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(54) HOP CHAT N-FULLEREN-AXIT AMIN HYDRAT, PHUONG PHAP PIEU CHE
VA DUGC PHAM CHUA HOP CHAT NAY

(57) Sang ch& d¢é cap dén dan xuét axit amin duoc hydrat héa cta fulleren Cg, c6
cong thuc chung Cy(H);{INH(CH,),COOH}; x H,0, trong d6 C, 1a fulleren, n =
5, 6,7, X =8 dén 10, va phuong phap diéu ché hop chat nay va dugc pham chita
hop chat nay. N-fulleren axit amin hydrat du’cjc tao ra bang céch cho fulleren
phan tng v6i lugng mol du gédp 15 14n clia mudi kali khan clia axit amin trong
moi trudng dung moi hitu co thom, bd sung tir tr chat xic tdc chuyén pha vio
huyén phit thu duogc va tron va gia nhiét dén nhiét do khong vuot qua 60°C cho
dén khi dung dich méit mau hoan toan va cin ran dugc tao ra, sau dé cin nay
dugc tach ra, va dung dich nuéc 0,8M chita mudi kali cta dan xuat fulleren axit
amin dugc xt 1y v6i dung dich axit hitu co hodc vo co, sau d6 ly tam, rira va lam
kho cén thu dugc. Duge phdm theo sédng ché c6 hoat tinh khing virut herpes,
nhiéu chiing virut ciim va HIV, va ¢6 hoat tinh chéng khoi u va chéng bénh vay

nén, chita hoat chat 1a N-fulleren axit amin hydrat véi lugng hitu hiéu.
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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cap

Séng ché dé cap dén hop chét axit amin dugc hydrat héa méi cua fulleren

Cgo ¢ cong thure (I), va phuong phép didu ché hop chét nay va duoc pham chira

hop chat nay.
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Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Ung dung cda fulleren lam hop chét ¢6 hoat tinh vé madt sinh hoc da thac
déy su phat trién manh d6i v6i cac din xult dugc tao chuc cia fulleren, dic biét
1a sau khi phét hién duoc 1a mot sd fulleren tan trong nudce c6 hoat tinh khang
virut cao (xem Partha, R., va Conyers, J.L., "Biomedical Applications of
Functionalized Fulleren-Based Nanomaterials," Int. J. Nanomedicine, 2009 (4),
261-75; Séng ché US 6204391, 2005, "Water Soluble Fullerens with Antiviral
Activity;" R. Bakry et al., "Medicinal Application of Fullerens," International
Journal of Nanomedicine, 2007 (4), 639-649; va Z. Zhu, D. 1. Schuster, va M.
Tuckermann, "Molecular Dynamics Study of the Connection between Flap
Closing va Binding of Fulleren Based Inhibitors of the HIV-1 Protease",
Biochemistry, 2003, vol. 42, 1326-1333).

Ung dung y té ctia cac dan xudt fulleren la dya trén tinh chét ua chét béo
ctia nhéan fulleren, nhan nay lam cho dan xuét fulleren c6 thé Xuyén qua mang té

bao, va dya trén kha nang tao ra oxy nguyén tir v6i hiéu suét luong tr cao cua
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fulleren, oxy nguyén tr ndy phan cét cdc ADN. Céc tinh chét nay khién cho dan
xuét fulleren dugc tao chirc ¢6 tinh doc hai ddi véi té bao, khang virut, va céac
tinh chét khac (xem Bedrov, D., Smith, G.D., Davande, H., "Passive transport of
fullerens through a lipid membrane," J. Phys. Chem., B, 2008, Vol. 1 12., trang
2078-84; Qiao, R., va Roberts A.E., "Translocation of fulleren and its
derivatives across a lipid bilayer", Nano Lett., 2007, Vol. 7, trang 614-9; Nelsen,
G.D,, et al., "In vivo biology and toxicology of fullerens and their derivatives",
Basic and Clinical Pharmacology and Toxicology, 2008, Vol. 103, trang 197-
208.

Céc chat fulleren hydrat c6 hoat tinh sinh hoc cao nhu cac chét chéng oxy
héa sinh hoc, diéu nay 13 do sy tao thanh céc céu tric hoat tinh cua cdc cum
phan tir nuédce phéi trf voi cau fulleren (xem Andrievsky, G.V., Brushkov, V.L,
Tykhonov, A.A., va Gudkov S.V., "Peculiarities of the Antioxidant and
Radioprotective Effects of Hydratd Csy Fulleren Nanostructures in vitro va in

| vivo," Free Radical Biology and Medicine, 2009, vol. 47, pp. 786-793).

Van d& chinh can tré cac nghién ctru sinh hoc vé& dan xuét fulleren va tao
ra duge pham chira ching 1a viéc khé hoa tan hé fulleren trong céc dung dich

nudc.

Phuong phép nhiéu trién vong d& bao ché dugc pham fulleren tan trong

nudc la cai bi€n hoéa hoc khoi cau fulleren bang cac phéi tir hoa tan ua nude.

Hién d3 diéu ché duoc rat nhiéu fulleren duoc tao chire, trong d6 cac géc
ua nuée c6 mat & cac mach bén clia cac phdi tir gén véi fulleren (loai phtrc chét
tay rira), cling nhu céc din xuét hinh ciu trong d6 cac nhom c6 cuc duoc sip
xép trén khap khéi cu fulleren (loai nay bao gém cac fullerenol va céc san

pham cong amino).
Cac dan xuat axit amin cta fulleren ¢6 tiém nang tmg dung 16n nhat.

Céc axit amin khéng tu nhién ctia hop chét thd béo chira nhidu hon hojc
bang sdu nhém metylen c6 mot so tinh chit dic hidu vé kha nang hydrat hda va

hoat tinh sinh héa. Cac nghién ctru ph6 hoc vé ciu tric nudc trong cac dung
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dich nudc chira cdc axit amin chi ra rang viéc gia ting s6 nhom metylen gidn
cach nhém amino va nhém carboxy lam gia ting su pha huy cta cac nhom phan
ttr nude. Cac nghién ciru duge dong hoc vé cdc din xuit cta nhidu chudi axit
amin R-(CH),COOH chi ra ring hé nay c6 hoat tinh cao néu n bang hodc 16n

hon sau.

Cac dan xudt axit amin hinh cAu ctia fulleren Ceo dugc diéu ché bing phén
Ung cOng 4i nhan gifta c4c axit amin va cau fulleren & nhém amino da dugc mo
td trong céc sang ché Nga s 2196602, 2124022, va 2236852, va cac sang ché
ndy 6 the 1 céc tai liéu ddi chimg gin nhét cta sang ché.

Sang ché Nga sb 2196602 d& cap dén phuong phap trc ché sy sao chép
ciia HIV va sy nhiém CMV béang céch dung hop chét trén co s& din xudt
fulleren axit amin va dipeptit. Cac dan xuét fulleren axit amin dugc st dung
trong séng ché nay 1a cac mudi natri ctia fulleren axit aminocaproic va fulleren

axit aminobutiric.

Trong sang ché Nga sb 2124022, dé didu ché fulleren axit aminocaproic,
dung dich nudc chtra mubi kali cia axit aminocaproic va 18-crown-6 duogc bd
sung vao dung dich chira fulleren trong o-diclobenzen. Hon hop phan tng nay
duoc khudy trong 6 dén 8 gi0 & 60°C. Sau d6 dung méi duoc cét loai, phan con
lai duogc xir Iy véi dung dich kali clorua bdo hoa, va phan con lai chtra din xuét
fulleren duoc rira bang nuéc. San pham dich thu duogc véi lugng dinh luong.
(Monohydro)N-fulleren axit aminocaproic thu duoc tan trong dimetyl sulfoxit,
dimetylformamit, va pyridin. Diéu kién dé tach san pham cudi cung khong duoc
xéc dinh trong phuong phép téng hop theo sdng ché nay.

Nhuoc diém chinh cda cac hop chét 14 céc san pham bd sung mét lan
dugc didu ché nhu néu trén 1a ching khong tan trong nuéc. Mot nhuoc didm nita
clia cac sdng ché néu trén 1a chét xuc tac chuyén pha dugc sur dung trong quy
trinh tong hop 1a ete crown, 1a chat kho téch khoi céc san phim phan tng.

Sang ché Nga s 2236852 d& cap dén chat trc ché su sao chép cua v1rut cd

vo, chit nay 1a cac anion fulleren axit polycarboxylic ¢é cong thire chung
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CooHi[NH(CH,)nC(O)O'], dugc diéu ché bang cich cho fulleren phan tmg voi
mudi clia axit amin trong mdi trudng dung méi hitu co véi su c6 mit cua

poly(alkylen oxit).

Pé diéu ché c4c hop chit nay, bd sung axit amin duéi dang mudi (mudi
kali hodc natri) vao dung dich chtra fulleren trong o-diclobenzen (hoac toluen,
hoac dung moéi hitu co khac), va sau d6 bd sung chét 1am hoa tan vao d6. Thi tur
bd sung axit amin va chit lam hoa tan 13 khéng quan trong; ching c6 thé duoc
bd sung dudi dang phirc chét duoc trén so bo. Cac chit 1am hoa tan hitu dung la
cac poly(alkylen oxit) (cac polyetylen glycol c6 trong luong phén tir tir 150 dén
400 hodc cao hon 400 (vi dy, PEG-1500), ciing nhu céc polyetylen glycol ¢6 cac
nhém cudi ty do, va ca cac polyetylen glycol cé cac nhém cudi duge thé (vi du,
polyetylen glycol dimetyl este c¢6 trong lugng phén tir 14 500). Dé gia tang téc do
phan tng, chit khur manh bAt ky (kim loai kiém) dugc bd sung. Ty 1é
fulleren:axit amin dugc gia tdng khoang trén 50 lan. Viéc chuyén hoéa thanh
mudi duoc dung mong muén, dic biét 1a mudi natri hodc kali, dugc thuc hién
bang cach xtr ly axit ndy véi bazo thich hop hodc bang cach bd sung mudi cla
axit yéu d& bay hoi. Cu thé a, fulleren axit polycarboxylic khéng tan trong nuéc
duoc chuyén héa thanh mudi tan trong nude duge dung duoce wu tién hon, vi du,
mudi natri. Viéc bd sung mudi cla axit yéu dé bay hoi dugc thuc hién qua viée
xtr Iy dung dich v6i mudi kim loai kiém ctia axit yéu d& bay hoi. Khi c¢6 dung
dich b?mg cach bay hoi hodc lam khd lanh, axit yéu duoc loai bé va cac fulleren
axit polycarboxylic tron 1an duoc thu hdi duéi dang cac hdn hop cta cic mubi
kim loai kiém cua chting. San pham dich theo sang ché nay c6 thanh phan khéng

d6i; ham luong hop chét chinh trong san phdm dich thap khoang 87,8%.

Nhuoc diém chinh ctia cac din xuét fulleren axit amin duoc diéu ché theo
phuong phap dugc thé hién trong sang ché dugc vién dan trén day la viéc tao ra
hén hop gdm céc anion fulleren carboxylat ¢ ca dang mubi va dang axit. Hop
chét riéng biét khong thé didu ché dugc bang phuong phap dugc mé ta trong

sang ché duoc vién dan nay. Hon nita, fulleren poly(axit amin) di€u ché duoc
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bang phuong phap da néu trong linh vuc k¥ thuit nay & dang axit hau nhu la
khéng tan trong nudc. C6 ging bao ché duoc phdm 6n dinh chira céc anion
fulleren-polycarboxylic d4 bi that bai vi cac hop chit nay két tua trong qué trinh

bao quan.

Céc fulleren poly(axit amin) anh huéng dén su tao bach ciu: ching gy ra
su bién d6i cua cAu tric bach cau va lam xuét hién céc dang non cua cac bach
clu trung tinh (cac hau tuy bao bach céu) O cdc con vat thi nghiém (chudt va
tho). V& mit an toan (v6 hai), diéu nay chi ra ring céc hop chat nay cé tinh doc

hai la déc tinh gy ra c4c bién d6i néu trén.

Viéc trong quy trinh tong hop cén phai st dung lugng du 16n cia mudi
kali hodc natri clia c4c axit amin va luong du 16n cla dung mo6i lam phat sinh
céc van dé vé moi truong trong qué trinh tuan hoan chit thai, va lam gia tang chi
phi ctia quy trinh san xuét. Vi cac ly do cdéng nghé, cac kim loai kiém khong thé
dugc st dung dé 1am gia tang toc do phan ting néu céc dung méi thom duoc clo

hoa dugc str dung.
Ban chit ky thuit cia sang ché

Vi cac ly do néu trén, muc dich cta sang ché dé cap dén cac hop chét
fulleren Cqy dugc hydrat héa riéng biét voi cac axit amin, céc hop chat nay co
hoat tinh khéng virut herpes, virut viém gan C, nhiéu ching virut cim, va HIV,
va céc hoat tinh chéng khéi u va chéng bénh vay nén va khong c6 tac dung doc
hai d6i véi co thé; phuong phap diéu ché cac hop chét nay; va duoc pham chira

céc hop chét nay.

Cu thé, sang ché dé cdp dén hop chit N-fulleren axit amin hydrat c6 cong
thire chung Ceo(H); {NH(CH,),COOH}; x H,0, trong do6 Cg la fulleren; n=5, 6,
hodc 7; va x = 8 dén 10.

Séng ché ciing dé cap dén phuong phép diéu ché hop chét nay va dugc

pham chira no.
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Mo ta chi tiét sing ché
Séng ché dé cap dén hop chat fulleren Cqy duoc hydrat hoa véi cac axit
amino carboxylic c6 céng thirc chung (II), trong d6 c6 ba gbc axit amin lién két
cOng héa tri trén mdi phén ti fulleren, cac gbe nay c6 céc vi trf hydrat héa hoat
tinh trong cu tric cla chting, nhe d6 dan dén viéc tao ra cac hydrat tan trong
nudce, va cac chudi hydrocarbon mach dai do vy céc phan tr nude c6 thé duoc

giit lai trong cau phdi tri bén trong clia cac phirc chit fulleren.
Coo(H); {NH(CH,),COO-}; xH,0, )
trong d6 Ce 1a fulleren; n =5, 6, hoidc 7; va x = 8 dén 10.

DAn xudt fulleren axit amin dugc hydrat héa c6 cong thirz (I1) duoc tao ra
bang cach cho fulleren phan tmg vé6i lugng mol du gip 15 14n ctia mubi kali
khan cia axit amin trong méi trudong dung moi thom, bd sung tir tir chét xtc tac
chuyén pha vao huyén phu thu duoc trong diéu kién khudy va gia nhiét dén nhiét
do khong 16n hon 60-80°C cho dén khi dung dich hoan toan méat mau va can ran
duoc tao ra, sau d6 cdn nay duoc tach ra, sau d6 xir ly véi dung dich nudc 0,8M
chtra mubi kali cua fulleren axit amin véi dung dich axit hitu co hodc vé6 co 0,1N

va sau do ly tdm, rtra, va lam kho phan cin.

Theo sdng ché, cdc mudi kali ciia axit amin khan duoc st dung & trang
thai duoc phéan tén min dé ting cuong d6 phan tmg cua quy trinh va hidu qua va
tinh thuan loi cta no, va viéc tach phén can ran cua mudi kali ctia cac fulleren
axit amin duoc thuc hién béng cach loc, rira etanol, va lam kho. Céc chat xtc tac
chuyén pha hiru dung 14 cac metyl ete clia poly(etylen oxit) ¢ trong luong phéan

tir 200, 400, ho#ic 500, 1 cac chit xc tac an toan va sin c6 nhat.

Sang ché con dé xuét duoc phém chira hoat chét 1a c4c fulleren axit amin
dugc hydrat héa ¢6 cong thire (II) ¢6 hoat tinh khang virut herpes, virut viém
gan C, nhiéu ching virut ciim, va HIV va ¢4 hoat tinh chéng khdi u va chéng

bénh vay nén.
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Duoc phim theo sang ché chua hop chét c6 cong thuc chung (II) véi
luong du dé dat duogc két qua mong mudn, va c6 thé duoc dung dudi cac dang
lidu chudn (vi dy, dudi dang liéu rén, ban ran, hodc 16ng), chira hop chit theo
séng ché 1am hoat chit, duoc bao ché véi chat mang hodc ta dugc thich hop dé
dung trong bép, ding trong tinh mach, dung qua dudng miéng, duéi ludi, dung
bang cach hit, dung khu trt, dung qua dudng mfli, hodc dung qua dudng truc
trang. Hoat chét c6 thé duoc bao ché cuing véi cac chit mang duoc dung khong
doc thong thuong thich hop dé san xuét cac dang liéu dung dich, vién nén, vién
tron, vién nang, giot, vién dan, nhii twong, hon dich, thudc md&, gel, va cac dang
lidu khéc.

Liéu luong ding thudc cu thé va chu ky ding lidu déi véi bénh nhan cu
thé s& tiiy thude vao nhiéu yéu td, bao gdm hoat tinh ctia din xudt fulleren cu
thé, d6 6n dinh chuyén hoa va thoi gian tdc dung cta hoat chit; toc do bai tiét,
tudi tac, thé trong, suc khoe noéi chung va gidi tinh ciia bénh nhan; cac két hop

thudc; va do néng cia bénh dugc diéu tri.

pé dung qua duong miéng & dang hon dich, duoc phém duoc bao ché
theo cac phuong phdp da duoc biét rd trong linh vuc bao ché dugc phim, va
chung cé thé chira xenluloza vi tinh thé hodic c4c dan xudt clia né dé tao trong
lugng mong mudn, axit alginic hoac natri alginat lam chét tao hon dich,
metylxenluloza lam chat ting cuong dd nhdt, va céc chat 1am ngot va’hoac céc
huong lidu da biét trong linh vuc nay. Néu duoc bao ché & dang vién nén, duoc
pham theo séng ché c¢6 thé chita xenluloza vi tinh thé, canxi phosphat, tinh bot,
magie stearat, va lactoza va/hodic cac ta dugc khac, cic chat két dinh, céc chét
don, cac chit gay ra, cac chit pha lodng va cac chét lam tron da biét trong linh

vuc nay.

Néu dy tinh 1a dé dung dudi dang khi dung cho miii hoac bang cach hit,
dugc phim theo sdng ché duoc bao ché bang céc phuong phdp da duoc biét 5
trong linh vuc bao ché duoc pham, va ching c6 thé dugce bao ché dudi dang

dung dich trong nudc mudi sinh ly str dung axit benzoic hodc cic chat bao quan
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thich hop khéc, cdc cht xtc tac hap thu dé tang cuong sinh kha dung, vé/hodic

céc chat 1am hoa tan hodc cc chat phén tan khéc da biét trong linh vuc nay.

Dung dich hodc hdn dich dé tiém c6 thé duogc bao ché theo cac phuong
phép da biét bang céach st dung cac chit pha lodng hodc dung méi khong doc, co
thé dung ngoai duong tiéu héa nhu manitol, 1,3-butandiol, nude, dung dich
Ringer, hodc cac dung dich natri clorua déng truong; hodc cac chit lam phén tan
hodc lam 4m va tao hon dich thich hop, nhu céc dau vo tring, mém va 6n dinh,
bao gém cdc mono- hoiic diglyxerit tong hop, hodc cac axit béo, bao gdm axit

oleic.

Néu du tinh 1a dé dung qua duong truc trang & dang vién thudc dan thi
duoc phém theo sang ché c6 thé duoc bao ché bé‘mg cach tron dugce chit véi ta
dugce khong kich tmg nhu bo ca cao, céc este glyxerit téng hop, hodc cac
polyetylen glycol, cic ta dugc nay & dang rin & nhiét do thudong nhung hoa long

va/hodc hoa tan trong co thé dé giai phéng dugc chat.

Néu dugc dung khu trti dudi dang thudc ma, gel, kem, thudc x0a, v.v., thi
duge phdm theo sang ché co thé dugc bao ché bang céch tron cac thanh phan

hoat tinh v6i chéit nén thudc m& duoc dung.

Chét nén thuéc m& hitu dung 1a cac chat nén ddu m&, dau mo hodc cac
chét nén ua nudc, nhu md khodng, dau khoang, parafin, sap ong, lanolin,

polyetylen glycol, va cac chét khac.

Chat nén cho gel hitu dung la metyl xenluloza, natri carboxymetyl
xenluloza, oxypropyl xenluloza, polyetylen glycol hodc polyetylen oxit,

carbopol, polyvinylpyrolidon, rugu polyvinyl, v.v..

Sang ché dé cap dén cac hop chét, phuong phap diéu ché cac hop chét
nay, va cac két hop duoc dung cua hop chét nay véi cac chat phéan cuc. Céc hop
chét theo sang ché khong anh huéng dén su tao bach ciu: ching khong géy ra su
bién dbi ctia cAu tric bach ciu va cling khong 1am xuét hién cic dang non cla
cac bach cau trung tinh (céc hdu tuy bao bach cau) & cac con vat thi nghiém

(chudt va thd). V& mit an toan (vd hai), diéu ndy chi ra ring céc hop chat nay
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khong c6 tinh ddc hai 1a dic tinh giy ra cc bién ddi néu trén. Phuong phap theo
sang ché diéu ché céc ché pham khac nhau chira cac fulleren axit amin tuy thudc
vao ty 18 chét phan ing va cic théng sd quy trinh, cu thé 1a: cac fulleren axit

amin hydrat tan trong nuéc c6 cong thirc chung (II).

Phuong phap theo séng ché sir dung, trong budc téng hop, ty 16 chit phan
g t6i wu va luong t6i thidu dung mdi hitu co va chét xtc tac chuyén pha, sau
d6 thu hdi hop chét theo sang ché bang céch st dung cac dung dich axit hitu co
hodc v6 co dic, tir d6 tao ra lugng dinh luong cac ché phém fulleren axit amin
va khién cho phwong phap theo sang ché thich hop dé tdng hop cac ché phim
nay trén quy md 16n, hiéu qua va an toan ddi véi moi truong.

Phuong phép theo sang ché diéu ché duoc cac hop chét fulleren Cy
hydrat, tan trong nudc, on dinh, riéng biét, vdi cac axit aminocarboxylic, cac
hop chét nay khong gdy tach dung c6 hai dbi véi co thé. Phuong phéap hiéu qua
da dugc phat trién dé didu ché cac din xut fulleren hydrat, riéng biét, én dinh,

c6 hoat tinh khang virut, chéng khéi u, va chéng bénh vay nén.
Vi du thye hién siang ché
Sang ché duoc minh hoa thém béng cac vi du sau.

Vi du 1. Biéu ché N-fulleren tris(axit 6-aminocaproic) hydrat (theo quy tic danh
phap qubc té TUPAC: N-fulleren tris(axit 6-aminohexanoic) hydrat ¢ cong thirc
N-Cso(Hsz) {NH(CH,)sCOOH} 3 10H,0.

Bd sung 204¢g (1,2mol) mudi kali khan cua axit g-aminocaproic vao dung
dich chira 60g (0,08mol) fulleren Cg trong 4,5L o-diclobenzen. B sung hon
hop gbém o-diclobenzen va metyl polyetylen glycol ete 500 theo ty 18 5:1 vao
huyén phu thu duge trong 2 gid trong didu kién khudy va gia nhiét dén nhiét do
khoéng cao hon 60°C. Hon hop phan ing nay dugc khudy & nhiét do khong cao
hon 60°C trong 5 gio cho dén khi dung dich hoan toan mat mau va két tia rén
duoc tao ra. Sau do, hdn hop nay duoc loc; két tia duogc rira trén bo loc béng val -
phan etanol va lam kho trong chan khong & nhiét do khong cao hon 60°C. Hon

hop cac mudi kali cta fullerenc axit aminohexanoic duoc hoa tan trong 100mL
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nuéc cat. BS sung tir tir trong diéu kién khuéy dung dich axit clohydric 0,1N vao
dung dich nay cho dén khi d6 pH bing 5,1. Hdn hop nay dugc dé yén cho dén
khi san pham duoc két tia hoan toan. Sau d6 16p nuée duge gan bo. Phan can la
huyén pht min cta san pham rén trong nudc duge ly tAm va rira bing nude dén
dé pH béng 6. Cén nay duoc lam khé & nhiét d6 khong cao hon 60°C trong tu

lam kho chén khong.
Thu dugc san pham véi lugng dinh luong (115g).

Hop chat thu duoc 1a chat ran mau nau sdm tan trong nudc va trong céc

hdn hop CH;CN:H,0(1:10) va DMF-H,0 (1:100).

Phén tich nhiét trong chi ra rang hop chét nay chtra 10mol H,0. O 350°C,
viéc phd huy phte chat nay dién ra rdt manh. Phin con lai sau khi phén huy

chira fulleren va cac san pham oxy héa cia né.

Phé IR cia sén pham (I) md t& cac dai hép thy dic trung cua cac axit amin
duoc thé N: dbi véi nhéom -COOH-, & 1704cm™ va 1658cm™; dbi véi cac dao
dong m& N-H-, & 3400cm™; dbi véi cac dao dong udn N-H, & 1552cm™; va déi

vOi Cgo-NH-R-, cac dai hép thu xuét hién & 1104cm™, 93 Ocm™', va 830cm™.

Phé hép thu dién ti ciia sin pham khéng c6 cac dai hap thu cua fulleren tu
do.

Phén tich nguyén té thé hién cac ty 1é nguyén t6 nhu sau: %C=72,75;
%H=4,70; %N=2,32; dbi véi cong thuc chinh C;3H;90O¢N; 10H,O tinh toan
duoc: %C=72,38, %H=4,3, %N=3,24,

S6 nhém carboxy trong san pham thu duoc tir cac phan tng véi cac mudi
kim loai va cdc amin. Trong phan tng véi bac nitrat phtrc chit ¢6 cong thuc
Coo(H);{NH(CH,)sCOOAg}5 10H,0 dugc tich ra mét cach dinh luong (phat
hién thdy: %Ag=20,88, %C=57,80, %N=2,51, %H=332: déi voi
CrsH3606N3Ags (10H,0) tinh toan duge: %Ag=20,00, %C=57,88, %N=2,60,
%H=3,46).
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Phan ung véi trisamin thu dugc phtic chat tan trong nudc cé cong thuc
Coo(H)3 {NH(CH,),COO" NH; C(CH,OH);}; (phat hién thdy: %C=64,88,
%H=4,56, %N=5,08, d6i véi CooH7,0,5Ng 10H,O tinh todn dugc: %C=65,2,
%H=4,34, %N=5,10).

Vi du 2. Diéu ché N-fulleren axit tris-o-aminoenanthic hydrat (theo quy tic
danh phép quéc té TUPAC: N-fulleren-(axit tris-7-aminoheptanoic) hydrat c6
cbng thue N-Cgo(H;){NH(CH,)sCOOH} 3 8H,O0.

B6 sung 182g (1,2mol) mubi kali khan duoc nghién min cia axit ©-
aminoenanthic vao dung dich chira 72g (0,1mol) fulleren Cg, trong 4L o-
diclobenzen. Bb sung hdn hop goém o-diclobenzen va metyl polyetylenglycol ete
500 véi ty Ié 5:1 vao huyén phi thu duoc trong 3 gio trong diéu kién khudy va
gia nhiét dén nhiét do khoéng cao hon 80°C. Hon hop phan tng nay dugc khudy
& nhiét d6 khong cao hon 80°C trong 8 gid cho dén khi dung dich mat mau hoan
toan va két tia rin duoc tao ra. Sau do, hdn hop nay duoc loc; két tia duoc rua
trén bd loc bang vai phan etanol va lam kho trong chan khéng ¢ nhiét do khong
cao hon 60°C. Hon hop cac mudi kali cta fulleren axit aminoenanthic va axit
aminoenanthic tach ra dugc hoa tan trong 120 mL nuéc cat. Bd sung tu tr dung
dich axit clohydric 0,IN vao dung dich nay trong diéu kién khudy cho dén khi
d6 pH bang 5,1. Hon hop nay dugc dé yén cho dén khi san phdm duoc két tia
hoan toan. Sau do, 16p nudc duge gan bd. Phéan can thu duoc 1a huyén phtl min
clia san phdm rén trong nudc duogc ly tdm va rira bang nuéc cho dén khi do pH
béng 6. Cén nay duoc lam khé & nhiét do khong cao hon 60°C trong tu lam kho

chan khong.
Thu duoc san pham véi lugng dinh lugng (130g).

Hop chat thu dugc 1a chat ran mau niu sam tan trong nuéc va tan trong

c4e hdn hop CH;CN:H,O (1:10) va DMF-H,0 (1:100).

Phén tich nhiét trong chi ra rang hop chét nay chita 8 mol H,0. O 450°C,
phtrc chat nay bj pha hty manh. Phan con lai sau khi phéan huy chira fulleren va

cac san pham oxy hoa clia no.
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Phé IR cuia san phdm mé ta cac dai hép thy dic trung cla céc axit amin
duoc thé N: ddi véi nhém -COOH-, & 1707cm™ va 1650cm™; dbi véi cac dao
dong mé N-H, & 3400cm™; ddi véi cac dao dong udn N-H, ¢ 1552cm™; va déi

v6i Ceo-NH-R-, céc dai hap thu xudt hién & 1104cm™, 930em™, va 830cm™.
Pho hép thy dién tir mé ta dai hap thu & 260nm.

Phan tich nguyén t6 thé hién ty 1& nguyén t6 sau: %C=72,75; %H=4,70;
%N=2,32; dbi véi cdng thic chinh: %C=73,55; %H=4,60; %N=3,18; dbi véi
cong thirc chinh CgHysO6N3 (8H,0) tinh toan duge: %C=74,82, %H=4,69,
%N=3,23.

Phan Ung véi bac nitrat tao ra muoi bac cia fulleren axit amin, diéu nay
ching minh mot cach dinh lugng sy ¢6 mit cua ba gbc axit amin trong san

pham.

Vi du 3. Piéu ché N-fulleren tris(axit 8-aminooctanoic) hydrat c6 cong thirc N-

Cso(Hs) {NH(CH,),COOH}; 10H,0

Phuong phap diéu ché hop chét néu trén 1a tuong tu nhu phuong phép néu
trong vi du 1, chi khéac biét & chd mudi kali ctia axit aminocctanoic duoc su
dung thay cho mubi kali duoc nghién min cla axit g-aminocaproic (axit -
aminoenanthic). Phén tich hop chit thu duoc chimg minh phtc chét c6 cong

thire néu trén.

Hoat tinh khang virut cda hop chit nay dugc thir nghiém déi véi HIV,
HSV, va virut cum; hoat tinh chéng khéi u cua noé cling duoc thir nghiém. Hop
chat nay c6 hoat tinh chéng khéi u va khang virut cao ddi voi tit ca cac chung
virut néu trén. Cac phuong 4n vi du duoc wu tién cta sang ché dugc néu dudi
day. Trong cac vi du dudi day, hop chét duoc didu ché bang phuong phap duoc
néu trong Vi du 1 s& duoc goi 1a hop chit 1 fulleren tris(axit aminocaproic)

hydrat.

Vidu 4. Hoat tinh khang HIV cua fulleren tris(axit aminocaproic).
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Céc thtr nghiém nay dugc thuc hién & Vién nghién ctu Ivanovsky vé virut
hoc, Hoc vién y khoa Nga, Matxcova. Nhiém vu 1 thir nghiém hoat tinh khang
HIV ctia hop chét.

Céc t& bao dugc bd sung hop chét thir nghiém va duoc gy nhiém béng
virut voi lieu 0,01 TCDsy/té bao. Cac mdi trudng € bao duge i & 37°C trong
moi trudng khi CO, 5% va d6 4m 98% trong 4 dén 5 ngdy. Két qua dugc xac
dinh bing cach nhudm té bao bang thudc nhudém va bing céach dung kinh hién vi
quang hoc: thir nghiém tac dung trén té bao (cytopathic effect: CPE) ctia virut va
su tao thanh hop bao do virut (hgp bao 1a khéi két tu cua nhidu té bao c6 mang

té bao bao toan bd bén ngoai dugc tao thanh qua su két hop mang).

Mt d6 pha hity t€ bao dugc danh gia dudi kinh hién vi theo hé théng bén
cdng thudng dugc chép nhan st dung cac ky hiéu "+" va "-" tuy thudc vao sb
luong té bao chét trong mdi 16 trong sé bén 15 twong Umg véi mot thong s thir

nghiém.

++++ chi 100% sb té bao bi chét trong bdn 15 duoc st dung trong thir nghiém

pha lodng don;
+++ chi 75% sb té bao bi chét trong bdn 13;
++ chi 50% s6 té bao bi chét trong mdi 16 trong sb bdn 13;
+ chi 25% s6 té bao bi chét trong moi 16 trong sb bdn 15;
+- chi sy bat du thodi héa; va
- chi khéng c6 su pha hily té bao.
Két qua cia c4c thir nghiém nay dugc biéu thi trén céc bang 1 va 2.

Két qua nay (xem bang 1 va 2) chi ra ring hop chat 1 ¢6 hoat tinh khéng
virut d6i véi virut gdy suy giam mién dich & ngudi typ 1 v6i ndng dotr 1 dén
10meg/mL. Tri s6 ECsy (50% néng do hitu hiéu) ctia hop chét nay la 5.0
mcg/mL.
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Vi du 5. Hoat tinh khang virut cua fulleren tris(axit aminocaproic) déi véi virut

cum.

Céc thtr nghiém nay dugc thyc hién & Vién nghién ctu Ivanovsky vé virut
hoc, Hoc vién y khoa Nga, Matxcova. Nhiém vu la nghién ctu hoat tinh khéang
virut ctia hgp chét trong moi trudng té bao MDCK dbi véi virut cam A A/ITV-
Matxcova/01/2009(HIN1)swl.

Hop chét theo sang ché dugc pha lodng bing DMSO (5mg hop chat +
0,5mL DMSO), sau d6 bing cach bd sung 4,5mL méi trudng nudi ciy té bao
MEM dé thu dugc dung dich gdc v6i ndng do 1,0mg/mL. Sau d6, dung dich gbc
duogc pha lodng bing méi truong MEM & thu duoc chudi nbng do thu nghiém

sau: 6,5mcg/mL - 12,5meg/mL - 25,0meg/mL - 50,0mcg/mL — 100 mcg/mL.

Hoat tinh khang virut dugc xac dinh tir viéc giam su sao chép virut cim

trong méi trudng té bao MDCK, nhu dugc x4c dinh bang thir nghiém ELISA.

Nhim muc dich nay, céc té bao MDCK duoc phat trién trén céc dia 96 15
dé thu duge don 16p hoan toan, rira khoi mdi trudong phat trién, va bd sung hop
chat voi ndng do gép doi trong 100mcL méi truong MEM. Viéc gy nhiém bang
virut v6i liéu thtr nghiém nim trong khoang tir 100 dén 1000 TCDs, duoc thuc
hién theo hai phuong thire: 2 gio sau khi b6 sung hop chit va dong thoi véi viee
b6 sung hop chét. Céc dia duoc 1 trong ta 6n nhiét nap CO, trong 24 git ¢ 37°C.
Sau khi 0, mdi trudng duoc loai bd va céc té bao duoc cb dinh béng 80% axeton
trong PBS trong 15 phtt va sau d6 dugc 1am kho, va thir nghiém ELISA duoc
thuc hién béng cach hép thu lién tuc cac tdc nhan dic trung, cu thé 13, c4c khang
thé don dong, lién hop, va co chét (orthophenylendiamin). Mitc do phan g
duoc gidm sat bang cach do mat d6 quang & budc séng 492nm trén quang phd
ké Biokom. M3ai dich pha lodng virut dugc thtr nghiém lap lai ba 1an, va tri s6
mat d¢ quang (OD) trung binh duoc tinh todn. Phan tram tc ché duoc xac dinh
duéi dang thuong sb cta phép chia ctia chénh léch gitta OD thir nghiém va OD
cua dung dich dbi ching té bao cho chénh léch gitta OD ctia dung dich dbi

chtmg virut va OD ctia dung dich déi chimg té bao, nhan véi 100%. S6 lidu nhan
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dugc theo céch nay dugc st dung dé x4c dinh néng do tdi thiéu cua hop chét tao

muc e ché 50,0% ddi véi su sao chép virut (MICs).

Kha ning trc ché su sao chép cta virut cim A(HIN1) duge xé4c dinh trong
ba thir nghiém véi nhidu mtic gdy nhidém khéc nhau. Két qua duogc biéu thi trén
bang 3 (dudi dang cac phuong thirc ctia ba thir nghiém nay) va trén bang 4 (dudi

dang két qua trung binh cua ba thir nghiém nay).

C6 thé thiy tur bang 4 1a chudi hop chit 1 thé hién hoat tith cao nhit trong
viée gidm su sao chép virut cim trong méi truong té bao MDCK. Cé su tuong
quan 13 rang gifta muc do sao chép va ndng do cua hop chit: néu néng do nay
gia tang thi sy sao chép virut giam. Hon nita, khong c¢6 khac biét déng ké vé cac
tri s6 bét ké phuong thirc gy nhiém nao duoc st dung (2 gi¢ sau khi bd sung
hop chét hodc ddng thdi véi visc bd sung hop chét). Ndng d6 ti thidu cua hop
chat gay ra muc e ché 50,0% déi véi sur sao chép virut (MICs) 1a 9,5mcg/mL
theo phuong thuc trong d6 hop chit dugc bd sung 2 gid trude khi gdy nhiém va
12,5meg/mL theo phuong thtc trong d6 hop chit duoc bd sung dong thoi véi

viéc gay nhiém. Céc tinh toan duoc thuc hién béng cach xir 1y s lidu dod hoa.

Do d6, trj sb hoat tinh thu dugc cta hop chét 1 véi chudi ndng do khéc
nhau d6i véi virut cum A/ITV Matxcova/01/2009 (HIN1)swl ching minh hoat
tinh rc ché sao chép cao trong méi truong té bao MDCK dbi véi chudi 1, hoat
tinh trung binh d6i vé6i chudi 2. Phuong thiic b sung hop chét (2 gid trude khi
gy nhiém hozc dong thoi véi viee gy nhiém) khong lam anh huéng dén hoat
tinh ctia hop chét trong méi truong té bao MDCK.

Vi du 6. Thtr nghiém hoat tinh khang virut cta fulleren tris(axit aminocaproic)
dbi voi bénh viem phdi do ciim & chudt.

Cac thr nghiém nay duoc thuc hién & Trung tdm hoéa hoc tri liéu

(TsKhLS-VNIKhFI), Matxcova.

Hop chét 1 dugc str dung trong cdc thir nghiém nay 1a bdt mau niu sam.
Liéu hop chét can thiét dé ding qua dudng miéng duoc chuin bi bing cach hoa

tan cac phan d3 x4c dinh trong lugng cta hop chat nay trong dung dich tinh bot
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1% dugc ndu voi nude. Dé dung trong mang bung hoic trong bip, cac phan da
xac dinh trong luong cta hop chét 1 dugc hoa tan trong dung dich dimetyl

sulfoxitl,5%.

Virut duge st dung la virut cim A/Aichi/2/69 (H3N2) duoc lam thich ung
v6i chudt. Virut nay duge st dung rong rai dé xac dinh hiéu luc cia céc hop
chét khéang virut trong mo hinh bénh viém phéi do cum & chudt va dugc mua tur
Bio tang cac chiing virut va nudi cdy té bao cta Vién nghién ctru Ivanovsky vé
virut hoc, Hoc vién y khoa Nga. Pé chuin bi nguyén liéu gy nhiém, chudt dugc
gy nhiém trong miii bang dich virut ni¢u nang; khi céac triéu chimg ctia bénh da
phat trién, chudt duoc giét va dich treo mo phé)i déng thé duoc chuan bi trong
diéu kién vo trung. Sau do, dich treo mo déng thé nay dugc sir dung dé gay
nhiém cho cac phdi ga 10 ngay tudi, tir d6 virut niéu nang thu duoc duoc st

dung dé gy nhiém cho céc con vat sau khi chuan do né & chuot.

Chudt (cai) khong huyét thong, mau tréng cén ning tir 12 dén 14g duogc
mua tur trai vom Andreevka (ving Matxcova) va duge duy tri khiu phan chuin

trong diéu kién nudi dudng duoc diéu chinh.

Chudt trude khi cén ning (chudt cai khong tuyén tinh can ndng trung binh
12g dén 14g) duoc gy nhiém trong mii trong diéu kién gy mé bang ete nhe,
bang virut cam A/Aichi/2/69 (H3N2) (10LDs, trong 100mcL). LDs, dugc xéc
dinh trong thr nghiém so bo bé'lng cach chuan do dich virut niéu nang trong
chinh con chudt ma sau d6 dugc st dung trong thir nghiém chinh. K& hoach diéu
tri bang hop chit thu nghiém la nhu sau: 24 gio trude khi gy nhiém, 1 gior trude
khi gy nhiém, 24 gi¢r sau khi gy nhiém, va sau d6 mot 1in mdi ngay 24 gio
trong 5 ngay. Pé dung qua dudng miéng, bom tiém insulin vé6i kim tiém dic biét
(lavage) dugc st dung; mdi lidu duoc dung véi lugng 100mcL. Pé ding trong
mang bung va trong bap, mdi lidu cling dugc tiém véi lugng 100mel. Nhom ddi
chung virut bao gébm 10 con chudt da dugc gdy nhiém bang virut nay nhung
khéng dugc diéu tri bing hop chét theo sang ché. Trong thir nghiém nay, con c6

hai nh6m, moi nhom ¢6 10 con chudt khéng duoc gly nhieém, moi con chudt nay
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duoc tiém 100mcL DMSO 1,5% trong mang bung va trong bép, dung dich nay
dugce ding 1am dung méi cho hop chét theo sang ché. Céc nhém khéc ban diu
cling bao gém 10 con chudt mdi nhém. Céc con chudt duoc diéu tri va cac con
chudt déi ching duoc gidm sat hang ngdy; trong ndm ngay dau tién sau khi gay
nhiém, cac con chudt dugc xac dinh trong luong mdi ngay, va sau dé 1a tit ca
céc ngay tiép theo. Hoat tinh héa liéu phép ctia hop chét 1 trong mé hinh bénh
viém phéi do cum dugc xac dinh theo ba tiéu chuén, cu thé 1a: chi sé bao veé
khoi bénh nhiém virut gy tir vong, mirc gia tang thoi gian séng trung binh, va
muc giam hao hut thé trong & cac nhém chuédt dugce didu tri béng hop chét theo
séng ché so v&i nhém déi chimg.

Viée diéu tri bang hop chit 1 1a hitu hiéu trong viéc giam ty 1¢ tir vong do
viém phéi do ciim & cac con chudt va giam hao hut thé trong ¢ cac con chudt
ndy va gia ting thoi gian séng trung binh so v&i nhém dbi chimg virut. Hiéu qua
clia viée diéu tri nay tuy thudce vao liéu hop chét va ké hoach diéu tri. Hiéu qua
clia viée didu tri dung fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat qua duong miéng
gia ting khi lidu hop chét gia ting. Viéc diéu tri bang hop chat 1 qua duong
mi¢ng 1a hiéu qua, lam gia ting thoi gian séng trung binh khoéang tir 1,6 dén 1,7
lan. Viéc didu tri bang fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat trong bap 14 hiéu
qua nhét xét trén tit ca ba théng s6 (chi s6 bao vé tranh tir vong, thoi gian séng
trung binh, va hao hut thé trong); néu dwoc dung véi lidu 100 va
200mg/kg/ngay, viéc diéu tri nay ngin ngtra su tir vong tir 70% dén 80% cho céc
con vét dugc gy nhiém va ngin ngira su hao hut thé trong cua chung, va con

gia ting thoi gian sdng cla ching gép gén hai lan.

Viée diéu tri bang fulleren tris(axit aminocaproic) trong mang bung chi
hitu hiéu véi céc lidu 50 va 100 mg/kg/ngay. Ty 1€ tir vong, mic giam dang ké
vé thoi gian song trung binh va thé trong & cac con chudt khi diéu tri bing hop
chét 1 trong mang bung véi lidu 200 mg/kg/ngdy ngu y rang lidu nay vdi
phuong phap diéu tri nay 1a doc hai dbi véi cac con chudt duogc gy nhiém. Két

qué dugc biéu thi trén bang 5 va 6.
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Vi du 7. Thir nghiém hoat tinh bao vé cta fulleren tris(axit aminocaproic) trong
mé hinh bénh cum géy tir vong & chudt bach do cic virut ¢c6 ngudn gbe khac

nhau.

Céc thu nghiém nay duoc thuc hién & Vién nghién ctu bénh cum, St.

Petersburg.

Hop chét 1 dugc su dung trong cac thir nghiém nay 1a bét mau den duoc
nghién min. Cac mau hop chét da duoc x4c dinh trong lugng duoc hoa tan trong
mdi trudng nudi ciy té bao Igla MEM (BioloT, St. Petersburg, cat. 20 No.
1.3.3). Dung dich thu dugc duge st dung ¢ chuén bi day pha loang trong moi
trudng MEM dé xac dinh hoat tinh khang virut cia cdc mau trong c4c md hinh
dong vat.

Céac chét dbi chimg duoc st dung 13 Remantadine (I-(1-adamantyl)-
aminoetyl hydroclorua, Aldrich Chem. Co., 25 Milw., WI, cat. No. 39,059-3) va
Tamiflu (etyl(3R,4R,55)-4 axetamido-5-amino-3-(1-etylpropoxy)-1 -xyclohexen-
1-carboxylat phosphat, Hoffmann LaRoche, Switzerland).

Virut. Cac virut duoc sir dung trong thtr nghiém nay 13 cac virut cim dugc
lam thich tmg véi chudt thude cc ching sau:

- A/lon/1976/31 (HIN1) (thu tir lon);

- A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) (thu duoc tir ngudi va khang Remantadine);
va

- A/Vladivostok/2/09 (HIN1) (thu duoc tir nguoi va khang Tamiflu).

Céc virut ndy duoc truyén vao cac khoang niéu nang ctia phdi ga 10 dén
12 ngdy tudi trong 48 gid & 36°C. Ching virut A/Vladivostok/2/09 (HIN1)
dugc 1am thich tng so bo dbi voi chuot bang cach truyén qua ba lan & cac con
chudt va cac phoi ga.

Dich ni¢u nang chtra virut ctia phéi ga duoc st dung dé gay nhiém cho
cac con chudt. Dich nay duge st dung dé chuin bi chudi dich pha lodng 10 lan

trong nudc mudi sinh ly, sau d6 kha nang gay nhiém cua virut trong nguyén liéu
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gdy nhiém duoc xé4c dinh trong thir nghiém riéng biét béng cach chuéan do cac
con vat voi kha ning t vong. P9 chuén virut duoc tinh toan bing phuong phap

Reed-Muench (xem Am.J.Hyg., 1938,27:493-497).

Chudt (céi) khong huyét théng, mau tring cén ndng tir 14 dén 16g duoc
mua tur trai vom Rappolovo (ving Leningrad) va dugc duy tri khdu phan chuan
trong diéu kién nuoi dudng duoc diéu chinh & Vién nghién ctru bénh ctim, Hoc
vién y khoa Nga. Viéc chon céc con chudt trong cic nhém thtr nghiém duoc
thuc hién bang céch 14y mau ngau nhién. Trude khi thir nghiém, cdc con chudt

duoc theo ddi can than trong hai tudn.

Céc chét thir nghiém duoc dung trong mang bung cho cic con chudt véi
luong 0,2mL theo liéu sau: dbi voi hop chat 1: 300, 100, va 30 mg/kg; d6i véi
Remantadine: 50 mg/kg; va di v&i Tamiflu: 20 mg/kg thé trong. Céc chét nay
dugc dung theo ké hoach diéu tri du phong nhu sau: 24 gi¢ va 1 gid trude khi
gy nhiém va 24, 48, 72 gid sau khi gy nhiém. Nhom déi ching gia dugc duoc
tiém bang dung dich dém nuéc muédi phosphat. D6i ching am tinh 13 cac con
chudt nguyén ven duoc giit trong diéu kién gibng nhu didu kién déi véi cac

nhom thtr nghiém.

Virut duge cdp vao trong miii cac con chudt trong diéu kién gay mé nhe
béng ete v6i lidu 1 va 10 LDso. Hai muoi nham con chudt duoc dung cho mdi -
nhom quan sat. Vao ngay thtr 5 sau khi gdy nhiém, 10 con chudt tir mdi nhém
duoc giét va md, va phdi duge 14y ra. Trong s6 10 phdi ndy, nam phdi duoc
dung dé phan lap virut (chung dugc lam dong va bdo quan & -20°C cho dén khi
thue hién céc thir nghiém c6 lién quan); nim phdi con lai duoc cb dinh bang

formalin va sau d6 duoc st dung trong phan tich mé (xem duéi day).

Cac con chudt khac duoc giam sét trong 14 ngay, nghia 13, trong khoang
thoi gian ma ty 1€ tir vong clia cac con chudt dugc phat hién do cum. Ty 1é tir
vong cua céc con chudt trong nhém ddi chiing va nhoém thir nghiém duoc ghi lai
hang ngay. Ty 1é t vong thu duoc theo cach nay duoc si dung dé tinh toan

phén trim to vong (M: ty 1€ cdc con chudt bi chét trong 14 ngay so véi tong sb
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céc con chudt duoc gdy nhiém trong nhém), chi sé bao vé (IP: ty 1é phén tram tur
vong trong nhém ddi chting va nhém thir nghiém so v&i phan tram ti vong trong
nhém dbi chtng), va thoi gian séng trung binh cta céc con chuét (DL) & tbe do

14 ngay quan sat.

Céc con vat ma séng dén ngay tht 15 sau khi gy nhiém duoc md kham
tt thi, va ving ton thuong viém phdi sau cam & phdi duoc dénh gia bang mat.
Kich thuée ton thuong duoc bidu hién duéi dang phan tram so véi téng dién tich

bé mat cia phoi.

Cac dau hiéu 1am sang cia bénh 1a dién hinh dbi véi bérih nhiém cim va
bao gom hoi thé ngan, mat diéu van, run, giam &n uong, va do d6 giam thé

trong.

SO liéu dong luc toc do tir vong & cdc con chudt trong nhém déi ching va

nhom thir nghiém duoc téng két trén cac bang tir 7 dén 9.

Nhu c¢6 thé thdy tir két qua nay, virut cim gy ra bénh nhiém tir vong ddi
voi chudt bach, kem theo 1a sy tr vong cia céc con chudt bat du tir cac ngay
tht 3, 4 sau khi gdy nhiém, tiy thudc vao lidu virut. Thoi gian séng cua céc con
chudt ty 1& nghich véi liéu virut. Remantadine dugc str dung trong thir nghiém
lam chat ddi chimg c6 tac dung bao vé rat nhe ddi véi bénh nhiém nay nhu duoc
chimg minh béi mét sé mire giam tdc do tir vong trong nhom thir nghiém so vai
nhom doi chimg (chi s6 bao vé 1a tir 13 dén 29%) va béi mirc tang thoi gian
song khoéng dang ké (khoang tr 1,1 dén 1,6 ngay tuy thudc vao liéu virut). Do
do, cac sb lidu nay phu hop véi két qua trude ddy trong cac thur nghiém in vitro
va in vivo, didu nay ching minh ring ching virut duge st dung 1a khong nhay
vOi Remantadine. Téc dung bao vé nhe quan sat dugc trong truong hop nay co

the duoc giai thich 1 do tic dung tiéu doc clia chit nay.

Trong khi d6, Tamiflu (chét déi chimg) thé hién tac dung bao vé duogc xac
dinh 1, ca trong viéc 1am giam tdc do tir vong trong nhom chudt duoe didu tri

(khoang 70% so véi nhém dbi chimg), va trong viéc lam gia ting thoi gian séng
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trung binh ctia cdc con chudt (khoang tir 2 dén 6 ngay). Do dé, virut duoc su

dung la khang Remantadine, nhung nhay véi Tamiflu.

Trong qué trinh phan tich s liéu, da phat hién dugc ring miu hop chét
thtr nghiém theo sang ché c6 tinh chét bao vé gan nhu chit dbi chung Tamiflu

(Bang 7).

Két qua nay dugc khing dinh bing céch sit dung mé hinh bénh viém phéi
do cim gdy ra boi hai ching virut cim khac. S8 liéu cia cac thir nghiém nay

duoc tong két trén cac bang 8 va 9.

Nhu cé thé thay tir sb liéu nay, hoat tinh cta céc chit diéu tri héa hoc dbi
voi cac ching virut duoc sir dung 1a khéc biét rit 16n. Vi du, thudc Tamiflu didu
tri bénh 13 v6 hoat d6i véi chung virut cim A/Vladivostok/2/09. Do d6, cac sb
lidu da c6 trude day ring ching nay khang Tamiflu dugc xé4c nhén trong cac thir
nghiém trén dong vat. Trong khi d6, hoat tinh ctia hop chét theo sang ché dbi voi

chung nay lai rat cao, va dicu nay rd rang 13 uu diém ctia hop chét theo sang che.

Chi sb hoat tinh cda hop chét theo sang ché (chi sd bao vé, cu thé 14, kha
ning kéo dai thoi gian séng) 14 21 dén 72% va 0,8 dén 4,4 ngay tuy thudc vao

chiing dugc sir dung, lidu virut gdy nhidm, va lidu hop chét.

Dé thir nghiém tac dung ctia hop chat 1 déi véi hoat tinh sao chép cua cac
virut cam trong mo phoi cta con vat duoc gy nhiém, vao ngay tht 3 sau khi
gdy nhiém, cac dich dé)ng thé duoc chuin bi tir phéi cua céac con vat, sau dé cac
dich nay duogc str dung dé xac dinh d6 chuan nhiém cua virut trong moi truong
té bao. Cac tri s6 sao chép d6i voi cac mau virut cim trong co thé con vat duoc

biéu hién trén bang 10.

Nhu c6 thé suy ra duoc tir két qua nay, tat ca ba chung virut dugc st dung
déu co thé sao chép mot cach hiéu qua trong phéi cta chudt, do chuin vao ngay
thtr 3 14 tir 3,4 dén 6,4 logoEIDs¢/20mg tiy thudc vao chung duoc si dung va
lidu virut gy nhiém. Cac chat diéu tri héa hoc dugc st dung, ca thé 1a hop chét
theo séang ché va chét déi chimg, 1am han ché su tang bdi clia virut v6i céc muc

d6 khac nhau. Vi dy, Remantadine lam giam khong dang ké (khoang hai dén ba
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bac d6 16n) kha ning gdy nhiém cia cac ching virut A/lon/1976/31 va
A/Vladivostok/2/09, nhung khong thé thién hoat tinh tc ché déng tin cay doi véi
ching khdng Remantadine A/Puerto Rico/8/34. Tamiflu thi nhay véi céc ching
A/lon/1976/31 va A/Puerto Rico/8/34. Nhung mit khac, néu Tamiflu dugc thir
nghiém & md hinh ching khéng A/Vladivostok/2/09 thi thdy mét sé mac giam
d6 chuén virut gdy nhiém; tuy nhién khéc biét so v&i dbi chung lai khéng dang

ké.

Hop chét theo sang ché thé hién hoat tinh (e ché dang ké déi véi tit ca
cac chung virut duge thir nghiém. Murc hoat tinh khong vuot trdi nhung 1a can
xing véi hoat tinh cia cdc chat ddi ching (Remantadine va Tamiflu). Xét vé
hoat tinh d6i véi céac chiing virut khang cac chét diéu tri hoa hoc, hop chit theo
sang ché c6 hoat tinh déi voi chung khang Oseltamivir A/Vladivostok/2/09 cao
hon nhiéu so v6i Tamiflu va c6 hoat tinh sbi véi chung khang Remantadine

A/PR/8/34 cao hon so vdi Remantadine.

Trong qua trinh thtr nghiém, su tao hinh thai mé ta bénh nhidm cum thu
nghiém véi liéu diéu tri du phong ctia hop chét 1 1a 300mg/kg, luu y ring su tao
hinh thai trong qua trinh nhiém & phdi ctia con vt nhén hop chét theo sang ché
la rat khac véi cac thay ddi hinh théi & phéi cia céc con vat déi chtmg. Khéc biét
chinh vao ngay thir 3 sau khi gdy nhiém 1a & ban chét cta dich ri viém, cu thé 1a
v6i cling cudng d9, cac té bao trong giai doan phan hiy hau nhu khong duoc
quan sét thay, cac té bao nay la dac hiéu dbi v6i pha cép cla bénh viém phodi
ctim. Thanh phan t€ bao ctia dich ri ndy dugc biéu hién riéng bist bang cac bach
cdu trung tinh nguyén ven, cdc lympho bao va cac dai’ thuc bao. Ngoai ra, cac
thanh phan huyét thanh va xuét huyét cia dich ri nay cling kém rd rang. Cac té
bao biéu mo phé quéan thé hién la nguyén ven hon so véi & cac con vat déi
ching. Ban than céc vi tri viém cfing chiém dién tich nho hon so véi & céc con

vat dbi chimg.

Xu huéng tuong tu duge quan sat thy & bénh phdi sau cum. Cac vi tri ton

thuong & phoi duge han ché mot cach dang ké vé kich c&; cac nghién cttu hinh
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thai hoc thé hién su di san biéu mo nhe va su thdm nhiém k& mo cia cac bach
‘cau trung tinh nguyén ven va cac thanh phan té bao tron. Can luu y rang tc
dung ctia hop chét theo sang ché duoc quan sét thdy khi cac con vat dugc gay
nhiém bang ching bét ky trong s ba chiing virut dugc thir nghiém, bat ké tinh

nhay hay tinh khang ctia chting dbi v&i cac chét déi chung.

Tiéu chuén bo sung do6i véi tac dung bao vé cia hop chat 1 1a kich ¢& céc
vi tri ton thuong phdi méan tinh ¢ cdc con vat. Két qua ctia thir nghiém nay duogc

biéu hién trén bang 11.

Nhu thdy dugc tir két qua nay, tit ca ba chung virut lam hinh thanh céc
thuong ton méan tinh dai ding & phdi phat hién dugc bing mit & céc con vat
séng st vao ngay thir 15 sau khi gdy nhiém. Cac chat ddi ching (Remantadine
va Tamiflu) lam gidm mot cach dang tin cdy muc do clia cac thuong ton viém
phdi sau cum do céc ching virut nhay véi céc chét nay, va khong c6 hoat tinh
d6i vai cac ching khéng. Trong khi d6, hop chét 1 1am giam mot cach dang tin

cdy mirc d6 cac thuong ton nay bt ké chung virut dugc st dung.

Do d6, v6i ndng do duge nghién ctru (300 dén 30mg/kg), hop chét 1 thé
hién 1a c6 hoat tinh bao vé tuy thudc liéu & cidc mé hinh dugc st dung. Hoat tinh
ndy dugc chimg minh béng céc tri sb sau:

- murc gidm d6 chuan virut nhidm tir 6 dén 200 14n & mod phdi cia céc con
vat duogc gay nhiém;

- kéo dai thoi gian séng cua cac con vét duge gy nhiém (khoang 0,1 dén
4,4 ngay tuy thudc chiing, lidu virut, mé téng hop, va lidu hop chét);

- giam muc d§ tr vong déc trung & cdc nhém thir nghiém khoang 7 dén
72% thy thudc vao ching, liéu virut, mé téng hop va lidu hop chét; va

- giam pham vi trung binh cta thuong tén viém phdi sau cim man tinh tir

2 dén 4 lan.

Két hop cac tri sb nay voi nhau, hoat tinh bao vé cua hop chit 1 & mot sb

liéu 1a xtmg véi hoat tinh cuia chat doi chimg Remantadine.
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Cac s6 liéu nay chi ra rang hop chat 1 ¢6 hoat tinh chong ctim cao, dic
biét la do6i voi cac ching c6 nguodn goc tir lon, va doi véi cac chung virut ma
Kkhéng céc chat chong cim Remantadine va Tamiflu dang duoc st dung trén lam

sang.

Vi du 8. Thit nghiém hoat tinh chéng khdi u cia fulleren tris(axit aminocaproic)

trén mo hinh caxinom Ehrlich ¢6 truéng va ran & chudt bach.
Nhiém vu cta cac thtr nghiém nay 1a nhu sau:

- nghién ctru téc dung ctia hop chit 1 ddi véi dong luc phat trién khéi u ¢b

trudng vai viée cap trong mang bung céc té€ bao ung thu;

- nghién ctru tac dung ctia hop chét 1 doi véi dong luc phat trién khéi u
ran va nghién ctu téc dung clia cac chat doi véi hinh thai hoc va cac dic diém

do luong hinh thai clia caxinom Ehrlich ran; va

- nghién ctru tdc dung ctia hop chét 1 d6i véi hoat tinh chét theo chuong

trinh cta t€ bao clia céc t€ bao caxinom c6 truéng Ehrlich.

Dung dich hop chét 1 duoc st dung trong thir nghiém nay & hai muc lidu:
ndng d6 30 va 10 mg/kg. Mdi con vat duogc tiém dudi da 0,2mlL dung dich nay
v6i mdi ndng dd néu trén 24 gid trude khi cdy truyén va sau dé dugc tiém hang
ngay trong toan bd thoi gian thtr nghiém. Nong do cudi cung ctia hop chét 1a 300
va 100 mg/kg thé trong.

Chét déi chimg duoc sir dung 1a Cisplatin (chit chéng khéi u duoc sir
dung trén thyuc té cho lidu phap diéu tri bénh ung thu & nguoi). Cisplatin duogc
dung mot lan vao ngdy thtr 2 sau khi cay khdi u vi doc tinh cia né cao. Nbng do

cudi cling clia Cisplatin a 5 mg/kg thé trong.

Cac thu nghiém dugc thyc hién trén cic con chudt bach khong huyét
théng co thé trong trung binh 20+3g (dugc mua tir ndng trai dong vt

Rappolovo, viing Leningrad).

Céc té bao caxinom Ehrlich duoc mua tir Museum of Cellular Lines cua

Research Institute for Oncology va dugc nuéi ciy trong cac khoang mang bung
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clia chudt bach. Nham muc dich nay, 0,2 mL huyén phu t& bao duoc cap vao
trong mang bung cla c4c con vat. Trong 7 dén 10 ngdy sau khi cdy truyén, céc
con vt duoc giét; dich cd trudng dugc thu gom qua 16 choc & bung, pha loang

10 lan bang nude muoi, va dat trén da.

Dé gay caxinom Ehrlich rén, 0,2mL huyén phu té bao duge tiém vao dudi
da mdi con vat & ving hong phai trong 40 phit, sau d6 thu gom dich ¢6 truéng
clia cac con vat va dit trén da. Trong qua trinh thr nghiém, cac cuc khdi u duoc
do bang vi ké trong 28 ngdy, hai 1an mdi tudn bt diu tir ngdy thtr 8 sau khi cay
truyén. Kich ¢& khéi u duge tinh bang céch nhan nira chidu dai cuc voi binh
phuong chiu rong va duge biéu hién dudi don vi 1a milimet khéi. Ty 18 tir vong
cua cac con vat dugc ghi lai ddi véi nhém dbi chtrng va nhom thir nghiém. Cac

con vat duoc giét vao ngay 29 sau khi cdy ghép.

Dé nghién ctru téc dung cta cac chét ddi véi khéi u cb trudng, cac con vat
dugc tiém 0,2ml huyén phu té bao vao trong mang bung trong t6i da 40 phut sau

khi thu gom dich ¢ truéng ban dau.

Thé trong cua cac con chudt duge giam sat trong thtr nghiém la chi béo su
tich tu dich ¢ trudng trong khoang mang bung. Cac con chudt dugc quan sat

trong 16 ngdy. Vao ngay 17 sau khi cdy truyén, cdc con chudt duoc giét.

DPong luc phét trien khoi u va ty 1€ tir vong clia cac con chudt bi caxinom
co trudng trong nhém doi chimg va cac nhom thtr nghiém duoc biéu hién trén

bang 12.

Nhu théy duge tir két qua nay, viéc céy truyén cac té bao khédi u vao
khoang mang bung ctia cac con chudt giy ra su tich tu nhanh chéng dich ¢
truong trong khoang nay. Viéc st dung céc chit diéu tri ¢6 tac dung diéu tri rd

rét va lam uc ché su tich tu co trudng.

Viée diéu tri cdc con chudt bang hop chat theo sang ché va chat déi chung
(Cisplatin) da lam cham dang ké dong luc tang thé trong & cac con chudt. Trong

giai doan sau clia qua trinh nay, cac khac biét nay cé y nghia thong ké.
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Téac dung cta hop chit theo sang ché déi véi cac qua trinh chét theo
chuong trinh ctia té bao di véi céc té bao caxinom Ehrlich cb trudng vai kich
c¢& vlra phai va tinh chit hat & cc con chudt bach dugc thay trong cac bang 13

va 14.

Theo két qua nay, chi mot phan nhé céc t& bao khéi u trong cac tap hop
con té bao khéi u 1a & giai doan chét theo chuong trinh nghich ddo hodc khong
nghich déo & céc con chuét déi chimg. Viée st dung Cisplatin lam ting manh
phan té bao & giai doan chét theo chuong trinh sém trong sé céc té bao miédn
dich (Bang 13) va & giai doan chét theo chuong trinh mudn va hoai tir trong sb

cac té bao khdi u (Bang 14).

Hop chét 1 tac dung & muc cta Cisplatin 1a chat déi ching, né thuc day
su chét theo chuong trinh sém & céc té bao midn dich va su chét theo chuong
trinh mudn & céac tip hop con té bao khdi u. Hop chat nay hiu nhu khong cho
phép cac t& bao khdi u sdng (AnV7AAD"). Lién quan dén kha nang giam hoai
tr & cac té bao khdi u, hop chét nay tham chi con vuot tro1 Cisplatin (30,2% so
v6i 26,6% doi véi Cisplatin). Co ché tac dung chéng khéi u cia hop chat 1, nhu
ddi vé6i Cisplatin, 1a & chd lam gidm cac qua trinh chét theo chuong trinh ¢ céc
té bao khdi u va céc té bao midn dich ma tao thanh ¢o trudng. Qua trinh chét
theo chuong trinh dién ra mét cach chon loc va dang tin cdy nhanh chéng hon &
céc té bao khéi u so v6i & céc bach cu trung tinh va céc lympho bao ¢ trong

dich ¢6 trudng.

Két qua cua vigc phan tich xac dinh ham luong flo té bao 4m chi tac dung
chon loc cua chat dbi ching (Cisplatin) d6i v6i céc té bao khéi u so vé6i cac té
bao bach huyét cau thong thuong cling ¢6 mit trong dich ¢ truéng. Pong thoi,
sau khi ding hop chét theo sang ché, c4c té bao binh thuong ma cu thanh thanh
phén kich ¢& vira phi va thanh phin hat (cac bach cu trung tinh, dai thuc béo,
lympho bao va cac loai t& bao khac) 1a & pha chét theo chuong trinh sém trong
khi céc té bao khéi u lai & pha ché theo chuong trinh (khéng nghich dao) muén

hodc pha hoai tu.
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S6 liéu vé dong luc phat trién clia khoi u rdn doi véi hop chat theo sang

ché va Cisplatin so v6i nhom déi chimg duoc biéu hién trén bang 15.

Nhu thdy duge tir két qua nay, tt ca cac chit duoc sit dung & mirc do nhét
dinh lam &c ché sy phat trién khdi u trong sudt thir nghiém. Néi chung, Cisplatin
c6 hoat tinh chéng khéi u rd rang nhét. Néu dung chit nay, su tc ché mot céach
dang tin cay ddi v6i sy phat trién khéi u duoc thiy cho dén ngay thr 17 sau khi

ciy ghép.

Trong khi d6, chudi cac hop chét theo sang ché cling thé hién tac dung
chéng khéi u tiy thudc lidu. Su giam mot cach dang tin cay dbi véi kich c& khéi
u va gidm su phét trién ctia n6 dugc thdy cho dén ngay thir 8 trong qué trinh thu
nghiém. Sau d6, cac hop chét nay ciing ngan can su phat trién ctia khéi u & tat ca
cac giai doan thtr nghiém, mic du khac biét véi ddi chimg khong dat do tin cay
vé mit théng ké. Noi chung, hop chét 1 véi lidu 100mg/kg thé trong co thé dugc
nhan xét la gan véi Cisplatin nhét, hiu nhu & tht ca cac giai doan cua thir

nghiém.

Két qua nay khong cho phép coi hop chét 1 nhu 1a hop chit chu dao dbi
véi lidu phap dich diéu trj cac bénh ung thu. Tuy nhién, dua trén céc s6 liéu nay,
tac gia sang ché c¢6 thé ban vé& né nhu 1a hop chét nhiéu trién vong dé phat trién
thubc diéu tri phuce tap dé sir dung cung véi cac thube diéu tri chéng khéi u
khéc, dic biét 1a d6i véi cac khdi u cd truéng.

Céc dang lidu duogc phim cua hop chét theo sang ché c6 thé duoc dung
qua duong miéng, ngoai duong tiéu héa (bao gdm tiém dudi da, tiém trong tinh
mach, tiém trong bép, hoic tiém & méng va truyén), bang céch phun hit hoac
dung qua truc trang dé diéu tri hoic phong ngira cac bénh nhiém virut nhu HIV,
herpes, va nhiéu bénh cum, cling nhu duge dung lam thudc chdng khéi u dé sir

dung trong céc liéu phap phtc tap.

Céac hop chat dugc tron véi cac chat mang va cac ta duoc thong thuong va
dugc st dung & dang vién nén, vién nang, vién thudc dan, thuér ma, nhi tuong,

dung dich hozc thudc phun. Cin luu y rang dé bao ché cac dang liéu dung dich,
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thudc phun va cac dang liéu mém (thubc md, thude dan), hop chat theo séang ché

duoc pha lodng so bd trong hon hop DMSO va nuée.

Viéc diéu tri cac bénh nhiém béng cac lidu duoc dung ctia hop chét cé
cong thie (I1) ddng thoi tac dong dén nhiéu hon mot chung virut (trong trudong
hop bi nhiém phirc hgp) va hudng dén cac giai doan khéc nhau cia qua trinh sao
chép virut. Viéc diéu tri duoc thé hién la di kém véi viéc gidam dap Gng stress
ctia viéc dung hop chét, ting cudng su bao vé chéng oxy hoa clia co thé ddi véi
bénh nhiém, va loai b6 cic ddc td. Su nhiém doc 1a dic trung clia mot s6 bénh

nhiém virut va 1a nguyén nhén cua do ning ctia bénh.

Céc hop chét ¢6 cong thirc (I) c6 thé duoc két hop véi cac chit khang
virut khéc, cac chat diéu hoa mién dich, cac chét chéng nhiém khuén, hodc cac
vacxin trong nhiéu dang két hop véi cac duge pham bat ky duoc du tinh dé didu

tri.

Bang 1. Tinh doc hai té bao cua hop chét theo sang ché duoc thu nghiém

trong md hinh té bao nguyén bao lympho ctia nguoi

Cac thong sb thtr nghiém, ndng do, | Ty 1é t8 bao S6 lugng té bao
meg/ml song sot, % x 10°/ml
Doi chimg té bao 96 833
Hop chét 1 0,5 95 633
1,0 94 599
5,0 96 530
10,0 92 500
100 70 433

Bang 2. Hoat tinh khéang virut ctia hop chét 1 duoc thi nghiém trén mo hinh té
bao nguoi duoc gay nhiém HIV-1

Céc thong s6 | Nong do, Tylétebao |S6luongt& | CPE/Mhop

thir nghiém | mcg/ml song s6t, % | bao x 10°/ml | bao (+)
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P6i chimg té | 0 96 833 0

bao

P6i chimg | 0 20 83,5 4,0

virut

Hopchat1 |0,5 27 133,2 4,0
1,0 75 320,4 2,0
5,0 92 480,0 0
10 95 529,3 0

Bang 3. Tri s6 hoat tinh cua hop chat 1 dbi véi virut cam A/IIV-
Matxcova/01/2009 (HIN1)swl

Nong do cua hop | Céch dung Murc giam (%) su sao chép
chét(mcg/mL) virut  cim trong moi
truong t& bao MDCK so
v6i dbi chimg véi su co
mit cia chudi hop chét

theo séang ché

6,25 2 gio trude khi gay 24,0 - 80,0 - 0

nhiém

dong thoi véi viée gdy | 54,0-21,0

nhiém

12,5 2 gio trudc khi gy 45,0-100-6,0

nhiém

dong thoi vai viée gy | 78,0 -37,0

nhiém

25,0 2 gid truée khi gay 40,0-100-43,0

nhiém

dong thoi vai viéc gdy | 88,0-35,0

nhiém
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50,0 2 gio trudce khi gay 47,0-77,0 - 69,0

nhiém

dong thoi vai viée gdy | 96,0 - 43,0

nhiém

100,0 2 gid trudc khi gy 72,0 - 88,0 - 66,0

nhiém

dong thoi véi viée gdy | 69,0 - 76,0

nhiém

Bang 4. Tri s6 hoat tinh cua hop chét 1 d&i véi virut cim A/IV-
Matxcova/01/2009 (HIN1)swl, tri sé trung binh

Néng d6 ctia hop | Cach dung Mitrc giam (%) su sao chép
chat (mcg/mL) virut cum trong moéi trudng
té bao MDCK so v6i di
ching véi su ¢c6 mat cua
chudi hop chat theo séng

r
A

che

6,25 2 gid trude khi gay 35,0

nhiém

dong thoi véi viée gay | 38,0

nhiém

12,5 2 gio trudce khi gay 50,0

nhiém

dong thoi véi viee gay | 58,0

nhiém

25,0 2 gid trude khi gay 61,0

nhiém

dong thoi véi viec gay | 62,0

nhiém
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50,0 2 gio trudce khi gay 64,0
nhiém
dong thoi véi viée gay | 70,0
nhiém

100,0 2 gio trude khi gay 75,0
nhiém
dong thoi véi viee gay |73

nhiém
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Bang 10. Kha ning gy nhiém clia cac ching virut cim trong mé phdi

cua chudt bach trong diéu kién dung céc li€u phap diéu tri héa hoc

Hop chét, D6 chuén virut gdy nhidm (log1oEIDs¢/20mg mé) ddi véi

lidu lidu virut (LDsp)
A/lon/1976/31 A/Puerto A/Vladivostok/2/09
(HIN1) Rico/8/34 (HIN1)
(HINT)
1 5 1 5 0,4 2

Hop chat 1, |3,7+0,3 | 4,1+0,2 | 3,2+0,3 | 4,120,2 1,8+0,2 |2,940,2
300 mg/kg

Remantadine | 2,9+0,2 | 3,4+0,3 | 4,5+0,2 | 5,1+0,3 | 1,240,2 | 2,0+0,3

Tamiflu 3,1+0,1 | 3,8+0,3 | 2,2+0,4 | 2,4+0,3 | 2,5+0,2 | 3,1+0,3

Déi chiing 6,0+0,0 | 6,4+0,2 | 4,9+0,3 | 5,5+0,2 | 3,4+0,4 | 4,0+0,3

virut

* Khéc biét so véi dbi chimg 1a déng tin cay voi p <0,05

Bang 11. Kha ning gy nhiém cla cic ching virut cim & mo phoi clia

chudt bach trong didu kién dung liéu phap didu tri héa hoc

Hop chat Kich ¢& vi tri viém phoi sau khi cim man tinh (% theo
tong dién tich bé mat cta phdi) khi gdy nhidm bang virut

(thdp hon céc liéu duoc st dung)

A/lon/1976/31 | A/Puerto A/Vladivostok/2/09
(HIN1) Rico/8/34 (HIN1) | (HIN1)
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Hop chét 1, 300 | 25+7 1343 742
mg/kg

Remantadine 1645 3247 10+2
Tamiflu 20+£5 15+4; 1545
Pbi ching virut | 54+7 41%6 2748

* Khéc biét so v6i dbi chimg 1a dang tin cay voi p<0,05

Bang 12. Dong luc thé trong & cac con chudt bi caxinom co truéng

Ehrlich dugc diéu tri bang cac hop chét didu tri

Thoi gian sau

Thé trong cta con chudt (2)

khi cdy ghép Hop chat diéu tri duge dung
khéi v, ngay Hop chit 1 Cisplatin Doi ching
khong diéu tri

1 18,6+2,3 19,1+.5 19,2427

3 18,8+2,2 19,3427 19,3+2,7

5 18,8+1,9 19,4+2,5 19,5428

8 19,4+1,7 19,8+2,2 20,0+2,7

10 19,9+1,7 20,72 .4 20,8+2,7

13 20,4+1,5 21,4£1,5 21,9+2,6

15 20,4+1,4%* 21,8+1,6 23,8+2,2

* Khac biét so v6i dbi chimg khong didu tri bing hop chét trong thoi gian

tuong ung la dang tin cdy vdi p<0,05
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Bang 15. Pdng luc kich co khéi u rin caxinom Ehrlich & chuot bach duoc

diéu trj bang hop chit diéu tri bénh trong thir nghiém

Hop chat, lidu | Kich c& khéi u (mm’), ngay sau khi cdy ghép

(mg/kg thé trong) |8 13 17 21 24 28
D6i chimg 156,6 | 711,7 | 1250,3 | 1902,1 |2296,5 |2888,2
Hop chat 1, 300|727 [416,3 |1224,6 | 1703,4 |2048,5 |2525.7
mg/kg

Hop chat 1, 100|72,5 |5443 [693,6 |1250,8 | 16543 |2239.8
mg/kg

Cisplatin 56,5 (2492 (4643 |1071,9 |1743,3 |1269.4

* Khéc biét so véi dbi chiing khong ding hop chit 1a dang tin ciy véi
p<0,05.

Vidu 9. Boc tinh mén cta fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat & chudt

vé6i viée dung lidu trong bip trong 30 ngay.

Thtr nghiém nay duoc thyc hién & Trung tim nghién ciru ddc chat
hoc va diéu chinh vé sinh dbi vdi cac chét sinh hoc (FGUN NITs TBP
FMBA ctia Nga), thanh phb Serpukhov.

Nhiém vy ctia cdc nghién ctru nay 1a danh gid trén thir nghiém muc
va ddc tinh cla tac dung c6 hai c6 thé cé cta fulleren tris(axit
aminocaproic) hydrat doi véi co thé chudt v6i viée dung liéu trong bap

trong 30 ngay.

Céc thtr nghiém duogc thuc hién trén chudt Wistar, duoc mua tir
vuon uvom ctia GU NTsBT, Hoc vién y khoa Nga (chi nhanh Stolbovaya).
Viéc duy tri cac con chudt duoc vé sinh duoc chép thuédn boi Bo ste khoe
cong ddng cua Lién bang X6 Viét, 06/07/1973, trén co s& tb chirc, thiét

bi, va duy tri cac diéu kién ]am sang sinh hoc va thir nghiém (diéu kién
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vuon thir). Cac con chudt duge cho an thirc an ty nhién va thirc an dang
banh phu hop véi céc tidu chuan duogc thong qua bdi chi thi sb 755 cua
Bo suc khoe cong dong cia Lién bang X6 Vidt, 12/081977. Céc con

chudt nay dugc kiém dich va 1am thich nghi v6i vudn tha trong 5 ngay.

Céc con chudt thtr nghiém dugc chia nhom ngau nhién véi thé

trong 1a ddu hiéu chi thi chinh.

Céc chét thir nghiém duoc cho chuét dung trong bip hang ngay
trong 30 ngay véi lidu 3, 9, hodc 20 mg/kg dudi dang cac dung dich co
ndng d6 khac nhau trong dung dich dimetyl sulfoxit (DMSQO) 20%. Cac
con chudt & nhém ddi ching duoc nhén dung dich DMSO 20%. Cac
dung dich hop chét thir nghiém va DMSO dugc chuén bi mdi ngdy ngay
trude khi dung. Lidu luong dung 14 dugc hiéu chinh tinh dén thé trong
cua mdi con sau mdi lan can nang. M&i lidu duoc thtr nghiém cho 20 con

(10 con duc va 10 con cai).

Pé dénh gia tac dung doc hai cua fulleren tris(axit aminocaproic)
hydrat, 24 gid sau khi két thuc thoi ky dung hop chit nay, mét nira s con
chudt trong mdi nhém duge 1dy ra khoi thir nghiém dé nghién ctru huyét
hoc, sinh héa, va bénh hoc. Mot nira sd con chudt thr nghiém con lai
duoc Iéy ra khoi thir nghiém sau thoi ky cai hop chét, va thuc hién cac

nghién clru tuong tu.

Trong thoi ky dung hop chét va trong 14 ngay sau khi cai dung hgp
chét, tinh trang chung va céc triéu ching lam sang cua viéc nhiém ddc &
cac con chudt dugc danh gia hang ngay. Tinh trang chung cia chudt duoc
danh gi4 1a sy nhanh nhen cta co thé cta no, su tiéu thy thirc an va nudc,

tinh trang cua 16ng va mang nhay hitu hinh, va thé trong.
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Phén tich huyét hoc duoc thuc hién bé‘mg cach sir dung may dém té
bao qua viéc do do dan hai kénh ban tu dong Hema-screen 13 (Hospitex

Diagnostics, Italy) va str dung kinh hién vi quang hoc.

Céc chi sb sinh héa ctia huyét thanh duoc xac dinh trén may phan

tich ban ty dong Stat Fax 3300.

Cac chi s0 sinh hoa ctia ure dugc xac dinh trén mdy phan tich ban

tu dong Urisys 1100.

Trang thai hinh thai hoc cia ndi tang cia céc con chudt dugce xac
dinh bang mat khi md va xét nghiém mé bang kinh hién vi déi véi cac
mau (céc lat parafin 4 dén 5 micron dugc nhudém hematoxylin va eosin).

Viéc xtr Iy théng ké két qua duge thuc hién bang céc phuong phap

thong ké sir dung kiém dinh Student.
1. Két qua cta cac thu nghiém
1.1. Két qua cua viéc quan sat lam sang

Céc con chudt duoc tiém fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat
vao trong bip véi liéu 3, 9, hodc 20 mg/kg hang ngay trong mdot thang.
Vi tat ca cac liéu, khong quan st thdy d4u hiéu 1am sang bét ky vé su
nhiém doc; céc con chudt trong nhoém thir nghiém va nhém dbi chung
khéng khéc nhau vé tinh trang chung cua chiing. Sy tang thé trong & céc
con chuft & nhém thtr nghiém trong subt thir nghiém khong khac biét

dang ké so voi nhém dbi ching (Bang 16).

Bang 16. Thé trong cta cac con chudt trong thoi ky dung va thoi ky cai

fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat

Ngay quan | P6i chimg Fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat,

sat DMSO mg/kg

3 9 20
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Chuot duc (M=m)
0 196,6+3,3 193,6+3,4 196,6+4,2 193,4+4,1
7 231,8+4.,4 224,6£5,2 233,6+7,4 227,0£5,0
14 271,4+5,3 255,6+6,9 270,4£10,6 | 266,6+5,7
21 291,0+5,3 273,6£7,6 290,0+14,4 | 288,2+6,8
28 314,4+5,9 291,249,5 307,6£15,9 |306,6+8,1
35 336,0£10,2 | 307,2+14,9 |346,4+13,7 |333,6+8,7
42 342,8+13,2 | 315,6+16,8 |360,4+12,1 |349,6+9,5

Chuot cai (M£m)

0 176,0£3,2 179,6+3,6 180,4+3,4 175,4+4,0
7 192,4+4,9 192,6+4,5 197,0+4,9 192,8+4,0
14 212,4+6,0 210,8+4,9 215,246,0 213,0£3,7
21 222,4+6,7 223,8+5,1 227,445,7 221,6+3,8
28 237,6+6,6 234,4+4,0 240,2+6,1 234,4+4 4
35 250,0£12,7 | 251,6+6,0 254,4+12,7 | 246,8+7,2
42 252,8+13,3 | 258,8+5,1 260,4+12,3 | 253,6+5,6

sw giam déng ké luong ure & muc lidu tdi da duoc thtr nghiém & cac con
chudt duc dugc biéu thi (Bang 17). Céc thay ddi v& ndng d6 cholesterol &
cac muc lidu tdi thidu va trung binh khong di kem véi tac dung cua hop
chét dugc thu nghiém va khong vugt qua giéi han sinh ly. O céc con
chudt cai, cé su gia tdng nhe nhung dang tin ciy vé hoat tinh alanin
amino transferaza ¢ liéu thir nghiém téi da. Céc thay dbi vé nong do
glucoza & muc liéu ti thidu va vé ndng d6 cholesterol va tong luong

protein & murc lidu trung binh cta hop chét khong ¢ dap tng lidu va

khong vugt trén gidi han sinh ly.
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Béang 17. Cac chi sb sinh hoa cia huyét thanh ctia chudt sau khi

dung fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat

Théng so, DP6i  chung | Fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat,
don vi do (DMSO) mg/kg
3 9 20

Chudt duc (M = m)
1 2 3 4 5
Tong luong | 95,6+9,59 86,88+5,28 | 102,14+34,65 | 82,08+9,28
protein, g/LL
Glucoza, 6,28+0,29 6,88+0,73 6,4+1,02 7,0+1,26
mmol/L
Ure, mmol/L | 12,94+1,77 | 10,66+2,89 | 11,36+2,71 |9,22+1,56*
Cholesterol, | 5,42+0,71 4,17+0,68* | 3,88+0,75* |4,96+1,03
mmol/L
Bilirubin, 8,96+2,84 9,98+1,67 9,16+1,4 8,76x1,54
Mcmol/L
Creatinin, 75,36+8,81 | 85,58+17,46 | 82,06+21,99 | 75,6+15,51
mcmol/L
ALT, don|15,5243,17 |17,12+1.2 14,62+4,22 | 14,04+3,01
vi/L
AST,  don|28,56+£5,94 |25,18+3,95 |29,34+3,8 24,44+5,48
vi/L
Phosphataza | 343+89 333448 300+£56 283+67
kiém, don
vi/L

Chut cai (M £ m)
Tong luong|79,0£7,18 [ 81,64+11,03 | 68,94+2,97* | 83,16+11.75
protein, g/L.
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Glucoza, 5,64+0,72 7,64+1,56* | 6,36+0,67 6,46+0,51
mmol/L

Ure, mmol/L | 9,88+1,8 8,0+4,04 10,02+1,46 | 9,48+1,86
Cholesterol, | 3,66+0,34 4,11+0,45 4,42+0,56* 4,16+0,88
mmol/L

Bilirubin, 7,52+2,86 10,96+2,14 | 9,46+2,26 7,18+0,95
Mecmol/L

Creatinin, 70,1£16,19 | 56,44+3,3 52,46£5,77 | 53,78+8,31
mcmol/L

ALT, don|10,52+1,01 |10,7+1,57 12,52£2,11 | 13,52+1 4%
vi/L

AST, don|22,75£1,37 |27,5145,11 |24,02+2,64 |21,47+3,09
vi/L

Phosphataza | 227+191 143+47 159428 2484107
kiém, don

vi/L

* dang tin cdy vé mit thong ké theo kiém dinh Student.

Co sy giam dang tin cdy vé nong dd creatinin & liéu thir nghiém t6i

da sau thoi ky cai fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat & cac con chudt

duc va cai. O muc lidu tuong tu, ¢ su thay ddi hoat tinh aspartat amino

transferaza & ca cdc con chudt duc va cai; tuy nhién & cac con duc, do la

sw giam hoat tinh, trong khi d6 & cdc con céi thi d6 1a su tang hoat tinh

(Bang 18).

Bang 18. Céc chi sb sinh héa cta huyét thanh & cac con chudt sau

khi cai fulleren tris(axit aminocaproic)hydrat

Théng  sb,

don vi do

Péi chimg

(DMSO)

Fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat,

mg/kg
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3 9 20

Chudt duc (M + m)
1 2 3 4 S
Téng lugng | 70,08+7,11 67,20+£7,60 | 68,06£7,27 | 66,58+2,67
protein, g/L
Glucoza, 6,04+0,56 6,54+1,03 7,18+0,80* | 6,40+0,93
mmol/L
Ure, mmol/L | 7,52+0,74 7,96+1,05 7,14+1,59 8,52+0,99
Cholesterol, |4,70+0,88 4,06+0,25 4,25+0,72 4,57+0,54
mmol/L
Bilirubin, 15,72+7,74 | 20,32+£5,19 | 16,06+2,72 | 17,30+2,11
mcmol/L
Creatinin, 57,46£12,35 | 51,10+7,11 | 48,12+10,16 | 41,86+4,09%*
mcmol/L
ALT, don|22,44£231 |21,1845,54 |21,52+2,68 |24,38+2722
vi/L
AST,  don|19,53+2,04 |18,18+1,39 |18,08£2,64 |16,18+1,83*
vi/LL
Phosphataza | 258+46 263+71 255+48 238+61
kiém, don
vi/L

Chut cai (M£m)
Tong lugng | 70,92+10,67 71,12+6,66 | 78,48+8,94 |72,76+8,11
protein, g/L.
Glucoza, 6,82+1,32 7,62+0,69 6,78+0,97 6,90+1,23
mmol/L
Ure, mmol/L | 8,46+1,15 7,20+2,43 7,94+1,25 9,4+2,93
Cholesterol, | 4,49+0,95 4,26+1,04 5,02+1,7 5,67£1,2
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mmol/L

Bilirubin, 11,9+5,65 13,0£3,07 11,8+1,18 11,28+1,91

mcmol/L

Creatinin, 74,14£18,21 | 63,76+16,67 | 55,84+£9,94 | 50,26+5,04

mcmol/L

ALT, don|16,52+3,23 |14,36+5,02 |14,44+286 |17,82+3,11
vi/L

AST, don 14,29+2.5 16,84+1,27 17,68+2,87 18,41+2,85%*
vi/L

Phosphataza | 219+58 168+54 218+44 221436
kiém, don

vi/L

* Pang tin cdy vé mit thdng ké theo kiém dinh t Student.

Danh gia két qua ctia viée phan tich sinh héa huyét tuong ctia chudt
trong thoi ky ding hop chét va sau thoi ky cai dung hop chat thdy ring
céc chi sb thay d6i néu trén trong huyét tuong cua chudt duc va céi la

trong gioi han sinh ly cua loai nay.
1.3. Két qua cta viée phan tich huyét hoc

Sau khi két thuc viéc ding fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat,
khéng thiy c6 thay ddi bét ky vé& cac chi sb huyét hoc di kém véi viec
dung hop chét thtr nghiém. O cdc con chudt cai, thdy c6 sy giam khong
dang ké vé thé tich héng cau trung binh & muec lidu trung binh va cé su
ting nhat dinh vé phan hong cau ludi & muc lidu t5i thidu (Bang 19). Céc

thay doi nay khong vugt qué khoang sinh 1y va khong c6 dap tng lidu.

Bang 19. Céc chi sb huyét hoc ciia mau chudt sau khi két thuc viée

dung tris(axit aminocaproic) hydrat

Thong sb, don vi | Bdi chung | Fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat,
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do (DMSO0) mg/kg
3 9 20

Chudt duc (M = m)
1 2 3 4 5
Hemoglobin, 8,4+0,8 7,8+0,3 8,1+1,6 8,0+1,0
mol/dm’
Hong cau, | 5,7£1,0 6,0+0,6 6,0+0,9 6,3+0,7
Min/mm?
Hematocrit, % 32,3+7,1 35,4+3 .4 35,0+5,3 35,3443
Thé tich hong cau | 57,045, 1 59,042,7 58,2+4,5 55,6x1,5
trung binh, mem’
Hong cau ludi, % | 3,8+0,8 4,0£0,6 3,8+0,9 4,420,8
Tiéu cau, ths 692,6£93,7 | 692,6+98,2 | 699,8+181,2 | 766,2+85,1
Bach cau, | 22,9+4,1 22.8+1,5 24,6+5,2 23,3+3,8
ths/mm, bao
génr
Bach cau wualO0 0 0 0
bazo, %
Bach cau wa|0,8+1,1 0,8+1 1,041,2 0,8+1,1
eosin, %
Young, % 0 0 0 0
Stabnuclear, % 1,6+1,7 1,6+0,9 1,0£1,2 1,2+1,1
Segmentonuclear, | 24,4+3,6 28,4+7,8 21,5+4,4 24,443 8
%
Lympho bao, % | 67,6+5,0 64,8+5.8 71,0+2,6 68,0+5,1
Bach cau don|5,6+2.2 48423 5,541,9 5,60,
nhan to, %

Chuot céi (M £+ m)
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Hemoglobin, 8,0£0,2 7,7£0,6 7,8+0,9 8,1£1,0
mol/dm’

Hong cau, | 5,4+0,6 6,0£0,8 6,3+0,7 6,30,8
MIn/mm

Hematocrit, % 32,0£2,3 32,8+5,2 34,4432 35,7+4.0
Thé tich hong cau | 59,6+3,1 57,845,0 55,0£1,9% | 57,4+3,
trung binh, mem’

Hong cau ludi, % | 5,10,5 6,6+0,5* 4,940,3 4,8+0,3
Tiéu cau, ths 538,4+126,8 | 439,0+104,0 | 505,0+75,7 | 542,44912
Bach cau | 21,7+8,4 21,4447 20,4+8,8 19,7432
ths/mm’, bao

gém:

Bach cau wualO0 0 0 0

bazo, %

Bach cau wa|l1,6%1,7 2,0+2.0 2,042,4 1,2+1,1
eosin, %

Young, % 0 0 0 0
Stabnuclear, % 2,0+£1.4 1,2+1,1 0,8+1,1 1,6+0,9
Segmentonuclear, | 21,2+5,0 20,8+5,4 18,8+5,0 18,4£3,6
%

Lympho bao, % | 69,8+3,3 70,4+4.6 72,4+5,2 73,2441
Bach cau don 5,4+0,9 5,6+1,7 6,0£1,4 5,6£0,9

nhén to, %

* Pang tin cdy vé mat thdng ké theo kidm dinh T- Student.

Céac nghién ciru vé chi sb huyét hoc & chudt sau khi két thic thoi

ky cai fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat khong thé hién khac biét

dang tin cay gilta cdc con chudt nhém doi chimg va cdc con chudt nhém

thtr nghiém (Bang 20).
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Bang 20. Cac chi sb huyét hoc ctia mau chudt sau khi cai tris(axit

aminocaproic) hydrat

Thong s, don vi | Dbi ching | Fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat,
do (DMSO) mg/kg
| 3 9 20

Chudt duc (M £ m)
1 2 3 4 5
Hemoglobin, 7,9+0,7 8,3+£3,7 7,9+0,3 7,4+0,8
mol/dm’
Hong cau, | 6,3£0,6 6,5+1,2 6,4%0,5 6,3+0,8
Min/mm
Hematocrit, % 33,0+£2,6 33,7+1,7 34,1+2,1 31,243,5
Thé tich hong cdu | 52,8+2,5 | 52,0+1,6 53,4+4,6 |50,4+1,5
trung binh, mem |
Hong cau ludi, % | 4,0+0,6 4,3%1,1 4,0+0,3 4,2+0,5
Tiéu cau, ths 496,6+48,9 | 445,6+55,8 | 479,8+43,8 | 447,0+86,9
Bach cau, [ 22,543,6  [22,0£6,8 | 19,6+2,5 | 24,846,
ths/mm’, bao
gbm:
Bach cau wa|0 0 0 0
bazo, %
Bach cau ua|0,81,1 0,8+1,1 0,8+1,1 0,8+1,1
eosin, %
Young, % 0 0 0 0
Stabnuclear, % 1,6£1,7 1,6£0,9 1,6+1,7 1,2+1,1
Segmentonuclear, | 24,4+3,6 28,4+7,8 21,6+3,8 24,4+3,8
%
Lympho bao, % | 67,6+5,0 04,8+5, 71,042,2 68,0+5,1
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Bach cau don|5,6+2,2 4,8+2,3 5,0+2,0 5,6+0,9
nhan to, %

Chudt cai (M+m)
Hemoglobin, 8,1+£0,6 7,7£0,7 8,2+0,3 8,5+0,6
mol/dm’
Hong cau, | 5,9+0,7 5,8+0,3 6,3£0,5 6,420,6
MIn/mm’
Hematocrit, % 31,7£3,8 32,3+3,2 32,9+£2.0 32,9422
Thé tich hong cau | 54,4+1,7 | 552+4,6 52,4£1,5 | 52,243.4
trung binh, Mcm
Hong céau luéi, % | 4,6£0,6 4,440,5 4,340,5 4,5+0,4
Tiéu cau, ths 459,8+86,0 | 462,4+95,1 |453,0+67,3 |470,8+£34,8
Bach cau, | 21,6+2,6 17,8+4,0 20,1£3,5 | 8,1£2.,5
ths/mm, bao
gém:
Bach cdu wa|0 0 0 0
bazo, %
Bach cdu wa|2,0+1,4 1,8+1,8 1,8+1,8 2,014
eosin, %
Young, % 0 0 0 0
Stabnuclear, % 1,4£1,3 1,6+1,7 1,2+1,1 1,413
Segmentonuclear, | 20,8+3,3 22,0+2,4 22,032 22,8+3.8
%
Lympho bao, % | 70,6+3,7 | 69,243, 69,4+4.4 | 68,4+4,1
Bach cau don 5,2+1,3 5,4+0,9 5,6%+1,1 5,4£0,9
nhan to, %

1.4. Phan tich nudc tiéu
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Sau khi két thuc thoi ky dung fulleren tris(axit aminocaproic)
hydrat, thdy c6 su ting d6 pH ctia nuée tidu & nhom chudt dire & muc lidu
9mg/kg (Bang 21). Cac chi s méi nay 1a trong khoang sinh ly; khong

quan sat thay su phu thude lidu.

Sau thoi ky cai fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat, thdy c6 su
giam ty trong nudc tiéu twong d6i & nhém chudt cai dung muc lidu
20,0mg/kg so véi cdc con chudt & nhém ddi chimg. O nhém chudt duc,
c6 céc thay dbi dang tin cdy vé mat thdng ké trong cing thoi ky nay so
~ v6inhém dbi ching, cu thé 13 & muc lidu 3,0mg/kg, co sy gia tang do pH;
va & muc lidu 9,0mg/kg, c6 sy gia ting ty trong nudc tiéu trong ddi. Céc
chi s6 nay déu nam trong gidi han sinh Iy va khéng cé dap tng liéu (Bang

22).
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1.5. Céc phat hién cta viéc nghién ctru hinh thai bénh hoc

Thuc hién viéc md xac sau khi két thic thoi ky dung fulleren
tris(axit aminocaproic) hydrat trong bap, nghién ctru va xét nghiém bén
ngoai khéng thiy cé khéc biét giita cac con chudt nhém thir nghiém va
céc con chudt nhém ddi chimg: 16ng mém va béng; da dan hdi va co
dong; md dudi da binh thudng; mang nhiy hitu hinh tai nhot, tinh khiét,
khong cé vét loét va lwong gia la; va khong c6 chét thai bét thuong tir cac
16 ctia co thé. Khi m& khoang nguc va & bung, thay vi tri cta céc co quan
bén trong chinh xdc v& mit giai phau. Khong thdy c6 cac dau hiéu bénh ly
hoc khac biét vé mat vi mo cua noi tang. Khi co xuong cua nhém xuwong
dui sau (vi tri tiém) cua cac con chudt dung fulleren tris(axit
aminocaproic) hydrat véi lidu thir nghiém bat ky duoge giai phau, thiy mo
co, mac, va cac lép chét béo c6 mau hoi nau. G cac con chudt nhom ddi

chiig, cac md néu trén khong c6 mau nay.

Khi phén tich hé sb trong luong cla ndi tang cua cac con chudt sau
thoi ky ding fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat trong bap, khong ¢6
khéac biét gilta cac con chudt nhom thir nghiém va céc con chudt nhém

ddi chung (Bang 23).

Bang 23. H¢ s6 trong lugng cia ndi tang ctia cdc con chudt sau thoi

ky dung fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat trong bép

Liéu, Hé s6 trong luong clia ndi tang, g/kg thé trong
mg/kg | Tim Phdi Gan Lach Than | Tuyén | Tinh
uc hoan
Chudt duc
0 4,3+0,4 | 8,9+1,3 |36,5+3,3 | 6,1+1,6 | 7,1+0,2 | 1,8+0,2 | 11,1+1,0
3,0 4,0+0,7 | 8,3%1,7 |35,8+1,8 | 6,0+0,7 | 7,1+0,7 | 1,640,4 | 10,4+1,3
9,0 3,8+0,6 | 8,3+1,4 |36,6+4,8 | 6,3+£0,7 | 7,2+0,3 | 1,3+£0,5 | 9,7+1,1
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20,0 |4,3£0,3|8,6+0,3 |39,8+4,4 |5,8+1,8|7,6+0,4 | 1,4+0,4 | 11,1£0,9

Chuot cai

0 3,8+£0,5{9,3+£1,0 |39,9+2,1 | 6,3+1,8 | 7,3+0,5 | 2,2+0,6 | -

3,0 3,9+£0,7 | 9,4+1,0 |37,9+£2,5|6,7+1,0 | 7,8+0,5 | 1,9+0,3 | -

9,0 3,8+0,6 | 9,9+0,7 | 39,8+2,9 | 6,6+0,8 | 7,8+0,5 | 1,6£0,5 | -

20,0 |3,8+0,6 | 10,1£1,5 | 43,0+4,1 | 6,6+1,3 | 8,6+0,8 | 1,6+0,7 | -

Xét nghiém béng kinh hién vi d& danh gi4 so sanh hinh anh mo
bénh hoc ctia cdc co quan va cac md cia cdc con chudt dung fulleren
tris(axit aminocaproic) hydrat & mic lidu téi da va céc con chudt nhém
d6i chimg. Trong xét nghiém nay, cac thay d6i bénh hoc khac nhau duoc
phét hién cht yéu & phdi, gan va than (Bang 24). C6 su bién dbi nhe vé
muc d6 thay déi phét hién duoc trong cac nhém, nhung néi chung 13 yéu
hogc vira phai. Khéng c6 phan tmg tang sinh hogc phan ting khac bét ky ¢
céc viing c6 cac thay ddi phat hién dugc trong c4c co quan ndy, va mot sb
lugng 16n céc truong hop da huyét cdp trong cdc mach mau cia céc co
quan nay rat c6 kha ning la do céc phan tUng riéng 1é ctia cac con chudt
d6i véi viée gdy mé ndi chung va viéc hit cacbon dioxit trong qua trinh
lam chét ém 4i. Dua vao tAn xut xuit hién cac thuong ton thdy duoc dai
khai nhu nhau & nhom thit nghiém va nhém dbi chimg, c6 thé két luan
ring khéng cé su cam tmg do hop chét thir nghiém ddi véi cac con chuot.

Do d6, cac thay dbi nay duoc xem nhu 12 nén phu.

O vi tri tiém fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat (co xuong),
thdy c6 cac thay ddi viém (cc diém xuét huyét nhé, cac diém soi co bi
bop nghet va sung phdng, su thdm nhidm cua cac té bio bach huyét vao
khoang trong gifta cac soi co riéng biét va cac bo soi) va ca cac thay doi
phuc hoi (céc vung mo lién két day dac hodc 1ong véi cac mach méi duoc

tao thanh). Cac thay ddi nay cling xdy ra v6i cac con chudt nhom ddi
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chimg. Hinh anh néu trén 1a ddc trung ctia céc ton thuong kép do sy tiém

nhiéu lan trong bap trong thir nghiém nay bat k& hop chét nao duoc dung.
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Thuc hién mo6 xéc sau thoi ky cai fulleren tris(axit aminocaproic)

hydrat, nghién ctru va xét nghiém bén ngoai khong thay c6 khéc biét gitra

cac con chudt nhom thur nghiém va cédc con chudt nhém ddi ching.

Khéng thady c6 mdé mau nau & cac vi tri tiém fulleren tris(axit

aminocaproic) hydrat trude day. Khi phan tich théng ké cac hé sb trong

luong cua cac co quan, khong thay co khac biét dang ké gitra cac con

chu6t nhom thir nghiém va cc con chudt nhém dbi chimg (Bang 25).

Bang 25. H¢ so trong lugng cua cac co quan cua chudt sau thoi ky cai

fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat

Liéu Ha sé trong lwong clia cic co quan, g/kg thé trong
mg/kg - .
Tim Phoi Gan Lach | Than | Tuyén | Tinh
uc hoan
Chuot duc
0 3,9+0,4 | 7,5£1,9 | 38,5+3,8 | 4,8+0,6 | 6,5+0,5 | 1,7+0,3 | 9,5£1,0
3,0 4,1+0,4 | 7,1£0,5 | 32,2+1,8 | 5,2+0,7 | 6,5+0,4 | 1,2+0,4 | 9,7+1,2
9,0 4,0+0,6 | 7,0+0,5 | 38,6+4,0 | 5,3+1,1 | 7,1+0,4 | 1,6+0,5 | 9,8+1,0
20,0 |3,3+0,4 | 7,8+0,6 | 37,6=1,4 | 5,1+0,6 | 7,0+0,6 | 1,3+0,5 | 10,5%1,5
Chudt cai
0 3,7£0,4 | 8,7+1,8 | 35,0+4,2 | 5,5+1,6 | 6,7+0,7 | 1,7+0,4 | -
3,0 3,5+0,7 | 8,7£0,7 | 33,9+£3,9 | 4,7+0,5 | 7,2+0,5 | 1,7+0,3 | -
9,0 4,1+0,3 | 8,6+0,7 | 36,9+2,0 | 5,7+1,4 | 8,0+1,1 | 1,4+0.4 | -
20,0 |3,8+0,9 | 8,1+£0,9 | 38,2+3,8 | 5,6+0,4 | 6,8+0,2 | 1,3£0,3 | -

-70-




19854

Xét nghiém bang kinh hién vi cdc mau mé cua céc co quan thdy c6
cac thay ddi vé dac tinh va dd nang hau nhu duoc mé ta sau thoi ky dung
fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat va 1a ban chét, v6i mirc do gan nhu
nhau ddi véi cac con chudt nhém thir nghiém va cac con chudt nhom dbi
ching (Bang 26). Vi ly do nay, trudng hop nay cling duoc két luén ring
céc thay doi xéc dinh duoc khong duoc giy cam tUng béi hop chét thu

nghiém.

O vi tri tiém hop chét thi nghiém va hop chit ddi chimg (co
xuong), thdy c6 cac thay ddi tuong tu & ca cac con chudt nhom thur
nghiém va céc con chudt nhom ddi chimg: mét sd it vung thon dai mong
ctia md lién két soi dac duoc tao thanh mot cach dﬁy dd nim doc theo cac
soi co, hodc & géc nhon dbi véi chiing. Hinh anh hinh thai hoc cho thiy
khong cé khéac biét vé tbc do va ban chit cua quy trinh 1am lanh vét
thuong & cac vi tri tiém dung moéi va fulleren tris(axit aminocaproic)

hydrat.

Do d6, két qua cua nghién ctu sau khi chét 1a khong thiy c6 cac
dau hiéu hinh thai hoc di kém véi viéc dung hodc cai fulleren tris(axit

aminocaproic) hydrat.
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Két luan: Qua thoi ky dung fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat
cho chudt va thoi ky cai diung hop chét nay, khong c6 ddu hiéu thay dbi
bat ky vé tinh trang 1am sang cua cac con chudt. Viéc dung fulleren
tris(axit aminocaproic) hydrat khong anh hudng dén hanh vi, tinh trang
clia 10ng bao phil, cac mang nhay hitu hinh, va murc tang thé trong & cac

con chudt thtr nghiém.

Viéc cho chuét dung fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat kéo dai
(1 thang) khéng anh hudng dén cac chi sb xét nghiém mau ngoai Vvi.
Tuong tu, viéc cai ding hop chét thir nghiém cling khong 1am thay doi

cac chi so xét nghiém mau.

Sau khi két thiic viéc dung fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat
thdy ¢ su giam dang tin cdy cla tri sd ure trong khoang sinh ly & muc
lidu thir nghiém tbi da (20 mg/kg) & cac con chudt duc, trong khi d6 & cac
con chudt cai, thiy c6 su tang khong dang ké nhung dang tin cay vé ndng
dd alanin amino transferaza. Sau khi két thuc thoi ky dung hop chét thir
nghiém & chudt duc va chudt cai thiy cé sy giam ndng do creatinin &
murc lidu thtr nghiém tbi da.

Phan tich két qua xét nghiém nudc tidu cta chudt sau thoi ky cai
fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat thdy c6 su giam ty trong tuong dbi
clia nude tiéu & nhém chudt cai & muce lidu 20mg/kg so véi cac con chudt

nhom doi ching.

Két qua ctia cc nghién ciru sau khi chét 14 khong thiy c6 dau hiéu
vé téc hai cta fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat dbi v6i co thé chuot
sau mot thang dung trong bép véi lidu 20mg/kg thé trong.

Do d6, céc thir nghiém nay thé hién 1a khéng c6 cac ddu hiéu dang

ké vé tac hai cta fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat ddi véi co thé

-74-



19854

chudt ca sau 30 ngay dung trong véi liéu téi da 20mg/kg thé trong hodc

sau khi két thuc thoi ky cai.

Vi du 10. Thir nghiém ddc tinh cip cua fulleren tris(axit aminocaproic)
hydrat trén cdc con vét trong phong thi nghiém sau khi tiém liéu don

trong bap.

Thtr nghiém nay duoc thuc hién & Trung tdm nghién ctru doc chét
hoc va diéu chinh vé sinh dbi véi céc chét sinh hoc (FGUN NITs TBP
FMBA ctia Nga), thanh phé Serpukhov.

Nhiém vu cua thir nghiém nay la xac dinh liéu cé thé dung nap
duoc va liéu doc hai va nghién ctru tac hai c6 thé c6 cltia hop chat trén cac

con vat & phong thi nghiém sau khi ding trong bap.

Céc thir nghiém dugc thuc hién trén chudt va chudt bach Wistar
khong huyét théng, dugc mua tir vuon vom cia GU NTsBMT, Hoc vién
y khoa Nga. Viéc duy tri cac con chudt duoc vé sinh duoc chép thudn boi
B9 stic khée cong dong cia Lién bang X6 Viét, 06/07/1973, trén co s6 tb
chirc, thiét b, va duy tri cac diéu kién lam sang sinh hoc va thir nghiém
(diéu kién vuon thi). Céc con chudt duoc cho #n tiy y hdn hop ¢ kho
PK-120-1 dugc dun, dugc ché bién theo GOST 50258-92. Cac con chudt
nay duoc kiém dich va lam thich nghi trong vuon tha trong it nhat 10
ngay.

Cac con chudt thtr nghiém duoc chia nhém ngéu nhién voi thé

trong 1a dau hiéu chi thi chinh.

Chuan bi trudc dung dich chita hop chét thir nghiém trong dung
dich nuéc DMSO 20% dé tiém vao cac con chuot trong diéu kién vo
trung. Cac dung dich nay duoc rét vao cac chai dugc dan nhén thich hop
va bao quan cho dén khi sir dung & nhiét do 2 dén 6°C trong khoang thoi
gian khong qua 2 gio.
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Hop chat duoc tiém vao trong bap cho chudt nhét va chudt véi lidu
5,50, va 500mg/kg. Lidu thir nghiém téi da duoc gidi han béi thé tich cho
phép t6i da dé tiém trong bip cho chudt nhit va chudt. Cac con vét thudc
nhém déi chimg duoc tiém dung dich nudc 20% véi luong gidng nhu lidu

hop chét tbi da.

Liéu lugng ding duoc hiéu chinh tinh dén thé trong cua tung cé

thé.

Trong thoi ky quan sat (trong 14 ngay sau khi dung), tinh trang
chung ctia con vat dugc danh gia 13 su nhanh nhen cta co thé cia no, su
tiéu thy thirc &n va nudc, tinh trang ciia 16ng va mang nhiy hitu hinh, va

thé trong.

Sau khi két thuc thoi ky quan sét, cac con chudt nhit va chudt dugc
nhén hop chit véi lidu 500mg/kg va hop chit dbi ching (dung méi) duoc
md xac. Céc con vat duge 1am chét ém 4i bing cach cho hit cacbon
dioxit. Xét nghiém sau khi chét duoc thuc hién trong vong mot gio sau
khi 1am chét ém &i. Tinh trang hinh thai cta ndi tang duoc xac dinh béng

mat khi mo x4c.

Viée x1r Iy théng ké két qua duogc thuc hién bang cc phuong phap

thdng ké khéac nhau st dung kiém dinh Student.

Két qua clia thir nghiém. Véi tét ca cac lidu thur nghiém, khong
thdy c6 triéu ching nhiém doc 14m sang ¢ cac con vat. Khong xay ra tu
vong trong sudt thoi ky quan sat; khéng c6 khac biét vé tinh trang chung
clia cac con VAt gilta nhdm thir nghiém va nhém dbi chimg. Céc con vt
dé dang #n thirc dn va ting trong nhu nhau; khong thdy ¢ khéac biét dang
tin cdy vé mat thdng ké gifra thé trong trung binh cua nhom thir nghiém

va thé trong trung binh ctia nhém ddi chung (Bang 27, 28).

Bang 27. Thé trong cua chudt nhit
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Liéu hop chét,

Thé trong con vat, g (MSD)

mg/kg ngay 0 ngay 7 ngay 14
chuot duc

0 (dung mdi) 22,7¢£1,4 24.3+1 25,941,

5 23,029 24,1+2 25,442,

50 22,4421 23,742 25,442,

500 22,6122 24,2+1 26,241,
chuot cai

0 (dung moi) 19,1+1, 20,8+1 23.3+1,

5 19,1+£2, 20,6+2 22,842,

50 18,6+1, 19,9+ 21,941,

500 18,941, 20,740 22,8+1,

LDsy cta hop chat dé tiém trong bép cho chudt nhit va chuot voi ca hai

gi6i tinh déu vuot qua liéu thir nghiém tdi da (500mg/kg).

Bang 28. Thé trong cua cac con chuot

Liéu hop chat,

Thé trong con vit, g (M+£SD)

mg/kg ngay 0 ngay 7 ngay 14
Chuodt duc

0 (dung moi) 187+21,4 232+30,5 283+33,5

5 188+12,5 228+18,1 276+17,8

50 190+14,3 228+17,0 279+18,3

500 189+14,1 207£19,3 258+24,1
Chudt cai

0 162+15,3 185+17,4 212+20,6

5 163+15,5 183+15,0 206+17,0
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50 165£17,5 177+17,5 201+15,8

500 160+8,1 169+8,0 198+10,3

Viée md xac duge thuc hién ddi vdi cée con chudt nhat va chudt 14
ngay sau khi tiém liéu don hop chét vao trong bép. Vi khong thdy ¢6 tir
vong & nhém con vat bat ky trong thdi ky quan sét bat ké lidu duge dung
nén chi cac con chudt nhit va chudt dung hop chat véi lidu tdi da
(500mg/kg) duge dem md xac, ciing nhu cac con vat & nhém dbi chung.

Céac con vat dugce lam chét ém ai bang cach cho hit cacbon dioxit.

Trong qu4 trinh xét nghiém bén ngoai cac con chudt nhit va chudt
trong nhém thir nghiém va nhém dbi ching, hinh 4nh chung dugc luu y:
long mém va béng; da dan hdi va co dong; mo dudi da binh thuong;
mang nhay hitu hinh tai nhot, khong c6 vét loét va luong gia la; va khong

c6 chat thai bat thudng tir céc 15 ctia co thé.

Tuong ty, khi mé xac khong thay c6 khac biét gilta cac con chuot
nhét va chudt trong cdc nhém thir nghiém va nhém ddi chimg. Céc co
quan ctia khoang ngurc va 6 bung 6 vi tri chinh x4c vé mit giai phau va
c6 cdu tric vi md binh thudng; khong thdy c6 céc thay dbi bénh Iy hoc. O
vi tri tiém hop chat (dui), khong thdy c6 déu hiéu thuong tén.

Do d6, xét nghiém sau khi chét da khong phat hién duoc cac dau
hidu vé tac hai ctia hop chit sau khi tiém liéu don hop chét vao trong bap
clia cdc con chudt nhat va chudt véi lidu tbi da 500mg/kg.

Két luan. Tét ca cac liéu hop chét duoc thi nghiém déu dugc phat
hién la khong gy nhiém déc va tir vong cho cac con vat thi nghiém. Tri
s6 LDs, ctia fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat dbi vdi cac con chuot

nhit va chudt vuot qua liéu thtr nghiém t6i da (500mg/kg) va do d6 vuot
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qué liéu diéu tri cho nguoi téi da trude day (2,9mg/kg) khoang trén 170
lan.

Khong thdy c6 khac biét vé loai va gi6i tinh v& do nhay véi hop
chét voi lidu t6i da gip 170 lan lidu didu tri. Hop chét theo sang ché
khéng 1am kich thich cuc bo sau khi tiém lidu don trong bap.

Do d6, fulleren tris(axit aminocaproic) hydrat c6 chi sé diéu tri

bénh cao va khéng giy doc hai khi tinh co dung qua lidu.

-79-



19854

YEU CAU BAO HO
1. Hop chét N-fulleren axit amin hydrat ¢6 cong thirc chung

Ceo(H); {NH(CH,),COOH}; x H,0, trong d6 Cq la fulleren; n=5, 6, hodc
7:vax =28 dén 10.

2. Phuong phap diéu ché hop chét theo diém 1, khéac biét & chd fulleren
duge cho phan tmg véi lwong du mol gip 15 lan ctia mudi kali khan cua
axit amin c6 cong thire chung NH,(CH,),COOH, trong d6 n = 5, 6, hoic
7, trong moi truong dung moi thom, bd sung tir tir chat xtc tac chuyén
pha véo huyén phu thu duge trong diéu kién khudy va gia nhiét dén nhiét
d6 khong cao hon 60°C dén 80°C cho dén khi dung dich mét mau hoan
todn va can ran dugc tao ra, trong d6 can nay la cac mudi kali cua cac dan
xuét fulleren axit amin thu dugc, sau d6 tach cin nay va hoa tan trong
nuée dé thu duge dung dich nude 0,8M, xi ly dung dich nay bang dung
dich axit vo co hodc hitu co 0,1N, sau do6 ly tdm, rira va lam kho cin thu

duoc.

3. Phuong phép theo diém 2, khac biét & chd, mudi kali khan cua axit
amin dugc st dung & trang thai phan tdn min va viéc tich cin ran chira
mudi kali ctia din xudt fulleren axit amin dugc thuc hién béng cach loc,
rira bang etanol, va lam khs.

4. Phuong phép theo diém 2 hodc 3, khac biét & chd chit xtic tac chuyén
pha la metyl polyetylen glycol ete c6 trong luong phan tir 1a 400 hoic
500.

5. Dugc pham chira hoat chét 1a hop chét theo diém 1 voi lugng hitu hiéu
c¢6 hoat tinh khang virut herpes, nhiéu chung virut cim, va HIV va co

hoat tinh chéng khéi u va chéng bénh vay nén.
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