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(54) CHE PHAM DUNG PE PIEU TRI BENH SOT RET KHANG PA THUOC

(57) Sang ché dé cap dén ché pham chtra chat chiét tir 14 c6 ngot Stevia c6 chira steviol
glycosit va chat mang c6 thé chip nhan dugc dung dé chira tri bénh sot ret. Chat chiét co
hiéu luc va c6 hiéu qua co6 chtra hop chét chong bénh st rét c6 thé cbd nguon goc tr qua la
han va 14 c6 ngot Stevia, ké ca hdn hop ctia chung, dung dé diéu trj va ngin ngira bénh sét
rét. Ché pham nay duoc dung qua dudng udng & dang ran hodc dang 10ng.
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Linh vwe k¥ thuéat dwec dé cap

Sang ché d cap dén ché phim chta chét chiét tir 14 co ngot Stevia co chira steviol
glycosit va chét mang c6 thé chip nhan dugc ding 8 chita tri bénh st rét. Sang ché con
@& xuét ché phim dé st dung trong phuong phap diéu tri bénh st rét & ngudi bi nhiém
loai Plasmodium khang thudc sbt rét, trong d6 phuwong phap nay bao gbdm bude cho ngudi
bénh cin didu tri dung ché phém chtra mdt hodc nhiéu hop chét di- hoic tri-terpen. Ché
phim c6 hiéu lyc va c6 hiéu qua c¢6 ngudn gbc tir qua Siraitia grosvenorii (qua la hén -
Luo Han guo) va 14 cd ngot Stevia (Stevia rebaudiana), k& ca céc hdn hop cla ching, da
duoc phat hién 1a c6 chia luong hitu hiéu hop chit di- hodc tri-terpen. Theo mot phuong

4n, ché phadm theo sang ché duoc dung qua duong ubng & dang rén hodc dang long.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Bénh sdt rét 1 bénh truyén nhiém nguy hiém va mdi nim c6 tir 350 dén 500 triéu
truong hop méc bénh trén thé gigi. Bénh sét rét 12 mdi quan tdm y té chinh & chau A,
chau Phi, Trung Dong, va Trung va Nam MY, khoang 41% dan sd cua thé gi6i sinh sdng
& cac khu vuc ma & do bénh sét rét lan truyén. Va con nguy hiém hon nita, & cac nudc
phéat trién, bénh sét rét gy ra 11% trong tbng s6 cac trudng hop tir vong & tré em. Vi du,
T6 chitc y té thé gi6i (WHO: World Health Organization) di bao cao ring trong nam
2008, bénh sbt rét gy ra cho gin mdt triéu truong hop tir vong, chi yéu 13 & tré em chéu
Phi. & chau Phi, cir 45 gidy lai c6 mdt tré em chét vi bénh st rét, va can bénh nay chiém

20% trong tdng sd cac truong hop tir vong & tré em.

Nhitng phuong phap didu tri bénh sdt rét, chu yéu la didu tri bang thudc, da dugc
biét. Céc quinin (hodc nhom quinolin), vi du, cloquin, mefloquin, d& duoc biét ro 12 chat
didu tri. Cac hon hgp thude khac cling da duogc phat trién. Didu tri hién co tbt nhét, cu thé
1a dbi voi bénh sbt rét do P. falciparum, 1a didu tri bang hdn hop gdc artemisinin
(artemisinin-based combination therapy: "ACT"). Artemisinin co ngudn gbc tr thye vit,

Artemisia annua, thudc ho Asteraceae.
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Khong may 13, hai vén @& co ban da xuét hién trong cude chién chéng lai bénh st
rét, oy thé 13, tinh khang thubc va gid thanh thude cao va diéu trj y té ton kém. R3 rang 1a
¢6 nhu ciu cp bach vé cac phuong phap diéu tri thay thé khac d8 tranh dugc su phat trién
cia tinh khang thubc do Plasmodium va gidm manh chi phi lién quan dén viéc chita tri
bénh sét rét. Day c6 thé 1a sy gép phan vao linh vie duge pham 8 tao ra ché phim diéu

tri bénh sét rét d& mua va d& sir dung ma c6 thé sir dung dugc ¢ cac dang khac nhau.

Theo s6 liéu cia WHO, néu tinh khang artemisinin phat trién va lan rong dén céc
ving dia Iy rong 16n khéc, nhu da xay ra trude day véi cloquin va sulfacoxin-pyrimetamin
(sulfacoxine-pyrimethamine: SP), hdu qua vé y té cong ddng co6 thé rat khing khiép, vi ¢6
thé 14 khong c6 thuéc diéu tri bénh sdt rét thay thé khac s& c6 thé c6 dugc trong tuwong lai

gan.

Hon nita, gia thiét 1a ndng do twong ty cua chét chiét tir qua la han c6 chira hop
phén theo séng ché c6 hiéu qua bing ndng d6 cua cac dan xuét clia artemisinin, gia thanh
ctia chit chiét tir qua la han c6 thé chi bing mot phén cta chi phi cho mot 1an didu tri bang
artemisinin d& chita tri bénh st rét. Vén dé tuvong tu cling c6 thé dugc noi vé chét chiét tir
14 ¢4 ngot Stevia. Mic dit lwong 16n hon dang ké cta cac hoat chit c6 ngudn gbe tir qua la
han va/hodc ¢O ngot Stevia can cho viéc diéu tri bénh sot rét, thi viée tiét giam chi phi so

v6i phuong phéap diéu tri hién c6 sé 1a rat 16n.

Céc di- va tri-terpen glycosit nhét dinh da duoc biét 1a chit 1am ngot, nhung van
chua ¢6 bao cdo nao vé viée sit dung cac hop chét nhu vay dé chita trj bénh sbt rét & dbi

tuong la nguoi.

bay co thé con 1a sy déng gop vao linh vuc y té dé tao ra phuong phép didu tri
bénh sdt rét bang céch st dung ché phém chira mot hodc nhidu hop chét di- hodc tri-
terpen cho bénh nhén can diéu tri. Pay c6 thé con 12 sy dong gop thém nita vao linh vuc
k¥ thuat nay dé tao ra phuong phap didu tri bénh sdt rét khang thudc bang cich cho bénh
nhan can diéu tri ding mot luong hitu hi¢u cua ché phim theo sang ché & dang chét chiét

¢6 chira mot hodc nhiéu hop chét di- hoic tri-terpen.
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Ban chit k§ thuit cia sang ché

Céc hop chét c6 hiéu luc va c6 hiéu qua c6 ngudn gbc tir qua Siraitia grosvenorii
(qua la héan -Luo Han guo) va 14 ¢ ngot Stevia (Stevia rebaudiana), ké ca hdn hop cua
chung, da dugc phét hién 13 c6 chira lugng hitu hiéu cia mot hodc nhiéu di- hoic tri-
terpen. Céc hop chét c6 hiéu luc nay bao gbdm mogrosit c6 thé duoc chiét tir qua la han.
Theo mdt phuong 4n, gid thiét 1a ndng do tuong tu cua chét chiét tir qua la han thuong c6
hiéu qua bang ndéng do clia din xuét cta artemisinin, thi gi4 thanh cta chét chiét tir qua la
héan c6 thé chi bing mot phan cta chi phi cho mot 13n didu tri bénh st rét. Cac hop chét

¢6 hiéu luc khac bao gém rebaudiosit A co6 thé dugc chiét tir 14 co ngot Stevia.

Theo mdt phuong én, sang ché md ta phuong phap didu tri bénh sét rét & ngudi,
trong d6 phuong phap ndy bao gbdm budc cho ngudi bénh cAn diu tri ding mot luong
hitu hiéu c6 tac dung diéu tri bénh cia ché phém chira chét chiét tir 14 c6 ngot Stevia c6

chira steviol glycosit va chét mang c6 thé chip nhan dugc.

Theo phuong 4n khac, chét chiét tir qua la han c6 thé c6 trong ché pham dé chira tri
bénh st rét. Ngoai ra, sdng ché md ta phuong phap diéu tri bénh sbt rét & ngudi, trong d6
phuong phap nay bao gdm buéc cho ngudi bénh cin diéu tri ding mot luong hitu hi€u co
tac dung diéu tri bénh cua ché phdm chira chét chiét tir qué la han va chit mang c6 thé

chép nhan dugc.

Theo phuong an thay thé khac, sang ché mo ta phwong phap didu tri bénh sbt rét &
ngudi, trong do phuong phap nay bao gbm budc cho nguoi bénh can diéu tri dung mot
luong hitu hiéu c6 tac dung diéu tri bénh cla ché pham chua it nhit mot chit trong cac

hop chét di-terpen hodc tri-terpen va chét mang c6 thé chap nhan dugc.

Theo phuwong an thay thé khac, sang ché mé ta phuong phép didu tri bénh sbt rét &
ngudi, trong d6 phuong phap nay bao gom budc cho ngudi bénh cAn diéu tri dung mot
luong hiru higu co6 tic dung diéu tri bénh cla ché phém chtra rebaudiosit A, chét chiét tir

qua la han va chét mang ¢ thé chip nhan dugc.



25457

Theo phuong an khéc nita, sang ché mé ta phuong phéap didu tri bénh sbt rét &
ngudi, trong d6 phuong phap ndy bao gbm budc cho nguoi bénh can diéu tri ding mdt
lwong hitu higu co tdc dung diéu tri bénh cia ché pham chira it nhit mot chét di-terpen
hoac tri-terpen, két hop v6i mot hodc nhiéu hop chét chéng bénh sbt rét duge lua chon tir
nhém bao gém mefloquin, halofantrin, artesunat, artemeter, cloquin, lumefantrin,
primaquin, sulfadoxin, sulfalen, pyrimetamin, doxyxyclin, tetraxyclin, azithromyxin,

proguanil, xycloguanil, dapson, artemsinin va atovoquon, nhung tot hon 13 artemsinin.

Theo phuong an khéc nita, sang ché @& xuét ché pham ding @8 didu tri bénh sét rét
chtra lugng c6 hiéu qua didu tri cla rebaudiosit A, lugng c6 hiu qua diéu tri cua chét
chiét tir qua la han va chét mang c6 thé chip nhén dugc. Ché phim dung dé diéu tri bénh
s6t rét c¢6 thé con chira lugng c6 hiéu qua didu tri ctia hop chét dugc lya chon tir nhém
bao gém mefloquin, halofantrin, artesunat, artemeter, cloquin, lumefantrin, primaquin,
sulfadoxin, sulfalen, pyrimetamin, doxyxyclin, tetraxyclin, azithromyxin, proguanil,

xycloguanil, dapson, artemsinin, atovoquon va hdn hgp cla ching.
M0 ta van tat cac hinh vé

Fig.1 biéu thi dudng cong lidu luong - phan ung (phan tram sinh truong theo ndng
d6 hoat chit) md t& mot phuong an vé chét chiét tir qua la han (nghia 1a, etyl axetat, phan
chiét EtOAc: "hop chat A") dugc st dung dé didu tri P. falciparum 7G8 (chung thi
nghiém khéng thudc, mua dugc tir the Malaria Research and Reference Reagent Resource
Center (MR4), Manassas, Virginia, My) in vitro, béng cach st dung cloquin ("CQ") lam

d6i ching duong.

Fig.2 biéu thi dudong cong lidu luong - phan Gng (phén trdm wc ché sinh truéng
theo ndng do thudc) mo ta anh huong cua CQ dén dong vo tinh P. falciparum 3D7 theo

mdt phuong 4n 13 ching thit nghiém nhay voi thude.

Fig.3 biéu thi duong cong liéu lugng - phan ung (phan trim (¢ ché sinh truéng
theo néng do thudc) md ta anh huong ciia CQ dén dong vo tinh khang nhidu thudc P.

falciparum Dd2 theo mdt phuong an 13 chiing thit nghi¢ém khéang thubc.
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M ta chi tiét sang ché

Cac di- va tri-terpen ¢6 hiéu lyc va c6 higu qua dugc boc 10 trong ban mo ta nay co
thé c6 trong ché phém dé chita trj bénh sbt rét an toan. Céc hoat chét cua di- va/hodc tri-
terpen c6 hiéu lyc va c6 hiéu qua bao gdm mogrosit c6 thé dugc chiét tir qua la han. Céc
hop chét hoat tinh cta di- va/hodc tri-terpen c6 hiu luc va c6 hiéu qua bao gdm
rebaudiosit A c6 thé duge chiét tir 14 ¢ ngot Stevia. Theo cach khac hodc ngoai ra, cac
hop chat di- va/hodc tri-terpen nhu vy, ké ca mogrosit va/hodc rebaudiosit A, c¢6 thé

dugc chiét hodc dugc phén 1p tir ngudn tu nhién hogc thyc vt thich hop bat ky.

Theo phuong an thay thé khac, sang ché d& xuit ché phim chira mot hodc nhiéu
hop chit di- hodc tri-terpen dung @8 chita tri bénh nhiém sdt rét co thé con chua

sesquiterpen lacton, vi dy, artemisinin.

T4t hon 13, ché pham chita cac thanh phan dugc xem 12 an toan va c6 hi¢u qua cho

sy tiéu thu va st dung & nguoi.

Thuat ngit "lugng hiru hi¢u" khi duge sir dung trong ban md ta nay duoc dung dé
chi lugng hodc ndng do ctia hop chit theo séng ché ma c6 hiéu qué trong truong hop ap
dung hodc st dung no, c6 thé 1a e ché, phong ngira va/hodc didu tri bénh. Nhin chung,
wu tién st dung ché phim & dang ding dugc qua dudong ubng, nhung cac ché phdm nhét
dinh c6 thé duge dung ngoai duong tiéu héa, trong tinh mach, trong co, qua da, trong

miéng, dudi da, hdu mon-am dao hodc cac duong khéc.

Sy nhiém bénh sdt rét gy ra boi ky sinh trung Plasmodium. Ky sinh trung lan

truyén vao ngudi qua mudi anofen bi nhiém bénh, dugc goi 13 "vat truyen sot rét".

C6 bdn loai gay bénh sbt rét & ngudi: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium ovale va Plasmodium malariae. Theo WHO, trong nhiing nam gln day, mot
sb truomg hop sbt rét & ngudi ciing da xay ra véi Plasmodium knowlesi — bénh st rét tac

dong vao khi, xay ra & mot s6 khu vyc ring nui nhét dinh 6 Dong Nam A.
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Terpen bao gém mot nhém 16n chét thuc vat tu nhién. Monoterpen chira hai don vi
isopren va c6 cong thirc chung 1a CioHie. Terpen co thé 1a khong vong hodc c6 vong, méc |
dit hdu hét cac chit hoat hoa sinh hoc chira mot hodc nhiéu vong, ¢6 thé duoc ngung tu
hodc dugc tao cAu nbi. Sesquiterpen c6 ba don vi isopren va bao gdm artemisinin va cac
din xuét cua nd, nhém lacton c6 cau peroxy da biét. Di-terpen bao gdm bbén don vi
isopren, bao gdm nhém 16n hon cla céc hop chét quan trong v& sinh hoc bao gom steviol,
forskolin va chét twong tu. Sau cung 14, tri-terpen bao gbm sdu don vi isopren, la nhom
con 16n hon nita ciia cac hop chét thudng c6 khung cacbon hodc cAu truc 151 gdm 30
nguyén ti cacbon. Squalen va cac steroit sinh hoc khéc, xuét hién tir nhom nay, nhu hop
chét lién quan dén cucurbitan. Tri-terpen bao gdm nhém hop chit c6 rat nhidu va dugce
phan bd rong rai trong ty nhién, Xuét hién chu yéu & céac cdy. Cucurbitan 1 tri-terpen
dwoc tim thiy trong nhidu cdy va mot s6 trong cac hop chit nay, nhu cucurbitaxin,

mogrosit I dén VI, momordixin, va chét twong tu, 12 cac hoa chét tir thuc vat quan trong.

Di-terpen va tri-terpen, va céc dan xut cia chiing, bao gdm dén xuét clia glycosit,
chung dugc cho 13 hitu dung cho ché phdm dung didu tri bénh sét rét theo sang ché, bao
gém, nhung khong gidi han ¢: rebaudiosit A, rebaudiosit B, rebaudiosit C, rebaudiosit D,
rebaudiosit E, rebaudiosit F, dulcosit A, dulcosit B, rubusosit, steviosit, steviolbiosit,
mogrosit II, mogrosit III, mogrosit IV, mogrosit V, siamenosit I, grosmomosit I va cac
hdn hgp cta chung. Ngoai ra, khi can, viéc sir dung céc mudi, solvat va tién duoc chét cua

c4c thanh phan nay cling duge du tinh.

Steviol glycosit cé trong chét chiét dugc tinh ché tir 14 thdo mdc Nam MY Stevia
rebaudiana. Hién nay, Stevia dugc tréng va duoc sir dung lam thuc phém & nhiéu noi trén
thé gi6i. Rebaudiosit A (thuong duoc goi 1a "rebiana" hogc "Reb A") va steviosit 1a thanh
phin chii yéu ciia chét chiét, va cd hai ddu 12 di-terpen. Reb A c6 tén la este B-D-
glucopyranosyl cua axit (14a)-13-[(2-0-B-D-glucopyranosyl-3-O-B-D-glucopyranosyl-[}-
D-glucopyranosyl)oxy]kaur-16-en-19-oic. Chu tric ciia Reb A dugc biéu thi trong hop

chit c6 cong thuc (1):



Steviosit ¢6 it hon mot nhom glucosyl ¢ vi tri C-13, cu thé 13, thiéu nhom 3-O-

glucopyranosyl cuia Reb A.

Ca Reb A 1in steviosit da duoc biét 1 chét 1am ngot khong dinh dudng, 1an luot &
murc 16n hon gip khoang 300 lAn d6 ngot cla sucroza, va 350-450 lan d6 ngot cua
sucroza. Hién nay, steviol glycosit dugc st dung chi yéu lam chét 1am ngot khong calo va

chét 1am ting huong vi.

Rebaudiosit A di dugc cdp thong bao tinh trang GRAS (Generally Regarded as
Safe: n6i chung dugc coi 1a an toan) cia Co quan Quaén ly Thuc phim va Thubc Hoa Ky -

U.S. Food and Drug Administration (cic thong bao s6 252 va 253).

Trong nhitng nghién ciru v& chuyén hoéa & ngudi, ca steviosit 1An Reb A déu dugce
bién ddi thanh steviol, sau d6 né két hop véi axit glucuronic dé tao thanh steviol
glucuronit, va dugc bai tiét trong nude tiéu trong qua trinh chuyén hoa pha II. Thoi gian
bén hity (t12) cua ca hai glycosit 6 ngudi 1a khoang 14 gio. Hon nita, voi 1idu luong duge
stt dung trong ban mod ta nay, Reb A khong thé hién téc dung huyét dong lyc ngugc hodc
tac dung ha glucoza trong méu. Cac tac dung dugc ly duge thong bao duy nhét cia steviol
glycosit 1 sy quan sat thy huyét 4p giam va ha thip mirc glucoza trong méu & ty 1& lidu

lugng rét cao (tr khoang 750 dén 1500 mg/ngay).
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Ché phim chira Reb A va chéit mang c6 thé chdp nhéan dugc, co thé dugc sir dung
dé chita tri bénh sbt rét. Con duge mong doi 13 hdn hop cia cac hoat chét dugc chon tir
nhom bao gﬁ“)rn rebaudiosit A, rebaudiosit B, rebaudiosit C, rebaudiosit D, rebaudiosit E,
rebaudiosit F, dulcosit A, dulcosit B, rubusosit, steviosit, va steviolbiosit, khi dugc pha
ché v6i chit mang dugc dung, co thé c6 tac dung tri liéu dé chira tri bénh sbt rét & bénh

nhan, ké ca su nhiém khéng thudc cta Plasmodium spp.

Qua la han (tiéng Trung, Qué la han -Luo Han guo), hodc qua bao bép, dugc tao ra
b&i cdy (Siraitia grosvenorii) chi sinh trudng ¢ ving phia Béc cta tinh Quang Chéu, ¢
phia Nam Trung Quéc. Cay nay 1a cdy leo luu nién thudc ho Cucurbitaceae (cdy dua
chudt hoic cay dua héu). Qua nay dugc sir dung rong réi lam thuc phém an kiéng va thuc
phém chita bénh khép Trung Quéc va Pong Nam A, va di duogc trdng cho muc dich sir
dung nay trong nhiéu thé ky. O Trung Quéc, qua nay hay dugc sir dung lam thanh phén
chinh trong "dd ubng lanh hodc che". Theo truyén thdng, qua nay duoc st dung bang cach
sic ubng va udng d8 didu tri cac bénh vé hong va vé phdi. Ngoai ra, nudc ép cua qua la

hén rit ngot va mot s6 thanh phz‘?m ctia qua la han da dugce sir dung lam chét 1am ngot.

Chét chiét tir qua la han dugc md ta trong ban md ta nay. Cac thanh phan chinh ctia
chét chiét tir qua la hén 13 cucurbitan tri-terpen glycosit dugc biét 13 mogrosit, cu thé 1a
mogrosit IL, IIL, IV, V, va VI, cung véi flavonoit va melanoidin. Vi ngot cta qua la han ¢6
ngudn gbc chu yéu tir mogrosit, dc biét 12 mogrosit V bao gdm nhém tri-terpen glycosit
chiém khodng tir 0,5% dén 1% khdi lugng qua kho. Mogrosit V da dugc xéc dinh 1a thanh
phan terpenoit chinh va 1a thanh phéan glycosit chu yéu, va bang céach st dung phuong
phép chiét va phan 1ap khac co thé thu duogc v6i mic nam trong khoang tir 30 dén 60%
khéi lwong, chéng han. Hon nira, cht chiét tir qua la han c6 thé chira >45% khbi lugng
dén 48% Kkhéi luong clia tong mogrosit k& ca cac din xuét vashodc chit chuyén hoa cua
mogrosit. Mogrosit V c6 tén la (3B,9B,10a,11a,24R)-3-[(6-0-B-D-glucopyranosyl-B-D-
glucopyranosyl)oxy]-11 ,25-dihydroxy-9-metyl-1 9-norlanost-5-en-24-yl-O-B-D-
glucopyranosyl—(1-2)-0-[B-D—glucopyranosyl-(1-6)]-B-D—glucopyranosit. Chu trac cua
mogrosit V dugc biéu thi trong hop chét co cong thuc (2):



25457

Mogrosit da duoc biét 1 chit lam ngot khong dinh dudng va mogrosit V ¢ dang

tinh khiét cia n6 c6 do ngot lén dén 300 14n so véi dd ngot cta duong.

Mot chét chiét hitu dyng tir qué la han c6 chia mogrosit V da dugc cép thong bdo
GRAS ciia Co quan Quén 1y Thyuc pham va Thudc Hoa Ky (thdong bao s6 301).

Vi dy vé& din xuét hogc chét chuyén hoa ctia mogrosit 14 11-oxo-mogrosit V, ma
cling co thé c6 mit voi luong dang ké trong chét chiét tir qua la han dugc mo ta trong ban

mb ta ndy, dén 8% khéi lugng.

Con duoc mong doi 1a chét chiét tir qua la hén, khi dugc pha ché v&i chit mang
duoc dung, co thé c6 tac dung tri liéu d8 chita tri bénh sét rét & bénh nhan, ké ca nhiém

Plasmodium spp. khang thude.

Artemisinin duogc chiét va dugc phan 1ap tir Artemisia annua (cay bui nho thudc ho
Asteraceae va duoc tim thiy & ving on d6i clia chéu A; thudng duge biét 13 cay ngai tay).
C4c din xuét cia artemisinin khac hitu ich cho cac phuong én duoc bdc 16 trong ban md
td nady bao gbém, nhung khong gi6i han 6, artemeter, arteether, dihydroartemisinin,

artesunat va cac dan xuét twong ty. Nhu dugce dé cap & trén, mot trong tAm chinh cla viéc
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nghién ciru thude ddi véi bénh st rét 1a didu trj bing hdn hop gbc artemisinin ("ACT").
Nhitng tri li€u nay két hop dan xuét ctia artemisinin vé6i thude di kém. Vi du, mdt hdn hop
da duoc biét rd bao gdm artemeter va lumefantrin véi ty 1¢ 1:6 theo khéi lugng (a.k.a. co-
artemeter). Lumefantrin 1a (+/-)-2-dibutylamino-1-[2,7-diclo-9-(4-clobenzyliden)-9,11-
floren-4-yl]etanol (a.k.a. benflumetol va dl-benflumelol), va c6 thé dugc két hop voi cac
thanh phan khéc theo cac phwong 4n cia sing ché. Tuy nhién, cdc hdn hop cia
artemisinin hodic cic dan xuit cia n6 voi di- hodc tri-terpen con chua duge béo céo. Cu
thé, hdn hop cua artemisinin hodc cac dAn xuét cua nd véi di-terpen glycosit va/hodc tri-

terpen glycosit chua dugc bao cao dé str dung trong viéc diéu tri bénh st rét.

Artemisinin va nhidu din xuit cta né tan rit kém trong nuéc, diéu nay c6 thé dan
dén van @& v& sy hip phu vao trong co thé nguoi va su hép thu chdm. Ngugc lai, cac di-
va tri-terpen glycosit nhét dinh nhu duge boc 10 trong ban md ta ndy tan trong nudc rat
tt, va khic phuc dugc nhuge diém vé can hap thy va d6 sinh kha dung mot cach dé dang
hon nhiéu. Vi dy, ca Reb A 14n mogrosit V déu tan hoan toan trong nudc va do d6 hitu ich
hon va dugc lam sin dé chita trj bénh st rét khi c6 trong ché phém tri st rét theo sang

cheé.

Khong dugc bao béi ly thuyét, can tin rang cic hop chét di-terpen va/hodc tri-
terpen nhat dinh, duoc st dung két hop vdi mot hodc nhiéu hop chit dung dé chira tri
bénh st rét dugc chon tir nhém bao g@)m mefloquin, halofantrin, artesunat, artemeter,
cloquin, lumefantrin, primaquin, sulfadoxin, sulfalen, pyrimetamin, doxyxyclin,
tetraxyclin, azithromyxin, proguanil, xycloguanil, dapson, artemsinin va atovoquon, t6t
nhat 13 artemisinin hodc cac din xult ciia né, cé thé dem lai tac dung diéu tri hiru hi¢u dbi
vGi bénh sbt rét, vi vay tiéu diét hodc tc ché ky sinh trung Plasmodium c¢6 & bénh nhén,
theo cach hiép ddng. Puoc mong doi 14 ACT st dung din xuét cta di-terpen va/hodc tri-
terpen glycosit ¢o thé dem lai tac dung diéu tri t&t hon nhiéu so vé4i chi mot trong hai chét
riéng r&, nghia 1a, hop chit artemisinin voi terpen, va ciing tranh dugc tinh khang thude.
Theo phuong &n thay thé khac, dugc mong doi 14 ACT st dung artemsinin (hodc dan
xuét) va hon hop cia di-terpen va tri-terpen c6 thd tao ra tac dung diéu tri t6t hon nhiéu so

v6i chi dung mot chit bit ky trong sb cac chét riéng ré&, va ciing tranh dugc tinh khang
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thubc. Theo phuong an thay thé khac nita, con duge mong doi 1a ACT sir dung artemsinin
(hodic dAn xuét) va hén hop cua chit chiét tr 14 co ngot Stevia c6 chira steviol glycosit va
chét chiét tir qua la héan c6 thé tao ra tac dung didu tri tot hon nhiéu so véi chi dung mot
chit bat ky trong sd céc chét riéng ré, va cling tranh dugc tinh khang thudc. Theo phuong
an thay thé khac nita, con dugc mong doi 13 ACT st dung artemsinin (hodc din xuét) va
hdn hop cua chét chiét tir 14 co ngot Stevia c6 chira steviol glycosit va mogrosit V ¢ thé
tao ra tac dung didu tri tdt hon nhiéu so véi chi ding mot chét bat ky trong sd cac chét
riéng 1&, va cling tranh dugc tinh khang thudc. Theo phuong an thay thé khac nita, con
duogc mong doi 14 ACT st dung artemsinin (hodc dAn xuét) va hdn hop cia rebaudiosit A
va mogrosit V ¢ thé tao ra tac dung didu tri tbt hon nhiéu so v6i chi dung mot chét bat ky
trong s cac chét riéng ré, va ciing tranh duoc tinh khang thudc. Theo phuong 4n thay thé
khac nita, con dugc mong doi 18 ACT st dung artemsinin (hodc dan xuit) va hdn hop cta
rebaudiosit A va chat chiét tir qua la han c6 thé tao ra tac dung didu tri tot hon nhidu so
v6i chi dung mot chét bat ky trong sb cac chét riéng &, va cling tranh dugc tinh khang

thudc.

Vi du, hop chét ding dé chira trj bénh s6t rét c6 thé dwoc st dung két hop voi di-
terpen glycosit va/hodc tri-terpen glycosit theo cac phuong an cua sang ché. Hop chét
ding dé chita tri bénh sbt rét thich hgp bao gbm mefloquin, halofantrin, artesunat,
artemeter, cloquin, lumefantrin, primaquin, sulfadoxin, sulfalen, pyrimetamin,
doxyxyclin, tetraxyclin, azithromyxin, proguanil, xycloguanil, dapson, artemsinin va

atovoquon, nhung tdt hon 12 artemsinin.

Céac phuong phap dugc md ta & trén c6 thé con duge hiéu ro hon qua céc vi dy
dudi day. Chét chiét steviol glycosit co thé mua dugc tt EUSTAS (European Stevia
Assoc., Huesca, Spain), va Pure Circle, Oak Brook, Illinois, MJ. Reb A (chét chiét tir 14
¢ ngot Stevia) c6 do tinh khiét tir khoang 90 dén 95% c6 thé mua dugce nhu ¢ trén va tur
GLG, Vancouver, British Columbia, Canada. Mogrosit V (b0t chét chiét dugc tinh ché tir
qué la han) v6i o tinh khiét bang tir khoang 35 dén 60% c6 thé mua dugc dudi tén

PureLo® ciia BioVittoria Limited (Hamilton, New Zealand). Bot qua la han ciing c6 thé
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mua dugc dudi tén Fruit-Sweetness™ clia BioVittoria Limited (Hamilton, New Zealand),

va Guilin Layn Natural Ingredients Corp., Guilin, Guangxi, P.R. China.

Céc chit viét tit dudi day duoc st dung trong ban md ta nay. EtOAc: etyl axetat;

DMSO: dimetyl sulfoxit; MDR: khéng da thubc; CQ: cloquin; PBS: mudi dém phosphat.
Vi du thwe hién sang ché
Vidu 1A

Miu s6 1: Rebaudiosit A (chit chiét duge tinh ché tir 14 6 ngot Stevia), do tinh
khiét >95% khdi lugng.

Miu sé 2: Steviol glycosit (chét chiét dugc tinh ché tir 14 ¢o ngot Stevia), do tinh
khiét khoang 95% khdi lugng.

M3u s6 3: Bot chét chiét dugc tinh ché tir qua la han c6 chira mogrosit V (khoang

40% khbi lugng).
M3u s6 4: Chét cd ciia nude ép qua la han (tir qua la héan twoi).
M3u s6 5: Chét chiét qua la han (pha nudc).
M3u s 6: Chét chiét qua la hén (pha n-butanol) = "hop chat B".
M3u s 7: Chét chiét qua la han (pha EtOAc) = "hop chit A".
Mau sb 8: Chét chiét qua la han thong thudng (tr qua la han kho).

D&i v6i bude thir nhit, bot qua la han (135 mg), nghia 13, bot chét chiét dugc tinh
ché c6 chira mogrosit V (khoang 40% khéi lugng), dugc hoan nguyén trong nudc bang
céch chiét bing nuéc néng (3 X 400 ml), va chét chiét bing nudc két hop dugc phén
cach, 1an luot trude tién bang EtOAc (200 ml, 2 X 100 ml), va tiép theo bang n-butanol
(200 ml, 2 X 100 ml), dé tao ra 3 phén trong img Vi mau 5 dén 7 & trén, va dung moi

hitu co dugc loai bo bing thiét bi bay hoi quay dé tao ra "hop chat A" (phan chiét EtOAc)
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va "hop chit B" (thanh phan n-butanol). Hop chit A va hop chét B dugc thit nghiém vé
hoat tinh chéng bénh sét rét. Mau 5 tuong tmg véi pha nude sau cung sau khi phan céch

bang EtOAc, tiép theo la n-butanol.

Ngoai ra, chét chiét qua la han thong thuong (mau 8) dugc chudn bi bang cach
chiét qua la han kho bang nuGe néng nhu trong budc dAu tién & trén ma khéng can thao

tac gi thém.

Pidu ché dung dich hoat chét. M&i miu néu trén duge hda tan trong DMSO dé

didu ché dung dich gbc c6 ndng d6 0,1 mg/pl.
Vidu 1B

Ching khang nhidu thubc (multidrug resistant: MDR) Plasmodium falciparum
7G8, (mua duogc tr the Malaria Research and Reference Reagent Resource Centre (MR4),
Manassas, Virginia, M¥), dugc nuoi cdy in vitro trong mdi trudng nudi céy té bao RMPI
1640 (duge b sung véi huyét thanh ngudi 10%) v6i PCV (thé tich té bao duoc dong goi:
packed cell volume: PVC: khéi lugng hong cdu két tia) & 5%. P. falciparum 14 té bao
dugce ddng bd hoa bang cach bd sung D-sorbitol 5% va sau d6 té bao da dugc ddng bd hoa
duoc rai trén dia nuoi céy sau khi dat dugc pha tao vong, vdi ty 1€ nhidm ban dau 1a 1%

va PCV ¢ 5%.

Dung dich gbc DMSO dung cho mau s6 7 ("Hop chit A") va mau s6 6 ("Hop chét
B") nhu & trén dugc pha lodng bang moi truong nudi cdy dén 2000 pg/ml lam dung dich
gbc va dugc pha lodng bang mdi truong nudi chy dé dat dugc ndng dd chénh 1é&ch gép 3
14n dang pha lodng hang loat trong phén tich thir nghiém hoat tinh (dung dich hoat chét
cAn nhé hon 10% clia hé nudi chy va ndng do DMSO cén thép hon 0,5% dé tranh anh
hudng c6 hai d6i v6i sy sinh truong cta P. falciparum). 10 pl dung dich hoat chit cong
v6i 90 pl moi trudng nudi cly P. falciparum dugc rdi trén mdi 15. Mé nudi cdy t& bao
dugc quan sat dudi kinh hién vi vé ty 1& nhiém bang cach phan tich vét 6 bang chit mau

Giemsa tiéu chuin nhu da dugc biét rd trong linh vuc k¥ thuat nay.
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Phin trdm tc ché = (ty 1& nhidm cta mAu tréng- ty 1é nhiém ciia nhém dugc diéu

tri bang hoat chét hogic dugc diéu tri béng thudc)/ ty 16 nhiém ctia miu tréng x 100%.

St dung nhém dugce didu tri bang cloquin 1am d6i chung duong, duong cong liéu
lugng - phan tmg dugc tao ra nhu 1a gid tri phdn trdm sinh truéng theo ndng d hoat
chit/thudc (Chirc ning phén tich hdi quy khong tuyén tinh trong phan mém Graphpad
Prism 3.0, GraphPad Software, La Jolla, California, M¥) dé x4c dinh ICso (néng do uc ché
bén tbi da). Fig.1 thé hién cac dudng cong trc ché sinh trudong dang liéu lugng - phén ung

cuia cloquin (CQ) va hop chét A.

Bang 1
Mau Hoat tinh chéng bénh sét rét, ICso (ng/ml)
CQ (cloquin) 0,264+0,012
7 (phan chiét EtOAc ciia bot qua la han 22.14+1,68
40%)
“hop chat A”
6 (phan chiét n-butanol cua bt qua la han >200
40%)
“hop chit B”

Nhu dugc thé hién trong Bang 1, mau s6 7 cho thdy hoat tinh manh ddi v6i P.
falciparum TG8, v6i ICso bing 22,14 pg/ml. Nhu duoc thé hién trén Fig.1, chét chiét tir
qua la han cia mAau sb 7 chung té sy ngin chin hoan toan su sinh trudng clua t€ bao bi

nhidm & ndng d6 cao hon khi dugc thir nghiém.
Vidu 1C

Nudi cdy ky sinh tring. Dong nhay cam véi thube 3D7 va dong khang nhiéu thube
(MDR) Dd2 cua Plasmodium falciparum, mua dugc tir the Malaria Research and
Reference Reagent Resource Centre (MR4), Manassas, Virginia, My, dugc duy tri li€n tuc
trong hong cAu coa ngudi thuoc nhém méu O+ va 10% huyét thanh ngudi trong hon hop

khi gdm 7% CO2, 5% Oz va 88% No.
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Dung dich gbc theo vi du 1A va CQ dugc st dung lam d6i chung duong (dugc
chuén bi nhu dung dich gbc 10 mM trong PBS), dugc bao quan & nhiét d -20°C. Tung
dung dich xir Iy méi dugc diéu ché trong moi truong nudi chy té bao. Trong tat ca cac
phan tich, ndng d¢ ctia DMSO va PBS dugc duy tri & mirc 0,5% d8 khong anh hudng dén

su sinh trudng clia cac moi trudng nudi cay doi chung.

Phén tich ndng d¢ ttc ché in vitro. Dong v tinh P. falciparum 3D7 va Dd2 dugc
duy tri lién tyc trong hdng cdu clia ngudi thudc nhém méu O+ va huyét thanh nguoi 10%
trong hdn hop khi gdm 7% CO2, 5% O2 va 88% N, dugc dong b héa béi nhing 1an diéu
tri bing D-sorbitol 5%. Sy ¢ ché sinh trudng in vitro cla hdng cau dugc sdng ky sinh &
giai doan vong b4t dAu & muc 1% ky sinh trung trong mau va 2,5% dung tich hdng ciu
duoc xac dinh bang phép soi dudi kinh hién vi quang hoc d6i v6i cac vét § dugc nhudm

mau bang Giemsa.

Két qua ctia cac thir nghiém véi d6i ching duong st dung CQ dugc trinh bay trén

Fig.2 va Fig.3.

Fig.2 thé hién anh huong ctia CQ 1én dong vo tinh P. falciparum 3D7 trén dudng

cong liéu lugng - phan ung la phén tram tc ché sinh trudng theo ndéng do thudc.

Fig.3 thé hién anh hudng ciia CQ 1én dong vo tinh P. falciparum Dd2 trén dudng

cong liéu lwgng - phan tng la phén tram Grc ché sinh truéng theo ndng do thubc.

Tiép theo, chit chiét cua vi du 1A dugc thir nghiém dua vao dung dich géc duoc
dé cip & trén. Bang 2 du6i ddy thé hign anh huéng cia chét chiét 1én dong vo tinh P.

falciparum 3D7 va Dd2.

Bang 2
Mic chita tri Phén trdm ac ché
(%, sb trung binh +SD)
3D7 Dd2
M3u sb 1 (10*g/1) 41,33+0,00 56,14+1,36
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Mau s6 2 (10g/l) 41,87+8,30 57,83+2,39
Mau s6 3 (10*g/l) 12,00+11,31 44,58+3,41
Mau sb 4 (10-g/1) 25,3347,54 42,17+0,00
M3u sb 5 (10*g/l) 9,33+7,54 50,12+ 4,43
Mau s6 6 (10*g/1) 4,00+7,54 27,71+6,82
Mau s6 7 (10g/1) 30,67+7,54 42,17+6,82
Mau sb 8 (10*g/l) 9,33+0,00 32,53+6,82

Két qua trén Bang 2 chimg té rd rang la cac chét chiét c6 ngudn gbc tir 14 6 ngot
Stevia va qua la han co thé trc ché su sinh truong cia dong v tinh P. falciparum 3D7 va
Dd2. Hon nita, tham khao ché phém chiét cua vi du 1A dé tao ra cac miu 5 dén 7, cac két

qua chung to rang hop chét hoat tinh xuét hién 14 trong pha EtOAc (mau 7).

Cén luu ¥ 1a tit ca cac chit chiét, c6 ngudn gdc tir 14 c6 ngot Stevia hodc qua la
hén, chirmg to tinh hiu qua dé e ché ky sinh tring gdy ra bénh sét rét. Cu thé 13, chét
chiét, c6 ngudn gbc tlr 14 c6 ngot Stevia hodc qua la han, c6 tic dung manh chéng lai

chiing khang thuc Dd2.
Vi dy 1D

Chét chiét thong thuong tir qua la han (mau 8) duoc chuin bi bang cach chiét qua
]a han khd bing nuéc nong nhu trong vi du 1A va sau d6 1an lugt dugc phan doan bang
EtOAc va n-butanol nhu trong vi du 1A d8 tao ra 3 thanh phan tuong tng voi mau 5a dén

7a. MAu 6a va 7a lan luot ciing twong tng véi "hop chit B" va "hop chat A".

P. falciparum 1a té bao dugc dong bo hoa bang cach bd sung 5% D-sorbitol va sau
6 t& bao da duoc ddng bd héa dugc rai trén dia nudi cy sau khi dat duoc pha dang vong,

v6i ty 18 nhim ban diu bing 1% va PCV ¢ 5%.

Dung dich gbc DMSO dung cho mau s6 7a ("hop chit A") va mau sé 6a ("hop chét
B") nhu & trén dugc pha lodng bang mdi trudong nudi cdy dén 2000 pg/ml 1am mdi trudng

gbc va dugc pha lodng bang mdi trudng nudi chy dé dat dugc ndng dd chénh 1&ch glp 3
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14n dang pha lodng hang loat trong phén tich thir nghiém hoat tinh (dung dich hoat chét
cAn nhé hon 10% hé nuéi cdy, va ndng d6 DMSO cén thip hon 0,5% dé tranh tic dyng
phu anh huéng dén su sinh trudng cia P. falciparum). 10 pl dung dich hoat chét cing véi
90 ul méi trudng nudi céy P. falciparum dugc rai trén mdi 16. Mbéi trudng nudi cy té bao
dugc quan sat dudi kinh hidn vi v& ty 1 nhiém bing phan tich vét 6 bing chit mau

Giemsa ti€u chuan.

Phén trim Grc ché = (ty 1é nhiém cua mAu tréng- ty 1& nhiém cta nhom duge didu

tri bing hoat chét hoic dugc diéu tri bing thube)/ ty 18 nhiém ciia mau trong x 100%.

Viéc st dung nhém dugc didu tri bing cloquin va artemisinin lam d6i ching
duong, dudng cong lidu lugng - phan Gmg duoc tao ra béng phan trim gi4 tri sinh trudng
theo ndng @ hoat cht/thudc (chirc ning phén tich hdi quy khong tuyén tinh trong phin
mém Graphpad Prism 3.0, GraphPad Software, La Jolla, California, MY) dé xé4c dinh ICso

(ndng d0 trc ché ban tdi da). Xem bang 3 dudi day.

Dong nhay cam véi thudc (drug-sensitive: DS) 3D7 va dong khang nhiéu thubc
(MDR) Dd2 cua Plasmodium falciparum, mua dugc tir the Malaria Research and
Reference Reagent Resource Centre (MR4), Manassas, Virginia, M§, dugc duy tri lién tuc
trong hong cAu cua ngudi thugc nhom mau O+ va huyét thanh ngudi 10% trong hdn hop

khi gdm 7% CO2, 5% Oz va 88% Na.

Trong tht ca cdc thit nghiém, ndng d cia DMSO va PBS dugc duy tri & 0,5% aé
khong anh hudng dén su sinh trudng ciia mé nudi cdy dbi chiing. Phan tich ndng do uc
ché in vitro. Dong P. falciparum 3D7 va Dd2 dugc duy tri lién tuc trong hdng cdu cua
ngudi thudc nhém méu O+ va huyét thanh nguoi 10% trong hdn hop khi gdm 7% COo,
5% O, va 88% N», duoc ddng b hoa bing cach x 1y lién tiép bang D-sorbitol 5%. Sy e
ché sinh trudng in vitro cua hdng cau dugc séng ky sinh ¢ giai doan tao vong b4t ddu &
1% ky sinh tring trong mau va 2,5% dung tich hdng ciu dugce xac dinh bang phép soi

kinh hién vi quang hoc doi véi cac vet 6 dugc nhudm mau bang Giemsa.
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Béang 3
Mau (IC50, nM trung binh)
3D7 (DS) Dd2 (MDR)
1 219,56+10,15 376,18+12,39
2 231,87+18,19 398,85+22,31
3 222,98+11,38 349,15+13,76
4 528,76+27,19 848,35+40,67
5a >1000 >1000
6a “hop chét B” >1000 >1000
7a “hop chit A” 90,89:7,32 232,17+16,76
8 457,32+35,65 556,35+49,98
CQ (cloquin) 1,37+0,12 22,59+0,82
Coartem 0,09+0,00 0,13+0,02

Nhu duoc thé hién trong Bang 3, m3u sé 7a chtra hoat tinh chéng bénh st rét sau
khi chiét. Ciing da tim thy 1a Rebaudiosit A (mu 1) va mogrosit V (mAu 3) ching to
hoat tinh n6i chung manh dang ké khang ky sinh trung dugc thir nghiém.

Vidu2

Phan tich kiéu ban c&. Hoat tinh chéng bénh s&t rét ctia chét chiét tir quéa la han va
chét chiét tir 14 c6 ngot Stevia in vitro dugc xac dinh va duoc du bao b'fmg cach str dung
ching sbt rét P. falciparum DD2. Céc mAu dugc tron thanh day dung dich pha lodng 1:2
va chi s8 FIC (chi sé FIC: FICI) duge tinh. (Rand, K. H., Houck, H. J., Brown, P. va cong
su. "Reproducibility of the microdilution checkerboard method for antibiotic synergy,"
Antimicrobial Agents & Chemotherapy (1993) 37:613-5; Eliopoulos, G.M., Moellering
R.C. in Antibiotics in Laboratory Medicine, ed. Lorian V (Williams & Wilkins,
Baltimore, MD, 1991), céc trang 432-492; Ghannoum, M.A., Fu, Y., Ibrahim, A.S,,
Mortara, L.A., Shafig, M.C., Edwards, J E., Jr., Criddle, R.S. Antimicrob. Agents
Chemother. (1995) 39:2459-2465; Barchiesi, F., DiFrancesco, L.F., Scalise, G. "In Vitro
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Activities of Terbinafme in Combination With Fluconazole and Itraconazole Against
Isolates of Candida albicans With Reduced Susceptibility to Azoles," Antimicrob. Agents
Chemother. (1997) 41 : 1812-1814. M&i tham chiéu trong s cac tham chiéu néu trén

duoc dua ra tron ven trong ban mé ta nay nho vién dan.)

Pé x4c dinh xem 1a két qua cla viéc didu tri két hop 1a bd sung, hiép ddng hay
binh thudng, chi sé FIC (FICI) dugc tinh bang cach sir dung phan tich kiéu ban co. FICI
la téng ctia cac FIC cia mdi thude duoce thir nghiém, trong d6 FIC (fractional inhibitory
concentration: FIC: ndng do tc ché phan chiét) duoc x4ac dinh cho mdi thudc bing cach
chia MIC ctia m3i thubc khi dugc st dung trong hdn hop cho MIC cta mdi thube khi
duoc st dung riéng r&. FICI = (MIC cua thudc A trong hdn hgp/ MIC ctia mdt minh thudc
A) + (MIC cita thube B trong hdn hop/MIC mdt minh thudc B). Gia thiét 1a (i) viéc thir
nghiém st dung cac ndng do cach nhau béi hé s6 bang 2 va (ii) sy thay dbi cia MIC pha
lodng mdt budc nam trong khoang sai s6 thir nghiém. Céc phwong phap phirc tap khac
cling da dugc st dung; vi du, phuong phap vé dd thi dudng mirc dugc st dung dé mo ta
dic diém ban chit ctia ba chét khang ndm trong cac hon hop st dung céc ndéng do khac

nhau ciia moi chat.

FICI chimng to sy hiép ddng & gia tri < 0,5, trong khi d6 céc gié tri duge tim thiy
nam trong khoang tir 0,5 dén 1,0 ching to tc dung bd sung va khong phai 1a hiép dong.

Vidu2A

Hon hop cua chét chiét tir 14 c6 ngot Stevia c6 chira steviol glycosit va cht chiét tir
qua la han. Hdn hop cuia chét chiét tir qua la han (hop chit A) nhu dugc mo ta ¢ trén va
chit chiét tir 14 co ngot Stevia c6 chira steviol glycosit (nhu trong vi du 1A, mau 2) tao ra
FICI bang 0,3, ching t6 kha ning hiép ddng dé wc ché su sinh trudng cua P. falciparum
in vitro d&&n muc 16n hon so v6i chi mot trong hai thanh phén. (MIC cta chi mdt minh hop
chit A: 232 nM; MIC cia mot minh steviol glycosit: 400 nM; MIC cua hop chit A trong
hén hop: 14,5 nM; MIC ctia steviol glycosit trong hén hop: 100 nM).

Vidu2B
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Hon hop cua chét chiét tir 14 ¢6 ngot Stevia c6 chira steviol glycosit va mogrosit V.
Theo mdt phuong an, dugc mong doi 1a hdn hop cua chit chiét tir 14 ¢ ngot Stevia co
chira steviol glycosit (nhu trong vi du 1A, mau 2) va bot chét chiét dugc tinh ché tir qua la
han c6 chira mogrosit V (40%) theo ty 1¢ 1:1 theo khdi luong (nhu trong vi du 1A, mau 3)
c6 thé ngan chin sy sinh trudng cla P. falciparum in vitro va in vivo dén mirc 16n hon so

v6i chi mot trong hai thanh phan.
Vi du 2C

Hdn hop cua rebaudiosit A (Reb A) va mogrosit V. Theo mdt phwong an, mong
doi 1a hdn hop ctia Reb A (nhu trong vi du 1A, mAu 1) va bdt chét chiét dugc tinh ché tir
qué la hén c6 chira mogrosit V (40%) theo ty 1€ 1:1 theo khéi lugng (nhu trong vi du 1A,
mAu 3) c6 thé ngin chdn sy sinh trudng cua P. falciparum in vitro va in vivo dén muc 16n

hon so v6i chi mot trong hai thanh phéan.
Vi du 2D

Hdn hop cua rebaudiosit A (Reb A) va chit chiét tir qua la han. Hon hop cuia Reb
A (nhu trong vi du 1A, méu 1) va chat chiét tir qua la han (hop chit A) tao ra FICI bang
0,3, chung to kha ning hiép ddng dé ngan chin sy sinh trudng cua P. falciparum in vitro
dén mirc 16n hon so v6&i chi mot trong hai thanh phan. (MIC ctia chi mét minh hop chét A:
232 nM; MIC chi mdt minh Reb A: 376 nM; MIC ctia hop chét A trong hdn hop: 14,5
nM; MIC cta Reb A trong hdn hop: 94 nM).

Vi du 2E (dbi ching)

Hdn hop cuia rebaudiosit A (Reb A) va artemsinin. Hon hop cua Reb A (nhu trong
vi du 1A, méu 1) va artemsinin tao ra FICI bang khoang tir 0,9 dén 1,0, chi ching to tac
dung bd sung. (MIC ciia chi mot minh artemesinin: 0,13 nM; MIC ctia chi mdt minh Reb
A: 376 nM; MIC cua artemesinin trong hdn hop: 0,0081 nM; MIC cua Reb A trong hdn
hop: 376 nM).

Vidu3A
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Ché pham chtta rebaudiosit A (Reb A). Theo mot phuong an, bénh nhan (hodc mdi
thanh vién ctia nhém bénh nhan) dugc diéu tri qua duong ubng biang mot hoic nhiéu lidu
cia ché phdm dang nuéc chura tbng liéu lugng dung hing ngay bang dén 500 mg
rebaudiosit A. Pugc mong doi 1a sy nhiém P. falciparum s& bi ngdn chin hodc bi uc ché

trong khoang tir 3 dén 7 ngay khi dugc danh gia bang cach theo ddi mang mau tiéu chuén.
Vidu 3B

Hbn hgp cuta rebaudiosit A (Reb A) va chét chiét tir qua la han chita mogrosit V.
Theo mdt phuong 4n, bénh nhén (hodc mdi thanh vién cua nhom bénh nhan) dugc didu tri
qua duong ubng bing mot hodc nhidu 1iéu ché phim dang nude chira tdng lugng hing
ngly bing dén 500 mg rebaudiosit A va dén 500 mg mogrosit V. Pugc mong doi la su
nhi€m P. falciparum s& bi ngan chin hodc bi e ché trong khoéang tir 3 dén 7 ngay khi

duoc danh gia bang cich theo ddi mang mau tiéu chun.
Vidu4

Hoat tinh chdng bénh sbt rét in vitro cling dugc xac nhan bing phuong phap huynh
quang dya vao bénh sbt rét SYBR Green I dugc md ta tru¢e ddy boi Smilkstein va cong
sw, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, May 2004, trang 1803-1806, Vol. 48, No. 5,
v6i nhitng cai bién nhé. Dung dich thudc 14n lugt duge pha lodng bang mdi truong nudi
cdy va dugc phan phéi vao mdi truong nudi céy ky sinh trung khong ddng bd trén dia 96
15 thanh bén ban dé thu dugc 0,2% ky sinh tring trong méu cung v6i 2% dung tich hong
cAu trong téng thé tich 100 ul. Sau d6 dia dugc U trong 72 gitr & nhiét do 37 °C. Sau khi u,
bd sung 100 pl chét dém phan gidi v6i 0,2 pl/ml SYBR Green I vao mdi 18. Dia duogc 0 &
nhiét d 37°C trong 1 gid trong bong t6i va sau d6 dwge dat trong thiét bi doc dia huynh
quang 96 16 (Multilabel HTS Counter; PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, My) v&i
budc séng kich thich va phat xa 1an lugt & 497 nm va 520 nm, dé do sy phat huynh quang.
Nong d trc ché 50% (ICso) dugc xac dinh bang phép phén tich hdi quy khong tuyén tinh
duong cong liéu luong - phan tng logitic bang cach st dung phan mém GraphPad Prism

(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Vi du nay nhu 12 mdt phuwong phép so sanh.
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Tiép theo, phan phan tich cia qui trinh theo vi du 1C duoc thuc hién bang céch st
dung Coartem lam d6i ching duong. Coartem la didu tri bang hdn hop gbc artemisinin
(ACT) voi lidu luong ¢d dinh c6 thd mua dugc tir Novartis AG, Basel, Thuy Si. M&i vién
Coartem chtta 20 mg artemeter va 120 mg lumefantrin. Artemeter ¢6 sy bat dau tac dung
nhanh va nhanh bi dao thai, trong khi d6 lumefantrin bi dao thai chdm hon. Do do, hdn
hop tiéu diét ky sinh tring nhanh, trong khi cling ngén ngua su xuét hién lai cta ky sinh
tring trong mau. Thudc nay da dugc st dung rong rdi & Trung qubc dé thay thé cho
cloquin (CQ) trong phong va didu tri bénh sbt rét. Bang 4 thé hién tac dung cua viéc didu
trj bng thuc tiéu chudn dbi véi dong vo tinh P. falciparum 3D7 va Dd2 khi duoc xac
dinh bing phuong phap huynh quang. Nguoi ta tin ring cac hoat chét dugc phat hién
trong cac vi du néu trén cling ¢6 thé tao ra su uc ché dang k& néu khong noi 13 khong thé

so sanh dugc dbi voi sy sinh trudng cia té bao ky sinh trang.

Bang 4
Diéu tri Tinh man cam in vitro (ICso, nM)
3D7 Dd2
CQ 1,63+0,10 22.14+1,96
Coartem 0,07+0,09 0,09+0,05

ICso dugc thé hién béng sb trung binh + sai s tiéu chuén cta sb trung binh (n>3)

Ché phim theo sang ché ¢o thé duge st dung két hop véi chit mang chip nhan
duoc. Hoat chit trong ché phdm nhu véy c6 thé chiém tir 1% khdi lugng dén 99% khi
luong, hodc theo céch khac, tr 0,1% khdi luwong dén 99,9% khdi luong. "Chéit mang chép
nhan dugc" chi chét mang, chét pha lodng hodc td dugc bat ky ma co thé twong thich véi
c4c thanh phan khac cia ché pham va khong c6 hai cho ngudi st dung. T4 duge hitu dung
bao gdm xenluloza vi tinh thé, magie stearat, canxi stearat, hodc duong chip nhan dugc

bat ky (vi du, manitol, xylitol).

Dugc phdm theo sang ché c6 thé duge st dung két hop véi chit mang dugc dung.
Thanh phén hoat tinh trong ché phim nay c6 thé bao gébm 1% khdi luong dén 99% khéi
lwong, hodc theo cach khéc, tir 0,1% khdi luong dén 99,9% khdi luong. "Chéit mang dugc
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dung" chi chit mang, chit pha loang hodc ta duoc b4t ky ma co thé twong hop véi cac

thanh phéan khac cua ché phim va khong c6 hai cho nguoi st dung.

Ché pham tri st rét theo sang ché va hop chit ¢ hiéu lyc c6 ngudn gbe tir qua la
han va/hoic 14 ¢ ngot Stevia ¢6 thé dugc sir dung két hop voi chit mang chép nhan dugec.
Hoat chét trong cac ché phérn nay co thé chiém tir 1% khdi lugng dén 99% khéi lugng,
hodic theo cach khdc, tir 0,1% khdi luong dén 99,9% khéi lugng. "Chét mang chip nhén
duoc” chi chit mang, chét pha lodng hodc ta dugc bt ky ma c6 thé twong hop véi cac

thanh phan khac cia ché pham va khong ¢6 hai cho nguoi st dung.
Hé van chuyén

Dang dinh lidu thich hop bao gﬁ‘)m vién det, vién con nhong, dung dich, huyén phu,
bot, gom va keo. HE véan chuyén duéi ludi bao gdm, nhung khong gi6i han &, miéng hoa
tan & dudi va trén ludi, giot chét 16ng va d6 ubng. Mang &n dugc, polyme ua nudc, mang
hoa tan qua dudng miéng hodc bang hoa tan qua duong miéng co thé dugc st dung. Hé
van chuyén hitu ich khac bao gém loai phun vao miéng hogc vao miii hodc loai hit, va loai

tuong tu.

Khi st dung qua dudng udng, chét ¢6 hoat tinh ¢c6 thé dugc két hop v6i mot hodc
nhiéu thanh phén khong hoat tinh dang rén dé didu ché vién det, vién con nhdng, vién
tron, bot, hat hodc dang lidu luong thich hop khéc. Vi dy, hoat chit c6 thé dugc két hop
v6i it nhét mot t dugc nhu chét don, chét lién két, chét git 4m, chét phéan ra, chét chéng
4m, chét tang hép thu, chét lam w6t, chét hép thu hodc chét 1am tron. T4 duoc hitu dung
khac bao gf“)m magie stearat, canxi stearat, manitol, xylitol, chit 1am ngot, tinh bot,
carboxymetylxenluloza, xenluloza vi tinh thé, silic oxit, gelatin, silic dioxit, va chét tvong

tu.
Duong dung

Hop chit c¢6 hoat tinh co thé dugc st dung bang duong bét ky, bao gdm nhung

khong gi6i han & sit dung qua dudng udng, dudi ludi, ma, mat, phoi, tryc trang, va ngoai
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dudng tiéu hoa, hodc dudi dang chét phun vao miéng hodc vao miii (vi dy, hit hoi, giot
nho, hodc hat chit rén dugc hoa bui). St dung ngoai duong tiéu héa bao gém, vi du, st
dung qua tinh mach, trong co, trong dong mach, trong bung, trong miii, trong 4m dao,
trong bang quang (vi dy, vao bang quang), trong da, qua da, tiép xtc hodc dudi da. Vi dy,
thanh phan hoat tinh ¢c6 thé gitt trong bao dé kiém soat sy giai phong dé dua vao luu

thong.

Viéc diéu tri c6 thé dugc thuc hién trong khoang thoi gian dai khi can, trong mot
giai doan lién tuc, hodc trong céc giai doan riéng ré&. Bac si chita tri s& biét tang, giam,
hoidc diung chita tri nhu thé nao dya vao phan (g ctia bénh nhén. Theo mot phuong an,
viéc diéu tri dugc thye hién trong khoang tir mot ngay dén bay ngay. Lich trinh diéu tri c6

thé 1ap lai khi can.

Tém lai, da phat hién ra rang ca Reb A tinh khiét 13n chét chiét tho tir 14 ¢é ngot
Stevia c6 tac dung manh khang céc ching khang thudc da biét cua ky sinh tring géy ra
bénh sét rét. Ciing da phat hién 1a ca chét chiét dugc tinh ché 1an chét chiét tho ciia qua
Qua la han -Luo Han guo c6 higu qua cao dbi voi cac ching khang thudc da biét cia ky
sinh tring gy ra bénh st rét. Con duoc mong doi 1a hdn hgp ctia Reb A va chét chiét tir
qua la han cling c6 thé c6 tac dung manh dbi véi cac ching khang thudc da biét cta ky

sinh trung gdy ra bénh st rét.

Theo mb ta & trén, sang ché da dugc md ta lién quan dén cac phuong an nhit dinh
cua no, va nhidu chi tiét da dugc dua ra cho muyc dich minh hoa, s€ rd rang dbi vai nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét rang sang ché c6 thé bi anh hudng boi cac
phuong an bd sung va céc chi tiét nhat dinh duoc mod ta trong ban md ta nay co thé thay

d6i dang ké ma khong tréch khoi cac nguyén tac co ban ctia sang ché.

T4t ca cac tham chiéu dugc trich din trong ban md ta nay dugc dua ra nh¢ vién
din. Sang ché c6 thé duoc thé hién & cac dang cu thé khac ma khong tréch khoi nguyén ly
hodc céac thudc tinh co ban cia nd va, vi vay, sy tham chiéu can duoc thuc hién dbi vai
c4c yéu cau bao hd dinh kém hon la dbi v6i phan mo ta & trén, khi dé cap dén pham vi cua

sang che.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phdm ding dé diéu tri bénh st rét chira lugng c6 hiéu qua didu tri cla rebaudiosit
A, luong c6 hi€u qua didu tri cta chét chiét qua la han, luong c6 hi¢u qua diéu tri ctia hop
chit dugc chon tir nhém bao gém artemeter, arteether, artesunat, va dihydroartemisinin,
va chit mang c6 thé chip nhan dugc, trong d6 rebaudiosit A va chét chiét qua la han c6
mit trong hdn hgp theo ty 1¢ khdi luong 1a 1:1 vé6i luong ndm trong khoang tir 1% dén

99% khdi lrgng ctia tong ché phém.

2. Ché phim ding dé didu tri bénh st rét theo diém 1, trong d6 ché phdm nay con chtra
lugng c6 hiéu qua didu tri coa hop chit dugc chon tir nhém bao gbm mefloquin,
halofantrin, artesunat, artemeter, cloquin, lumefantrin, primaquin, sulfadoxin, sulfalen,
pyrimetamin, doxyxyclin, tetraxyclin, azithromyxin, proguanil, xycloguanil, dapson,

artemsinin, atovoquon va hon hgp cua ching.

3. Ché pham dung dé didu tri bénh sdt rét theo diém 2, trong d6 chit mang c6 thé chip
duoc 1a chit mang dugc dung.

4. Ché pham tri sbt rét theo diém 2, trong d6 ché phim nay dugc bao ché dé ding qua
duong uéng, ngoai duong ti€u hoa, trong tinh mach, trong co, qua da, trong ma, dudi da
hodc nhét hdu mon.

5. Ché phém dung dé diéu tri bénh sbt rét theo diém 1, trong d6 lugng o6 hiéu qua didu tri
clia rebaudiosit A 13 nim trong khoang tir 10 mg dén khoang 500 mg, va luong c6 hiéu
qua didu tri cia chét chiét qua la han 1a nam trong khoang tir 10 mg dén khoang 500 mg.
6. Ché phdm dung d8 didu tri bénh sdt rét theo diém 1, trong d6 ché phim nay dugc bao
ché @& dung qua dung qua dudng ubng, duéi ludi, trong mé, trong mii, ngoai duong ti€u
héa, trong tinh mach, trong da, qua da va dudi da.

7. Ché pham dung dé didu tri bénh st rét theo diém 1, trong d6 chat mang 1a ta duogc
dugce chon tir nhém bao gc‘“)m xenluloza vi tinh thé, magie stearat, canxi stearat, mannitol

va xylitol.
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