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A. GIOI THIEU LUAN AN

1. Tinh cAp thiét ciia luin 4n

Nhoi méu nio xdy ra khi dong mau dot ngot khong luu théng dén
mot khu vyc ciia ndo lam mat chirc ning than kinh twong tng. Ngay
nay, nhdi mau ndo 1a nguyén nhan giy tir vong dimg thr hai trong cac
nguyén nhan gy tir vong va la nguyén nhan gy tan phé hang dau. Tuy
nhién, viéc diéu tri con nhiéu han ché. Cho dén nay, thude hoat hoa
plasminogen mo tai t6 hop 1a thudc duge cip phép trong diéu tri nhdi
mau ndo voi kha ning lam tan cuc mau dong va phuc hdi sy tudi mau
dén ving nio bi thiéu mau. Tuy nhién, thudc ¢ giéi han pham vi tac
dung trong vong 4,5 gid tinh tir thoi diém bit dau bi nhdi méau nio va
viée st dung cac thudc nay co nguy co gy tir vong do xuat huyét ndo
[1]. Do d6, viéc phat trién cac liéu phap méi dé du phong va diéu trj
nhdi méau nio 1a rat can thiét.

Cay hong (Diospyros kaki L.f.) thudc ho Thi (Ebenaceae) 1a mot cay
an qua lau nam va dugc trong phd bién tai Viét Nam. Mot s6 nghién
ctru trén thé gi6i da ching minh dugc 14 hong c6 nhiéu tic dung sinh
hoc nhu khang khuan, chéng ung thu, chéng oxy hoa,...[2]. Lién quan
dén tac dung trén nhdi mau nio, Bei W va cong sy da chi ra réng cao
chiét giau flavonoid tir 14 hong c6 tac dung bao vé té bao than kinh trén
md hinh gay tic dong mach ndo giira [3]. Tuy nhién, co ché bao vé té
bao than kinh cua 14 hong ciing chua dugc 1am sang t6. Bén canh d6, tac
dung cua 14 hong 1én mot s6 yéu td nguy co lién quan dén nhoi mau néo
nhu tic dung ha huyét ap va tac dung diéu chinh rdi loan lipid mau ciing

can dugc lam ro.

Vi vy, dé tai “Nghién ctru tac dung dwoc Iy theo hwéng dw phong
va diéu tri nhdi mau nio cia la hong (Diospyros kaki L.f.) trén thuc
nghiém” duoc thuc hién nham danh gia tac dung va co ché tic dung bao
vé té bao than kinh cia DK va mot s6 flavonoid phan 1ap trén mé hinh
nhdi mau ndo thuc nghiém, déng thoi, danh gia tac dung ciia DK 1én mot
s0 yéu t6 nguy co lién quan dén nhdi mau ndo gém ting huyét ap va rdi
loan lipid méu. Thém vao d6, d¢ tai ciing dong goép vao viéc phat trién
cac san pham phong va diéu tri nhdi mau ndo tir 14 hong dugc trong tai
Viét Nam, dong thoi tao co sé cho cong tac tiéu chuan hoa chat lugng san
pham & cac giai doan san xuét sau ndy va ung dung trong chim soc sirc
khoe cong dong voi minh chimg khoa hoc 15 rang.

2. Muyc tiéu ctia Luin an

Muc ti€u 1: Panh gia tac dung bao vé té bao than kinh cua cao dinh
chudn 14 hong va flavonoid tiém nang trén md hinh nhoi mau ndo thuc
nghiém.

Muc tiéu 2: Panh gia tic dung ctia cao dinh chuan 14 hong 1én mot
s6 yéu t6 nguy co lién quan dén nhdi méau ndo trén thuc nghiém.

3. B6 cuc ciia Luin 4n

Luan an gdm 142 trang, bao gom: Pit van dé (02 trang); Chuong 1.
Téng quan (33 trang); Chuwong 2. Pdi tugng va phuong phap nghién
ctru (27 trang); Chuong 3. Két qua nghién ctru (43 trang); Chuong 4.
Ban luan (34 trang); Két luan (02 trang) va Kién nghi (01 trang).

Luén an c6 193 tai li€u tham khao trong do co6 11 tai li€u tiéng Viét
va 182 tai liéu tiéng Anh. Lu4n 4n c6 17 bang, 52 hinh va 05 phu luc

kém theo.



B. NOI DUNG CUA LUAN AN

CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Téng quan vé nhdi mau nio

Nhdi mau ndo do tic nghén mach boi huyét khéi hodc cuc tic &
dong mach nio gay thiéu oxy va giam ATP té bao dan dén ton thuong
va huy hoai t& bao than kinh. Co ché giy t6n thuong théng qua kich
thich gay doc té bao, tao stress oxy hod, giy viém, réi loan chirc ning
hang rao mau ndo va kich hoat qué trinh chét té bao theo chwong trinh.
Hién nay, thudc tiéu soi huyét duy nhat dwgc chimg minh c¢6 hiéu qua
trén nhimg bénh nhan bi thiéu mau ndo cép tinh 1a alteplase. Chi dinh
ding thudc tiéu soi huyét khi bénh nhan dén sém trude 4,5 gio ké tir khi
khoi phat. Tuy nhién, tac dung khéng mong mudn thuong gip nhat khi
sir dung thudc nay 1a bién chimg chay mau [4]. Ngoai ra, thudc bao vé
té bao than kinh trong dy phong va diéu tri nhdi mau nio dang 1 xu
hudng duge tap trung nghién ciru trong nhiéu nim gan day. Thudc bao
\%S té bao than kinh dé cap dén bat ctr tac nhan nao co kha nang lam
giam ton thuong ndo bang cach chéng lai cic phan ung bat loi voi té
bao than kinh giy ra boi thiéu mau ndo cuc bd thay vi cai thién luu
luong mau ndo [4]. Edaravon 14 thuc bao vé té bao than kinh dugc sir
dung dé diéu tri dot quy thiéu mau ndo cuc bo tai Nhat véi dic tinh
chdng oxy hoa manh, giam phan tng viém va ngin giy chét té bao theo
chuong trinh [5]. Hon nita, bén canh diéu tri, du phong nhdi mau nio
bang cach kiém soat cac yéu td nguy co gém ting huyét ap, rdi loan

lipid méu dong vai trd quan trong trong diéu tri dot quy nio.

1.2. Mé hinh nhdi m4u nio

M@ hinh gy thiéu oxy va glucose (Oxygen and Glucose Deprivation,
OGD) trén ldt cit héi hdi mé nuéi cdy

Mo hinh nh6i mau ndo in vitro trén lat cit ving hai ma nuoi cdy
duogc sir dung dé danh gia tac dung bao vé than kinh do ddy 1a vung dé
bi ton thuong trudc tdc dong cua thiéu mau cuc bd. Uu diém ciua méd
hinh nay 14 l4t cat ving hai ma nudi cay van giit dugc cau tric khong
gian ba chiéu cta cic md than kinh tuong ty nhu trén in vivo. Trén md
hinh nay tinh trang thiéu mau nio dugc gy ra boi cach thay thé moi
truong can bang 0,/CO; bang mdi truong chira No/CO,, khong co oxy.
Dong thoi, glucose bi loai bo trong méi truong nudi ciy. Mo hinh OGD
c6 thé gy chét té bao than kinh tuong ty nhu nhimg dic diém quan sat
thiy trong thiéu mau ndo cuc bo in vivo [6].

M6 hinh géy tic dong mach nio giiva (Middle Cerebral Artery
Occlusion, MCAO)

Mo hinh nhdi méu ndo dwoc nghién ctru phat trién tap trung vao
dong mach ndo giita do da s6 cac truong hgp nhdi mau nio xay ra tai
ving nio dugc cung cip boi dong mach nay. Phuong phap giy tic dong
mach nao gitra b;"mg cach dua mot soi chi don co dau boc silicon tir
dong mach canh ngoai, di qua dong mach canh chung vao dong mach
canh trong cho dén khi dau soi chi bat gip da giac Willis va bit dugc
gbc ciia dong mach ndo giita. Do c6 thé rat soi chi don nay ra khoi
mach mau mot cach chiit dong nén co thé gy mo hinh thiéu mau no
tam thoi hodc vinh vién. Uu diém cta mo hinh nay 13 tao ra ton thuong
1ap lai, ti I¢ thanh cong cao, thich hop cho nghién cuu dai ngay sau khi
gdy thiéu mau nio, khong doi hoi phai phau thuat xdm 1an so ndo nén it

anh huong dén ap lyc ndi so va nhiét do trong so [7].



1.3. L4 hong (Diospyros kaki L.f.)

La hong dugc ghi nhan trong Y hoc ¢b truyén Trung Qudc boi Lan
Mao tir thoi nha Minh. Tir nhiéu nam, 14 héng dugc dung nhu mét loai
tra pho bién & Trung Qudc va Nhat Ban vdi cac tac dung ha huyét ap,
diéu chinh réi loan lipid mau, phong ngira sy tich tu ciia melamin,
chéng 130 hoa. Dén nay, cic nghién ciru trén thé gioi da chi ra rang la
héng la mét duoc liéu ¢cod nhiéu tac dung sinh hoc khac nhau. Trong khi
6, flavonoid 1a hop chit chinh trong 14 hong [2]. Tong quan vé cac tac
dung cta 14 hong cho thiy cao chiét flavonoid c6 tiém ning trong du
phong nhdi mau ndo véi tac dung bao vé té bao than kinh trén thuc
nghiém [3]. Tuy nhién, tac dung nay ciia 14 hong chua dugc nghién ciru
sau vé co ché, ciing nhu chua chi ra chat phan 1ap nao trong 14 hong c6
tiém nang nhét trong diéu tri nhdi méu ndo. Hon nita, tac dung cta cao
chiét flavonoid ctia 14 hong 1én mot sé yéu t6 nguy co lién quan dén
nhdi méu ndo gom tac dung ha huyét ap va tac dung diéu chinh rdi loan

lipid méau van chua duge 1am 1.

Hinh 1.6. Hinh anh cay hong (Diospyros kaki L.f)

tai Lang Son va hinh anh 14 hong

Chuong 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twgng nghién ctru

Thudc thir trong nghién ciru gdm cao dinh chuan 14 hong c6 ham
luong flavonoid dat 21% va 9 flavonoid phan lap tir cao dinh chuan 1a
héng (Hinh 2.2) dugc cung c?ip bo1 Khoa Hoéa thuc vat, Vién Duoc liéu.
Cao dinh chuén 14 hong dat Tiéu chuin co sé. Trong nghién ctru cao

dinh chuan 14 hong dugc viét tat 1a DK.
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Hinh 2.2. Cong thtic hoa hoc cua 9 flavonoid phén lap tir DK

Dong vat thi nghiém gém chudt nhét tring non (7 ngay tudi) va
chudt truong thanh (7-8 tudn tudi, can ning 30 - 35 g) chung Swiss
albino va chudt cong chung Wistar trudng thanh, khoe manh, can ning

200 + 20 g.



2.2. Ngi dung nghién ciru

~

/Nghién ctru tac dyng bao vé té bao
thén kinh cita DK trén mo hinh gy
nho6i mau néo in vivo va danh gia

Nghién ctru co ché tac dung
tac dyng bao vé
té bao thin kinh ctia Nghién ctru tac dung bao vé t8 bao )
DK va flavonoid thin kinh cta 9 flavonoid
phén 1ap tiém ning phén 14p tir DK trén mé hinh
trén mé hinh gy gdy nh6i mau ndo in vitro )

nhdi mau ndo
thyc nghiém

Nghién ciru 6 Nghién ctru tic dung bao vé t bao N

tic dung thén kinh ctia chét (9), flavonoid

dwoe 1y —{ phan lap tiém ning tir DK, trén m6
theo hudng hinh gy nhoi méu ndo in vivo va
dv phong va \ danh gid co ché tac dyng )
didu tri nhdi

mau nio

Nghién ciru tic dung ha huyét ap
cua DK trén mo hinh gy ting
huyét ap in vivo va danh gi co ché
tac dung

cia DK

Nghién ctru
tac dung cua DK
1én mét sé yéu té
nguy co lién quan
dén nhdi méau nio
trén thuc nghiém

Nghién ctru tic dung diéu chinh
r6i loan lipid mau ctia DK trén
md hinh gay rdi loan lipid mau
in vivo

Hinh 2.4. N6i dung nghién ctru ctia ludn an

2.3. Phuwong phap nghién ciru
2.3.1. Dénh gid tic dung bdo vé té bao thin kinh ciia DK va flavonoid
tiém ning trén mé hinh nhéi mdu nao

M6 hinh MCAO/tdi twdi mdu

Mo hinh gy tic dong mach nio giita dugc tién hanh bang cach dua
mot soi chi don co dau boc silicon tir dong mach canh ngoai, di qua
dong mach canh chung vao dong mach canh trong cho dén khi dau Soi
chi bt gap da gidc Willis va bit dugc gbc ctia dong mach nio giita. Sau
60 phut lam tic mach dong mach néo giira, sgi chi don duoc rut ra khadi

dong mach chudt dé tai tuéi mau (Hinh 2.6).

ica

Hinh 2.6. Quy trinh phau thuat gay MCAO/tai twéi méau trén chudt nhat

Nghién ciru danh gia tic dung bao vé té bao than kinh ctia DK trén
md hinh gdy MCAO/tai tudi mau dugce thiét ké theo hai huéng gdm lidu
trinh duy phong khi chugt dugc bét dau uéng DK va tiém edaravon 7
ngdy trudc khi gdy mo hinh MCAO/tai tudi mau va ligu trinh diéu tri
khi chudt dugc bit dau ubng DK va tiém edaravon ngay sau khi tai tu6i
mau trén chudt MCAO/tai tudi mau. Chung duong st dung trong
nghién ctru 13 edaravon tiém tinh mach lidu 6 mg/kg/ngay.

Li¢u trinh dy phong

DK (50, 100 mg/kg, p.o); edaravon (6 mg/kg, i.v)

Ngay -7 0 1 2 3 4 5 12

Chudt nhét tring MCAO - " " Thir nghiém Y-maze
Piénh gia di€ém than
kinh, can nang chudt
Nhuém TTC
Li¢u trinh diéu tri DK (50, 100 mg/kg, p.o);
edaravon (6 mg/kg, i.v)

Ngay -7 0o 1 2 3 4 5 12
Chudt nhét tring MCAO “———— Thir nghiém Y-maze

Dénh gia diém thin
kinh, can nang chudt

) Nhudém hoa mé/
Tinh tham ctia hang rao méu ndo/
Xét nghiém hoa sinh/Western blot

Hinh 2.5. Thiét ké nghién ctru danh gia tic dung bao vé té bao than
kinh ctia DK theo huéng dy phong va diéu tri trén mo hinh MCAO/tai

tudl mau



Pdnh gid co ché tic dung bdo vé than kinh ciia DK

Xac dinh co ché bao vé té bao than kinh bang phuong phap nhuom
Nissl d¢ dénh gia s lugng té bao than kinh & ving vé nio, thé van va
ving hdi hai ma (CA1, CA3) trén lat cit ndo chudt; s lwong té bao chét
theo chuong trinh & vo ndo va thé van dwoc phat hién bang phuong
phép nhudm Tunel, xac dinh can nang ndo va sy toan ven cua hang rao
méu nio thong qua sir dung thuéc nhuém Evans Blue; x4c dinh tinh
chdng oxy hoa qua dinh lugng ham lugng malondialdehyd (MDA) va
glutathion (GSH) trong v6 ndo; mic d6 biéu hién cia yéu té ting
truéng ndi moé mach mau (VEGF), Akt, p-Akt, va caspase-3 trong vo
ndo chudt dugc xac dinh bang k¥ thuat Wesstern blot.

Pdnh gid tic dung bdo vé té bao than kinh ciia mét sé flavonoid

phan lap tir DK trén mé hinh OGD trén lat cat hoi hai md nudi cdy

DK, 9 flavonoid phan 1ap OGD DK, 9 flavonoid phén lap
tir DK, edaravon, MK-801 L, tir DK, edaravon, MK-801
N JU 60 phut
7 ngay nudi cay
L /4 Il Il 1 ] Nhuom PI
I i A A A
OHSCs Ngay -1 Ngay 0 Ngay 1

Hinh 2.9. Thiét ké nghién ctru danh gia tic dung bao vé té bao than
kinh ctia DK va 9 flavonoid phan lap tir 1 hong trén mé hinh gy thiéu
mau ndo cuc bd in vitro

Lat cat hdi hai ma duoc duge giy thiéu oxy va glucose trong 60
phut. Thudc thir hodc chimg dwong duoc bd sung vao méi truong nudi
cay 24 gio trudc va 24 gio sau qua trinh OGD. Mirc d9 ton thuong té
bao trén OHSCs dugc danh gia bang cach xac dinh mic d6 hép thu
propidium iodid (PT) cua l4t cit sau 24 gio xir Iy OGD.

Pdnh gid tac dung bdo vé té bao than kinh ciia chat (9) trén mé hinh
MCAO/di twéi mdu trén chudt nhdt trang

Chét (9) (5, 10, 20 mg/kg, p.o)
Edaravon (6 mg/kg, i.v)

Ngay -Z 0 1 2 3
—r—k o A A
Chugt nhéit \ Y 'l
7 tudn tudi MCAO Can nang chudt

Pénh gia diém than kinh Nhudém TTC
Corner test/Nhudm Nissl
MDA, GSH/Evans Blue

Hinh 2.10. Thiét ké nghién ctru dédnh gia tac dung bao vé té bao than
kinh ctia chét (9) trén mo6 hinh MCAO/tai tudi mau
2.3.2. Pdnh gid tic dung ciia DK Ién mét sé yéu té nguy co lién quan
dén nhoi mdu nao trén thwe nghigm

Pdnh gid téc dung ha huyét dp ciia DK

DK (50, 100 mg/kg)

Cortison acetat va NaCl 1% Captopril (20 mg/kg) hodc nude cht
Ngiay -28 0 1 7 14
A - A A A A
[ Do huyét ap va nhip tim }

[ Xac dinh trong lugng tim chudt va d¢ day tim thét trai J

Hinh 2.12. Thiét ké nghién ctru tic dung ha huyét ap cia DK

Co ché trc ché enzym chuyén angiotensin ciia DK duoc danh gia trén
in vitro.

Padnh gid tac dung diéu chinh roi loan lipid mdu ciia DK

Tic dung DK trén mé hinh chudt gdy roi loan lipid mdu bang
tyloxapol: Chudt dugc uéng DK hodc fenofibrat 1 tuan trudc khi tiém
tyloxapol. Chudt duoc cho nhin d6i 16 gid trude khi tiém tyloxapol liéu
250 mg/kg. Sau 20 gid tiém tyloxapol, 1dy mau chudt dé xac dinh cac

chi s0 lipid mau.
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Tdc dung ciia DK trén mé hinh chudt gdy réi loan lipid mau bang
hén hop dau cholesterol: DK va atorvastatin duoc cho chudt udng sau 2
gio udng hon hop dau cholesterol gom cholesterol, dau lac, acid cholic
va propylthiouracil. Chi s6 nghién ciru bao gdm cén ning chudt, chi s6
lipid méau va hoat &6 AST, ALT trong huyét thanh chudt.

2.4. Xir Iy s6 liéu

S6 ligu thu duoc dugc xir 1y theo cac phuwong phap phan tich thong
ké sinh hoc phti hop trén phan mém phan tich chuyén dung Sigma Plot
14.0. Gia tri p<0,05 dugc coi 1a dat y nghia théng ké.

Chuwong 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Tac dung bao vé té bao than kinh ciia DK va flavonoid tiém
ning trén méd hinh nhéi mau nio thye nghiém

3.1.1. Tic dung bdio vé té bao than kinh cia DK trén mé hinh
MCAO/dGi twdi mdu

DK lidu 50 va 100 mg/kg va edaravon liéu 6 mg/kg thé hién tac
dung bao vé té bao than kinh théng qua cai thién cin ning chudt, giam
thé tich nhoi mau ndo (Hinh 3.1) va cai thién chirc ning than kinh ciia

chuot MCAO/tai tudi mau.

A1) Ligu trinh dy phong

Bénhly DK DK Edaravon
50mgkg 100mghg 6mgke

15

% thé tich nhdi mau nio

Bénh Iy DK DK Edaravon
50mgkg 100 mgkg 6 mekg

11

B1) Li¢u trinh didu trj

DK DK Edaravon
S0mghkg 100mgkg 6 mg/kg

=
&

Bénh Iy

% thé tich nhdi mAu nio

DK DK Edaravon
Somgkg 100mghkg 6 mgkg

Bénh 1y

Hinh 3.1. Anh hudng ciia DK 1én thé tich nhdi mau ndo trén chudt
MCAO/tai tuéi mau
A1-BI) Hinh anh céc lat cdt ndo dwoce nhuém TTC. A2-B2) Két qua phan tich
phan tram thé tich nhéi mdu ndo ciia chudt sau 72 gio MCAO/di tw6i méu. S6
liéu dwoc biéu thi dudi dang trung binh £ SEM. ***p<0,001 so voi 16 bénh ly
Tri nhé khong gian cia chudt dugc danh gia trén thi nghiém
Y-maze cai tién. Trong nghién ctru theo ligu trinh dy phong, DK li¢u 50
va 100 mg/kg va edaravon liéu 6 mg/kg cai thién su thiéu hut vé tri nhd
khong gian cua chuot MCAO. Véi liéu trinh diéu tri, DK liéu 100
mg/kg cai thién su thiéu hut vé tri nhé khong gian cua chugt MCAOQO.
Co ché bio v¢ té bao thin kinh ciia DK trén mé hinh MCAO/tdi tuéi
madu
DK lam ting sé lwong té bao than kinh nguyén ven tai ving vo nio,
thé van va hoi hai ma (CA1, CA3). Tac dung bao vé té bao than kinh
lién quan dén cac co ché sau:
Co ché chong oxy hod: DK liéu 100 mg/kg va edaravon lidu 6 mg/kg
lam giam ham lugng MDA va ting GSH c¢6 ¥ nghia thong ké so véi 16
bénh ly (Hinh 3.6).
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Sinh 1y Bénh Iy

Edaravon

Sinhly Bénhly DK DK
100mghkg 6 merkg

100 mg/kg

Hinh 3.6. Anh huong cia DK d&én ham lwong GSH va MDA trong vo
nao chuot
S6 liéu dwoc biéu thi dwdi dang trung binh + SEM. *p<0,05, ***p<0,001 so
sanh véi 16 bénh Iy, #p<0,01, *p<0,001 so sanh véi I6 sinh Iy
Co ché bdo vé tinh toan ven ciia hang rao madu ndo: biéu tri béng
DK liéu 100 mg/kg c6 tac dung lam giam ham lugng Evans Blue trong

ndo trai va ndo phai cia chudt so voi 16 bénh ly (Hinh 3.7).

N B Nio trai [ Néo phai
2 K ’ﬂ B)
: R J , MCAO
P P Z
= =]
£
& 2 6
§_ .
o0
=) 2 [:]" g 4 I
MES =3 ##
= H 2 2 *
g :
=
EE 0
§ E Sinh ly Bénhly DK Edaravon
100mg/kg 6mg/kg

Hinh 3.7. Anh hudng ciia DK dén sy toan ven cta hang rao méau nio.
A) Hinh anh lat cdt néo ciia chudt MCAO tiém dung dich Evans Blue sau 72
gio gdy MCAO/tdi twéi mau. B) Két qua ham heong Evans Blue trong ndo ciia
chuét. 86 lidu dwoc biéu thi dudi dang trung binh + SEM. *p<0,05, **p<0,01
50 Vi 16 bénh Iy, #p<0,01 so véi 16 sinh Iy

Co ché chéng chét té bao theo chwong trinh: DK lidu 100 mg/kg va
edaravon liéu 6 mg/kg lam giam s6 luong té bao dwong tinh véi nhudém

Tunel so v&i 16 bénh 1y trén viing vo ndo va thé van (Hinh 3.9).
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Bnh I DK 100 mg/kg Edaravon 6 mg/kg

mB¢nh I EMCAO +DK 100 mg/kg EMCAO + Edaravon 6 mg/kg

86 Irgng té bao dwong tinh
v6i nhugm Tunel
2
3
H

Hinh 3.9. Anh hudng ciia DK dén s6 luong té bao than kinh chét theo
chuong trinh trén 1at cit ndo nhuém Tunel
S6 liéu duegre biéu thi dwdi dang trung binh + SEM. **p<0,01, ***p<0,001 so
sanh véi 16 bénh Iy. B phéng dai 200 lan
DK lam ting mirc d¢ biéu hién cia VEGF, Akt, p-Akt va giam mikc
d¢ biéu hién cia caspase-3 trong vo ndo chudt (Hinh 3.10).
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Hinh 3.10. Anh huéng ciia DK 18n mirc d6 biéu hién ctia VEGF, Akt,
p-Akt va caspase-3 trong vo ndo chudt
S6 liéu dweoe biéu thi dwdi dang trung binh + SEM. *p<0,05, ***p<0,001 so
sanh véi 16 bénh Iy, p<0,05, #p<0,01, *¥p<0,001 so sanh véi 16 sinh 1y
3.1.2. Tdac dung bdo vé té bao than kinh ciia DK va flavonoid tiém
nang trén mé hinh thiéu mdu néo trén ldt cit hoi hai ma nuéi ciy
Mo hinh OGD 1én l4t cat hoi hai ma nuéi cdy duoc sir dung dé danh

gid tac dung bao vé té bao than kinh ctia 9 flavonoid phén lap (chat (1)-
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(9)) tir @6 nham tim ra flavonoid tiém ning nhét trong tac dung bao vé
té bao than kinh ctia DK. Két qua cho thay chat (9) 1a flavonoid c6 tiém
ning nhit vé tic dung bao vé té bao than kinh trén mo hinh gy thiéu
oxy va glucose ndo in vitro khi thé hién tic dung & nong do 1 - 25 uM.
Vi véy, chat (9) tiép tuc tién hanh nghién ciru tac dung bao vé té bao

than kinh trén dong vat thuc nghiém.

OGD+Chit (2) (1 M)

MK-801

- i Sinhly  Bemhly  Chit(2)  Chit(9) Edaravon
OGD+Chiit (9) (1 uM) | OGD+Edaravon (25 uM) | OGD+MK-801 (25 M) QS (25 M)

Hinh 3.15. Tac dung bao vé té bao than kinh ciia quercetin, kaempferol
va cac dan xuat & mirc liéu 1 pM trén mé hinh OGD trén lat cat hoi hai
ma nudi ciy
A) Hinh anh ddc trung ldt cdt hoi hdai md sau 24 gio gy OGD. B) % hdp thu
PI. Két qua dwoc biéu thi duéi dang gid tri trung binh + SEM. *p<0,001 so
sanh voi OHSCs binh thuong. **p<0,01 so sanh véi OHSCs bénh Iy. Do phong
dai 40 lan
3.1.3. Tdc dung bdo vé té bao thin kinh ciia chit (9) trén mé hinh

MCAOMGI twoi mdu

Chét (9) liéu 10 va 20 mg/kg va edaravon lidu 6 mg/kg thé hién tac
dung bao vé té bao than kinh théng qua cai thién cin ning chudt, giam
thé tich nhdi mau ndo va cai thién chirc nang than kinh cua chudt
MCAO/tai tudi mau. Ngoai ra, chat (9) cai thién hanh vi cua chudt
trong thir nghiém quay goc.

Chat (9) lidu 20 mg/kg lam ting s6 lugng té bao than kinh nguyén

ven tai ving vo ndo va thé van (Hinh 3.18).
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Hinh 3.18. Anh hudng ctia chit (9) dén murc d6 ton thuong té bao than
kinh & vo ndo va thé van bang phuong phap nhudm Nissl
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So6 lwong té bao than kinh trén ldt cdt néo tai vi tri Bregma tir 0,02 mm dén -
0,01 mm o vat kinh x40 trén vi truong 500 um x 300 um. Thanh ti I¢ mau do
chi 50 um. S6 liéu duwoc biéu thi dudi dang trung binh = SEM (n=6).
***p<0,001 so voi 16 bénh ly

Co ché tac dung bao vé té bao than kinh cta chat (9):

Co ché bdo vé tinh toan ven ciia hang rao mdu ndo: Két qua nghién
ctru cho thy chét (9) lidu 20 mg/kg lam giam dang ké ham lugng Evans
Blue trong nao chudt so véi 16 bénh ly.

Co ché chong oxy hod: chat (9) lidu 20 mg/kg 1am giam rd rét ham
luong MDA va tdng ham lugng GSH trong v ndo chudt so véi 16 bénh
Iy (Hinh 3.21).
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Sinh 1y Bénh Iy Chat (9)  Edaravon Sinh ly Bénh Iy Chat(9)  Edaravon
20 mg/kg 6 mg/kg 20 mg/kg 6 mg/kg

Hinh 3.21. Anh huéng ciia chit (9) dén ham luong MDA va GSH trong
vo ndo chudt
S6 liéu dee biéu thi dwdi dang trung binh + SEM. *p<0,05, **¥p<0,001
50 Vi 16 bénh Iy, #p<0,01, #p<0,001 so véi 16 sinh Iy
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3.2. Tac dung ciia DK 1én mét s yéu té nguy co lién quan dén nhdi
mau nio trén thuc nghiém
3.2.1. Tdc dung ha huyét dp ciia DK

DK ha huyét ap tam thu, huyét dap tam trwong, huyét ép trung binh
va khéng anh huong dén nhip tim trén chudt cong gdy tang huyét dp
bang cortison acetat va NaCl (Hinh 3.23).

150
ONgay 0 ®Ngayl ©BNgay7 BNgiyl4
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OB o, it i

o
S

Huyét 4p trung binh (nmHg)
>
3

w
3

0

Sinh 1y Bénh Iy DK 50 mg/kg DK 100 mgkg  Captopril 20 mg/kg

Hinh 3.23. Anh huong ctia DK 1én huyét ap trung binh cta chudt
Két qua duoc biéu dién dudi dang trung binh + SEM. #p<0,01,
#ip <0,001 so véi 16 sinh Iy; *p<0,05, ***p<0,001 so véi I6 bénh Iy
DK lam giam cdn ning tim va do day tam that ciia chudt cong ting
huyét ap (Hinh 3.25).

Chujt giy ting huyét ap
bang cortison acetat va NaCl

D@ VDO ©
DDV D
O ® O D

Sinhly  Bénhly DK Captopril
50mgkg 100mgkg 20 mgkg

Hinh 3.25. Hinh anh 14t ct tim thét trai cta chuot
D6 day tam thdt trdi (Idy gid tri trung binh cia 9 vi tri do) dwoc xdc
dinh bang phan mém Image-J
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DK ke ché enzym chuyén angiotensin in vitro

DK c¢6 tac dung trc ché ACE phu thudc lidu, tc ché hoan toan &
ndng do 25 pg/ml. Captoptil ¢é tac dung rc ché ACE hoan toan & ndng
d6 100 nM. ICso cua DK va captopril lan luot 1a 4,71 + 0,53 pug/ml va
17,95 £ 1,99 nM.

3.2.2. Tdc dung diéu chinh réi loan lipid mdu ciia DK

Tdc dung diéu chinh roi loan lipid mdu ciia DK trén mé hinh gdy
roi loan lipid mdu bang tyloxapol

DK liéu 100 mg/kg va 300 mg/kg ¢ tic dung lam giam nong do
triglycerid so voi 16 bénh 1y. DK lidu 50, 100 va 300 mg/kg cb xu
hudng lam giam nong do cholesterol so véi 16 bénh 1y nhung su khac
biét chua c6 ¥ nghia thong ke.

DK liéu 50 va 100 mg/kg co tac dung lam ting HDL-C c6 y nghia
thdng ké so véi 16 bénh 1y. DK lidu 100 mg/kg c6 tac dung ha LDL-C
va non-HDL-C ¢6 ¥ nghia théng ké so véi 16 bénh 1y.

Tdc dung diéu chinh roi loan lipid mdu ciia DK trén mé hinh gdy
roi logn lipid mdu bang hén hop dau cholesterol

Anh huéng ciia DK dén cdn nang cia chudt: Tai thoi diém sau 4
tuan, cin ning cua chudt 16 uéng DK liéu 50 va 100 mg/kg ting c6 ¥
nghia thong ké so véi 16 bénh 1y.

Anh hieong ciia DK dén chi sé lipid mdu: Tai thoi diém sau 2 tudn
ubng thudc thir, DK liéu 100 mg/kg giam co y nghia thong ké nong do
cholesterol toan phan so v&i 16 bénh 1y. Tai thoi diém két thuc nghién
ciru, DK lidu 50 va 100 mg/kg lam giam nong do triglycerid va

cholesterol toan phan so véi 16 bénh 1y. Khong c¢6 su khac biét vé nong
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d6 HDL-C giita céc 16 nghién ctru. DK lidu 100 mg/kg lam giam nong
d6 non-HDL-C, LDL-C so véi 16 bénh 1y tai thoi diém sau 4 tuan.

Anh huong ciia DK dén mirc @6 huy hoai té bao gan: Két qua nghién
ctru cho théy tai thoi diém sau 4 tuan, DK lam giam hoat do AST va

ALT c6 y nghia thong ké so véi 16 bénh 1y.

Chuong 4. BAN LUAN
4.1. Pong gép moi cia lugn an
4.1.1. M6 hinh thuc nghiém

Nghién ctru 1a mot trong so it cong trinh d trién khai thanh céng cac
md hinh nghién ciru in vitro va in vivo &¢ danh gia tac dung duoc 1y
theo hudng dy phong va diéu tri nhéi mau nio:

- Nghién ctru trién khai thanh cong md hinh MCAO/tai tudi méau
trén chudt nhit trang va mo hinh gay thiéu oxy va glucose trén lat cat
ho6i hai ma nubi cdy ap dung tai Viét Nam. Pay 1a mé hinh nhoi méu
ndo in vivo va in vitro ¢ danh gia tac dung bao vé té bao than kinh cua
thudc thir. Trong nghién ciru nay, chudt nhit dugc gay thanh cong mo
hinh MCAO/tai tudi méau voi thé tich nhdi mau nio duge xac dinh b;"mg
nhuém TTC khoang 40%, co ton thuong chirc nang than kinh rd rét véi
diém than kinh cao dugc danh gia theo thang diém cia Menzies va cong
su, dong thoi chudt thé hién sy thiéu hyt vé tri nhd khong gian ngin han
dugc chimg minh trén thir nghiém Y-maze cai tién. Vi mo hinh nhoi
méu ndo in vitro, gdy OGD trén l4t cit hoi hai ma nudi cay voi thoi gian
60 phut cho thiy két qua vé ti 1& t6n thuong té bao than kinh 60% 1a phu
hop dé dénh gia tic dung bao vé té bao than kinh cia thudc thir. Uu
diém noi bat nhat ciia mo hinh nay 14 giit duoc ciu tric cdu trac khong

gian ba chi€u cua cac mo than kinh tuong tu nhu trén mé nao in vivo.
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- Ngoai ra, nghién ciru da dé xuat thém céng cu hitu ich nham xac
dinh mot s6 chi s danh gia trén mo hinh nhdi mau ndo bao gdm quy
trinh danh gia tinh toan ven cta hang rio mau nio bing phuong phap
tiém dung dich Evans Blue, quy trinh nhuém Nissl dé xac dinh s6 luong
té bao than kinh tai mot sd vung cta nio.

4.1.2. Tic dung va co ché tic dung ciia DK theo hwéng dw phong va
diéu tri nhoi mdu nio trén thwe nghiém

Trong ludn 4n nay, lan dau tién tac dung dy phong va diéu tri nhoi
mau nio ciing nhu co ché tac dung ciia DK dugc nghién ciru mot cach
c¢6 hé théng, cung cip bang ching khoa hoc cho st dung DK trong nhdi
mau ndo:

- Két qua nghién ciru da chimg minh duoc tac dung bao vé té bao
than kinh trong diéu tri nhdi mau ndo va co ché tic dung cua DK trén
md hinh gay tic dong mach ndo gitra (MCAO)/tai tudi méau. Trong d6
nghién ciru co ché tic dung cia DK 1a diém ndi bat trong luan an. Co
ché tac dung ctia DK lién quan dén chéng oxy ho4, chéng chét t& bao
theo chuong trinh va duy tri tinh toan ven cta hang rao mau nao thong
qua con duong truyén tin hiéu VEGF/Akt. Két qua nay cung cip bang
ching khoa hoc c6 y nghia cho nghién cuu thtr nghiém 1am sang trong
tuong lai vé tac dung bao vé than kinh ciia DK trong nhdi méu nio.

- Pong thoi, nghién ciru da chimg minh dwoc tac dung cua DK 1én
mot s yéu t6 nguy co lién quan dén nhdi mau ndo gdm ha huyét p va
diéu chinh réi loan lipid mau. Véi tic dung ha huyét ap thong qua co
ché rc ché enzym chuyén angiotensin va loi ich trén tim mach, DK cho
thdy tiém ning trong diéu tri ting huyét ap, mot yéu td nguy co quan
trong ctia nhoi mau ndo. Ngoai ra, tac dung diéu tri rdi loan lipid mau
theo ca hai co ché ndi sinh va ngoai sinh cia DK ciing gop phan vao du

phong nhéi mau nao.
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4.1.3. Tdc dung va co ché tic dung ciia flavonoid tiém ning ciia DK
trong diéu tri nhoi mdu ndo trén thuc nghi¢gm

Nghién ctru da xac dinh flavonoid tiém ning nhét déng vai tro quan
trong d6i v6i tac dung bao vé té bao than kinh cua DK 1a chét (9)
kaempferol-3-O-(2"-O-galloyl-p-D-glucopyrannosid). Chat (9) liéu 10 va
20 mg/kg thé hién tac dung bao vé té bao than kinh thong qua co ché
chdng oxy hoa va duy tri tinh toan ven ciia hang rio méu nio. Py 1a
kham pha méi va quan trong cua trong luan an nay. Két qua ctia nghién
ctru 1a tién dé cho cac nghién ctu tiép theo vé tac dung bao vé té bao
than kinh cua chat (9). Hon nita, chit (9) c6 thé dugc xac dinh la
biomarker trong cao dinh chuén 14 hong nham muc dich tiéu chuan hoa

cao duogc liéu.
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Hinh 4.2. Tac dung bao vé té bao than kinh cua chit (9)
4.2.Y nghia ciia luin 4n

Trong luan an nay, lan dau tién 14 héng, mdt duoc liéu san co, da
duogc trong rong rai tai Viét Nam, duoc tiép can theo hudng duoc ly
thuc nghiém mot cach c6 hé théng va toan dién, tir d6 thu dugc nhiéu
két qua ¥ nghia dong gop cho khoa hoc ciing nhu ¢6 tinh tmg dung cao
trong thyec tién.

Cac két qua trong luan an da chi ra nhimg bang chimg khoa hoc vé tac
dung bao vé té bao than kinh ciia 14 hdng va flavonoid tiém ning. Day la
phét hién rat c6 gia tri vé tiém nang 1on cta 14 hong trong diéu tri 1am
sang khi thudc diéu tri nhdi mau ndo con rat han ché. Pong thoi, bang
chimg khoa hoc vé thanh phan hop chat déng vai tro quan trong trong tac
dung bao vé té bao than kinh ciia 1a hong trong nghién ctru nay di tao co
s& tin cdy cho cong téc tiéu chudn hoa 14 hong. Hon nira, day 1a 1an dau
tién tac dung bao vé t& bao than kinh cua chét (9) dugce dé cap dén trén
thé giéi. Bén canh d6, luan 4n cung cap phuong phap tiép can khoa hoc
tuong d6i day du va chit ch&, ap dung vao nghién ciru duoc 1y thuc

nghiém mot dugce lidu theo hudng du phong va diéu tri nhdi mau nio.
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KET LUAN

1. Tac dung bao vé té bao than kinh ciia DK va flavonoid tiém ning
trén mé hinh nhdi mau nio thye nghi¢m

DK lidu 50 va 100 mg/kg c6 tac dung bao vé té bao than kinh theo
hudng du phong va diéu tri nhéi mau nio trén mé hinh chudt nhét tring
gdy MCAO/tai tudi mau thong qua viéc lam giam thé tich nhdi mau
ndo, cai thién can nang chudt, chiic nang than kinh va tri nh¢ cta chudt.
Tac dung bao vé than kinh ctia DK thong qua co ché chong oxy hoa,
chdng chét té bao theo chuong trinh va duy tri tinh toan ven ctia hang
ri0 mau ndo qua con dudng truyén tin hi¢u VEGF/Akt.

- Chat (9) (kaempferol-3-O-(2"-O-galloyl-B-D-glucopyrannosid)) 1a
chit c6 tac dung bao vé t& bao than kinh tiém ning nhat trong 9
flavonoid phan lap tir DK. Chit (9) liéu 1 - 25 pM c6 tac dung bao vé
than kinh trén mé hinh gay thiéu oxy va glucose ndo trén lat cit hoi hai
ma nudi cay.

- Chét (9) liéu 10 va 20 mg/kg thé hién tac dung bao vé té bao than
kinh trong diéu tri nhdi mau ndo trén mo hinh chudt nhit tring gay
MCAO/tai twdi méu thong qua viée lam giam thé tich nhdi méu ndo, cai
thién can nang chudt, chirc nang than kinh va van dong cua chudt. Tac
dung bao vé than kinh cta chat (9) théng qua co ché chéng oxy hoa va
duy tri tinh toan ven ctia hang rao mau nao.

2. Tac dung ciia DK 1én mét sé yéu té nguy co lién quan dén nhdi
mau nio trén thuc nghiém

- DK liéu 100 mg/kg c6 tac dung ha huyét 4p tim thu, huyét ap tam
truong trén chudt cong gay ting huyét ap bang cortison acetat va NaCl
ma khéng anh huéng dén nhip tim. Ngoai ra, DK con lam giam can

ning tim va do day tam that trai. Tac dung ha huyét ap ciia DK thong
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qua co ché wc ché enzym chuyén angiotensin véi ndng do ICso 1a
4,71+0,53 pm/ml.

- DK liéu 100 mg/kg c6 tac dung diéu chinh rdi loan lipid mau
trén mo hinh chudt nhiat tring gay rdi loan lipid mau bang tyloxapol
thong qua viéc lam giam triglycerid, LDL-C, non-HDL-C va lam
tang HDL-C trong méau chudt so véi 16 bénh ly.

- DK liéu 50 va 100 mg/kg c6 tac dung diéu chinh rdi loan lipid méau
trén mo hinh chudt cong trang gay rdi loan lipid mau bang ché d¢ an
gidu cholesterol thong qua viéc lam giam ndng do cholesterol toan
phan, triglycerid, non-HDL-C va LDL-C. Ngoai ra, DK liéu 50 va 100
mg/kg lam giam hoat d6 AST va ALT cua trong méu chudt so voi 10
bénh ly.

KIEN NGHI

- Tién hanh danh gia sdu hon vé co ché tic dung bao vé té bao than
kinh ctia cht (9) trén m6 hinh MCAO/tai twdi mau.

- B6 sung chét (9) vao tiéu chudn dugc liéu 14 hong.

- Tién hanh thir nghiém 1dm sang dé danh gia tac dung bao vé té bao
than kinh cta DK
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