop Hop chét A va/hodc Hop chét B ciing
nhu duge md ta & trén. Cén luu ¥ ring ché phim theo séng ché khong bao gdm chinh
dong vat va thuc vat co trong tu nhién va chua hé qua xu ly va ban thén cac chét chiét
cta chung khong c6 cac thanh phén khac duge két hop vao.

Ham lugng Hop chit A va/hodc Hop chét B trong ché pham theo sang ché khong
bi gidi han cu thé, nhung, vi du, ham luong Hop chét A trong ché phém theo sang ché
ndm trong khoang tir 0,01 dén 99% khéi luong, t6t hon 12 tir 0,1 dén 50% khdi lugng,

t6t hon nita 12 tir 1 dén 30% khdi luong, con t6t hon nita 13 tr 10 dén 30% khdi luong
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tinh theo tong khéi luong clia ché phdm, va ham lugng Hop chit B trong ché pham theo
sang ché nam trong khoéng tir 0,01 dén 99% khéi luong, tot hon 1a tir 0,1 dén 50% khbi
lugng, t6t hon nita 14 tir 1 dén 30% khoi lugng, con tét hon nita 1 tir 10 dén 30% khéi
lugng tinh theo tong khéi lugng cia ché pham. Céc thanh phén khic ¢6 thé duoc két

hop vao ché phdm theo séng ché nhu duge mo ta & trén.
Vi du thwe hién sang ché

Sau day, sang ché s& dugc md ta cy the hon dya vao cac vi du. Tuy nhién, sang

ché khéng bi gidi han & cac vi du nay.
Vi du 1: Xac dinh chu tric ctia Hop chit A va Hop chét B.
1-1. Pidu ché chét chiét qua oliu

Qua bliu dugc ép va tach thanh diu va nudc qua ép bang céach ly tdm. Nudc €p
dliu thu duge dugc loc va dua dén cot kidu hap phu dé loai bé thanh phan khong duoc
hép phu 1én nhya hép phu nhu sacarit, chét khoang va axit hitu co, va san phim giai hép
thu duoc bing rugu chira nude duge cd va dem di siy phun @8 thu dugc chat chiét qua
oliu. Sau do, chét chiét tir qua thu dugc (500g) dugc dua qua budc sic ky cot su dung
Dia ion HP20 (lugng nhya: 10L, dung mdi giai hap: etanol:nude (0:100 — 70:30)) dé
phan doan chit chiét qua 6liu. Mdi phén doan thu dugc 1a nhu sau (Fr.1: 179g, Fr.2:
120g, Fr.3: 85g, Fr.4: 71g, Fr.5: 26g). Trong s6 cac phan doan tir phan doan 1 dén phan
doan 5, phan doan trong d6 hoat tinh Tie2 dugc quan sat thdy, phan doan 4 (chét gidi
hép etanol 50%, 20 g), dugc dua qua budc sic ky cot st dung Toyopearl HW- 40C
(lvong nhya: 500mL, dung moi giai hép; metanol:nude (10:90 — 70:30) — axeton:nudc
(70:30)) dé phan doan Fr.4 thanh 19 phan doan (Fr.4a dén Fr.4s). Trong s6 cac Fr.4a
dén Fr.4s, phan doan trong d6 hoat tinh Tie2 dugc quan sat thy, Fr.4k, duoc dua qua
buée HPLC didu ché & didu kién phan tich 1 duséi day dé phan doan tiép thanh séu phén
doan (Fr.4ka dén 4kf). Trong sé cac Fr.4ka dén Fr.4kf, cic phan doan trong do6 hoat tinh
Tie2 cao nhét quan séat dugc, Fr.4kb va Fr. 4kd, dugc tinh ché st dung HPLC didu ché &
cac diéu kién phan tich 2 va 3 dudi day dé tach Hop chit A (46,2mg), Hop chit B
(19,5mg) va Oleanoside A (98, 1mg). Fr.4r, 1a phan doan khac trong do hoat tinh Tie2
quan sét dugc ciing duge dua qua HPLC didu ché & diéu kién phén tich 4 dudi day aé
tach Kaempferol (3,7mg). Fig.2 thé hién luu dd tinh ché chét chiét qua oliu.

Diéu kién phan tich 1
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Do: 220nm
Tbc d6 dong: 15 mL/phat
Cot: Capcell Pack C18 TYPE AQ ¢3,0 x 25,0cm (SHISEIDO)
Pha dong: CH3CN:H,O (32:68)
Nhiét do cot: nhiét do trong phong 25°C
Diéu kién phan tich 2
Do: 220nm
Téc dd dong: 10 mL/phut
Cot: TSK-Gel Amide-80 ¢2,15 x 30,0 cm (TOSOH)

Pha dong: CH3;CN:H:O (0 phut, 100:0 — 15 phut, 100:0 — 20 phaut, 80:20 — 35 phut,
80:20)

Nhiét do cot: nhiét do trong phong 25°C
Diéu kién phan tich 3
Do: 220nm
Tbc dd dong: 10 mL/phut
Cot: COSMOSIL Cholester 2,0 x 25,0 cm (nacalai tesque)
Pha dong: CH3CN:H20 (20:80)
Nhiét do cot: nhiét do trong phong 25°C
Didu kién phan tich 4
Do: 280 nm
Tdc dd dong: 15 mL/phut
Cot: Capcell Pack C18 TYPE AQ ¢3,0 x 25,0 cm (SHISEIDO)
Pha dong: CH3:CN:H20 (27:73)
Nhiét do cot: nhiét d trong phong 25°C

1-2. Phén tich cAu tric ciia Hop chat A
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Hop chét A thu duge dudi dang chét dau khong mau, va tir két qua ciia phuong
phép ion hoa phun dién do phan giai cao-khéi phd (HRESI-MS), dugc cho thdy ring
Hop chit A c6 cong thirc phan tir 1a C17H2006. Ngodi ra, tur mAu phd UV (Amax 282)
ctia hop chét, duge cho 1a hop chét c6 vong benzen trong phén tir. Sau do, tir tap hop
cac tin hiéu miu ABX [8um: 6,62 (1H, dd, J=2,0, 8,0 Hz), 6,74 (1H, d, J=2,0 Hz),
6,82 (1H, d, J=8,0 Hz)] dugc quan st trong cong huéng tir hat nhan 'H ('H-NMR) va
8 mau pic (8¢: 34,6, 66,0, 115,5, 116,4, 121,3, 130,7, 143,5, 143,6) dugc quan sat trong
BC-NMR, duoc goi y rang hop chat c6 hydroxytyrosol. Ngoai ra, trong TH-NMR, quan
sat dugc mot tin hiéu tir metyl, ba tin hi€u tir metylen, mot tin hi€u ti methin, va mot
proton olefin. Trong BC-NMR, quan sat dugc, ddi voi cac don vi khac ngoai
hydroxytyrosol, mot tin hi¢u tir metyl, ba tin hi¢u tir metylen, hai tin hiéu tir methin, va
ba tin hiéu tir cacbon béc bdn. Sau d6, nham muc dich 1lam 13 cic dang lién két nay, cac
phép do phé trong quan 'H-H (‘H-'H COSY), lién két da lugng tir do bang 'H (HMQC),
va két ndi da lién két do bing 'H (HMBC) dugc thuc hign. Vi phén tich chi tiét ctia cac
phép do, dugc cho biét 1 cAu trac cua don vi ndy thudc v& hop chét dic trung béi iridoit.
Dua vao phén tich chi tiét cua céc dit lidu phé tap trung vao NMR hai chiéu, tham khao
céc trudng hop tach iridoit tir 6liu da dugc bao céo, bibt dugc ring cAu trac cta don vi
iridoit trong d6 cAu tric nay dugc tim thiy nhu duge md ta & trén la cAu tric trong d6

nhém hydroxyl ¢ vi tri 3 cia megaritolactonol dugc chuyén thanh nhom carboxyl.

Trong phan tich HMBC sau d6 dé nghién ctru dang lién két ctia mdi don vi,
dugc xac nhén mdi twong quan cla proton & vi tri 8' cla don vi hydroxytyrosol voi
cacbon cacbonyl & vi tri 3 clia megaritolactonol. Theo két qua nay, biét chi ra rang cic
don vi nay dugc néi bang lién két este gitta vi tri 8' cua hydroxytyrosol va vi trf 3 cua
megaritolactonol. Ttr cac dix liéu phé nay, chu tric cua Hop chat A dugc xé4c dinh. Cac
tin hiéu '"H-NMR va C-NMR cua Hop chat A va megaritolactonol dugc thé hién trén
Fig.3. Ngoai ra, két qua ctia phép phén tich NMR hai chiéu cua Hop chit A (phan tich
phd twong quan 'H-'H (COSY) va phan tich két nbi da lién két di hat nhan do bang 'H
(HMBC)) dugc thé hién trén Fig.4.

1-3. Phan tich cAu truc ciia Hop chit B

Hop chit B thu dugc dudi dang chét ddu khong mau. Trong 'H-NMR, quan sat

dugc mot tin hiéu tir nhém metyl, hai tap hop tin hiéu tr nhom metylen, ba tin hiéu ti
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nhém methin, mot tin hiéu tir nhém metoxy, va mot tin hiéu tir olefin. Trong BC-NMR,
tbng cong tin hiéu 11 cacbon ciia hai tin hi¢u tur nhém metyl (8c: 19,4, 51,5), hai tin hiéu
tr nhom metylen (8¢ 38,2, 62,3), bdn tin hiéu tir nhém methin (3c: 29,6, 45,0, 74,1,
156,2), va ba tin higu tir cacbon bac bdn (8: 108,5, 169,3, 174,3) dugc quan sat théy.
Tir két qua cia 'H-NMR va PC-NMR md ta & trén, va vi khong thé quan sat dugc su
hép thu UV, hop chét nay duoc goi y 12 iridoit. Sau do, @& x4c nhan cac dang lién két
nay, NMR hai chidu (‘H-'"H COSY, HMQC, HMBC) dugc phan tich @& 1am r& cAu trac
ctia hop chit. CAu trc thé hién boi phan tich trén 1a cAu triic tuong tu voi cac Oleanoside
da dugce bdo cao 1a mot trong sé cac thanh phan cta qua Oliu. Bing cach so sanh dit liéu
phd cia ching, duge xac nhén rang c6 mdi twong quan tbt gitra chung ngoai trir céc tin
hiéu ctia céc vi tri 6, 7, va 8. Ngoai céac két qua nay, dya vao két qua d6i véi hop chét
nay ma twong quan HMBC tir metylen ¢ vi tri 8 véi cacbonyl cacbon & vi tri 7 khong
duge xac nhan va trong lugng phén tir thu duge bing MS, céu tric ciia Hop chit B duoc
xac dinh. C4c tin hiéu '"H-NMR va BC-NMR cta Hop chit B va Oleanoside A dugc thé
hién trén Fig.5. Ngoai ra, két qua cta phan tich NMR hai chidu ctia Hop chit B (phan
tich phé twong quan 'H-'H (COSY) va phan tich két ndi da lién két di hat nhan do bang
'H (HMBC)) duogc thé hién trén Fig.6. Oleanoside A va Kaempferol dugc nhan dién
bang céch so sanh céc gia tri duge mo ta trong tai liu.
Vi du 2: Péanh gia tac dung hoat hoa Tie2

Hop chat A va Hop chét B dugc hoa tan trong mdi truong ting sinh té bao ndi
mé mach (do KURABO INDUSTRIES LTD. sén xuat, Humedia-EG2) 6 ndng do cudi
la 10pg/mL dé didu ché mAu thir nghiém. Ngoai ra, angiopoietin-1 duoc hoa tan trong
Humedia-EG2 & ndng d6 500ng/mL dé didu ché mau thir nghiém dugc st dung lam d6i

chtrng duong.

Sau d6, té bao noi mo tinh mach ron ctia ngudi binh thuong (HUVEC) duoc chy
dén ty 18 hop dong dugc gieo vao dia 96 156 & mat do 2,0 x 10* t& bao/0,1 mL/16 va dugc
nudi cdy qua dém voi Humedia-EG2. Sau khi nudi cdy qua dém, HUVEC duogc trao doi
moi trudong véi 0,1mL moi trudong co sO té bao ndi md (do KURABO INDUSTRIES
LTD. san xuét, Humedia-EB2) ba gi¢ trude khi kich thich té bao (bd sung mau thir
nghiém), va dugc cdy lai. Sau d6, cho 0,1mL méu thit nghiém vao cac 15, va tién hanh

U trong 20 phut. Sau khi 0, lwong Tie2 duoc phosphoryl hoa trong té bao dugc do st
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dung kit thr nghi€ém mién dich (do R&D Systems, Inc. san xuét, Human Phospho-
Tie2 (Y992) Immunoassay) theo protocol. Ngoai ra, dung lam d6i chung am, trong
dimetyl sulfoxit (DMSO) ma dugc dung dé hoa tan mau thr nghiém, lugng Tie2 dugc
phosphoryl hoa cling dugc do theo cting mot cach. Sau do, ty 1€ hoat hoa Tie2 dugc tinh
theo phuong trinh duéi day dé danh gia tic dung phosphoryl hoa.

Ty 18 hoat héa Tie2 (%) = gid tri do dugc cua Tie2 duoc phosphoryl hoa khi bd
sung mau thtt nghiém/gia tri do dugc cua Tie2 dugc phosphoryl héa trong mau dbi
chirng am) x 100

Két qua dugc thé hién trong bang 1 va trén Fig.7. Nhu dugc thé hién trong bang
1 va trén Fig.7, tac dung hoat hoa Tie2 duoc xac nhan & Hop chit A, Hop chit B,

Oleanoside A va Kaempferol.

Bang 1
MAu thir nghiém Ty 1€ hoat héa Tie2 (%) (Dbi chimg=100)
Nong d6 (ug/mL) Hop chat A Hop chit B
10 10545,6 115£1,6

Gia tri trung binh+S.E., n=3.
Vi du 3: Tac dung rc ché su thAm mach cua Hop chit A va Hop chit B

Dung dich DMSO (25uM) chtra Hop chét A hoge B duoe didu ché trong Vi du
1 dugc st dung lam mAu thir nghiém, va duge danh gia bang phan tich Miles dbi voi tac
dung ¢ ché sy thdm mach ting cudong gdy ra boi yéu td tang trudng ndi mod mach
(VEGF) ma la yéu t6 thdm mach. T4t ca céac protocol cho cac quy trinh trén dong véat
dwoc thong qua boi Ethics Committee of Animal Experiment theo Internal Regulations
on Animal Experiments tai Suntory, dya trén Law for the Humane Treatment and

Management of Animals (Luat s6 105, 1/10/1973, dugc sua dbi ngay 30/5/2014).
3-1. Phuong phap thr nghiém

Chuot nhit cai Balb/c tam tudn tudi dugc nudi so bd trong mot tudn hozc 1au
hon, va sau d6 danh gia & n = 6 sau khi thiét 1ap tam vi tri dung lidu cho mdi con (bbn

chd bén trai va phai ctia duong ké gitta lung).
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100pL thudc nhudém xanh Evans 1% duogc didu ché trong nudc mudi duge st
dung trong tinh mach & diéu kién gy mé, va 15 phut sau, 15uL hdn hop gdm VEGF
(ndng dd cudi 1a 300ng/ml) va mdi mAu thir nghiém & lugng tvong duong duge dua vao
da hrng ctia con chudt. O thoi diém 40 phut sau khi sit dung qua duong trong da, thubc
nhudm 10 ri bén trong da dugc chiét bang 500uL formamit, va lugng thubc nhudm dugc
dinh lugng véi do hap thu & 620nm. Cling dugc cung cap 1a vi tri ma cd VEGF va méu
thir nghiém déu khong dugc dua vao va vi tri chi dua VEGF vao. Su khac biét dang ké
dugc xac dinh bang thir nghiém da so sanh Dunnett.

3-2. Két qua

Lugng thudc nhudém xanh Evans ro ri dugc thé hién trén Fig.8. Ty 1& trc ché su
thAm mach boi mau thir nghiém 1a 89% ddi voi Hop chét A va 139% dbi voi Hop chat
B. Tir cac két qua trén, tac dung trc ché sy thAm mach dugc xac nhan véi ca Hop chit A

va Hop chét B.
Kha nang tmg dung trong cong nghiép

Sang ché tao ra ché phém va san phém twong tu 6 tac dung hoat hoa Tie2, tac
dung rc ché su thAm mach, tac dung lam trudng thanh mach, tac dung chuin hoa mach,
tac dung lam 6n dinh mach, tdc dung lam 4n dinh mach bach huyét va tac dung tuong
tu. Do do, sang ché tao ra ché phém mai va san phém tuong tu ¢6 cac hoat tinh sinh hoc
dugc uu tién, va ché phém nay co thé duoc sir dung cho thuc phém va dd uéng hodc san

phim tuong tu.
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YEU CAU BAO HQ

Hop chét dugc biéu dién boi cong thire (II):

00
HO A
0 0
OH

(1)

Ché phém chtra hop chit theo diém 1.
Ché phim theo diém 2, trong do ché phém 14 ché phim thyc pham.

Ché phim theo diém 2, trong d6 ché phém 14 ché phdm dd ubng.
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Fig. 1

0_0
® HO
HO o T \o
OH 0O

OH
Hop chét A Hop chat B Oleanoside A Keampferol

Fig. 2

Chét chiét tir qua 6liu (500g)
l—- CC. (Dia ion HP20) * Hoat tinh Tie2 dugc quan sat
.| | I

|
A Fr.2 Fr.3 Fr.4 Fr.5
178,7 g 11969 84649 70549 26,3 g

>

HPLC diéu ché
Tinh ché 2¢g

* * l—— CC. (Toyopearl HW-40C)
Hydroxytyrosol Tyrosol

T 1 T T 1 1 T 1.1 1 1 T 1] e |«
4a 4b 4c 4d 4de 4f 4g 4h 4 4] 4k 4l 4m 4n 4o 4p 4a 4r 4s
HPLC diéu ché HPLC diéu ché
li* l % | N | Keampferol *
4ka 4kb 4kd 4ke
HPLC didu ché ‘— HPLC diéu ché HPLC didu ché
Oleanoside A* Hop chit B * Hop chit A i
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Fig. 3
o, Hop chét A Megaritolactonol
Vitri i B i e

1 4,65 (1H,4,J=13,06 Hz) 72,4 4,58 (1H,d,J=12,9 Hz) 72,2
4,72 (1H,4,J=13 0 Hz) 477 (1H,d,J=12,9 Hz)

3 1709 3,72 (2H,t,J=6,3Hz) 60,1

4 2,34 (1H,dd, J=11,0, 130 Hz) 38,9, 1,66 (1H, m) 37,1
2,54 (1H,m) 1,86 (1H, m)

5 3,35 (1H, m) 297 3,14(1H,m) 29,6
2,53 (1H, m) 349  2,58(1H,dd,J=5,9,15.9 Hz) 35,5
2,65 (1H, dd, J=6,0, 16,0 Hz) 2,72 (1H, d4,7=6,5,15,9 Hz)

7 174,4 172,5

8 5.63 (1H,q,J=7,0 Hz) 1247 562 (1H,q,J=7,0Hz) 124,2

9 131,8 133,4

10 1,69 (3H,4,J=70 Hz) 13,7 1,71(3H,d,J=6,8 Hz) 13,6

1 130,7

2 16,74(1H,d,J=2,0 Hz) 116,4

3' 143,5

4 L E— . . 143}6 .

5'  6,82(1H,4,J=80 Hz) 115,5

6 6,62 (1H,dd, J=2,0,80 Hz) 1213

7' 2,82 (2H,m) 34,6

____ 8  4,14(1H,m) 66,0
4,84 (1H, m) :
Po dudc trong CDCl3

Hop chat A
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/XY o .0
OH é(yo

= 'H 'H COSY
—3 Tuong quan HMBC chinh

Fig. 4
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Fig. 5
. Hop chét B Oleanoside A
Vitrd g 1BG g 13
1 426 (1H, quin, J=6.2 Hz) 74,1 3,86 (1H, m) 73,6
3 7,55 (1H,d,J=1.1 Hz) 156,2 7,59 (1H, d, J=1.6 Hz) 156,1
4 . 108,5 o 107,3
5 2,82 (1H, m) 29,6. 2,70 (1H, m) 31,3
6 2,69 (2H, m) 38,2 2,12 (1H,dd,/=18.3,12.6 Hz) 35,6
3,60 (1H,dd, J=18.3,4.8 Hz)
7 174,3 169,1
8 348 (1H,dd,J=11,4,4,8 Hz) 62,3 4,03 (1H,dd,J=12.1,108Hz) 69,8
3,58 (1H,dd, /=114, 6,4 Hz) 4,48 (1H,dd, J=5.0,10.8 Hz)
9 1,74 (1H, m) 45,0 1,82 (1H, m) 40,7
10 1,36 (3H,d,J=6,2 Hz) 19,4 1,36 (3H,d, J=6.3 Hz) 18,2
169,3 166,4
-OMe 3,68 (3H,s) 51,5 3,72 (3H,s) 51,2
"*bl Do dugc trong metanol-dg
*2 Po dugce trong CDCl3

Hop chit B
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Fig. 6

—>» Twong quan HMBC

11
Q
~

130 -
120 -+
110
100 A
90 A
80 A
70 A

Ty 18 hoat héa Tie2 (%)

60 -

Angiopoietin-1 Hop chit B OleanosideA Keampferol

500 ng/mL




Fig. 8
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%%

X%
kX

+ +

Hop chit A

0 25 uM 0

Hop chit B

0 0 25 uM

p < 0,01 (thir nghiém Dunnett)
Gié tri trung binh = SEM
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