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Linh vwe k¥ thuat dwge dé cap

Sang ché dé cap dén phtic hop kém véi gamma-L-glutamylhistamin gitp phuc hoi
chirc nang hang rao bao v¢ cua bidu mo va ngan chin hoat tinh bat thuong cua céc té bao
mién dich. Sang ché cling dé cap dén viéc diéu ché va str dung phirc hop kém dugce chi dinh
cho viéc diéu tri viém da co dia va cac bénh khac c6 lién quan dén chuc nang hang rao biéu
md bi suy yéu va su phat trién ctia phan ng viém bat thuong.
Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Hang rao biéu mé déng mot vai trd quan trong trong co thé nguoi va dong vat. Hang
rao biéu mo ngan chan sy thAdm nhép cua céac chét, cac di nguyén, va cic vi khuén khéac nhau
vao méi trudng bén trong co thé. Su suy yéu chiic ning hang rao bao vé cia biéu md gop
phén dang ké vao co ché sinh bénh ctia mot s6 bénh nhu bénh viém khoang miéng (viém
miéng, viém nudu, viém hong, v.v.), cdc bénh vé duodng tiéu hoa (viém rudt két, viem rudt
non, tu nhiém ddc duong rudt, hoi ching rudt kich thich, hoi chirng kém hép thu, ti€u chay
tai dién, v.v.), cdc bénh di Umg (viém miii di tng, hen phé quén, viém da co dia, v.v.)
[Recent Pat Antiinfect Drug Discov. 2015; 10 (2): 84-97; Current Pediatrics. 2013; 12 (2):
12-19; Bulletin of Siberian Medicine. 2017; 16 (2) 32-46]. Vi vai trd quan trong cia churc
ning hang rao bao vé ctia bidu mé trong sy phat trién cic bénh viém va di tng, giai phap
nham phuc hdi chirc nang hang rao bao vé cua biéu mb cé tdm quan trong bac nhét trong
viéc diéu tri nhiéu bénh ly & nguoi. Cu thé 14, lidu phép tai chd c6 tAm quan trong hang dau
trong viéc diéu tri viém da co dia, nham phuc hdi cac biéu md d3 bi ton thuong, céi thién
chtrc ning hang rao bao vé cla da, hydrat hoa da, cling nhu ngan ngira va loai trir nhiém

trung tht phat [Pediatrics. Thang 12/2014; 134 (6): €1735-44].

K&m la mot yéu t6 vi lugng quan trong gitip duy tri chitc niang hang rao bao vé clia
da, vi vy céc dic tinh khang viém, chéng dxy hoéa va khéng khuén ctia né da 1am cho né trd
thanh mot trong nhing yéu té vi luong duoc sir dung nhiéu nhat trong khoa da liéu [FEMS
Microbiol Lett. Thang 02/2008; 279 (1): 71-76]. K&m 1a mot thanh phan thiét yéu cta ma
tran proteinaza kim loai, kiém soét qu4 trinh t4i tao biéu mo va 1 nhan td quan trong trong
viée tang trudng té bao biéu mo, chita lanh vét thuong va duy tri chirc ning cia 16p mang

bao vé da [Front Biosci (Landmark Ed). 01/03/2017; 22: 1469-1492]. Cac nghién ciru gin
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dy da chi ra ring mirc do nghiém trong cia céc triéu ching viém da co dia twong quan
nghich v&i noéng do kém trong hdng ciu ciia cdc bénh nhan [Postepy Dermatol Alergol.
Théang 10/2016; 33 (5): 349-352]. Ngoai ra, viéc st dung hop chét kém lam giam muc do
nghiém trong cia céc triéu ching viém da co dia theo cdc nghién ciru tién 14m sang va lam
sang [Biol Trace Elem Res. Thang 09/2017; 179 (1): 110-116; Clin Cosmet Investig
Dermatol. 06/05/2013; 6: 115-21; Acta Derm Venereol. Thang 09/2014; 94 (5): 558-62]. No
da dugc chiing minh trén cac mau dong vat bi viém da co dia la viéc st dung hop chit kém
gitup khoi phuc do day cua biéu md va lam giam mic d6 nghiém trong cua tinh trang viém

cuc bd cua da [Dermatol Ther. 17/07/2018: €12659].

Cén lyu y ring viée 1am suy yéu chirc ning hang rio bao vé cua biéu md trong nhiéu
trudng hop ¢6 lién quan dén su phét trién cua phan tng viém bét thudng, do vdy, giy ra su
phé huy hon nita cac té bao va su suy thoai chirc nang hang rao bao vé cua biéu mo. Vi du,
& nhitng bénh nhéan bi viém da co dia, viéc lam suy yéu chirc nang hang rao bao vé cua da
din dén sy xam nhdp cua cac vi khuin co héi, bao gém S. Aureus [Br J Dermatol. Thang
12/1998; 139 Suppl 53: 13-6]. Su nhiém khuén cta da do céc vi sinh vét co hoi dan dén su
phét trién ctia phan @ng viém qua mirc va hién tugng héa huéng dong bét thuong cua cac té
bao mién dich (chu yéu 1a céc té bao lympho, bach clu 4i toan, t& bao tua va té bao mast)
san xudt ra cac cytokin gdy viém. Céc cytokin gdy viém va cic loai 6xy phan ng tiét ra boi
cac té bao mién dich gdy ra su suy giam hon nita chtic nang cua 16p mang bao vé da, von c6
vai trd tu duy tri phan hdi tich cuc, do d6 dam bao tién trinh bénh chuyén sang giai doan
man tinh [J. Clin. Diagn. Res. Thang 12/2013; 7 (12): 2683-2685]. Vi vay, viéc ngan chin
hoat tinh bat thudng cia céc té bao mién dich bang cach e ché hoa hudng dong, theo d6 c6
thé 1a diém mau chét trong viée diéu tri bénh viém da co dia, cling nhu céc bénh khac &

nguoi va dong vat.

Céac chemokin thudc ho CCL (CCL2, CCL7, CCL8, CCL13) 12 nhiing yéu t6 manh
dbi vai hoa hudng dong cda céc bach ciu don nhan, dai thuc bao, bach cau 4i toan, t& bao
lympho T va té bao tua & dong vat c6 va [Biochem. J. 01/03/2012; 442 (2): 403-12; Postepy
Dermatol. Alergol. Thang 05/2014; 31 (2): 84-91]. Céc thanh vién thudc ho CCL (CCL2,
CCL7, CCLS8, CCL13), fractalkin, cling nhu mot s cac hormon khéc va céc protein bai tiét
chita du luwong axit pyroglutamic (pE) c6 vai trd bao vé, chong lai sy phan hiy do cac
aminopeptidaza [Chem Immunol. 1999; 72: 42-56; Biochemistry. 05/10/1999; 38 (40):

13013-25]. Pyroglutamin héa cé du luong dau cudi N duoc xtc tic boi enzym glutaminyl
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xyclaza (QPCT hodc QC) [J Biol Chem. 12/12/2003; 278 (50): 49773-9; J Mol Biol.
20/06/2008; 379 (5): 966-80]. Trong qua trinh nghién ctu thtr nghiém, n6 da duoc ching
minh 13 sy e ché glutaminyl xyclaza ddn dén sy giam manh hoat tinh hoa tng dong cta cac
dang khong pyroglutamin hoa ctia chemokin CCL2, CCL7, CCL8 va CCL13 [Biochem. J.
(2012) 442, 403-412) va fractalkin (Biosci Rep. Thang 08/2017 23; 37 (4)]. Do do,
pyroglutamin héa chemokin thugc ho CCL la mdt budc can thiét d6i véi hoa huéng dong
qua trung gian CCL cua céac té bao mién dich, vi thé giai phap nham tc ché glutaminyl
xyclaza c6 thé cho thdy 1a mot giai phap kha thi dé diéu chinh phan Gng viém bit thudng va

lam giam hoat tinh ctia céc té bao mién dich.

Cho dén nay, cac phtrc hop k&m lam chét trc ché glutaminyl xyclaza, ciing nhu viéc
diéu ché va st dung chung dé diéu tri bénh, vin chua ting dugc nhic dén. Cung thoi diém
do, cac chat we ché glutaminyl xyclaza dd dugc biét dén bao gdébm sunfolipit [WO
2017/046256, céng bd 23/03/2017, HOCHSCHULE ANHALT, DE], din xuit flavonoit
[Bioorg Med Chem. 15/05/2016 15; 24 (10): 2280-6], dan xuét pyridin [US 2015/0291632,
cong bd 15/10/2015, Dow AgroSciences LLC, US] va mdt vai phan tr nho dugc nhic dén
gin day [J. Med. Chem. 23/03/2017; 60 (6): 2573-2590; WO 2014/193974, US
2015/0291557]. Ngoai ra, cac chit trc ché glutaminyl xyclaza di dugc mo ta trong cic cong
b ciia Cong ty Probiodrug Aktiengesellschaft [J. Biol. Chem. 23/12/2003; 278 (50): 49773-
9]. Nhitng bai viét ndy mé ta cac chat Gc ché glutaminyl xyclaza dua trén cic din xuét
imidazol. Tuy nhién, cdc cong b ctia Probiodrug Aktiengesellschaft khéng dé cap dén phirc
hop kém 1a chét tc ché glutaminyl xyclaza, ciu tric ciia hop chit dugce cong bd bdi Cong
ty Probiodrug Aktiengesellschaft bao gdm imidazol c6 chira nhom thé béo & mét trong céc
nguyén ti nito. Viéc dua nhom thé béo vao lam giam tinh én dinh chuyén héa ciia cac hop
chét. Ngoai ra, su hién dién ctia nhém thé béo 1am ting tinh khong ua nudc clia cac hop chat
va ting sinh kha dung toan than cia cac hop chat, diéu nay Ia hoan toan khong can thiét cho
viée didu tri bénh viém da co dia va cac bénh khac c6 lién quan dén churc ching hang rao

cta bieéu mo bi suy yéu.

Cho dén nay, chua c6 mot dugce phém nao duoc biét dén dua trén phtc hop kém la
chét @e ché glutaminyl xyclaza dugc st dung cho viéc diéu tri bénh viém da co dia hodc cac
bénh khéc ¢6 lién quan dén chirc ning hang rao cla biéu md bi suy yéu va/hoic hoat tinh
bét thuong cua cac té bao mién dich, do d6, nhu clu vé viée phat trién duoc phém méi hiéu

qua va st dung né dé diéu tri bénh dua trén phuc hop kém lam chat wc ché glutaminyl
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xyclaza van chua duoc dap ung.

Muc dich ctia sang ché 1a dé xuat mot hgp chat héa hoc méi hiéu qua c6 tac dung
khoi phuc chirc ning hang rao bao vé cia bi€u md va c6 kha nang trc ché enzym glutaminyl
xyclaza trong viéc diéu tri viém da co dia hodc cac bénh khac c6 lién quan t6i chirc nang
hang rao bao vé clia bi€u md bi suy yéu va hoat tinh bat thuong cuia céc t& bao mién dich.
Ban chat k§ thuit ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché la phat trién mot loai dugec phadm méi c6 hi€u qua cho viée
diéu tri bénh c6 lién quan dén chirc nang hang rao bao vé ctia biéu md bi suy yéu va hoat
tinh bat thudong cua céc té bao mién dich, cu thé 1a bénh viém da co dia, cling nhu c4c bénh
khac.

Giai phéap k¥ thuét cia sang ché 1a cung cap mdt hop chat hda hoc méi cd hi€u qua
cho viéc di€u tri bénh viém da co dia, cling nhu cac bénh khac ¢ lién quan dén chiic ning
hang rao ctia biéu md va/hodc hoat tinh bat thuong ctia cc té bao mién dich.

bat dugc giai phap k¥ thudt cu thé bang cach cung cap hop chat cé chira phirc hop
kém vdi gamma-L-glutamylhistamin (ty 1¢ kim loai:phoi t&r = 1:1).

Dua trén cac nghién cttu da thuc hién, dugc mo ta chi tiét trong ban mo ta nay, chu
don dé xuét c4u truc cta phirc hop thu dugc co thé duoc mé ta bang cong thic ¢6 ciu tric

sau.

Phtrc hop kém duogc chi dinh (Hop chét I) hodc hydrat, solvat, hodc mudi duogc dung
ctia nd, ¢6 hi¢u qua cho viée diéu tri bénh viém da co dia, cling nhu cac bénh khac c¢6 lién
quan dén chirc niang hang rio cia biéu mo bi suy yéu va hoat tinh bit thuong ctia cac té bao
mién dich.

Mot giai phap k¥ thuat khac ctia sang ché 1a viéc st dung phirc hgp kém v6i gamma-

4
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L-glutamylhistamin da didu ché (Hop chét I) hodc hydrat/solvat ctia nd dé ngin ngira
va/hodc diéu tri bénh viém da co dia, ciing nhu cac bénh khac co6 lién quan dén chuc ning

hang rdo cta biéu md bi suy yéu va hoat tinh bat thuong cla céac t€ bao mién dich.

Mot giai phap k¥ thuat khac cia sang ché 1a viéc st dung phirc hop kém véi gamma-
L-glutamylhistamin ho#c hydrat, solvat, hodc mudi duoc dung cia nd dé bao ché duoc
pham ngin ngira va/hodc diéu tri bénh rdi loan c6 lién quan dén hoat tinh bt thuong cta cac
té bao mién dich, cu thé 1a lién quan dén hoa huéng dong bét thuong cta céc té bao mién
dich.

Ngoai ra, sang ché dé xuét duoc phim dé ngan ngira va/hoic diéu tri bénh viém da co
dia, cling nhu céc bénh khéac c6 lién quan dén chirc ning hang rao cta biéu md bi suy yéu va
hoat tinh bét thuong cta céc t& bao mién dich c6 chita mot ham lugng thich hop hop chét
theo sang ché va it nhat mot tac nhan/td dwgc duge dung. Trong mdt vai phuong 4n, tac

nhén 1a chdt mang va/hoic t4 duge duoc dung .

Sang ché ciing bao gdm phuong phap dé ngin ngira va/hodc diéu tri bénh viém da co
dia, cling nhu c4c rdi loan khéc ¢6 lién quan dén chirc ning hang rao cta biéu mb bi suy yéu
va hoat tinh bt thuong cta cac té bao mién dich trong co thé, phwong phap bao gbm viée
cho ddi trong dung dugc phdm theo sang ché. Trong cac truong hop cu thé theo phuong 4n
ctia sang ché, dbi tuong 12 ngudi hodc dong vat.

Phttc hgp k&m véi gamma-L-glutamylhistamin khong duoc nhéc dén trong phan tinh
trang k§ thuat, tuy nhién, pseudopeptit gamma-L-glutamylhistamin di dwgc biét dén, lan
dAu tién duoc tach ra & dang vét tir cac md than kinh ctia chudt va dong vat thin mém [J.
Neurochem. -1976. -vol. 27. -pp. 1461-1463; J. Neurochemistry. -1977. -vol. 29. -pp. 633-
638.]. Viéc san xuit gamma-L-glutamylhistamin dwoc mo ta trong Bang sang ché
RU2141968, céng bd ngay 27/11/1999. Viéc st dung mdt loai kem duwa trén gamma-L-
glutamylhistamin duoc mb ta trong Bang sang ché RU 2233152, cong bd ngay 27/07/2004.

MO ta vin tit cac hinh vé
FIG. 1. Phd hdng ngoai ctia miu pseudopeptit (phéi tir) gamma-L-glutamylhistamin.

FIG. 2. Phé hdng ngoai ctia miu ché pham duoc diéu ché bang cach tron dung dich

kém clorua va gamma-L-glutamylhistamin theo Vi du 1.

FIG. 3. Phb hong ngoai cia mau phirc hgp kém véi gamma-L-glutamylhistamin theo
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Vidu 2.

FIG. 4. Phd hdng ngoai ctia mau phirc hgp kém véi gamma-L-glutamylhistamin lién
quan dén Vi du 3, Tong hop "A" |

FIG. 5. Phd hdng ngoai ctia mau phirc hop kém v6i gamma-L-glutamylhistamin lién
quan dén Vi du 3, Téng hop "B"

FIG. 6. Phé cong hudng tir hat nhan ctia miu 1H chia phite hop kém véi gamma-L-

glutamylhistamin theo Vi du 2.

FIG. 7. Tac dung dugc 1y cia kem c6 chira Hop chit I (0,01%) dung cho cic tén

thuong da & md hinh chudt viém da co dia theo dit liéu phén tich md hoc.

FIG. 8. Cac phén mod hoc cda da cua tai chu6t bi anh huéng (moé hinh dong vat viém
da co dia).
MO té chi tiét sang ché

Nhu da duge chi ra trén day, trong khi khong c¢é phtc hgp kém vol gamma-L-
glutamylhistamin ndo dwoc md ta trong phan tinh trang ky thuat, pseudopeptit gamma-1.-
glutamylhistamin dugc biét dén 1a mot chit 14n dau tién dugc tach ra tir cac md than kinh
ctia chudt va dong vét than mém & dang vét [J. Neurochem. -1976. -vol. 27.-pp. 1461-1463;
J. Neurochemistry. -1977. -vol. 29. -pp. 633-638]. Viéc bao ché gamma-L-glutamylhistamin
cling dugc md ta trong Bang sang ché RU 2141968. Nhiing tai liéu ndy md ta gamma-L-
glutamylhistamin 12 mét pseudopeptit c6 tic dung chéng 6xy hoa, chéng nhiém trung, diéu
hoa lipit, giam glucoza huyét, chéng hen suy@n, khang virut, khang khuan, chéng u budu,
khang viém, chéng di can, giup thich Gng, c6 kha ning diéu chinh sy chuyén héa clia axit
arachidonic, ngin ngira cac biéu hién cua bénh déo thai dudng, ching béo phi, bénh dong
mach vanh, tinh trang cing théng, bénh viém gan, bénh xo gan, tdn thuong gan nhiém doc,

chimg nghién ruou, tdn thuong do birc xa, va nhitng thay d6i vé tudi gia.

Cong thoi diém d6, nhimg tai liéu nay khong cung cép bét ky dit lidu nao vé phirc
hop kém véi gamma-L-glutamylhistamin, phuong phép didu ché no hodc dit liéu nghién ciru
v& hoat tinh sinh hoc ciia né. Ddng thoi, cling dugc luu y 14 phtrc hop kém véi gamma-L-
glutamylhistamin khéng thé thu duge bing cach don thuin tron mudi kém va gamma-L-
glutamylhistamin, tir d6 trong diéu kién nay, hdn hop mudi kém va gamma-L-

glutamylhistamin tu do dugc tao thanh.
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Vi sang ché nay, tac gia/chi don da phat trién phuong phap san xuét phirc hop k&m

vGi gamma-L-glutamylhistamin dn dinh c6 ty 1& kim loai/phéi tir 1a 1/1.

(Hop chit I).

Trong qué trinh nghién ctu, dua trén hoat tinh dugc ly cu thé cta phirc hop kém véi
gamma-L-glutamylhistamin (Hop chét 1) diéu ché boi cha don, & md hinh viém da co dia,
no da chi ra réng Hop chét I cho théy c6 hoat tinh chira tri cao hon déng ké so voi phéi ta tu
do gamma-L-glutamylhistamin. Viéc st dung Hop chét I (0,01% theo trong hrong kem) cho
da lam giam dong té bao viém (cac bach ciu don nhan, cac t& bao tua, cac bach cAu 4i toan
va c4c bach cdu trung tinh) nhap vio 1ép thuong bi va ha bi cta da v& mitc nhu & dong vét
nguyén ven, cling nhu lam giam cac biéu hién vi mé khac cta bénh viém da co dia. Do do,
Hop chét I da chirng minh 13 ¢6 anh huong dén héa huéng dong cua céc té bao mién dich.
Viéc lam giam dong té bao mién dich c6 thé duoc su dung trong viéc diéu tri méot sb bénh
¢6 lién quan dén hoat tinh bat thuong ctia cic té bao mién dich.

Céc nghién ctru dugce thuc hién béi chu don da chi ra réng hiéu qua diéu tri quan sat
dugc ciia Hop chét I ¢6 lién quan dén kha nang ciia hop chét nay trong viéc tc ché hoat tinh
cta glutaminyl xyclaza.

Vi vay, Hop chét I (phirc hop k&m véi gamma-L-glutamylhistamin ¢6 ty 1& kim
loai/phéi td 1/1) 1a mdt hop chit hoa hoc mai hiru dung cho viéc diéu trj bénh viém da co
dia va cdc bénh khéac c6 lién quan dén chirc ning hang rao biéu mo bi suy yéu va hoat tinh
bat thuong cuia céc té bao mién dich.

Céc thuat ngit va dinh nghia

Thuét ngit "Hop chét 1" @& cap dén phirc hop kém v6i gamma-L-glutamylhistamin

c6 ty 16 kim loai:phdi tir 1:1.

Cu thé 13, phuc hop nay c6 thé duge thé hién boi cong thirc ¢é ciu tric sau:
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hodc mubi duge dung ctia né.

Thuat ngit "C" khi dugc st dung voi tham chiéu dén nhiét do c6 nghia 13 do bach
phén hoac thang nhiét do C.

Thuat ngit "ICso" 1a ndng do hop chéit thir nghiém dat dén 1/2 su e ché t6i da
enzym.

Thuét ngit "solvat" dugc st dung dé mo ta mot phtrc phéan t& c6 chira hop chét theo
sang ché va mot hodc nhidu phan tir cia dung mdi duge dung, vi du, etanol. Thuét ngit
"hydrat" duoc st dung khi dung moi dugc chi dinh 1a nuéec.

Thuét ngft "hoat tinh bit thuong" cia cac t& bao mién dich trong tai lidéu nay dé cap
dén hoat tinh khac biét dang ké so v&i muc do binh thuong cua hoat tinh céc té bao mién
dich & dbi twong khong c6 bénh 1y. Hoat tinh bt thuong c6 thé duge gy ra béi dong chay
qua mic cua cac té bao mién dich dén mot co quan hodc mo, lam gian doan cic quy trinh
din dén su hoat hoa cac té bao mién dich, su mét kiém soét cua cic quy trinh ¢6 lién quan
dén viéc chét c4c té bao mién dich, cling nhu cac yéu tb khac.

Thuét ngtt "t4 duoc" dung dé chi chat duoc dung cé nguén géc vO co hodc hitu co,
bao gdm trong thanh phan ctia mdt ché pham duge hodc duogc sir dung trong qua trinh san
xuét, bao ché ché phdm duogc dé dat dugc cac dic tinh hoa 1y can thiét.

Thuft ngit "glutaminyl xyclaza" dé cép dén enzyme aminoacyltransferaza c6 lién
quan dén qua trinh chuyén hoa cua glutamin ¢ ddu N thanh pyroglutamin trong cic chét nén
peptit khac nhau. Sy tao thanh pyroglutamin héa ¢ dau N bao vé cac peptit, hormon, va
chemokin ¢6 hoat tinh sinh hoc (vi du, gidi phéng hormon thyrotropin, B-phdi ttr chemokin-
2) khéi bi phan huy béi céc exopeptidaza va ¢6 thé 1am ting 4i luc cla cdc phéi tir déi véi

cac thy thé ctia nd trong mat vai trudong hop.
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Thuét ngft "hoéa huéng dong" dé cap dén chuyén dong c6 dinh huéng cia céc té bao
dé dap Gmg v6i mot kich thich héa hoc. Hoa hudng dong dua trén kha nang cua té bao déap
g v6i gradient ndng do cta Chét trung gian héa hoc. Hoa hudng dong 1a qua trinh theo do
céc t& bao mién dich roi khoi mang mach méu va di chuyén dén mo bi tén thwong. Vai tro
hang diu trong héa huéng dong dugc thuc hién boi céc chat hoa hudng dong, hodc chit hoa
ung dong. Chemokin CCL2 la mdt trong nhiing chét hoa tng dong manh nhit déi véi cac

bach cidu don nhan va cac dai thuc bao.

Céac thuat ngfr "didu tri", "tri liéu" “chita bénh” bao ham viéc xir 1y tinh trang bénh ly
& dong vat ¢6 v, tot hon 1a & ngudi, va bao gdm: a) cai thién, b) pha v& (chdm dut) tién
trinh ctia bénh ¢) giam bét tinh nghiém trong cta bénh, nghia 1 khoi dau cia su thodi lui
cta bénh, d) sy dao nguogc cia bénh hodc tinh trang ma thuat nglt 4p dung, hodc mot hay

nhiéu triéu chiing cuia bénh hodc tinh trang.

Thuét ngtt "viéc phong bénh", hodc "su phong nglra" bao ham su loai trir céc yéu tb
rti ro, cling nhu diéu tri du phong céc giai doan can lam sang cua bénh & dong vat cé vu, tdt
hon 12 & ngudi, nhim 1am giam kha nang xuét hién cac giai doan 1am sang cta bénh. Cac
d6i tugng diéu tri du phong dugc lua chon trén co so cac yéu té duge biét 1a ¢6 lién quan
dén nguy co ting kha ning mic bénh 14m sang so voi dan sd chung. Liéu phap du phong
bao gdm a) phong ngira so cip va b) phong ngira thir cdp. Phong ngira so cép dé cap dén
viée diéu tri du phong/bién phap phong ngira d6i véi cac bénh nhan chua dén giai doan 1am
sang ctia bénh. Phong ngira thir cAp 1a viéc phong ngira sy tai phat tinh trang 1m sang giéng

hodc tuong tu cua bénh.

Hop chét I, d6i tuong cua sang ché, cho théy trién vong dbi voi viée diéu tri bénh c6
lién quan dén chirc nang hang rao cua biéu mo bi suy yéu va hoat tinh bat thuong cia céc té
bao mién dich, va cu thé 1a, dé diéu tri bénh cé lién quan dén hoa huéng dong bat thuong
chia cac té bao mién dich, t&t hon 1a dé diéu tri bénh viém da co dia. Trong mdt vai phuong
an cu thé, hop chét theo sang ché co thé dugc st dung dé diéu tri cac bénh khac c6 nguyén
nhan do chtrc ning hang rao cta biéu mé bi suy yéu va hoat tinh bt thuong ctia cac té bao
mién dich.

Phuong phép st dung dé didu tri ctia hop chét

Doi tugng cla sang ché cling bao gom viéc sit dung mot luong diéu tri c¢6 hiéu qua

hop chit theo sang ché cho ddi tugng c6 nhu cdu diéu tri pht hop. Lugng diéu tri hidu qua
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1a lugng hop chit dugc str dung hodc cung cip cho bénh nhan theo cdch ma bénh nhan
nhiéu kha néng cho thdy d4p tmg mong mubn nhit v6i viée didu tri (phép phong bénh). Liéu
lugng chinh xé4c dugc yéu cdu c6 thé thay dbi tiy déi twong, phu thude vao tudi tac, trong
luong co thé va tinh trang chung cla dbi twong, mic do nghiém trong cua bénh, phuong
phép st dung thubc, thubc c6 duge st dung két hop véi cac thude khic hay khong, va
nhiing thr turong tu.

Hop chét theo sang ché hodc dugc pham chira hop chét c6 thé dugc st dung cho dbi
tuong c6 nhu cdu vdi bat ky lidu lwgng nao va theo bat ky duong dung nao c¢é hiéu qua diéu

tri hodc ngan ngira bénh (duong dung tai chd dugc vu tién).

Sau khi tron hop chit véi chat mang dugce dung thich hop cu thé vai liéu dung mong
mudn, ché phém theo sang ché c6 thé duoc st dung tai chd cho ngudi hodc cac dong vat
khéc va cac loai tuong tu.

Viéc dung thude co thé duge thuc hién mdt hoic mot vai lan mdi ngdy, moi tudn
(hodc theo bét ky khoang thoi gian nao khéc), hoic thinh thoang khi cin. Ngoai ra, hop chat
c6 thé duoc st dung cho dbi tugng hang ngay trong mét sé ngay cu thé (vi du, 2-10 ngay),

sau d6 1a khoang thoi gian ma thude khong duogc sir dung (vi du, 1-30 ngay).

Trong trudng hop hop chét theo sang ché duoc st dung 1am mot phan cia phac do
diéu tri két hop, liéu lwvong cua mdi thanh phin diéu tri két hop duoc sir dung trong thoi gian
didu tri mong mudn. Cac thanh phan hoat chét tao thanh liéu phap két hop cé thé duoc st
dung cho dbi twong theo kiéu tong hop, & dang mét liéu chua tht ca cac thanh phén, hodc ¢
dang cac liéu riéng 1é ctia cac thanh phan.

Duoc phdm

Sang ché ciing dé cap dén duoc phdm chira hop chét theo sang ché (hoic tién chét,
hodc din xuit duogc dung khac) va mot hodc nhiéu chét mang dugc dung, ta chét, chat pha
loding va/hoic ta dugc, nhitng chit nay c6 thé cing duge st dung cho d6i tuong két hop voi
hop chit theo sang ché, véi diéu kién 1 chung khong anh huéng dén hoat tinh duoc Iy cta
hop chit nay va khong doc khi duoc st dung véi lidu luong da dé cung cép mot lugng tri
liéu cta hop chét.

Sang ché ciing dé cdp dén phuong phip san xudt phirc hop kém véi gamma-L-

glutamylhistamin, phwong phap bao gdm khudy hdn hop kém axetat va gamma-L-
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glutamylhistamin trong dung moi, t6t hon 1a trong dung moi phan cuc, tach ché pham két
tha va siy kho ché phim thu duoc, 14 phirc hgp kém v6i gamma-L B-glutamylhistamin c6 ty
1€ kim loai/phéi tir 1/1. Nhitng dung moi dugce vu tién la metanol hodc nudce, hodc hdn hop
cia ching. Quy trinh tbt hon 1a st dung kém axetat dang nudc, cu thé 1a kém axetat
dihydrat. Viéc khudy hdn hop duoc thuc hién & nhiét do trong khoang tir 15 dén 50 d6 C, tét
hon 13 15 dén 40 do C néu metanol dugc sir dung lam dung moi hodc ¢ nhiét do 15 dén 90

d6 C néu nudc dugce st dung lam dung moi.

Hop chét theo sang ché c6 thé dugce st dung & dang mudi duge dung cua no. Cu thé
12 mudi cong axit hitu co va vé co da duoc biét dén rong rai dbi v6i nhitng nguoi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuec, vi dy, hydroclorua hodc axetat, c6 thé duoc diéu ché.

Duogc phim theo sang ché ¢ chira hop chét theo sang ché cing vé6i cac chit mang
duoc dung, bao gdm bt ky dung méi, chét pha loang, chét lam phan tan hoic huyén phu da
duoc bibt dén dbi voi nhitng ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc, chit hoat dong bé
mat, chét déng truong, chit 1am dic va chit nhil hoa, chit bao quan, chét lién két, chét boi
tron, v.v., phtt hop v4§i mot dang bao ché cu thé. Cac nguyén li¢u thich hop co thé duoc
dung lam cac chit mang duoc dung bao gdm, mono - va oligosaccharit, va din Xuét cta
ching; gelatin; bdt talc; cac td dugc nhu la bo ca cao va sap thudc dan; cac loai dau nhu 1a
dau lac, diu hat bong, dau safron, dau vung, dau 6 liu, dau ngo, va diu dau nanh; céc glycol
nhu 1a propylen glycol; cac este nhu la etyl oleat va etyl laurat; thach; céc chét dém nhu 1a
magié hydroxit va nhdm hydroxit; axit anginic; nuéc khong chira chat gy sdt; dung dich
ding truong, dung dich Ringer; rugu etylic va dung dich dém phosphat. Ngoai ra, ché phdm
c¢6 thé bao gdm céc chét bdi tron thich hop khéng doc khac nhu 13 natri lauryl sunfat va
magié stearat, cling nhu chit tao mau, chét tao mang, chit lam ngot, huong vi va mui thom,

chét bao quan va chét chdng oxy hoa.

Déi twong ctia sang ché ciing bao gdm céc dang bao ché, mot nhém duge phdm, ché
phdm cua chung duge tdi wu héa mot duong ding cu thé cho mot ddi twgng can dén né véi
lidu didu tri hidu qua, vi du, st dung cuc bd cho mét ddi tuong.

Céc dang bao ché theo sang ché c¢6 thé chira cac ché pham dugc bao ché béi phuong
phéap liposome, phuong phép vi bao, phuong phép bao ché dang nano, hodc cic phuong

phap khac da dugc biét dén trong linh vurc.

Dé st dung tai chd, cac dang da dugc biét dén boi nhitng ngudi c6 hiéu biét trung

11
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binh trong linh vuc cé thé dugc st dung la thuoc md, kem va hon dich, c¢6 chira cac chat

tuong thich vé mit dugc 1y, vi du, propylen glycol hodc butylen glycol.

Cdc vi du vé duwoc pham

Hop chat dugc mb ta theo sang ché nay c6 thé dugc st dung dé ngin nglra va/hoic

diéu tri bénh & ngudi hodc dong vat & dang ché phdm duéi day:

Thudc md, ml

Thanh phan hoat chit 40 mg
Etanol 300 pl

Nuée 300 pl
1-dodecylazacycloheptanon 50 pl
Propylen glycol 1 ml

Kem I % theo trong luong

Thanh phan hoat chét 0,005-0,5
Thanh phéan dau 10,0-15,0
Stearin m§ phim 2,0-3,0

Chét nhii hoa 1,0-3,0

Sép nhii twong 1,0-3,0
Trietanolamin 0,1-0,6

Vitamin A 0,003-0,05

Glycerin chung cét 2,0-3,0
Chét chéng 6xy hoa 0,05-0,075
Chét bao quan 0,15-0,25

Dau cdy ché 0,3-0,5

Nude ubng tinh khiét 100%

Kem II % theo trong luong

Thanh phén hoat chét 0,01

12
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Dau thyc vat 15,0

Stearin m§ phim 0,75

Chét nhii héa PG-3 2,25
Sap nhil tvong 2,25
Trietanolamin 0,1

Vitamin A 0,028

Sorbitol 2,0-3,0

Vitamin E 1,5
Monomuls® 90-O 18 0,75
Nipazol 0,2

Nipagin 0,3

Dau céy che 0,3-0,5

Nudc ubng tinh khiét 100%

Kem III % theo trong luong

Thanh phan hoat chét 0,1
Déu thyc vat 15,0
Stearin m§ pham 0,75
Chét nhil héa PG-3 2,25
Sap nhil tuong 2,25
Trietanolamin 0,1
Vitamin A 0,028
Sorbitol 2,0-3,0

Vitamin E 1,5
Monomuls® 90-O 18 0,75
Nipazol 0,2

Nipagin 0,3

13
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Déu cdy che 0,3-0,5
Nuéc udng tinh khiét 100%

Kem IV % theo trong luong

Thanh phan hoat chét 0,3
Déu thyc vat 15,0

Stearin m¥y phém 0,75
Chét nhil héa PG-3 2,25
Sap nhil tuong 2,25
Trietanolamin 0,1
Vitamin A 0,028

Sorbitol 2,0-3,0

Vitamin E 1,5
Monomuls® 90-O 18 0,75
Nipazol 0,2

Nipagin 0,3

DA4u cay ché 0,3-0,5

Nuéc udng tinh khiét 100%

Trudong hop véi thudc ma, thanh phén dAu duoc uvu tién 1a dau thuc vat, dau khoéng,
hodc hdn hop cta chung. Dau thuc vat ¢ thé 1a dau 6 liu, ddu hoa huéng duong, hoic hdn
hop cua chiung. Dau khoang c6 thé 1a ddu nhot long. Cac polyeste clia cac axit béo khong no
trong glycerol (chét nhii hoa PG-3) ¢6 thé duge sir dung lam chét nhii héa. Vitamin A c6 thé
¢6 mit dudi dang retinol palmitat. Chat chéng 6xy hoa dugc wu tién 1a tocopherol axetat, va

chit bao quéan 1a it nhit mot este alkyl thip hon cla axit paraoxybenzoic, vi du, este metyl
hodc propyl.

Céc ché phidm nay c6 thé dugc bao ché dua trén cac quy trinh duge tiéu chuén.
St dung Hop chét I trong liéu phap két hop

Trong khi Hop chit I theo séng ché c6 thé dugc st dung nhu mot thanh phan hoat

14
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chat doc lap, né cling c6 thé duge st dung két hop véi mot hodc nhiéu chét khac, trong do
cu thé 13, chét khac c6 thé dugc dai dién bsi mot loai khang sinh, NSAID (non-steroidal
anti-inflammatory agent: chit khang viém khong steroit) hozic chit khang viém Kkhac,
glucocorticosteroit, chit tc ché calcineurin, chét khang histamin, chat én dinh mang, chét
immunotropic, v.v. Khi dugc st dung cung nhau, cac chat diéu tri c6 thé & cac dang bao ché
khac nhau duogc st dung d@)ng thoi hodc tuln tu tai cdc thoi diém khac nhau, hoic cac chat

diéu tri c6 thé duoc két hop thanh mot dang bao ché duy nhat.

Cum ttr "liéu phap két hop" lién quan dén hop chét theo sang ché duogc két hop voi
céc duoc chét khac, c6 nghia 1a viéc sir dung ddng thoi hodc tuan tu tit ca cic chit mang lai
hi€u qua c6 loi cua viéce két hop thube. Pdng sir dung c6 nghia cu thé 1a sy déng phan phdi
clia cac chét, vi du, trong mdt loai thudc m&, kem, vién nén, vién nang, thube tiém hodc
dang khac, v6i mét ty 16 ¢d dinh ctia cac hoat chit, ciing nhu su phan phéi ddng thoi cta

mdi hop chét 6 mot vai dang bao ché riéng biét, 1an lugt twong tng.

Do do, viéc stt dung hop chét theo sang ché c6 thé duge thuc hién két hop véi céac
liéu phép bd sung da duoc biét dén boi nhitng ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc y
té du phong va diéu tri c4c bénh lién quan, bao gém viéc st dung céc loai thude khang
khuén, kim ham té bao va gy doc té bao, cac loai thudc dé ngan chin céc triéu chiing hodc

tac dung phu ctia mot trong nhimng loai thudc.

Néu ché pham duoc thé hién bang mot dang bao ché, thi su két hop d6 phai bao gdm
hop chét theo sang ché trong pham vi liéu lwong c¢6 thé chdp nhan dugc. Hop chét 1 theo
sang ché cling co thé duoc st dung cho bé&nh nhén tudn tu voi cdc chit khac, khi viée két
hop céc loai thudc nay 1 khong thé. Sang ché khong gi6i han trinh tu cta viée sit dung; hop
chét theo sang ché c6 thé duoc dong st dung cho ddi tuong trude hodc sau khi st dung mét
thubc khéc.

Cac vi du thye hién sang ché
Phén tich nguyén t6 ciia mau

Céc nghién ctu vé thanh phén nguyén td ciia mau dd duoc thuc hién béng thiét bi
phén tich nguyén t& Multi EA 5000, Analytik Jena. pé phan tich, mdt phén da duoc can caa
mau khoang 20 mg (da duoc can chinh xac) dugc dit vao 6 léy mau ty dong. Sau khi nap
khi tro vao thiét bi (heli), 10 cm® 6xy dugc tinh ché tir nito, cacbon, va hoi dm duge thém

vao va miu nghién ciu dugc dot ¢ nhiét d6 ~ 1000°C. Dé loai bo 6xy du thira, cdc ché
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phdm dét chay dugc cho qua déng anh kim & nhigt do 750°C. Sau d6 hdn hop khi (CO,, N,
va H,0) dugc dua qua bay hép thy dé thu thap do 4m va xé4c dinh luong hydro. Tiép theo
mot hdn hop cua nito va cacbon monoxit duge dua vao cot séc ky khi va tach thanh céc
thanh phén, dwgc khi mang chuyén dén may do phat quang hoa hoc CLD (dé phén tich ham
lugng nito trong hdn hop khi) va may do hdng ngoai NDIR (dé phan tich ham lugng cacbon
monoxit trong hdn hop khi) .7 Viéc tinh toan ham luong cia timg nguyén td da xdc dinh trong

mau thtr nghiém dugc thyc hién bang cach st dung géi phan mém multiWin.

Phd hdng ngoai duwgc ghi lai trén may quang phd IFS-113v Bruker trong khoang
4000 ... 400 cm™ v6i d6 phan giai 1 cm™. Dé chuén bi cac mAu, phirc hop kém véi gamma-
L-glutamylhistamin dd dugc nghién nhé véi KBr (5 mg chit cho mdi 100 mg KBr), ép
thanh céc vién nén , va dugc ding dé danh gia phd.
Vi du 1 (khéng bao gdm trong sang ché nay). Tron Kém Clorua véi Gamma-L-
Glutamylhistamin

Vi du nay ching minh 1a phttc hop kém véi gamma-L-glutamylhistamin khong thé
bao ché bang cach don gian 1a tron cdc thanh phan nhu la mudi kém va gamma-L-
glutamylhistamin, vi ¢6 su tao thanh hdn hop mudi k&m gamma-L-glutamylhistamin tw do
trong nhitng diéu kién nay. Vi du, trén dung dich nuéc kém clorua véi gamma-L-
glutamylhistamin theo ty 1& 1:2 va thém amoniac dang nudc (cho dén khi moi truong hoi
kiém) sau d6 su két tia sam phém din dén sy hinh thanh chét két tinh mau tréng. D liéu
phan tich nguyén t& (xem Bang 1) cho thdy céc gia tri dit liéu gin véi cac gia tri da dugc
tinh todn cho phtrc chét, tuy nhién thi dir liéu khéng dugce xem 13 bang chimg cia viée tao
thanh phtrc hop. Ham luong cacbon va nito duge ude tinh thip trong cac mau chi ra kha
ning hinh thanh k&m hydroxit, mit nudc mot phan trong qué trinh phan tich, ¢6 thé dén dén
uée tinh thip gid tri cua cac nguyén té khac. Viée phén tich nguyén t6 lap di lap lai cac
phirc hop sau khi rira thém nuéc lanh din dén viéc udce tinh qua cao lugng hydro trong cac

mau.
Bang 1 — Dit liéu phén tich nguyén t& cho mdt mau duge phan lap tir phan tng cia k&m

clorua véi gamma-I-glutamylhistamin

C H N

Theo thuc té (trude khi xt Iy nuée) 40,12 5,81 18,61
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Theo thuc té (sau khi xir ly nuéc) 39,62 5,99 18,03
Theo tinh toan 44,17 5,56 20,60

‘Ngoai ra, theo dit liu cua quang phd hdng ngoai, phd hdng ngoai clia gamma-I.-
glutamylhistamin ban dau va ché phdm cta su tron 1an tring khép (xem Fig. 1 va 2). Viée
khong c6 nhiing thay ddi va su tring khép vé ndng do tuong ddi clia cac dai hép thu ctia cac
nhém C = O, -OH va -NH chi ra rang tron kém clorua véi gamma-L-glutamylhistamin
trong Vi du 1, gamma-L-glutamylhistamin ban dau da duoc tach, va kém dugc gidi phong

dudi dang mot hop chét vo co.
Vi du 2. Biéu ché phirc hop kém theo sang ché ( Phuong phap s6 1)

Trong nghién ctru sdu hon, tdc gia da phat trién mot phwong phap nham thu dugc
phttc hgp kém véi gamma-L-glutamylhistamin, bao gdm viée st dung k&m axetat dang

nudc.

2,20 g (0,01 mol) Zn(CH3COO),*2H,0 dugc hoa tan trong 20 ml metanol va thém
ting giot, két hop khudy manh, vao dung dich 2,40 g (0,01 mol) gamma-L-
glutamylhistamin va 1,08 g (0,02 mol) natri metoxit duoc chuén bi méi trong 50 ml metanol
& nhiét d6 phong. Sau khi thém khoang mot nira thé tich dung dich kém axetat, quan st
duoc su hinh thanh két tua tréng. Sau khi thém tat ca dung dich kém axetat, viéc khuéy duoc
tiép tuc trong khoang 4 gid, ché phim duoc loc bo, rira véi nudce (4x10 ml) va duoe siy kho
trong chan khong & 65° C dén khi trong luong cia né duoc duy tri 6n dinh. Ham luong 2,67
g (88%).

2 14n chay thir nghiém k¥ thuat nay cta phuong an phuong phap da duoc thuc hién
va méu cho viéc phan tich nguyén t6 di thu dugc tir mdi lan chay. Theo phén tich dit lidu
phan tich nguyén té ctia hai mau nay din dén su thuc hién phuong phéap, phirc hgp kém véi
gamma-L-glutamylhistamin v6i ty 1€ mol gamma-L-glutamylhistamin/kém dugc hinh thanh
- 1/1 (xem Béang 2)

Béang 2 — Dit 1i€u phén tich nguyén t6 ctia mau dugc phan 1ap tir hdn hop phan tng ctia kém

axetat véi gamma-L-glutamylhistamin
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C H N

Theo thuc té 1an 1 39,17 4,73 18,02
Theo thuc té 1an 2 37,26 4,80 18,110
Theo tinh toan 39,56 4,65 18,45

Tiép theo, chuén do phtrc chét ciia kém duoc thuc hién dé xac dinh thanh phan phtic
hop va ty 1€ kim loai/phéi tt thu dugc. Dé x4c dinh ham lugng kém, ché phém duoc khang
héa nhu sau: mau ché phim c6 trong lugng ~70 mg duge dét néng véi lwong axit sunfuric
dam dic gép 5 1an cho dén khi mau duogc dbt thanh than hoan toan. Sau do, ~1,5 ml hydro
peroxit 30 % theo thé tich duoc thém vao cin va dun soi trong ~ 10 phut. Phan can duoc
chuyén vao binh hinh chép 25 ml, va ~ 10 ml hdn hop dém amoniac (pH = 10) va mot
luong nhé chét chi thi khé eriocrom T den duoc thém vao. Lugng chita trong binh duoc tron
k§ cho dén khi chét chi thi dugc hoa tan hoan toan va dung dich ¢6 mau mam xéi. Mau
duoc chun do boi dung dich EDTA 0,02 M cho dén khi mau dé thim chuyén qua tim sang
xanh sang. Cubi cung, thdy rang ham luwong cia kém trong ché phdm dugc bao ché la
21,5%, phit hop vé6i gid tri da dugc tinh toan trén Iy thuyét (21,1%) tuong tng véi phirc hop
k&m c6 ty 1& kim loai:phdi tir 1:1.

Trong Phd hdng ngoai cia ché phdm (xem Fig. 3), hai dai manh ctia nhém cacbonyl
duoc quan sét thdy: 1616 cm™ va 1646 cm™. O cung thoi diém d6, cdu tric va tan s6 hap thu
khac biét dang ké so v6i phd cua gamma-L-glutamylhistamin tu do (xem Fig. 1): dai cia
nhém cacboxyl dich chuyén vé phia tdn s§ cao hon do phdi hop vé6i kém. Ngoai ra, trong
Phd hdng ngoai ctia ché phim c6 mot dai hap thu cudong do cao & 3276 cm™', dai nay khong
¢6 trong phd ctia gamma-L-glutamylhistamin. N6 ¢6 thé 1a do cac dao dong cua lién két N-
H trong doan amit, hodc lién két N-H cta hé théng imidazol. Ngoai ra, trong phd hong
ngoai cua ché phdm, so sanh véi phd ctia gamma-L-glutamylhistamin, c6 nhiéu thay ddi
trong céc ving diu tay va dao dong cua lién két CH, cho thdy sy ving mit ctia gamma-L-
glutamylhistamin tu do trong mau.

Ché pham thu dugc da dugc diéu ché khong tan trong cac dung moi dugce st dung dé
ghi phd NMR.

Fig. 6 1a mot vi du md ta phd D,0O NMR dugc ghi trén thiét bi Bruker
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DRX500,13400 v6i tAn s6 hoat dong 500,13 MHz.
N6 cht yéu chtra cac tin hidu con lai ciia dung moi khong bi doteri hoa, va céc tin

hidu cudng do thip turong tng véi gamma-L-glutamylhistamin ban dau.
Diéu nay cho thiy sy ving mit ctia cAc tap chét va su phan ly khong dang ké cua ché

phém thu dwgc & dang huyén phi nudc.
Vi du 3. Thu dugc phirc hop kém theo sang ché (Phuong phap s6 2)

Muc dich cta viée stra ddi phuong phap hién tai theo sang ché 1a nham céi thién kha
nang loc ciia ché pham thu duoc, ciing nhu dam bao sy phan phdi ddng déu nhit cia kém
hydroxit trong hon hop phan ting.

Vén d& ddng nhat phan phdi la cuc ky quan trong d6i v6i k§ thuat nay dé co cung ty
1€, tir 6 tao thanh phtrc hop kém véi gamma-L-glutamylhistamin trén bé mat kém hydroxit
ngin cho phan Gng khong tiép dién. Dé giai quyét van dé nay, duoc dé xudt 1a thu duoc kém

hydroxit in situ bang cach bd sung dong thoi dung dich natri hydroxit va kém axetat.

Téng hop "A": Tao huyén phil dugc dun néng dén 70°C, 12,0 g (0,05 mol) gamma-
L-glutamylhistamin trong 150 ml nudc, 50 ml dung dich natri hydroxit 2M va dung dich
11,0 (0,05 mol) kém axetat dihydrat trong 80 ml nudc dugc thém ting giot mot, déng thoi
sir dung hai phéu. Hon hop phan tng duoc khudy trong 4 gio & 70°C, 1am lanh dén nhiét do
phong va dé qua dém. Chét két taa duogc loc bo, rira trén bd loc véi 3x50 ml nude va séy
khd trong chén khong & 45-50°C cho dén khi n6 dat dugc trong luong khong doi. Ham
luong thu duogc 12 21,5 g (71% ché pham).

Phuc hop da hinh thu duoc bang phuong phap nay d& phan tach hon & dang dich loc

so v&i phure hop theo Vi du 2, thu dugce trong metanol st dung natri metoxit.
K¥ thuét nay da dugc mé rong quy md va tai lap theo Tong hop "B".

Téng hop "B": Tao huyén phu duge dun néng dén 70° C, 24,0 g (0,1 mol) gamma-L-
glutamylhistamin trong 300 ml nuéc, 100 ml dung dich natri hydroxit 2M va dung dich 22,0
(0,1 mol) k€m axetat dihydrat trong 120 ml nuéc dugc thém tung giot mot, ddng thoi sir
dung hai phéu. Hén hop phan tmg dugc khuéy trong 4 gio & 70°C, lam lanh dén nhiét do
phong va dé qua dém. Chét két taa duoc loc bo, rira trén bd loc vai 4x50 ml nude va séy
kho trong chan khong & 45-50°C cho dén khi trong lugng cta né duy tri khong doi, 44,1 g
(71% ché pham).
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Hai 14n chay thtr nghiém theo phuong phap nay da dugc thyc hién va mau cho phan
tich nguyén té da thu dugc tir mdi lan chay. Theo két qua phén tich dit liéu nguyén t6 cua
hai mau nay, phtc hop kém v4i gamma-L-glutamylhistamin dugc tao thanh véi ty 1€ mol

ctia gamma-L-glutamylhistamin/kém - 1/1 la két qua ctia phan tmg (xem Béng 3).

Bang 3 — Cac két qua cua viéc phan tich nguyén t5 cta phic hop kém véi gamma-L-

glutamylhistamin (Phuong phép s62)

C N H

Theo thye t6 1an 1 | py oo 39,52 18.26 472
Theo thue té 1an 2 502 «A» 39,44 17,96 4,66
Theo thuc té lan 1 Phuong phép 39,54 18,18 4,52
Theo thu t& 14n 2 562 «B» 39,49 17,99 4,47
Theo tinh todn 39,56 18,45 4,65

Phd hdng ngoai cta ché phdm thu duoc (xem Fig. 4 va 5) twong tu phd cua phirc hop
kém v6i gamma-L-glutamylhistamin duoc téng hop bing Phuong phap s6 1 va nhing
quang phd nay khong c6 sy khéc biét dang ké trong ving déu tay.

Chuén do phtrc chit ctia kém dugc thuc hién dé xac dinh ché phém phtic hop va ty 1€
kim loai/phéi tir thu duoc, (xem Bang 4). Két qua 1a n6 cho thiy ham luong kém trong ché
phém thu duoc ba“mg Phuong phép sb 2 1a ~ 22,0%, phu hop véi gid tri dd duoc tinh toan

trén ly thuyét (21,1%) ctia phirc hop kém twong tng c6 ty 18 kim loai:phdi tir 1:1.

Bang 4 - Két qua chuén do phtrc chét ctia phirc hop kém v6i gamma-L-glutamylhistamin

Két qua chudn | Két qua chudn
Phuong phap , , Tinh ra
do S6 1 (Zn2+) | d6 SO 2 (Zn2+)

Phuong phép s 1 21,53 % 22,03%
Phuong phép sb 2 «A» 22,18 % 21,95 % 21,87%
Phuong phép sb 2 «B» 21,55 % 22,13 %
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Pic diém ctia hoat tinh sinh hoc cua phtrc hop hop chét I

'Hoat tinh sinh hoc ctia Hop chit I theo sang ché da dwgc nghién ctru trong cic thi
nghiém khéac nhau in vitro va in vivo. Cuy thé 1, tac dung e ché ctia Hop chét I dbi voi hoa
hudng dong cua cac té bao mién dich dd dugc ching minh trong cic thi nghiém tap trung
vao hoat tinh ctiia Hop chit I trong mdt md hinh in vivo ctia bénh viém da co dia. Cac nghién
ctru vé hoat tinh sinh hoc cua Hop chat I in vitro da xéac dinh 1a Hop chat T 1a chét uc ché
cta enzym glutaminyl xyclaza, do dd, tdc dung cia Hop chét I di v6i héa huéng dong cia

céc t& bao mién dich c6 thé duoc dan xép nho sy e ché hoat tinh clia glutaminyl xyclaza.

Vi du 4. Nghién ctru hiéu qua ctia Hop chit I dbi voi hoat tinh enzym ctia glutaminyl
xyclaza & ngudi in vitro.

Trong céc nghién ctru hiéu qua cia Hop chét I (1a ddi twong clia sdng ché) ddi vai
hoat tinh enzym cta glutaminyl xyclaza in vitro, hiéu qua trc ché hoan toan ctia Hop chét I

d6i voi glutaminyl xyclaza ndi bao tai td hop cia nguoi da dugc phat hign.

Hoat tinh cta glutaminyl xyclaza tai cic ndng do khac nhau ctia Hop chat I di dugc
nghién ctru & 25°C st dung co chit huynh quang L-glutaminyl 2-naphtylamit (GIn-bNA)
[Anal Biochem. 01/04/2002; 303 (1): 49-56]. Hon hop phan tung véi thé tich 100 pl chia 50
1M co chét tao huynh quang; ~ 0.2 don vi pyroglutaminyl aminopeptidaza ctia nguoi (1 don
vi dugc dinh nghia 1 lvong thiy phan 1 micromol pGlu-bNA mdi phit), va mdt phan udc
cia glutaminyl xyclaza ndi bao tai t& hop cia nguoi (gQC) trong 50 micromol
trisaminometan HCI va 5% glycerol, pH 8,0. Phan tng duoc bat ddu bang cich thém mot
phan udc cta glutaminyl xyclaza duoc  véi Hop chat I trong 5 phut dé tao hdn hop phan
ung.

Su tién trién tiép theo ctia phan tng duoc theo ddi bang quang phd (budc séng kich
thich va phat xa 1a 320 va 410 nm). Hoat tinh clla enzyme dugc xac dinh bdi lugng 2-
naphtylamit (bNA) duogc giai phong, duge tinh toan dua trén duong cong hidu chuan. Gid tri
IC50 duoc tinh toan bang cach st dung hdi quy khong tuyén tinh ctia dudng cong "ndng do

chét trc ché" - "hoat tinh enzym "

Thi nghiém da chimg minh 12 Hop chét I e ché hoat tinh clia glutaminyl xyclaza véi
IC50 =26 uM.

Vi du 5. Nghién ctu hoat tinh cia Hop chit I & md hinh viém da co dia chudt
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K§ thuét thir nghiém. Nghién ctru hoat tinh Hop chit I & mo hinh viém da co dia d&
dugc thuc hién st dung k¥ thudt tiéu chuin [Evidence-based Complementary and
Alternative Medicine. 2012. Article ID 545497, 9 pages]. Ddi v6i nhom thi nghi€ém, chung
toi da lya chon nhitng con vat ¢6 ngoai hinh trung binh, khong cé dAu hiéu sai léch, véi
trong luong cua con vt khong qua £20% so vdi trong lugng trung binh cta gidng d6.

Vao ngay 0 va 12 cia thr nghiém, nhiing con chudt duc thudc dong balb/c dugc xir
1y v&i 100 pl dung dich 2% cua 1-clo-2,4-dinitrobenzen (DNCB) trong etanol, duoc dp dung
cho cac khu vyuc da duge cao trude do trén lung dé nhay hoa co thé. Vao ngay thir 17, 20 ul
dung dich cdn 2% cia DNCB dugc ap dung cho tai phai "tht nghi¢m" ctia dgng vat hai lan
voi khoang thoi gian khodng 1 gio. Kem Hop chét I voi ham luong hoat chit 0,01 % theo
trong lugng dugce st dung tai chd cho tai phai “thir nghiém”, hai lan: 1 va 13 gid sau lan st
dung DNCB cubi ciing cho tai. Cac thude sau day dugc sir dung lam thudc so sanh/ tham
chiu/ dbi chimg: Metylprednisolon aceponat (0,1% thudc m& dung bdi ngoai), kém pyrition
(0,2% kem dung bdi ngoai), pimecrolimus (1% kem dung bdi ngoai) va kem dung bdi ngoai
c6 chira 0,01% gamma-L-glutamylhistamin. Vao ngay th 18, cdc con vat dugc lam cho
chét va phan tich mo hoc cua tai bi &nh hudng dugc thuc hién. Céac phé‘m md hoc ¢6 bé day 5
pm duge nhuém boi hematoxylin-eosin. Panh gia cac thay doi vi mo chung té viém da
duoc thuc hién theo thang diém sau:

1) Chung day 16p gai - su day 1én cia 16p thuong bi va biéu mé voi su kéo dai cuia

cac qua trinh gifta cdc mao mach:
0 diém — khong c6 bénh ly;
0,5 diém — bénh Iy dugc phat hién, nhung biéu hién rit yéu;
1 diém — bénh Iy trung binh dén ning;
2 diém - bénh ly ning.

2) Tang sung hoéa la déc tinh khong viém cua tinh trang da, khac biét & sy day 1én

dang ké cua 16p simg hodc su cham tré trong qua trinh dao thai binh thuong:
0 diém — khong c6 bénh ly;
0,5 diém - bénh ly dugc phét hién, nhung biéu hién rét yéu;

1 diém - su hién dién r6 rang cia bénh ly dugc dugc chi dinh.
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3) Mun mu (4p xe) — cac yéu t& viém cAp tinh c6 khoang chira mu:

0,5 diém - céc biéu hién don 1é cua bénh ly;

1 diém - bénh ly nhe;

2 diém — bénh Iy trung binh dén ning;

3 diém - bénh ly ning;

4 diém - bénh Iy tong thé.

4) U nang 12 mot cdu truc c¢6 hinh tron hodc hinh bau duc, duge 16t boi cac biéu md
vay stmg phan ting va va chira day céc 16p sirng, phat trién khi c6 su ting san cla biéu md

(ching day 16p gai) duoc thé hién:
0 diém — khong c6 bénh ly;
0,5 diém - bénh ly dugc phat hién, nhung biéu hién rét yéu;
1 diém — sy hién dién r6 rang ctia bénh Iy dugce dugce chi dinh.
5) Viém:
0 diém — khéng c6 bénh ly;
0,5 diém — céac biéu hién don 1é ctia bénh ly;
1 diém - bénh ly nhe;
2 diém — bénh ly trung binh dén nang;
3 diém - bénh ly nang;
4 diém - bénh 1y tong thé.
6) Phu:
0 diém — khong c6 bénh ly;
0,5 diém - c4c biéu hién don 1é ctia bénh 1y;
1 diém - bénh 1y nhe;
2 diém —bénh Iy trung binh dén ning;
3 diém - bénh ly nang;

4 diém - bénh 1y tong thé.
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Dt liéu thu duogc da dugc xac minh béng cach st dung thr nghiém Grubbs, cling
duge biét dén 13 thtr nghiém du binh thuong héa tdi da, mot thir nghiém duge st dung dé
phét hién ra nhitng ngoai 1& trong bd dit liéu. Céc gia tri duoc xac dinh la “ngoai 1€ trong
thir nghiém nay khong duoc st dung cho céc thir nghiém tiép theo. Thong ké mo ta duoge sir
dung cho tit ca céc dit liéu: gia tri trung binh (M) va sai s6 chuén cta gia tri trung binh (m)
dugc tinh todn. Sy phéan phéi chuin céc gia tri thu duoc trong thi nghiém dugc xédc minh
bang cach st dung thtr nghiém Kolmogorov-Smirnov. Trong truong hop cé phan phbi
chuén, thtr nghiém t Student duoc st dung dé danh gia su khéac bigt gitta cdc nhom. Trudong
hop khéng ¢6 phan phdi chuén, thir nghiém Kruskal-Wallis (véi phan tich qua khtt Dunn)
duoc st dung dé so sanh vai nhém. Phan tich théng ké duogc thuc hién st dung phén mém

GraphPad Prism. 5.0. Sy khac bi¢t dugce xac dinh & do tin cdy 5%.

Két qua cua cac thi nghiém dugc thé hién trong Fig. 7 va 8. C6 thé thay tir dit lidu chi
ra trong Fig. 7, tac dung dugc ly ciia kem c6 chtra Hop chét I (0,01 % theo trong lwong) trén
cac tén thuong da & mo hinh chudt bi viém da co dia dua trén viée phan tich md hoc duoc
danh gia nhu sau: a) chung day 16p gai (diém), b) ting simg hoa (diém), ¢) mun mu (diém),
d) u nang (diém), e) viém (diém), f) phi (diém). Céc thi nghiém duoc thuc hién dya theo:
Evidence-based Complementary and Alternative Medicine. 2012. Article ID 545497, 9
pages. Luu y: * - khac biét ddng ké (Piém <0,05) véi nhém nguyén ven, & - khéc biét dang

ké (Piém <0,05) v6i dbi chung.

Fig. 8 cho thdy cdc mit cit mo hoc cua da cia tai bi anh huéng trong mé hinh viém

da co dia chudt, dugc nhuom bdi hematoxylin-eosin, vai dd phéng dai x20.

A - Nhém doéng vat nguyén ven; B - Kiém soat bénh ly; C - Advantan
(Metylprednisolon aceponat, thudc m& 0,1%); D - Pimecrolimus (kem Elidel 1%); E — Kem
Hop chit 1 0,01%. 1- 16p thugng bi; 2 - ha bi; 3-tham nhiém viém. Cac thi nghiém dugc
thuc hién dua theo: Evidence-based Complementary and Alternative Medicine. 2012.

Article ID 545497, 9 pages.

Viée st dung Hop chit I (0,01 % theo trong luong kem) cho da di 1am giam dong té
bao viém (cac bach ciu don nhan, cac té bao tua, cac bach cau 4i toan va cac bach ciu trung
tinh) nhap vao 16p thuong bi va ha bi ciia da vé mtic nhu & dong vat nguyén ven, ciing nhu
cac biéu hién vi m6 khac ctia bénh viém da co dia. Quan trong can phai chu y 1a, vé mit tac

dung, Hop chét I (phic hop kém cia gamma-L-glutamylhistamin) chi ra sy cai thién dang
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ké khi so sanh vdi tac dung cua phdi tir gamma-L-glutamylhistamin. Vi vay, hoat tinh chita
tri cia Hop chdt I khong thé giai thich dugc chi bing hoat tinh ctia gamma-L-
glutamylhistamin. V& mat tinh hiéu qud, kem Hop chét I cho théy hi¢u qua vuot trdi so vaoi
céc thube tham khao: metylprednisolon aceponat, k&m pyrition va pimecrolimus. Céc két
qua thu dugc cho phép chung ta c6 thé két luan 1a Hop chat I da ching minh dugc hi¢u qua
didu tri dugc cai thién trong viéc diéu tri bénh viém da co dia.

Két luan

Do vay, cac nghién ctru da dugc thuc hién cho théy Hop chit I c¢6 hiéu qua trong vi¢c
trc ché enzym glutaminyl xyclaza. O mot mo hinh viém da co dia, Hop chat I da chimg
minh 1a ¢6 kha ndng trc ché dong té bao viém (cac bach cdu don nhan, cac té bao tua, cac
bach cdu 4i toan va cic bach cau trung tinh) in vivo, cling nhu céc biéu hién vi md khac cta
bénh viém da co dia.

Mic di sang ché dugc md ta c6 tham chiéu dén cac phuong an di duoc boc 16,
nhitng ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc can hiéu ring cac thi nghiém cu thé duoc
md ta chi tiét chi nhim muc dich minh hoa sang ché va khong dugc hiéu 1a gidi han pham vi
cta sang ché theo bat ky cach nao. Can duogc hiéu 1a cac stra dbi khac nhau c¢6 thé thyc hién

s& khong tach ro1 ban chat cta sdng ché.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Phirc hop kém voi gamma-L-glutamylhistamin, trong do ph6 hong ngoai ctia mau
dang ran cla phuc hgp cho théy cac dai & 1616 cm™, 1646 cm’™, va 3276 em™.

2. Phuong phép diéu ché phtic hop kém v6i gamma-L-glutamylhistamin, bao gdm
cac budc:

khudy hdn hop kém axetat va gamma-L-glutamylhistamin trong dung méi phén cuc;

dé cho ché pham két tia; va

sdy kho ché pham dé thu duoc phic hop kém véi gamma-L-glutamylhistamin c6 ty
1& kim loai:phdi tir 13 1:1,

trong d6 kém axetat dang nudc dugc st dung, va

trong d6 viéc tron hdn hop duoc thyce hién & nhiét d6 15 dén 50 do C.

3. Phuong phap theo diém 2, trong d6 dung moi 1a metanol hodc nuée, hodc su kép
hop cua chung.

4. Phuong phép theo diém 2, trong d6 kém axetat dang nuée duoc sit dung, cu thé 14
k&m axetat dihydrat.

5. Phuong phép theo diém 3, trong d6 viéc tron hon hgp duge thuc hién & nhiét do 15
dén 50 46 C, tét hon 1a 15 dén 40 d6 C khi metanol dugc sir dung lam dung mdi va & nhiét
d6 15 dén 90 d6 C khi nudc dugc st dung lam dung moi.

6. Phuc hop kém v&i gamma-L-glutamylhistamin, thu duoc bang phwong phap theo
diém bét ky trong s6 cac diém tir 2 dén 5.

7. Phitc hop kém véi gamma-L-glutamylhistamin, trong d6 ty 1€ mol cua ty 1€ kim
loai/phéi tir 12 1/1.

8. Phirc hop kém voi gamma-L-glutamylhistamin theo diém 7, duoc didu ché bang
cach khudy hdn hop ding mol clia kém axetat va gamma-L-glutamylhistamin trong mot
dung mdi, sau dé tach phirc hop thanh ché phdm.

9. Phirc hop k&m v6i gamma-L-glutamylhistamin, dic trung véi cac két qua cta viée

phan tich nguyén té cia phtrc hop kém v6i gamma-L-glutamylhistamin dudi ddy:

C H N
Theo thuc té 14n 1 39,17 4,73 18,02
Theo thyc té 14n 2 37,26 4,80 18,110
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Theo tinh toan 39,56 4,65 18,45

hodc:
C N H

Theo thyc té 1an 1 39,52 18,26 4,72

Theo thuc té 1an 2 39,44 17,96 4,66

Theo thuc té 1an 1 39,54 18,18 4,52

Theo thuc té 14n 2 39,49 17,99 4,47

Theo tinh toan 39,56 18,45 4,65

27/40

10. Phirc hop kém v6i gamma-L-glutamylhistamin, ddc trung véi cac két qua chudn

do6 phtrc chat cua phirc hop kém véi gamma-L-glutamylhistamin dudi day:

Két qua chudn do S6 1 Két qua chuén do S6 2 )
Tinh ra
(Zn2+) (Zn2+)
21,53 % 22,03%
22,18 % 21,95 % 21,87%
21,55 % 22,13 %

11. Dugc phdm chtta phtrc hop theo diém 1 hodc theo diém bat ky trong s6 cac diém

tr 6 dén 10.
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