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1. Gigi thigu luan an:
a. Ly do va tinh can thiét caa nghién ciru

Hién nay, céc bénh lién quan dén than, nhat 1a suy than
Ccap va suy than man ting nhanh trong cong dong gay anh
hudng dén sic khoe, chat lugng cudc song cia ngudi bénh,
tham chi dan dén tr vong. Cac nguy@n nhan dan dén suy than
rat da dang, trong d6 co cac nguyén nhan do tac dung phu cia
thudc nhu thudc chira ung thu (cisplatin...), thuc tc ché
mién dich (cyclosporin A), cac khang sinh (gentamicine,
aminoglycosid...). Vi vay, nhiéu nghién ciu da duoc thuc
hién nham han ché tac hai cua cac thudc nay trén than ciing
nhu phuc hdi chirc nang than bi giam do thudc.

Sam Viét Nam la mét loai sam quy va dac hiru cioa Viét
Nam. Thanh phan chinh ciia Sam Viét Nam la céc saponin
khung dammarane, dac biét 1a cac saponin khung ocotillol
nhu majonoside-R2, vina-ginsenoside-R2 chiém ham luong
rat cao. Céac saponin khung ocotillol nay dugc chiing minh
dong vai tro chinh trong céc tac dung diéu tri cia Sam Viét
Nam nhu khang ung thu, giam stress, bao vé gan, khang
viém... Bén canh d6, S&m Viét Nam con chtra cac thanh phan
khac nhu polyacetylene, polysaccharide, vitamin, khoéang
chat, trong do, thanh phan polyacetylene déng vai trd chinh
trong tac dung chéng oxy hoa va khang khuan. Cac nghién
ctru trén Sam Viét Nam ché bién dudi tac nhan nhiét ciing da
duoc tién hanh va cho thdy qua trinh hip lam ting tac dung
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chéng oxy hoa, khang khéi u caa Sam Viét Nam. Tuy nhién,
su thay ddi thanh phan hoa hoc cua Sam Viét Nam trong qua
qué trinh sinh truong ciing nhu ché bién van chwa duoc nghién
ctru nhiéu. Ngoai ra, tac dung bao vé than caa Sam Viét Nam
chua ché bién va Sam Viét Nam ché bién & nhiét do va &p suat
cao van chua duoc nghién ciiu va cong bd. Vi vay, ching toi
tién hanh nghién ctiu su thay d6i thanh phan héa hoc cia Sam
Viét Nam trong qué trinh sinh truéng, qué trinh hap ¢ nhiét
d6 va ap suat cao va nghién ciru thanh phan héa hoc cua Sam
Viét Nam ché bién theo huéng tac dung bao vé than.
b. Muc tiéu nghién cau
Nghién ctru dugc thuc hién véi nhitng muc tiéu sau:
- Panh gia sy phét trién sinh khdi va sy tich liy saponin
trong qua trinh phat trién caa Sam Viét Nam trong
- Panh gia sy thay d6i thanh phan héa hoc va tac dung
bao vé than cia S&m Viét Nam qua qua trinh hip &
nhiét d6 va ap suét cao.
- Nghién ciru thanh phan héa hoc cua Sam Viét Nam
dinh huéng tac dung bao vé than.
- Panh gia tac dung bao vé than ciaa Sam Viét Nam
c. Pbi twong va phwong phap nghién ciru
Poi twgng nghién ciu:

- Than r& va r& ci Sam Viét Nam 2-7 tudi trong tai Tra



Linh, Lam Dong
Than r& va ré ca Sam Viét Nam 6 tuoi

Phwong phap nghién ctru

binh lwong céac saponin chinh G-Rg:, G-Rb;, G-Rd,
M-R2 bang HPLC-ELSD dé danh gia sy tich lity saponin
trong than ré va ré ca Sam Viét Nam.

Khao sat su thay doi thanh phan hoa hoc cua Sam Viét
Nam qua quéa trinh hip bang HPLC-QToF-MS va thdng
ké bing metabolomics

Khao sét su thay doi tac dung bao vé than cia Sam Viét
Nam & cac thoi gian hap khac nhau va nghién ctu thanh
phan hda hoc cua Sam Viét Nam ché bién trén mé hinh
in vitro véi dong té bao than LLC-PK1 va st dung
cisplatin lam tac nhan gay doc.

Danh gia tac dung bao vé than cia Sam Viét Nam ché
bién trén md hinh in vivo sir dung cyclosporin A 1am tac
nhan gy doc trén chudt nhét trang va danh gia tac dung
théng qua céc théng sé6 BUN, creatinin huyét, MDA,
GSH cua than chuot.

Danh gia co ché tac dung bao vé than caa panaxynol trén
md hinh in vitro va in vivo vai tac nhan gay doc than la
cisplatin. Trén md hinh in vitro, cac thdng s danh gia
bao géom mirc d¢ séng cua té bao, danh gia qua trinh chét
theo chu trinh bang dong chay té bao, danh gia kha ning
giam viém bang Western Blot. Trén mé hinh in vivo,
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danh gia cac chi s6 BUN, creatinine huyét, dinh luong
cac protein cua qua trinh viém bang Real-time PCR.

d. Nhirng déng gép méi cia nghién ciru vé mat ly luan va
thuec tién

1. Nghién ctru da khao sat su phat trién vé sinh khéi va tich
lity saponin trong Sam Viét Nam bang phuong phap
HPLC va két qua cho thdy S&m Viét Nam sau 5 nim
trong dat sinh khdi va ham lwong saponin ti da va c6 thé
thu hoach.

2. D& tai da khao sat va tdi wu céc thong sb cho phuong
phap in vitro sir dung dong té bao LLC-PK1 va tac nhan
cisplatin gay doc than dé danh gia tac dung bao vé than.
Phuong phap don gian, ré tién va co thé st dung dé danh
gia hang tac dung bao vé than caa hang loat mau trong
thoi gian ngan

3. Chung t6i da khao sat va cho thay qué trinh hip ¢ 120 °C
lam tang tac dung bao vé than cia Sam Viét Nam. Thoi
gian hap 12 h cho tac dung bao vé than cao nhat.

4. Qua trinh nghién ctru da phan lap dugc 8 hop chat co tac
dung bao vé than bao gom panaxynol, ocotillol genin,
20(S)-ginsenoside-Rh, 20(R)-ginsenoside-Rhy, 20(S)-
ginsenoside-Rgs, 20(R)-ginsenoside-Rgs, ginsenoside-
Rk va ginsenoside-Rgs. Day 1a 1an dau tién ginsenoside-
Rh, dugc phan lap tir Sam Viét Nam ché bién. Pay ciing



la lan dau tién mot saponin thudc khung ocotillol 1a
ocotillol genin duoc cong b cé tac dung bao vé than.

5. Tac dung bao vé than caa cac hop chit saponin da phan
lap dugc so sanh va két qua cho thay saponin khung
protopanadiol cho tac dung manh nhat. Dé tai da phat
hién ginsenoside cang c6 it nhom duong cang cho tac
dung bao vé than manh, dong phan dang R cho tac dung
manh hon dang S.

6. Tac dung bao vé than cua panaxynol da dugc chiing
minh trén mé hinh in vitro va cho thiy co ché cua qua
trinh nay thdng qua viéc giam qua trinh apoptosis ciing
nhu giam qué trinh viém cua té bao than gay ra boi
cisplatin.

7. Téc dung bao vé than cia S&m Viét Nam ché bién ciing
da dugc chirng minh trén mé hinh in vivo véi tac nhan
gy doc la cyclosporin A bén canh tac nhan cisplatin.

e. B6 cuc ciia luan an

Luan &n gém 151 trang: M& dau 2 trang, tong quan tai liéu 40
trang, nguyén vat liéu va phuong phap nghién ctru 20 trang,
két qua nghién ciru 47 trang, ban luan 30 trang, két luan va
kién nghi 4 trang

2. Téng quan tai ligu
a. Sam Viét Nam

Sam Viét Nam duoc phat hién lan ddu vao nim 1973 tai



vung nui Ngoc Linh, tinh Quang Nam va dugc dat tén khoa
hoc la Panax vietnamensis Ha et Grushv. thudéc ho
Avraliaceae. Thanh phan hda hoc cua Sam Viét Nam cha yéu
la cac saponin thuoc khung protopanaxadiol (PPT),
protopanaxatriol (PPD) va dac biét la cac saponin khung
ocotillol (OT) véi ham luwong rét cao, trong d6 hop chat
majonoside-R2 c6 ham lugng trén >5 %. Sdm Viét Nam
duogc chieng minh sé hitu nhiéu tac dung sinh hoc tng dung
trong tri liéu nhu khang khuan, khang oxy hoa, bao vé gan,
chéng stress, chdng tram cam... Tuy nhién, chua c6 nhiéu
nghién ctru vé tac dung bao vé than caa Sam Viét Nam.

b. Sw thay déi thanh phan héa hec ciia saponin qua qué
trinh hap

Qué trinh hip duéi tac nhan nhiét d6 1am thay d6i dang
ké thanh phan héa hoc cua céac loai Sam thudc chi Panax.
Céc qué trinh bién d6i bao gdom thuy phan nhom duong va
khtr nuae & vi tri C-20 caa cac ginsenoside khung PPT va
PPD dé thu duoc cac ginsenoside kém phan cuc hon. Cac
ginsenoside nay dugc chung minh c6 tac dung sinh hoc
manh hon cac ginsenoside nguyén thily, dac biét la tac dung
chéng oxy hda, chdng khdi u va tac dung bao vé than.

Céc nghién ciru trude day cho thdy cac saponin khung
OT do vi tri C-20 bj dong vong nén it bi bién ddi trong quéa
trinh hidp ma chu yéu bi thuy phan nhém dudng thdng qua



con dudng ché bién dudi tac nhan vi sinh vét duong rut.

¢. Bénh than va tac dung bao vé than cia dwgc liéu chi
Panax

Than 14 co quan quan trong clia co thé déng vai tro dao
thai nuéc tiéu va can bang noi moi. Vé mat giai phau, con
ngudi ¢6 2 qua than, than phai nam sat khung suon 12 va
hoi thap hon than trai. Pon vi ctia than 1a cac nephrone dong
vai tro bai tiét nuéce tiéu, tai hip thu thu dong va duy tri hang
dinh noi moi.

Bénh suy than I tinh trang ton thuong than 1am suy giam
chire nang bai tiét nudc ticu, ¢6 dic nudc tiéu va bao ton cac
chat dién giai cho co thé. Suy than c6 hai loai chinh 1 suy
than c4p tinh va man tinh. Suy than cép tinh 1 tinh trang suy
giam nhanh chéng va d6t ngot kha niang loc cia ciu than véi
triéu chimg dién hinh 1a tang creatinin va BUN. Mt trong
cac nguyén nhan gay suy than la cac thudc nhu cisplatin,
cyclosporin A, ... Suy than man tinh 12 tinh trang ton thwong
nhu mé than tir tir, khéng hdi phuc va nang dan.

Cisplatin 1a mot thuéc chong ung thu duoc sir dung rong
rdi dé diéu tri cac bénh ung thu mo cing nhu dau, mat, cd,
tinh hoan... Tuy nhién, cac tac dung phy, nhét 1a doc tinh
trén than 1a nguyén nhan chinh gisi han viéc sir dung thuéc
nay trong diéu tri. Cisplatin gay suy than cip théng qua cac
co ché nhu giy stress oxy héa trong té bao biéu md than,
kich hoat qua trinh viém, gay chét theo chu trinh (apoptosis)
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va gay hoai tir (necrosis) té bao biéu md than, dan dén suy
than cap. Cac triéu ching cua suy than cap do cisplatin bao
gom giam d6 loc cau than, ting BUN va creatinin huyét. Bén
canh cisplatin, cyclosporin A 1a mét thuéc e ché mién dich
ciing c6 tac dung phu gay doc tinh trén than, dan dén hoai tir
té bao than va suy than cép.

Nhan sam sau qué trinh ché bién du6i tdc nhan nhiét 1am
tang dang ké tc dung bao vé than thong qua thir nghiém doc
té bao dudi tac nhan cisplatin. Cac nghién ctu vé mat hoa
hoc hudng tac dung bao vé than cho thiy tac dung bao vé
than cha yéu dén tir cac saponin kém phan cuc sinh ra trong
qua trinh ché bién nhu ginsenoside-Rks, -Rhs, -Rgs, -Rki,
-Rgs.

3. Pbi twong va phwong phap nghién ciu
a. Po6i twong nghién ciru
- Than ré varé ca Sam Viét Nam 2-7 tudi thu hai tai Tram

Duoc liéu Tra Linh, Quang Nam, duoc siy khd & nhiét

do dudi 60 °C, tach riéng than ré, ré ca va xay thanh bot

¢6 kich thuée dudi 0,5 mm.

- Than ré varé ca S&m Viét Nam 6 tudi ciing duoc thu héi
tai Tram Duoc liéu Tra Linh, Quang Nam, duoc sdy kho

& nhiét do dudi 60 °C va xay thanh bot co kich thudc
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dudi 1 mm.
b. Phuwong phap nghién ciu
i. Kiém nghiém nguyén liéu
- Kiém nghiém vi hoc: kiém nghiém vi phau than ré va ré cu
Sam Viét Nam, soi bot ré Sam Viét Nam
- Dinh tinh bang sic ky I6p mong: dinh tinh bang sic ky 16p
mong silica gel vai hai hé dung moi chloroform-methanol-
nudc (65:35:10, I6p dudi) va n-butanol-nugce-acid acetic
(4:5:1, 16p trén)
- Dinh luong bang phuong phap HPLC-ELSD: tham do quy
trinh chiét xuat, tinh ché qua cot chiét pha ran (SPE). Quy
trinh dugc thdm dinh véi céc chi tiéu: tinh twong thich hé
thdng, d6 chon loc, do lap lai, 6 dung. Quy trinh duoc &p
dung dé danh gi4 sy tich liy saponin trong than r& va ré ca
Sam Viét Nam 2-7 tudi va dinh lugng ham luong saponin
trong nguyén liéu.
ii. Xay dwng quy trinh thir nghiém tac dung bao vé
than in vitro

M® hinh thir nghiém tac dung bao vé than in vitro su
dung té bao biéu md than lon LLC-PK1 véi tAc nhan gay
doc cisplatin. Nghién ctu ti ru hoa mot s6 thong sé nhur
sau:

- Xac dinh nong d9 cisplatin gay doc: 20, 25, 30, 40, 50 va
100 uM. Nong d6 téi wu khi muc do sdng té bao con
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khoang 50 %.
Xac dinh mat do té bao: 1x10% 2x10% 3x10* té
bao/giéng. Mat do téi wu khi muc do séng té bao con
khoang 50 %.
Xéc dinh ndéng d6 chimg dwong N-acetylcystein c6
thé phuc hdi té bao bi giam do doc tinh cua cisplatin
Thir nghiém nong do dimethylsulfoxide (DMSO) st
dung. Nong d¢ t6i vu khi mac do séng té bao khong
tang co y nghia thong ké so vai nhom khong c6 DMSO.
iii. Phan tich su thay doi thanh phan hoa hec va téac
dung sinh hoc cia Sdm Viét Nam qua qué trinh
ché bién
- Ché bién va chiét xuat: Bot SAm Viét Nam (100 mg)
dugc hap trong cong thép véi 1 ml nuée cat ¢ 120 °C
trong thoi gian 0-20 h. Bot duoc liéu sau khi hap duoc
chiét véi MeOH va c6 duéi ap suét giam thu dugc cac
cao Sam Viét Nam ché bién. Cac cao nay dugc hoa
trong DMSO thanh dung dich me c6 néng do 100
mg/ml
- Ddnh gid sw thay doi thanh phan héa hoc cia Sam
Viét Nam qua qué trinh ché bién: Dung dich me duoc
pha lodng trong methanol véi ty 1¢ 1:1000 va phan
tich bang UPLC-QTOF-MS ¢ ché d6 ion dwong, dién
tich dinh cua cac peak dugc xur Iy thong ké da bién
bang cong cu Metaboanalyst 5.0.
- Ddnh gid su thay doi tac dung bao vé thdn cia Sam
12



Viét Nam qua qué trinh ché bién: Cao chiét Sam Vit
Nam dugc danh gia tac dung bao vé than & cac ndng
d6 0-200 pg/ml trén moé hinh in vitro da xay dung.
Panh gia diéu kién hiap Sam Viét Nam cho tac dung
manh nhét.

iv. Nghién ciru thanh phan héa hec Sam Viét Nam
hwéng tac dung bao vé than

- Bot SAm Viét Nam (45 g) duoc hap trong diéu kién
t6i wu da xac dinh, sau d6 dong kho va chiét bang
methanol bang phuong phép siéu am. Dich chiét dugc
6 dudi ap suat giam thu duoc cao khd Sam Viét Nam
ché bién. Cao kho dugc dénh gia tac dung bao vé than
va so sanh véi cao Sun Ginseng do cong ty Ginseng
Science (Han Quéc) cung cap.

- Cao kho dugc phan tach thanh cac phan doan nho hon
bang phuong phap lac phan bé, sic ky cot silica gel.
Cac phan doan nay dugc danh gia tac dung bao vé
than biang md hinh in vitro. Phan doan tiém ning duoc
phan tach bang sic ky long ban diéu ché dé thu duoc
cac hop chét tinh khiét.

- Céc hop chat sau khi phan lap duoc xac dinh bang cac
phuong phap phd nghiém MS va NMR va dugc so
s&nh t&c dung bao vé than trén mé hinh in vitro.

v. Panh gia tac dung bao vé than cia panaxynol trén
mé hinh in vitro va in vivo

- Co ché tac dung bao vé than cua hop chét panaxynol
13



theo huéng giam apoptosis dugc dinh luong bing
phuong phap dong chay té bao. Muc do giam
phosphoryl héa cua protein JNK, p38 va muc do biéu
hién cua cleaved caspase-3 cua panaxynol trudc doc
tinh cua cisplatin duoc danh gia bang phuong phap
Western Blot.

- Hop chit panaxynol duoc danh gia tac dung bao vé mo
hinh in vivo str dung chuét duc C57/BL6 7 tuan tudi.
Chuét duoc cho udng panaxynol & liéu 10 mg/kg va 50
mg/kg hodc N-acetylcyctein liéu 1000 mg/kg trong 5
ngay. Vao ngay 2, chudt duoc tiém cisplatin véi liéu 16
mg/kg bang duong tiém phic md. Vao ngay 5, chudt
dugc gdy mé va lay mau tir tim dé dinh lugng BUN va
creatinin. Than duwoc cd lap va khao sat RT-PCR su
biéu hién cua cyclooxygenase-2, monocyte
chemoattractant protein-1  va  hypoxanthine
phosphoribosyltransferase-1.

vi. Panh gia tac dung bio vé than caa cao chiét Sam
Vigt Nam ché bién trén mé hinh in vivo véi tac
nhan gay dgc cyclosporin A

- Bot ré Sam Viét Nam (30 g) dwoc phan tan voi
200 g nuc cat va hap trong autoclave ¢ 105 °C trong
8 h, sau d6 dugc lam ngudi va dong khoé thu duoc bot
Sam Viét Nam ché bién. Bot Sam Viét Nam ché bién
dugc chiét véi methanol 70 % bang phuong phép siéu
am. Dich chiét duoc c6 dudi &p suat giam thu duoc 15
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g cao kho Sam Viét Nam ché bién c6 d6 am 4,5 %.
Chuat nhit trang Swiss albino dyc (7-8 tuan tudi) duoc
dung cho nghién ciru. Chudt dugc chia thanh cac 5 16
bao gom: L& sinh Iy: udng nuéc cat; Lo ching bénh:
udng nuéc cat; L6 ching duong: uéng NAC liéu 100
mg/kg; L6 Sam Viét Nam: uéng cao Sam Viét Nam liéu
100 mg/kg; L6 Sam Viét Nam ché bién: udng cao Sam
Viét Nam ché bién liéu 100 mg/kg.

Chuot cho ubng nudc cat hoac NAC hodc mau thir Sam
Viét Nam 1 lan/ngay trong 14 ngay lién tiép. Vao céc
ngay 12, 13, 14, chuét ¢ 16 sinh ly dugc tiém phdc mac
bang nuéc cat pha tiém, chudt ¢ cac 16 con lai duoc
tiém phlc mac cyclosporin A pha trong nuéc cit pha
tiém & lidu 100 mg/kg véi thé tich tiém 10 ml/kg. Ngay
15, chudt duoc gay ngat bang da CO,, mo lay mau tim
dé dinh luong ure va creatinin huyét tuong, than duoc
tach ra, nghién dong thé trong KCI 1,15% dé dinh
luong malonyl aldehyde (MDA) va glutathion (GSH).

4. Két qua

a. Kiém nghiém nguyén liéu

Vi hoc: Vi phiu va céc ciu tir Sam Viét Nam c6 nhiing
ddc diém nhu mo ta cua Duoc dién Viét Nam V.

Pinh tinh bang sac ky I6p mong: Trén ban mong cua
hai hé dung méi, sic ky @6 cua mau thir ¢ cac vét co
mau sac va R tuong duong véi Vét ciia cac chuan G-
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Rby, G-Rgs, M-R2, V-R2.

iii.  Dinh luong bdng HPLC-ELSD: Quy trinh dinh luong
dugc ti wu hoa bao gom quy trinh chiét va quy trinh
tinh ché. Phuong phép dinh lugng dugc tham dinh dat
céc tiéu chi Tinh tuong thich hé théng, Do chon loc,
Do chinh xac va g dung. Quy trinh dinh lugng dugc
ing dung dé danh gia su tich ity saponin va két qua
cho thiy ham luong cc saponin ting nhanh trong thoi
gian 2-4 tudi, sau d6 thay d6i khong dang ké. Quy
trinh ciing dwoc tng dung dé dinh lugng cac saponin
chinh trong nguyén liéu Sam Viét Nam va ham luong
cac saponin G-Rg:, M-R2, G-Rb; va G-Rd lan luot |a
3,95 %: 5,76 %; 1,51 % va 0,74 %. Tong ham lugng
cac saponin chinh la 11,96 %.

b. Panh gia sy thay doi thanh phan hoa hoc va tac dung
bao vé than caa SAm Viét Nam qua qué trinh ché bién
i. Thanh phan héa hoc: Qué trinh hip 1am giam cac
ginsenoside phan cuc khung protopanaxadiol va
protopanaxatriol va xuit hién céc ginsenoside kém
phén cuc. Céc saponin khung ocotillol giam cham va
biat dau xuat hién ocotillol genin. Phan tich
metabolomics cho thdy qué trinh hap tir 2-12 h lam thay
do6i dang ké thanh phan héa hoc ciia Sam Viét Nam.
Khi tang thoi gian hip 1én 12-20 h, thanh phan héa hoc
thay dbi khong dang ké. Ham lugng cac ginsenoside
kém phan cyc ting cao nhét & thoi diém 12 h, trong khi
16



C.

ham Iugng ocotillol genin van tiép tuc ting dén thoi
diém 20 h.

ii. Tac dung bdo vé than: Kha nang phuc hoi té bao than
cua dich chiét Sam Viét Nam ché bién (PVG) & nong
d6 200 pg/ml ting dan theo thoi gian hap va dat cao
nhat & thoi diém 12 h, giup ting ty 1& séng cua té bao
tir 50,9 % 1&n 86,4 %. Khi tang thoi gian hép, ty 16 t
bao sdng khong ting thém nita. Vi vay, diéu kién hap ¢
120 °C trong 12 h dugc lya chon dé ché bién Sam Viét
Nam huéng tac dung bao vé than. O ciing nong d6 100
ug/ml, PVG cho kha ning phuc hoi té bao séng khoang
80 %, cao hon so véi cao chiét Sun Ginseng (66,1 %).

Nghién ciu thanh phan héa hec SAm Viét Nam huéng

tac dung bao vé than

Bot Sam Viét Nam (45 g) duoc hap ¢ ¢ 120 °C trong 12 h
sau d6 dugc chiét va co thu hdi dung méi thu duoc 27 g cao
kho PVG. Cao duoc chiét phan b vai cac dung méi diethyl
ether (Et), ethyl acetate (EA), n-butanol béo hoa nuéc (Bu).
Céc phan doan duoc danh gia tac dung bao vé than va két
qua cho thiy phan doan Et va EA cho tac dung manh nht.
Vi vy hai phan doan nay duoc lya chon dé tiép tuc phan
tach.

Tir phan doan Et phan tach bang cot silica gel thu dugc 8
phan doan Et1-Et8, trong do6 phan doan Et3 va Et5 cho tac
dung manh. Tur phan doan Et3 phan tach bing cot silica gel
thu duoc hop chét panaxynol c6 tac dung bao vé than. Tur
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phan doan Et5 thu duoc hop chit ocotillol genin thé hién tac
dung bao vé than.

Phan doan EA duoc phan tach bang sac ky cot silica gel thu
dugc 6 phan doan EA1-EAG, trong do phan doan EA4 va
EAG thé hién tac dung bao vé than. Tir phan doan EA4 phan
lap bing sic ky long diéu ché (prep-HPLC) thu dwoc hop
chat 20(S) va 20(R)-ginsenoside-Rh; cd tac dung bao vé than.
Phan doan EA6 duoc hoa trong methanol va thu duoc phﬁn
khong tan 1a 20(R)-G-Rgs c6 tac dung bao vé than. Phan
dich duoc phan tach bang prep-HPLC thu duoc cac hop chat
20(S)-G-Rgs, G-Rk; va G-Rgs déu thé hién tac dung bao vé
than.

Céc hop chét phan lap duoc xac dinh ciu trdc bing phé MS
do phan giai cao, *H va **C-NMR va duoc so sanh tac dung
bao vé than théng qua ndng do phuc hdi 50 % ty 18 té bao bi
mat (RCso). Két qua cho thiy hop chat panaxynol c6 tac
dung manh nhat voi RCso = 6,18 + 3,84 uM. Ddng phan
20(R) cua G-Rh; va G-Rgs ¢6 tac dung bao vé than manh
v6i RCs lan luot 12 6,67 + 0,42 uM va 8,39 + 0,3 uM, thap
hon ddng phan dang 20(S) 8-10 lan. 20(S)-G-Rgs, la tién
chat cua G-RK1, ¢6 RCso = 88,4 + 54,62 uM, cao hon 1,4 1an
s0 v6i G-Rki (RCsp = 62,60 + 17,3 uM). Tuy nhién, dong
phén cta G-Rk; 1a G-Rgs lai c6 RCso = 180,83 £ 33,27 uM,
cao gap 3 1an G-Rky. OT cd RCso cao nhét (226,19 + 66,16
uM) nhung thap hon 6,8 1an so véi chimg dwong N-
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acetylcystein voi RCso = 1543,6 + 74,07 pM.

d. Panh gia tac dung bao vé than in vitro va in vivo caa

panaxynol

- Trén mé hinh in vitro, bang phuong phap do dong chay té
bao, cisplatin 25 uM lam ting ty 1¢ t& bao bi apoptosis Ién
39,96 + 1,76 %, panaxynol & nong do 2 UM va 4 pM l1am
giam ty l¢ té bao bi apoptosis con lan luot 26,23 + 1,51 %
va 15,96 + 1,53 %. Diéu nay cho thdy panaxynol c6 tac dung
bao vé than thong qua con duong giam apoptosis. Bang
phuong phap Western Blot, két qua cho thdy panaxynol 2
UM va 4 uM Iam giam su biéu hién caa JNK, p38 bi
phosphoryl hoa ciing nhu caspase-3 bi phan cit.

- Trén md hinh in vivo, panaxynol 1am ting dang ké khdi
lwong co thé, phuc hdi chire niang than théng qua viéc lam
giam BUN va creatinin huyét ting 1én do cisplatin. Bén canh
d6, panaxynol 1am giam phan (ng viém trén té bao than gay
ra do cisplatin, mirc do biéu hién cia COX-2 mRNA va
MCP-1 mRNA duoc danh gia bang RT-PCR.

e. Panh gia tac dung bao vé than cia Sam Viét Nam ché

bién trén mé hinh in vivo

- D4 véi tac nhan cyclosporin A gay doc, Két qua cho thay
cyclosporin A tiém phic mac & liéu 100 mg/kg lam suy giam
dang ké chirc nang than théng qua viéc 1am tang chi s6 BUN
70,2 % tir 8,42 mM 1én 14,33 mM, ting chi sé creatinin
huyét 93,1 %  tr 44,87 mM lén
86,64 mM. Cao chiét Sam Viét Nam chua ché bién liéu 100
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mg/kg gip phuc hoi chi sé BUN va creatinin xuéng lan luot
10,76 mM va 62,29 mM tuong duong voi ching duong
NAC ¢ cung liéu 100 mg/kg. Cao chiét Sam Viét Nam ché
bién & liéu 100 mg/kg c6 thé phuc hoi chi s6 BUN va
creatinin huyét xuéng tuong duong vai 16 sinh Iy véi nong
d6 lan luot 12 8,61 mM va 47,92 mM.

- Trén thir nghiém stress oxy héa trong mo than, cysclosporin
lam giam 29,2 % luong GSH va tang 33,1 % lugng MDA
so véi 16 sinh ly. Ca ching duong N-acetylcystein, cao chiét
Sam Viét Nam va Sam Viét Nam ché bién & liéu 100 mg/kg
c6 thé phuc hdi lwong GSH bi giam do cyclosporin A vé
tuong duong véi 16 sinh 1y. Tuy nhién, d6i véi chi s6 MDA,
chi c6 cao chiét Sam Viét Nam ché bién c6 thé lam giam
dang ké ham luong MDA so véi 16 chung bénh.

5. Két luan va kién nghi
i. K&t luan
Sau qué trinh thuc hién nghién ctru, dé tai da thu duoc
nhitng két qua nhu sau:
1. Panh gia sy phat trién sinh khdi va tich lily saponin
trong than ré va ré ci Sam Viét Nam
— Dai nghién ctru dong thai tich lity saponin trong than ré
varé ca Sam Viét Nam 2-7 tudi trong tai Tra Linh, Quang
Nam bang phwong phap HPLC-ELSD va cho thiy ¢ thoi
diém 4 nam sau khi trdng, than ré va ré ca dat ham luong
saponin cao nhat va thay doi khong dang ké trong nhiing
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nam sau d6. O thoi diém 4-7 tudi, ham luong cac saponin
thay d6i khong dang ké. Trong khi d6, su phat trién sinh
khéi ciia than ré va ré ci Sam Viét Nam ting nhanh trong
thoi gian 2-5 tu6i sau do6 ting khong dang ké.
. Nghién ciru thanh phan héa hoc SAm Viét Nam dinh
hwéng tac dung bao vé than
Nghién ctru di xac dinh céc thong s cua phuong phap
thir nghiém tac dung bao vé than in vitro trén dong té bao
LLC-PK1 véi tac nhan gay doc la cisplatin bao gém lidu
cisplatin 20 uM, mat do té bao 1x104 té bao/giéng, nong
d6 DMSO trong tat ca cac giéng duoc kiém soat & mirc
0,2 %, chtng dwong duoc dung la N-acetylcystein ¢ liéu
1.000 pM.
Qué trinh hap Sam Viét Nam & 120 °C tir 0-20 h 1am thay
ddi thanh phan héa hoc va tac dung sinh hoc
o Vémat hda hoc: Phan tich bang LC-QToF-MS cling
v6i metabolomics cho thay thoi gian hap tir 0-12 h
lam thay dbi dang ké thanh phan héa hoc, nhung khi
tang thoi gian hip I1&n 20 gio, su thay ddi vé héa hoc
trong dich chiét S&m Viét Nam khong dang ké. Qua
trinh hap lam chuyén hoéa cac ginsenosid khung
protopanaxadiol va protopanaxatriol thanh céac
saponin kém phéan cuc. Cac saponin khung ocotillol
nhu vina-ginsenosid-R2, majonosid-R2 giam cham
cung vai su tao thanh ocotillol genin.
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o Vémaitsinh hoc: Tac dung bao vé than caa dich chiét
Sam Viét Nam ting 1én cling véi thoi gian hap va dat
t6i da & thoi diém 12 h. Khi ting thoi gian hap 1én hon
12 h, tac dung bao v¢ than khong tang 1én. Vi vay 12
h duoc xem 14 thoi gian héap ti wu dé dich chiét Sam
Viét Nam dat tac dung bao vé than tdi da

Dé tai da phan 1ap duoc 8 hop chat c6 tac dung bao vé
than tir dich chiét Sam Viét Nam ché bién bao gom:
panaxynol, 20(S) va 20(R)-ginsenosid-Rh,, 20(S) va
20(R)-ginsenosid-Rgs, ginsenosid-Rki, ginsenosid-Rgs,
ocotillol genin
D3 so sanh tac dung bao vé than cua cac hop chét phan
lap dugc, trong d6 hop chat panaxynol ¢6 tac dung manh
nhét véi RCso 6,18 + 3,84 uM. Ocaotillol genin tuy 1a hop
chat c6 RCso cao nhat nhung c6 thé dugc xem 1a dic
trung cua Sam Viét Nam ché bién c6 tac dung bao vé
than.

. Panh gia tac dung bao vé than ciia SAm Viét Nam ché
bién trén mé hinh in vivo
Trén md hinh in vivo véi tac nhan gay doc cyclosporin
A, cao Sam Viét Nam ché bién thé hién tac dung bao vé
than rd rét théng qua viéc giam ham lugng BUN va
creatinin huyét, giam ham lugng MDA va phuc hoi ham
lwong GSH trong té bao than.

. Panh gia tac dung bao vé than caa panaxynol trén mé
hinh in vitro va in vivo
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Trén mé hinh in vitro, panaxynol 1am giam ty I¢ té bao chét
theo chu trinh (apoptosis) gay ra boi cisplatin thong qua co
ché 1am giam biéu hién cua protein caspase-3 bi phan cit,
giam su phosphoryl héa protein JNK, p53. Trén mé hinh in
vivo, panaxynol cai thién chirc nang than théng qua lam
giam céc chi s6 BUN va creatinin huyét & chuét ting 1én do
doc tinh cua cisplatin trén than. Vé mat co ché, panaxynol
lam giam phan tng viém gy ra do cisplatin thdng qua lam
giam su biéu hién cua COX-2 mRNA.
i. Kién nghi

Nghién ctru tac dung bao vé than cia Sam Viét Nam duoc
ché bién bang cac phuong phap khac nhu bang tac nhan vi
ba hoac 1én men bén canh st dung tac nhan nhiét.

Nghién ctru xay dyng quy trinh dinh lugng va xay dung
tiéu chuan cho Sam Viét Nam ché bién & ap suat va nhiét
do cao.
Tiép tuc nghién ctru cac phan doan, nhat 1a cac phan doan
phan cuc dé tim ra cac hop chat khac c6 tac dung bao vé
than.

Nghién ciru cac dang bao ché tir Sim Viét Nam ché bién
va cac hop chét co tic dung dé bao ché thanh san pham cé
tac dung phong va diéu tri suy than do doc tinh cua
cisplatin.

23



DANH MUC CONG TRINH DA CONG BO
CUA TAC GIA LIEN QUAN PEN LUAN AN

1. Nguyén Lé Thanh Tuyén, Vii Huynh Kim Long, Lé Thi
Hong Van, Nguyén Minh Dic, B Thi Hong Tuoi
(2020), “Khao sat tac dong bao vé than cuaa Sam Viét
Nam (Panax vietnamensis Ha et Grushv., Araliaceae)
trén chuot nhat gay ton thwong than bang cyclosporin A”,
Tap chi Duoc hoc, s6 2 (s6 526 nam 60), trang 64-67.

TAP CHI QUOC TE

2. Kim Long Vu-Huynh, Huy Truong Nguyen, Thi Hong
Van Le, Chi Thanh Ma, Gwang Jin Lee, Sung Won
Kwon, Jeong Hill Park, Minh Duc Nguyen (2020),
"Accumulation of Saponins in Underground Parts of
Panax vietnamensis at Different Ages Analyzed by
HPLC-UV/ELSD", Molecules, 25 (13), 3086.

3. Kim Long Vu-Huynh, Thi Hong Van Le, Huy Truong
Nguyen, Hyung Min Kim, Ki Sung Kang, Jeong Hill
Park, Minh Duc Nguyen (2019), "Increase in Protective
Effect of Panax vietnamensis by Heat Processing on
Cisplatin-Induced Kidney Cell Toxicity", Molecules, 24
(24), 4627.

4. Dahae Lee, Jaemin Lee, Kim Long Vu-Huynh, Thi
Hong Van Le, Thi Hong Tuoi Do, Gwi Seo Hwang,
Jeong Hill Park, Ki Sung Kang, Minh Duc Nguyen,
Noriko Yamabe (2019), "Protective Effect of Panaxynol
Isolated from Panax vietnamensis against Cisplatin-
Induced Renal Damage: In Vitro and In Vivo Studies",
Biomolecules, 9 (12), 890.

24



