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MO DAU

1. Tinh cép thiét cia dé tai

Phan tng viém 1a phan @ng quan trong cua hé thong mién dich
chéng lai cac ton thuwong mé hodc céc kich thich ¢ hai nhu cac mam
bénh, chat gay di tng, hoa chat doc hai hozc chiéu xa [1]. Tuy nhién,
nhitng dap mg viém khéng dugc kiém soat c6 thé dan dén viéc khoi
phét va tién trién hang loat cac cin bénh ¢ ngudi nhu bénh tim mach,
bénh duong rudt, bénh tiéu duong, bénh hd hap, bénh than, bénh tu
mién va dac biét 12 nhiéu loai bénh ung thu [2-4]. Cac loai thudc
khang viém dugc sir dung rong réi hién nay déu tiém an nguy co gay
ra nhiéu tac dung phu khong mong mudn déi véi da day, than, gan
[5]. Vi vy, viéc nghién ciu tim kiém va sang loc cac loai thudc
khang viém mai va ngira ung thu, dic biét la cac thude cd ngudn géc
tir thuc vat, it tac dung phu 1a nhu cau cip thiét.

Dich dén cua cac loai thue khang viém 1a cac con dudng truyén
tin chinh gdy ra phan ung viém nhu NK-kB, MAPK va axit
arachidonic (AA). Trong cac con duong truyén tin giy ra phan tng
viém thi con dudng truyén tin NF-kB 14 con dudng dong vai trd quan
trong. Viéc sang loc cac chat c6 kha ning khang viém hudng dich
vao NF-kB 1a hét sirc can thiét va dang duoc thé gidi quan tim
nghién ctru.

Dé tim ra cac thudc khang viém tiém nang can c6 nhitng md hinh
khang viém thich hop. Cac hudng sang loc thudc hién nay tap trung
vao 3 hudng chinh 1a: (1) sang loc in silico bang céng cu tin sinh, (2)
sang loc in vitro trén md hinh té bao va (3) sang loc in vivo dua trén



mo hinh dong vat. Mdi mé hinh sang loc déu c6 wu diém va nhuoc
diém riéng. Viéc két hop ca ba mé hinh sang loc in silico, in vitro, in
Vivo s¢€ tan dung dugc tinh vu viét cua cac phuong phéap nay.

Xuat phét tir nhu cau sang loc va tim kiém céc chit c6 tiém ning
khang viém va ngira ung thu hudng dich NF-«B bang viéc két hop
cac md hinh sang loc in silico, in vitro va in vivo, chiing toi tién hanh
dé tai  Nghién civu sang lpc chdt trc ché nhén té phién ma NF-xB
in silico va in vitro dinh hwéng iing dung diéu tri ung thu”

2. Muc tiéu nghién cwu:

1. Két hop hai hudng sang loc (1) sang loc in silico va (2) sang
loc in vitro dé sang loc duoc it nhét hai chit (rc ché protein NF-«kB
p50 hodc p65 tir thu vién 200000 hop chét ti nhién.

2. DPanh gia kha ning khang viém théng qua e ché con dudng
NF-kB cua tinh dau, dich chiét ciy xuong song, tinh dau cdy gidi moc &
Viét Nam sir dung phuong phap phan tich in silico, in vitro va in vivo.

3. Ni dung nghién ciru:

1. Tao thu vién céu tric 200000 hop chat ty nhién va tir d6
sang loc in silico dugc it nhat 6 chét tiém ning c6 kha niang trc ché
protein NF-xB p50 hoac p65.

2. Danh gia kha ning tc ché protein NF-kB p50 va p65 cua 6
chat e ché tiém ning (thu duogc tir sang loc 40) trong diéu kién in
vitro sir dung phuong phap EMSA va tim ra duogc it nhat hai chat co
kha ning trc ché protein p50 hoic p65.

3. Danh gia kha ning khing viém thong qua wrc ché con duong
NF-kB cua tinh diu ciy xuong song ¢ Viét Nam sir dung phwong
phap phan tich in silico, in vitro va in vivo.
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4. Danh gia kha nang khang viém thong qua trc ché con dudng
NF-kB cuta dich chiét methanol ciy xwong séng ¢ Viét Nam sir dung
phuong phap phan tich in silico, in vitro va in vivo.

5. Pénh gia kha ning khang viém thong qua trc ché con dudng
NF-kB cuia tinh dau cdy gidi moc st dung phwong phap phan tich in
silico, in vitro va in vivo.

4. Pong gop méi caa luan an:

1. Sang loc duoc mét sd chit co tiém ning e ché nhan to
phién ma NF-kB p50 hodc p65 tir thu vién 200000 hop chét ti nhién.

2. Danh gia dugc kha nang khang viém thong qua trc ché con
dudng NF-kB cua tinh dau cdy xwong song ¢ Viét Nam st dung
phuong phap phén tich in silico, in vitro va in vivo.

3. Danh gia dugc kha ning khang viém thong qua trc ché con
duong NF-kB ciia dich chiét methanol cdy xwong séng & Viét Nam
str dung phuong phap phén tich in silico, in vitro va in vivo.

4. Pénh gia duoc kha ning khang viém thong qua trc ché con
duong NF-kB cua tinh dau cdy gidi moc & Viét Nam st dung
phuong phap phén tich in silico, in vitro va in vivo.

5. Y nghia khoa hoc va thuc tién cia dé tai

Luan an da sang loc dugc hai chét co tiém nang khang viém
thong qua viéc trc ché protein NF-kB p50 tu thu vién 200000 hop
chat tyr nhién. Cac két qua nay 14 tién dé cho cac nghién ctru tiép theo
trong viéc phat trién cac loai thuc khang viém moi.

Luan 4n da danh gia dugc kha ning khang viém cia dich chiét
methanol ciy xuong song, tinh dau cdy xuong song, tinh dau cay

gi01 moc; dong thoi chi ra duge dich khang viém cia cac chat co
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trong dich chiét va tinh dau 1a cac protein dich ciia con duong NF-xB
nhu TNF-q, IL-6, iNOS, COX-2, p-1xBa va p-p65. Céac két qua nay
cho thiy tiém ning khai thac va tmg dung tinh dau, dich chiét cay
xuong song va tinh du cdy gidi moc trong viée didu tri cac bénh lién
quan dén phan tng viém.

6. Bo cuc caa luan an:
Luan an gdm 176 trang, 11 bang va 52 hinh bao gdm: Phan m¢ dau
(03 trang); Chuong 1 Toéng quan tai liéu (32 trang); Chuong 2
Nguyén lidu va phuong phap nghién ctru (28 trang); Chuong 3. Két
qua nghién ctru va thao luan (80 trang); Két luan (01 trang); Kién
nghi (01 trang); Cac cong trinh khoa hoc cia tac gia lién quan dén
luan an (01 trang); Tai liéu tham khao (8 trang) vai 161 tai li¢u; Phu
luc (22 trang).

CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Rdi loan phan ng viém va cac bénh lién quan

Viém 1a phan &ng bao vé caa hé thong mién dich di véi céc ton
thuong mé hodc cac kich thich ngoai lai bao gém cac mam bénh &
ngudi, chat gay di ng, hda chat doc hai hoac chiéu xa. Tuy nhién,
nhitng d4p tmg viém khong dugc kiém soat c6 thé din dén khoi phat
va tién trién thanh nhiéu bénh & ngudi nhu bénh tim mach, bénh
duong rudt, bénh tiéu duong, bénh hd hap, bénh than, bénh ty mién
va dac biét 1a nhiéu loai bénh ung thu [2-4].

1.2. Céc con duong truyén tin chinh trong phan vng viém

Phan Gng viém bao gém nhiéu con duong quan trong, trong do
c6 3 con duong chinh: (1) con duong NF-kB, (2) con duong MAPK
va (3) con duong Arachidonic acid (AA) [30] nhu trén Hinh 1.3.
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Hinh 1.3. So @5 minh hoa cac con dudong chinh trong phan ng viém
1.3. Con dwong truyén tin NF-«kB
Con dwong truyén tin NF-kB
Con duong NF-kB 1a mét trong nhitng con dudng truyén tin
quan trong nhét ddi véi phan tmg viém. Con duong NF-kB da duoc
cac nha khoa hoc Bonizzi va Karin (2004) mé ta chi tiét (Hinh 1.7)
[39, 40].
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Hinh 1.7. Con duong truyén tin NF-xB [41, 42].

Vai tro ciia con dwong NF-xB trong cdc bénh lién quan dén phdan
wng viém va ung thw

NF-kB c6 mit trong tat ca cac té bao dong vat va dong vai tro
trung tam trong viéc diéu khién hé théng mién dich cia nguoi [64].
Su hoat héa qua miac NF-xB chinh 1a mét trong nhirng nguyén nhéan
dan dén hang loat can bénh ung thu khac nhau nhu ung thu phdi, ung
thu gan, ung thu than, ung thu dai trang, ung thu ¢6 tir cung, ung thu
vOm hong, ung thu tién liét tuyén [67, 71-76].
Cic dich tic dung thubc tiém ning ciia con dwong NF-xB

NF-kB diéu khién trén 500 gen lién quan dén rit nhiéu bénh
khac nhau dic biét 1a bénh ung thu. Nhiing chét wre ché nay tac dung

t6i cac giai doan khac nhau cua con duong NF-kB bao gém (1) giai
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doagn kich thich, (2) giai doan phosphoryl hoa IxBo, (3) giai doan
phan huy IkBo va (4) giai dogn protein NF-kB bam vao trinh ty kB
DNA cua gen dich va hoat hoa gen dich.
1.4. Sang loc cac chit we ché NF-kB dinh huéng ung dung

khang viém va ngira ung thw
Sang lpc chit ikc ché bang cong nghé in silico

Phuong phap sang loc ao trén may tinh (sang loc in silico) la
phuong phap sir dung cau trac khong gian 3 chiéu (3D) ctia cic chat
c6 hoat tinh sinh hoc dé nghién ctru mé phéng sy tuong tac cta cac
chat véi cau trac 3D cia protein dich. Do vay, cong nghé sang loc in
silico dang la xu hudng lya chon cua cac nha nghién cau, cac tap
doan duoc pham trén thé gioi.
Nghién citu khd nding ikc ché protein NF-kB p50 va p65 bing
EMSA

Phuong phap phan tich léch dién di EMSA (Electrophoretic
mobility shift assay) 1a mot trong nhitng phwong phap c6 thé danh
gia kha nang trc ché truc tiép protein NF-kB. Phuong phap nay sir
dung gel acrylamide khong chtra chat bién tinh dé dién di protein
p50, p65 va kB-DNA.
Nghién civu khd ning irc ché con dwong NF-«B & mé hinh té bio
RAW264.7

Mb hinh té bao dugc st dung phd bién trong sang loc thubc
khang viém 1a mé hinh té bao RAW264.7 dugc kich thich viém bang
lipopolysaccharide (LPS).



Nghién ciru kha ndang khdng viém in vivo sw dung mé hinh dong vit

Trong c4c md hinh dong vat, mo hinh chudt giy viém bang
carrageenan dugc st dung réng rdi [9] vi phan ung viém do
carrageenan gay ra la gy viém cap tinh [10, 11].

1.5. Nguon dwgc liéu khang vién tiém niing tai viét nam

O Viét Nam, viéc tim kiém cac chat khang viém tir nguon thio
dugc 1a mot hudng di can thiét nham tim kiém cac ung vién tiém
nang c6 kha nang khang viém nhung it gy ra tic dung phu. Trong
nghién clru nay, 2 loai cdy dugc tdp trung nghién ctru l1a cdy xuong
sOng (Blumea lanceolaria) va cay gié)i moc (Magnolia hookeri).

CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vatliéu nghién ctru

Céac hda chit sir dung trong nghién ctru nay dwoc mua tir cac
hang héa chat uy tin nhu Sigma, Fermentas, Qiagen, Merck. Té bao
RAW264.7 macrophage tai phong thi nghiém Cong nghé té bao dong
vat, trung tdm khoa hoc sy séng, khoa Sinh hoc, truong Pai hoc
Khoa hoc Ty nhién, Dai hoc Québc gia Ha Nbi cung cip. Chudt céi
Swiss khéi luong tir 20-25 gram, 8-12 tuan tudi, mua tai Vién Vé
sinh Dich té Trung wong, Ha Noi, Viét Nam. Mau 14, than va ré cay
xuong song (Blumea lanceolaria) va cdy gi6i moc (Magnolia
hookeri) dugc thu héi tir mot sb tinh mién bic Viét Nam, sau d6 luu
trir tai trung tdm khoa hoc su sdng, khoa Sinh hoc, truong dai hoc
Khoa hoc tu nhién.



2.2. So d0 nghién ctru tong thé

Thur vién 200000 chit tw nhién
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Hinh 2.1. So db nghién ciru téng thé

2.3. Sang loc in silico bing bang phwong phép docking
Sang loc in silico thong lwong cao

Phuong phép sang loc 4o sir dung cong cu glide dock gém cac
budc co ban nhu sau: (1) chudn bi protein dich, (2) chuan bj thu vién
cac hop chit tiém ning, (3) sang loc dé thu dwoc cac chét c6 ai luc
tuwong tac cao voi cac protein dich.



Sang loc va danh gid twong tac phdn tir sw dung Autodock Vina
Trong nghién clru nay, cong cu tin sinh Autodock Vina dugc sur
dung dé danh gié4 twong tac giita cac chat thu dugc trong sang loc a0
v6i protein p50 va p65. Phuong phap niy ciing duogc ting dung dé
phan tich kha nang tuong tac in silico cua cac thanh phan hop chét co
trong dich chiét ciia cay xuong song va cay giéi mac véi cac protein
dich.
2.4. Panh gia kha ning e ché twong tic NF-kB véi DNA
Nhan dong, biéu hién va tinh sach NF-kB p50 va p65
Panh gia kha nang trc ché twong tac NF-kB voi kB DNA biang EMSA
2.5. Panh gia kha ning khang viém in vitro sir dung mé hinh
té bao RAW264.7
Nubi cdy té bao
Panh gia doc tinh di vai té bao
Danh gia kha nang trc ché san sinh nitric oxide (NO)
Panh gia mic d6 biéu hién ctia mot sd protein bang ELISA
Panh gia mirc do biéu hién cia mot sé gen bang Western blot
Phén tich dinh lugng mARN cta mot s6 gen bang RT-gPCR
2.6. Panh gia kha nang khang viém in vivo sit dung moé hinh
chudt Swiss
Mo hinh danh gia kha ning khang viém cua céc tinh dau, dich
chiét in vivo trén chudt Swiss gay viém bang carrageenan.
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2.7. Panh gia khi ning khang viém thong qua e ché con
dwong NF-xB ciia tinh diu, dich chiét cidy xwong sdng va tinh
diu ciy gi6i moc
Phan tich thanh phén tinh déy, dich chiét bang GC/MS ‘

bé phan tich cac thanh phan béa hoc cua cac loai tinh dau, dich
chiét tir cay xuong song va cay gioi, GC-MS/GC-FID dugc st dung.

2.8. Phuwong phap phian tich théng ké sé ligu nghién ciru

S6 liéu duoc thé hién duéi dang mean + SD. Cac gia tri dugc so
sanh sir dung kiém dinh ANOVA mét yéu té. Su khac biét giira céc
s6 liéu dugc coi 1a co ¥ nghia d6i voi céc gia tri P nho hon 0,05. S6
lidu dugc luu trir va xir 1y bang phan mém OriginPro, phién ban
8.5.1.

2.9. Pao dirc trong nghién ciru

Gidy chimg nhan dao duc trong nudi va thir nghiém trén dong vat
da duoc cép bdi Hoi déng Pao duc trong nghién ctu Y Sinh hoc, tai
Vién Dugc liéu Pinh Tién Hoang véi sd Gidy chimg nhan: IRB-A-
2102 cho viéc sir dung dong vat trong nghién clru nay.

CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Sang lgc cac chit e ché NF-kB tir thw vién 200000 hop
chit ty nhién
Sang lpc in silico chdt irc ché NF-xB p50
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Thu vién 200000 hop chét ty nhién thu thap dugc tir co so dir li€u
ZINCI15, tién hanh sang loc 4o trén déi twong protein dich 1a p50 sir
dung phin mém Glide dock cua Schrodinger. Két qua chon duoc 40
chit c6 diém s6 docking tot nhat dé tiép tuc danh gia tuong tac bang
cong cu tinh toan tuong tic Autodock Vina, tir d6 danh gia tuong tac
clia cc chat va thu dugc 3 chét tiém ning 1a 11-p50, 14-p50 va 24-p50.
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Hinh 3.1. Két qua phan tich tuong tac gitta 11-p50, 14-p50, 24-p50 v&i p50
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Sang loc in silico chit irc ché NF-kB p65

Twong tu nhu phéan sang loc 40 véi protein p50, chung t6i thu duoc 3
chit 22-p65, 26-p65 va 31-p65 c6 tiém ning trong tac voi p6s.

3.2. Pinh gia kha ning e ché twong tac ciia protein NF-kB

véi kB DNA sir dung phuong phap EMSA.
Pdnh gid kha ndng irc ché p50 lién két véi kB DNA ciia cdc chdt 11-
p50, 14-p50 va chat 24-p50

Kha ning trc ché p50 lién két véi kB DNA ctia cac chat 11-p50,
14-p50 va chit 24-p50 dugc phan tich bang phuong phap EMSA.
Két qua EMSA & Hinh 3.7 cho thay chat 11-p50 va 14-p50 c6 kha
nang tc ché twong tic gitra p50 va kB DNA. Két qua nay ciing phu
hop véi két qua phan tich twong tac in silico, trong d6 chat 11 _p50
va 14_p50 tuong tac vai p50 & murc do cao (— 8,7 va— 7,6 kcal/mol).

)
=

i
)
(

g e
N\ q
Dath™ " . ) ‘
=L\
L
Chdt 11:INC000217615328  Chiit 14: ZINCO00032501414  Chét 24: ZINCO00039339318

NFKBSO(20uM) — + + + + 4+
Chit 11 - - - & - -

______

DNAwithout kB site = + — — — =

4mm NF-xB pS0/ DNA kB site

dmmm Biing khong dic hiu

4mmm DNA B site ty do
Hinh 3.7. Panh gia kha ning trc ché p50 lién két véi kB DNA cua céc chat
11-p50, 14-p50, 24-p50.
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Panh gi4 kha ning tc ché p65 lién két v6i kB DNA cia cac chat
22-p65, 26-p65, 31-p65. Két qua phén tich cho thiy chat 22-p65, 26-
p65, 31-p65 hiau nhu khéng c6 kha ning wre ché twong tac gitta p65
va kB DNA. Két qua nay c6 thé giai thich mot phan do két qua sang
loc 40 cho thdy i lyc lién két ctia cac chat nay voi p65 & mirc do
khong cao (khoang — 6 kcal/mol).

3.3. Panh gia khi ning trc ché con dwong NF-kB ciia chit 11-
P50 va chit 14-p50 trén mé hinh té bao RAW?264.7.
Ddnh gid dpc tinh té bao ciia chdt 11-p50 va 14-p50 déi vdi té bao
RAW264.7

Anh huong cua chat 11-p50 va 14-p50 I1én kha ning séng cua té
bao RAW264.7 duoc danh gia bang kit CCK8. Két qua nay cho thay
ca 2 chat déu khong doc dbi véi té bao RAW264.7 & nong do tir 0
dén 100 pg/mL.

Khd nang tee ché sin sinh NO ciia chét 11-p50 va 14-p50 trong md
hinh ¢é bao RAW264.7

Ca hai chét 11-p50 va 14-p50 déu c6 tac dung &c ché san sinh NO
& c4c nong do tir 0 — 100 pg/ml trong mé hinh té bao RAW264.7.
Anh hwéng ciia cdc chat 11-p50 va 14-p50 Ién céc cytokine TNF-a
va IL-6

Céac chat 11-p50 va 14-p50 déu c6 kha niang tc ché san sinh
protein cia TNF-a va IL-6 trong mé hinh té bao RAW264.7.

3.4. Panh gia kha ning khang viém théng qua e ché con
duwdomg NF-kB ciia tinh diu cAy xwong song sir dung phwong
phap in vitro, in vivo va in silico

14



Thanh phén héa hoc ciia cdc tinh diu xwong séng (BEO)

Céc thanh phan héa hoc va ti 1¢ phan trim cta mdi thanh phan
ctia tinh dau 14, than va ré cdy xuong séng dugc phan tich bang
phuong phap GC-MS ¢6 tong s?) 30 hqp chat.

Ddanh gia déc tinh ciia BEO doi vdi té bao RAW 264.7

Két qua danh gia doc tinh ciia BEO d6i véi té bao RAW264.7 cho
thiy & cac ndng do6 tir 0 dén 50 pg/mL, ca tinh dau l& (LBEO), than
(SBEO) va ré (RBEO) déu khong doc cho té bao RAW264.7.

Kha ndang vrc ché san sinh NO ciia BEO vdi té bao RAW264.7

Ca ba tinh dau déu co kha ning tc ché san xuit NO trong mo
hinh té bao RAW264.7.

Kha nang irc ché sw biéu hién mARN va protein TNF-a va IL-6
ciia BEO trong m0 hinh t& bao RAW264.7

Kha ning trc ché cuia BEO d6i véi sy san sinh TNF-o va IL-6
trong céac t& bao RAW264.7 kich thich bang LPS duoc dénh gia bang
phuong phap ELISA. Nhimng két qua trén hinh 3.15 cho thay BEO ¢6
kha ning tc ché san sinh TNF-q va IL-6.
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Hinh 3.15. Anh huong ciia BEO 1én sy biéu hién cia TNF-a va IL-6.
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Khd nang vrc ché sw biéu hi¢n gen iNOS va COX-2 ciia BEO trong
mo hinh té bao RAW264.7 7

Phan mg RT-qPCR va Western Blot dugc sir dung d¢ danh gia
kha néng trc che cua BEO 1én sy biéu hién cta iNOS va COX-2. Cac
két qua chimg t6 rang, cac mau BEO déu c6 kha niang e ché muc do
biéu hién ciia iNOS va COX-2 .
Kha ning irc ché con dwong NF-kB ciia BEO trong mé hinh té
bao RAW264.7

Anh huéng cia cac loai tinh dau xwong séng (BEO) dén mirc do
biéu hién cua IkBa, phosphoryl héa IkBa (p-IkBo), p65 va
phosphoryl héa p65 (p-p65) dugc danh gia bang Western blot. Két
qua trén hinh 3.19 chi ra ca 3 loai tinh dau déu co thé e ché su
phosphoryl hoéa IkBa, do do, uc ché sy kich hoat con duong NF-xB
ctia té bao RAW264.7 duoc kich thich bang LPS.
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Hinh 3.19. Anh huong ctia BEO 1én murc d6 biéu hién ciia mot sé protein
trong con duong NF-«B.
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Khd ning khdng viém cia BEO trén mé hinh phu ban chan chugt
bang carrageenan

Két qua trén Hinh 3.20 cho thay ca 3 loai tinh dau dwoc sir dung ¢
licu 50 mg/kg can nang chudt déu c6 hoat tinh khang viém tét trong
md hinh phl ban chan chuét bang carrageenan khi so sanh véi nhém
thudc di chirng indomethacin 10 mg/kg can nang chudt.

(a) (b)
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Hinh 3.20. Kha ning trc ché phti ban chan chudt ciia BEO.
Ddnh gid in silico khd néing khdng viém ciia 30 chdt trong tinh dau
cdy xwong song sw dung phwong phap docking phan tir
Danh gia do tin cdy cua phuwong phap docking phan tir
Pé xac dinh do tin cdy cia phuong phap docking, cac nha khoa
hoc sé& str dung cac chét gin dbi ching duong dé docking voi két qua
¢6 do tin cdy cao thé hién & Hinh 3.21.
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Hinh 3.21. Banh gia do tin cay cua phuong phap docking

Ddnh gid kha nang khang viém cia 30 chat thong qua dc ché cac con
dwong truyen tin chinh (AA, NF-«xB, MAPK) bang phuong phdap sang loc in
silico.

Trong md hinh in silico, mé phong ghép ndi phéan tir cho thay
rang cac thanh phan héa hoc trong cac tinh ddu xuong séng co lién
két tot v6i nhiu protein trong ca ba con duong tin hiéu quan trong
trong phan mg viém, bao gébm ca con dudng chuyén hoa axit
arachidonic (COX-1, COX-2 va ALOX15), con duong NF-kB (NF-
kB, TNF-a va iNOS) va con duong MAP (p38MAPK, JNK, ERKS,
EGFR va ERBB2).
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3.5. Panh gia kha ning khang viém théng qua tc ché con
dwong NF-xB ciia dich chiét methanol cAy xwong sdng sir dung
phwong phip in vitro, in vivo va ir] silico
Thanh phan hoa hoc ciia dich chiét methanol ciy xwong song

Céc thanh phan hoa hoc ctia dich chiét methanol tir B. lanceolaria

(Met_BL) gdm 32 chit di dwoc xac dinh bang phu0’ng phap MS.
Ddnh gid djc tinh ciia dich chiét Met_BL doi véi té bao

Két qua danh gia doc tinh cia dich chiét Met BL d6i voi té bao
RAW264.7 bang kit CCK8 cho thiy dich chiét Met BL & cic nong do

thir nghiém (0, 20, 40 va 100 pg/mL) déu khong gay doc cho té bao.
Khd nang irc ché sin sinh NO ciia dich chiét Met BL déi véi té
bao RAW264.7

Dich chiét Met_BL c6 kha ning khang viém thong qua wrc ché san
sinh NO ¢ cac nong do tir 0.8-100 pg/mL gan twong dwong véi chat

ddi ching L-NMMA 13 90,63 + 3,18%.
Khd néng trc ché sw biéu hi¢n ciia mRNA, protein TNF-a va IL-6
ciia Met_BL trong mé hinh té bao RAW264.7

Két qua ELISA va RT-qPCR cho thay dich chiét Met_BL c6 hoat
tinh khang viém trong mé hinh té bao RAW?264.7 kich thich bai LPS
thdng qua viéc wc ché san sinh cac cytokine tién viém TNF-o va IL-6
& ca mirc do mRNA va protein.
Khd néng trc ché sw biéu hi¢n gen iNOS va COX-2 ciia Met_BL
trong mo hinh té bao RAW264.7

Két qua Western blot va RT-gPCR cho thiy muc dé biéu hién cua
mARN va protein iNOS va COX-2 déu bi &rc ché dang ké, phu thudc
nong do dich chiét Met_BL.
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Kha ning irc ché con dwong NF-kB ciia Met _BL trong mé hinh té
bao RAW264.7

Két qua Western blot cho thay dich chiét Met_BL c6 kha nang tc
ché con duong NF-«xB ¢ té bao RAW264.7 thdng qua kha niang wc
ché céc protein p-IxkBa va p-p65 va 1am ting IkBa va p65.
Khé ning khdng viém cia Met_BL trén mé hinh phu ban chan
chugt bang carrageenan

Dich chiét Met_BL ¢ 2 ndng d6 250 mg/kg va 500 mg/kg déu c6
tac dung trc ché phu chan chudt tai cac thoi diém tir 1 dén 6 gio sau
gay viém.
Danh gia in silico khd ning khdng viém ciia 32 chit trong dich
chiét Met_BL sir dung phwong phdp docking

Két qua docking phan tir cho thay rang nhiéu thanh phan héa hoc
tir dich chiét Met_BL c6 twong tac va lién két rit manh voi cac
protein ciia ba con dwdng truyén tin quan trong trong phan ang viém.
C6 nhitng tuong tac co ai luc &i luc lién két 18n dén -10.2 kcal/mol.

3.6. Pianh gia kha ning khing viém thong qua e ché con

dwdng NF-kB ciia tinh dau ciy giéi méc sir dung phwong phap in
vitro, in vivo va in silico
Thanh phén héa hoc ciia tinh dau cdy gioi méc

Trong nghién ctru ndy, ching toi tiép tuc phan tich méi lién quan
giira thanh phan héa hoc va hoat tinh khang viém cua 62 chét trong
tinh dau cay gidi moc (MH) dwa trén cac thanh phan hoa hoc cua tinh
dau MH tai Viét Nam da duoc Chu va cong su [157] cong bé.
Ddnh gia dpc tinh ciia tinh dau MH déi véi té bao

Poc tinh cua tinh dau MH 1én kha ning séng cua té bao
RAW264.7 dugc danh gia bang kit CCK8. Két qua cho thay, tinh
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dau MH khéng gay doc cho té bao RAW264.7. O cac ndng do tir 0 —
100 pg/mL MH ti 1& séng cua té bao trén 95%.
Khi néng irc ché sin sinh NO ciia tinh diu MH déi véi té bao
RAW264.7

Tinh dau MH c6 tac dung trc ché san sinh NO ¢ cac nong do tir 0
— 100 pg/mL. Bic biét, & nong d6 100 pg/mL kha niang tc ché san
sinh NO 1én dén 89,84%.
Kha nang vc ché sw biéu hi¢n ciia protein iNOS va COX-2 ciia
tinh dau MH trong mé hinh té bao RAW264.7

Kha ning uc ché cua tinh dau MH 1én muc do biéu hién cua
protein iNOS va COX-2 trong té bao RAW?264.7 duoc danh gia sir
dung phuong phap Western blot. Két qua cho thiy, mac do biéu hién
cua protein iNOS va COX-2 trong té bao RAW264.7 duoc kich thich
LPS ciing bi wc ché dang ké, phu thuoc nong d6 tinh dau MH.
Kha nang irc ché con dwong NF-kB ciia tinh diu MH trong mé
hinh te bao RAW264.7

Két qua cho thay tinh dau MH c6 kha ning tc ché con dudng NF-
kB trong md hinh té bao RAW?264.7 théng qua kha ning wc ché
phosporil hoa IkBa va p65 va thong qua do ic ché viéc hoat hda con
duong NF-«B.

Khd ning khang viém ciia tinh ddu MH trén mé hinh phix ban
chdn chudt bang carrageenan

Trén md hinh gay phu ban chan chuét bang carrageenan, tinh dau
MH cho thay c6 kha ning khang viém tt & nong do 250 mg/kg qua
cac thoi diém khao séat, tuy nhién van kém hon so véi thubc ddi
chirng indomethacin.

Ddnh gid in silico khd nang khang viém ciia 62 chit trong tinh
ddu cdy xwong séong sir dung phwong phap docking
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Két qua danh gia in silico kha niang tuong tac cua cac hop chat
chinh trong tinh dau giéi moc véi cac protein gay viém cua con
dudng chuyén héa axit arachidonic, con duong NF-kB va con dudong
MAPK cho thay nhiéu hop chat c6 ai lyc cao véi cac protein dich

trong cac con duong nay.

KET LUAN VA KIEN NGHI
A. KET LUAN
1. Da thiét 1ap duoc quy trinh sang loc in silico dé sang loc thu
vién 200000 hop chét ty nhién véi protein NF-kB p50 va p65 va tim
ra dugc 6 chit tiém ning e ché NF-xB in silico (3 chét tc ché p50
va 3 chit trc ché p65).

2. Di danh gia duoc & mac do in vitro kha ning e ché NF-kB
p50 ciia 3 chat [11 (ZINC000217615328), 14 (ZINC000000517627),
24 (ZINC000002109393)] va kha ning tic ché NF-kB p65 ctia 3 chat
[22  (ZINC000002100012), 26 (ZINCO000032501414), 31
(ZINC000039339318)] dua trén phan tmg EMSA. Két qua tim ra
dugc 2 chit c6 tiém ning Gc ché NF-kB p50 la chat 11
(ZINC000217615328) va chét 14 (ZINC000000517627).

3. Di danh gia kha niang khang viém théng qua tc ché con
duong NF-«B cua tinh dau xwong song sir dung phuong phap in
vitro, in vivo va in silico. Két qua cho thay tinh dau xwong song chira
30 chat c6 kha nang trc ché nhiéu dich ciia con duong NF-kB gom:
(1) trc ché san sinh NO, (2) tic ché sy biéu hién ciia TNF-o, IL-6,
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iNOS, COX-2 & ca cip d6 mRNA va protein, (3) e ché p-IkBa va
p-p65 trong con duong NF-«B.

4. Pi danh gia kha nang khang viém théng qua wc ché con
duong NF-kB cia dich chiét methanol cta ciy xwong song st dung
phuong phép in vitro, in vivo va in silico. Két qua cho thiy thanh
phan dich chiét methanol ciy xuong song c6 kha ning trc ché nhiéu
dich ctia con duong NF-kB nhu: (1) e ché san sinh NO, (2) wrc ché
su biéu hién ciia TNF-a, IL-6, iINOS, COX-2 ¢ c4 cAp d6 mRNA va
protein, (3) wc ché p-IkBa va p-p65 trong con duong NF-«B.

5. Da danh gia kha ning khang viém thong qua ¢ ché con
dudong NF-kB cua tinh dau gidi moc str dung phuong phép in silico,
in vitro va in vivo. Két qua cho thiy tinh dau cay gi6i méc ciing cd
kha ning trc ché nhiéu dich quan trong ctia con dudng NF-kB.

B. KIEN NGHI
Tir két qua nghién ciru thu duge, chung t6i dwa ra mot sd kién
nghi nhu sau:

1. Mo rong quy trinh sang loc in silico véi thu vién chat 1on
hon (c6 thé 1én dén 1000000 chit) nham tim kiém cac chat e ché
hudéng dich NF-kB p50, p65 va cac protein dich khang viém quan
trong nhu COX-1, COX-2, p38MAPK.

2. Ap dung quy trinh sang loc in silico nham tiép tuc sang loc
cac chat tiém nang tir nguon thuc vat Viét Nam c6 kha niang wc ché
cac prote,in dich quan trong lién quan t6i khang viém.

3. Ap dung md hinh sang lgc in vitro va in vivo trong danh gia
toan dién kha niang khang viém ctia mdt so nguon dugc li€u ban dia
Viét Nam.
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