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MO PAU
1. Pit van dé

Thuy thé neurokinin - 1 (viét tit 1a NK1R) noi riéng va thy thé
két cap voi G-protein (viét tit 1a GPCR) ndi chung 1a dich tac dung
quan trong cla rat nhiéu thudc hién nay. Khi NKIR twong tic voi
chat chil van ndi sinh s& dan truyén cam giac dau don tir ving than
kinh ngoai vi vé than kinh trung uong, gy ra trang thai lo 4u va cac
triéu chimg giéng tram cam. Trén co s& nhimng nghién ciru vé ciu
trac va chirc ning ctia NKIR, nhiéu loai thudc giam dau cho cac
bénh nhan bi chung dau nira dau, thude chéng trAm cam, chéng nén
cho céc bénh nhan ung thu... di va dang dugc cac hing dugce phdm
dau tu phat trién va thuong mai hoa.

Sang loc cac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc hudng dich GPCR
dé phat trién thanh thudc 1a nhu cdu mang tinh thoi su trong cac
nghién ctru duge 1y hoc phén tir. C6 mdt sb lwong 16n cac hop chit
méi c¢6 ngudn gdc tu nhién, ban tong hop hodc téng hop (dwoc goi
chung 1a cac thube thir) can xac dinh dich thy thé tac dung ciing nhu
co ché tic dong 1én co thé. Viéc st dung cic GPCR tu nhién trong
cac nghién ctru ndy thuong gip kho khian do cac GPCR tyr nhién biéu
hién & mirc do thép, ¢6 nhiéu dang bién thé khac nhau. Tuy nhién,
nhitng kho khin trén co thé khic phuc bang cach sir dung cac té bao
biéu hién GPCR tai t6 hop cta ngudi. GPCR téi to hop biéu hién &
murc d6 cao va ddy du hoat tinh s& cung cap ngudn nguyén liéu dbi
dao cho cac thi nghiém xac dinh hoat tinh lién két véi phdi tir cling
nhu chire ning lién két ciia cac G-protein. Chinh vi véy, x4y dung
mo hinh biéu hién manh GPCR tai to hop ctia nguoi trén cac hé
thong té bao dong vat 1a nghién ctru cip thiét va co gia tri thuc tién

trén thé gidi ciing nhu & Viét Nam.
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Mic du nhiéu hé thong biéu hién da dugc phat trién, dén nay
biéu hién hiéu suat cao va chii dong cac protein xuyén mang té bao
van 1a mot thach thic 16n. C6 mot thuan 1oi 1a cac GPCR du da dang
vé trinh ty axit amin song ¢ cdu triic khong gian tuwong dong 16n
(déu 1a don chudi polipeptit v&i 7 mién xuyén mang ki nudc); vi vy,
md hinh biéu hién thanh céng cho mdt thy thé c6 kha ning mé rong
ap dung cho rat nhiéu thu thé khac, ddc biét 1 cac thu thé cung ho
GPCR. Trong cac hé thong biéu hién, hé théng biéu hién ciia Semliki
Forest virut (Viét tat 1a SFV) duoc ghi nhan 1a mot trong nhiing hé
thdng biéu hién protein mang té bao dong vét trong thoi gian nhanh
nhét. Theo tai liéu, hé théng nay da dugc mot $6 hang dugc phém
(nhu Hoffman La Roche) tmg dung biéu hién cho hon 100 GPCR
phuc vu cho nghién ctru va phat trién thude, nhung cac dong té bao
tai to hop khong dwoc thuong mai hoa trén thi truong. Trong bdi
canh do, viéc tng dung va lam chu duge hé théng biéu hién SFV hira
hen cung ce‘ip mot cong cu sinh hoc hitu ich trong nghién ctru y sinh
duoc hoc & Viét Nam.

Tt nhiing tién dé va co s6 thuc tién néu trén, toi tién hanh thuc
hién luan an: “Nghién ciru téi wu héa quy trinh biéu hién thu thé
neurokinin-1 tdi té hop trén mot sé hé thong té bao dinh hudng g
dung trong nghién ciru va phdt trién dwgc phiam”.

2. Muc tiéu nghién ctru
2.1. Muc tiéu tong quit

Biéu hién dugc NKIR tai t6 hop cua ngudi hoat dong chirc
nang trén dong té bao ty nhién von khong biéu hién thy thé nay nham
ung dung budc dau cho sang loc hoat chat va dich chiét duoc liéu
hudng dich NK1R. Qua d6, xiy dung dugc md hinh biéu hién thy thé



tai to hop cho cac GPCR trén cic dong té bao dong vat khac nhau

phuc vu cho cac nghién ctru va phat trién duoc phém & Viét Nam.

2.2. Muc tiéu cu thé

(1) Xay dung duoc quy trinh ki thuat biéu hien NK1R tai t6 hop ciia
ngudi thong qua hé théng biéu hién SFV trén dong té bao dong vat.

(2) Panh gia duoc hoat dong chuc nang ciia NK1R téi to hop biéu hién
trén té bao dong vat.

(3) Ap dung duoc té bao dong vat biéu hién thu thé NK1R dé budc
dau sang loc mot sé duoc lidu tiém nang.

3. N§i dung nghién ciru

(1) Phét trién hé vecto SFV biéu hién NK1R tai to hop cua ngudoi.

(2) Nubi cy va lya chon dong té bao nhan chuan phu hop cho viéc
biéu hién NK1R téi t6 hop.

(3) Xay dung quy trinh biéu hién NK1R téai to hop cua ngudi trén
dong té bao dong vat co va.

(4) Péanh gia mirc d6 biéu hién va hoat tinh chic nang cua NK1R tai
t6 hop.

(5) Tao ra mot lugng 16n té bao biéu hién NK1R tai to hop cia nguoi
v6i day du chire nang, tng dung budc dau trong nghién ciu dugc
ly in vitro trén thu thé NK1R tai té hop véi dich chiét methanol
va tinh chét cua 10 loai dugc liéu Viét Nam.

4. Nhitng dong gop moi cia ludn an

Luan &n 1a cong trinh dau tién ¢ Viét Nam nghién ciu c6 hé
thdng biéu hién thu thé mang cua nguoi tai t6 hop, tir xay dung
vecto chuyén gen ma héa NK1R cua nguoi dén biéu hién thy thé tai
t6 hop trén céc dong té bao dong vat co vi. Két qua danh gia hoat
tinh sinh hoc cac hoat chat hudng dich NK1R in vitro cua luan an co
gia tri khoa hoc va thuc ti2n. Dong té bao dong vat biéu hién thu thé
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tai to hop cuia ngudi ma ¢ dang tu nhién khong biéu hién 1a cong cu
hién dai va hiéu qua phuc vu cho cac nghién ctru y sinh hoc.

Hé thng biéu hién SFV da duoc thiét 1ap dé tao dugc dong té
bao biéu hién manh NK1R lan dau tién ¢ Viét Nam. Day la co so
biéu hién thu thé c6 kha ning mo rong ap dung biéu hién cho nhiéu
GPCR khéc.

M6 hinh sang loc in vitro céc hoat chat huong dich NK1R
duoc xay dung la mét cdng cu mai, hién dai phuc vu cho céc nghién
ctru dugc ly, phu hop véi dinh huéng phat trién cac thude duoc lidu
cua Viét Nam hién nay.

5. Y nghia khoa hoc va thuec tién ciia luin an

Vé mit khoa hec

Gen mé hoa NKI1R cua ngudi da dwoc biéu hién thanh cong
trén dong té bao CHO, m¢ ra hudng nghién ciru ky thuat biéu hién
on dinh céc thu thé tai t6 hop phuc vu cho cac nghién ctu vé cau
trdc phan tir, duoc ly in vitro, gép phan dinh huéng cho céc nghién
ctru phét trién thudc & cac giai doan sau (nghién ciu duoc 1y in vivo,
nghién cau lam sang,...).

Co so khoa hoc va hiéu qua cua ky thuat chuyén gen, biéu
hién protein tai t6 hop véi hé thdng biéu hién SFV d dugc khing
dinh théng qua viéc phat trién thanh cdng vecto SFV mang gen ma
hoa NK1R cua nguoi va biéu hién hiéu qua trén té bao dong vat.

Vé mit thuc tién

Hé thong té bao biéu hién NK1R c6 hoat tinh dugc st dung
trong cac nghién cau duoc ly in vitro cé thé tng dung dé sang loc
cac cac hoat chat hudng dich thu tir cac ngudn dugc liéu khéac cua
Viét Nam. Nghién ctitu mo ra trién vong wng dung méi trong thuc
tién phét trién thudc duoc liéu, tiéu chuan hoa va hién dai hoé cac
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san pham c6 ngudn gbc tu nhién, gép phan phét huy thé manh vé
ngudn tai nguyén duoc liéu phong phi cua Viét Nam.

Khéng chi biéu hién hiéu qua protein thu thé, hé thong SFV
dugc xay dung trong nghién ciu nay con la cong cu hitu ich dé
chuyén gen va biéu hién cac loai protein khac nhau trén cac dong té
bao dong vat. Nhiéu nghién ciru khac nhau trén thé gici da cho thay
day ciing 1a cdng cu ¢6 tiém nang @ng dung trong lidu phéap gen tri
liéu ung thu hay céng nghé san xuat vac-xin.

CAU TRUC CUA LUAN AN

Luan an c6 153 trang (ké ca tai liéu tham khao) duoc chia
thanh cac chuong, phan: M& dau (05 trang), Chwong 1: Tong quan
tai liéu (33 trang), Chuong 2: Vat liéu va phuong phap nghién cuu
(19 trang), Chuong 3: Két qua nghién ctiu (28 trang), Chuong 4: Ban
luan két qua nghién ctu ciu (28 trang), Két luan va kién nghi (02
trang), Céc cong trinh cong bé lién quan dén luan &n (01 trang), Tai
liéu tham khao (23 trang), Phu luc (12 trang). Luan an c6 9 bang, 39
hinh va tham khao 173 tai liéu.

CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU

Luan an da téng két cac ndi dung cé lién quan, bao gom: (1)
thu thé két cap G - protein (GPCR); (2) Tachikinin va cac thu thé
neurokinin; (3) Su biéu hién ctia NKIR trén cac dong té bao; (4) Céc
hé thdng biéu hién thy thé tai té hop, (5) So lugc vé cac cay thube
dugc thir nghiém trong nghién ciru.

C6 bdn siéu ho thu thé chinh, trong d6, GPCR 14 siéu ho thu
thé 16n va da dang nhét & nguoi (Lundstrom K., 2009). Theo théng
ké nam 2017, 108 GPCR la dich tic dung ciia 475 (chiém khoang
34%) thuéc dugc Co quan Quan ly Thyc phim va Thubc Hoa Ky
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phé duyét. Tong doanh thu ciia cac thudc nay trén thé gidi 1én dén
180 ty d6 la My twong tng 27% thi phin mdi nim (Hauser A.S.,
2017). Do sy lién quan déng ké dén sinh 1y bénh cua co thé va gia tri
trong khdm ph& dugc 1y, cac GPCR hién nay la dich nghién ctu
thude co gia tri va dugc quan tadm nhiéu nhét.

Tuy véy, nghién ctru dugc 1y phan tir va sang loc thudc sir
dung cac GPCR tu nhién gap nhiéu tr& ngai. Cu thé, cac GPCR tu
nhién thuong chi dugc biéu hién ¢ mirc d6 rat thap, dong thoi co ¢
nhiéu dang phu khac nhau hoac céc dang bién thé khac nhau dan dén
nhitng nhan dinh khong chinh xac vé kha ning tuong tic v&i cac
thudc thir (Lankiewicz S., 1998; Hassaine G., 2006, Lundstrom K.,
2006). Thém nira, cac dong t& bao tw nhién thudng biéu hién tin hidu
yéu véi nhiéu loai thy thé GPCR nén cac phép do xac dinh thong sb
dugc luc hoc phan tir ¢ két qua sai s6 16n. D& dang nhén thiy nhiing
kho khin trén c6 thé dugc khic phuc bang cach san xuét cac té bao
biéu hién protein GPCR téi t6 hop cua ngudi va dung chung 1am dich
phan tir cho cac thi nghi€ém nghién ctru dugc 1y phan tir va sang loc
thudc. Bing cong nghé DNA tai t6 hop, timg dich phan tir protein c6
gia tri duoc 1y quan trong (ké ca cac dang phu hay cac bién thé cua
ting loai) c6 thé dugce phan 1ap, nhan dong va chu dong san xudt &
luong da lon phuc vu cho cac nghién ciru dugc ly phan tir va sang loc
thudc mai (Hassaine G., 2006).

Hién nay, GPCR tai to hop da duoc nghién ctru biéu hién trong
hé théng dich ma phi té bao, hé théng biéu hién ¢ t& bao nhan so va
nhéan chuan. Trong d6, hé thong biéu hién ciia Semiliki Forest virut
(viét tat 1a SFV) dugc danh gia 1a mot trong nhitng hé thong c6 hiéu
quéa san xuat GPCR tai t6 hop cta nguoi trén cac dong té bao dong

vat. Hé théng nay cé thé tao ra mot lugng 16n cac thu thé biéu hién
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chire ning khong khac biét so voi dang tu nhién. Cac vecto SFV dén
nay da duoc g dung biéu hién cho hon 100 GPCR va muc d¢ biéu
hién trong phan 16n truong hop 1a rat cao khi do bang phdi tir danh
déu va lai Western (Lundstrom K., 2006).

A
Vecto RNA
biéu hién > _ )
Té bao chu Té bao chu

Vecto RNA * Hat thiéu kha GPCR taitd
ha tro - | néng tur san sinh hq’p
B

Hat c6 kha nang
RNA tw san sinh
Vecto > * #
nguyén ban j * ﬁ : *
Té bao chi Hat c6 kha Tébaocha
nang o GPCR tai t
C san sinh hop

%

GPCR t4itd

Yecto
biéu hién
hep

Hinh 1.11. Céac hé théng vecto biéu hién GPCR xay dung trén
SFV. (A) Hé théng gom vecto biéu hién va vecto hd tro. (B) DNA
vecto c6 do dai day du cua hé gen SFV. (C) Cac vecto DNA biéu
hién bién nap truc tiép vao céac té bao dong vat c6 va dé biéu hién
GPCR.

Thu thé neurokinin-1 (viét tit 1a NK1R) thudc phan ho thy thé
tachykinin, thudc ho thu thé A (ho thu thé 16n nhat trong siéu ho
GPCR). O hé¢ than kinh trung wong, NK1R déng vai trd quyét dinh

su song cua t€ bao than kinh, tham gia diéu hoa phan xa ndn, cac

Té bao chu

chirc ning tim mach, ho hip va diéu chinh cac hanh vi phan xa
(Ebner K. va cs, 2006; Marieke V.D.H., 2009). Hién nay, nhiéu chit
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dbi van véi NK1R da dugc phat trién thanh cac thude dung cho giam
dau trong diéu tri dau nira dau, thudc chéng tram cam, thudc chéng
ndn cho cic bénh nhan ung thu, ... Mot sb nghién ctru con chi ra cac
chat d6i khang thy thé NK 1, sau khi lién két v6i thy thé NK1 ¢6 tac
dung chdng ung thu do trc ché s ting sinh, xam l4n, di cu cua té bao
ung thu va cam tng té bao ung thu chét theo chu trinh (Berger M va
cs, 2014; Munoz M. va cs, 2015).

Mudi cay thude duoe Iya chon cho thir nghiém danh gia twong
tac voi thu thé NKIR dua trén kinh nghiém dan gian va tai li€u y hoc
¢b truyén. Ngoai canhkina 14 loai ngoai nhép, chin loai con lai déu 1a
nhing cdy thudc Viét Nam duoc sir dung trong nhiéu bai thude y hoc
¢b truyén. Ngoai trir Rau méo duoc chon ngiu nhién, cac ciy thude
con lai dugce chon duya trén tdc dung ctua ching lién quan dén tac
dung sinh 1y da biét cia NK1R nhu an than, giam dau, khang viém,
chira thip khép, hen suyén, ting cuong mién dich, chéng nén, ting
co hoic gidn co tron, thic diy phan bao.... Trong nghién ctru nay, gia
thiét ban du cua ching t6i 14 nhiing tac dung cta cac ciy thude nay
c6 thé lién quan dén NK1R.

CHUONG 2. VAT LIEU & PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vit liéu nghién ciru

Vecto pEGFP-NK1 va pJET1.2-NK1 mang cDNA ma NK1R
do PGS. TS. V6 Thi Thuong Lan (Truong Pai hoc Khoa hoc tu
nhién, Pai hoc Quéc gia Ha Noi) cung cip. Vecto pSFV2 va pSFV-
Helper2 1a qua tang cua TS. Ghérici Hassain (Truong Pai hoc Cong
ngh¢ Lién Bang Laussane, Thuy Si).

Chung vi khuan E.coli DH5a mua tir Invitrogen (M¥). Céc
dong té bao dong vat c6 via: BHK-21 (Té bao than chudét Hamster
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con), HEK-293 (té bao than phoi nguoi), CHO (té bao budng trimg
chudt Hamster Trung Qudc), U937 (té bao ung thu bach cau don
nhan nguoi), HeLa (té bao ung thu ¢o tr cung nguoi) mua tir CLS
(Cell lines service, Dtrc).

Dich chiét methanol c6 nong d6 gdc 50 mg/mL thu tir 10 loai
dugc liéu 1a canhkina, dang sam, cd man triu, ba kich, rAu méo, sim
vii diép, tam that hoang, ho tiéu, hoe va binh voi. Bon tinh chét thu
tir cac mau duogc lidu trén gom Capsaicin va Piperine & Ho tiéu,
Rotundin ¢ Binh vo61, Rutin & Hoe.

Céac bd kit, hoa chét duge mua tai cac hang ndi tiéng thé gidi
nhu Thermo Fisher Scientific, QTAGEN, Sigma-Aldrich, Biorad ..
2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Phat trién hé théng vecto SFV biéu hién NKI1R, bao gom
cac phuong phap: (1) Thiét ké cap mdi khuéch dai gen trong PCR
dua trén phin mém PerPrimer phién ban 1.1.14; (2) Phat trién vecto
biéu hién pSFV-KLEPT1.2; (3) Tao vecto tii to hop pSFV-
KLEPT1.2-NK1 va pSFV-EGFP-NK1 mang doan chen NK1 dya
trén cong nghé DNA tai t6 hop; (3) Bién nap vecto tai to hop vao té
bao kha bién E. coli DH5a bang phuong phap sdc nhiét; (4) Sang loc
chung vi khuan mang vecto tai to hop bang ky thuét colony-PCR va
giai trinh tu; (5) Nhan dong, tach chiét thu hdi cac vecto.

2.2.2. Phién ma in vitro tir vecto' biéu hién va vecto hd trg, gom 2
buéc co ban: (1) Md vong plasmit pSFV-NK1 va pSFV-Helper 2
bang enzym gi6i han; (2) Thuc hién phan g phién ma in vitro sir
dung enzym SP6 RNA polymerase va mii m7G.
2.2.3. Tao hat SFV chuyén gen NK1R ciia ngud

mRNA mi NK1R va mRNA v6 virut duoc ddng bién nap
vao té bao BHK-21 dé san xuit hat virut SFV mang gen ma héa
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NK1R. Céng doan nay gom 3 budc: (1) Chuan bi té bao BHK-21 dat
khoang 80% té bao dong dong dé chuyén gen; (2) Pdng bién nap
RNA vio té bao BHK-21 bang xung dién; (3) Thu hoach hat virut
tao ra tir té bao BHK-21 v6i mang loc 0,22 um; (4) Dinh luong hat
virut SFV thu dugc thdng qua do hap thu quang & budc song 260 va
280 nm.

2.2.4. Biéu hi¢én NKI1R tai t6 hop thong qua lay nhiém SFV

Virut SFV dugc hoat hoa thong qua a-chymotrypsin va
apotinin trudc khi lay nhidm. Khi té bao trong binh T25 dat 70 dén
80% dong dong, 0,5 mL dich chtra hat SFV d3 hoat héa dugc bd
sung vao binh nudi cay. Té bao sé tiép tuc duoc nudi & 37°C qua dém
trong ti CO, dé virut 1ay nhidm va biéu hién NKIR trén té bao chu.
Sau 12 - 48 gid nudi cdy, thu té bao dé thir hoat tinh trudc khi sir
dung cho danh gia tuong tac thudc thir - thu thé tiép theo.

2.2.5. Panh gia mic d¢ biéu hién va hoat tinh NK1R.

Hat virut tao ra tir vecto pSFV-EGFP-NK1 duoc dung dé
nghién ciu dong hoc biéu hién protein tai to hop théng qua su
biéu hién cua protein huynh quang luc manh eGFP. Hai phwong
phap duoc st dung dé kiém tra biéu hién thu thé NK1R 1a (1)
Dénh gia su c6 mit caa NK1R thdng qua lai Western; (2) Banh
gi4 biéu hién chuc niang caa NK1R qua phép thir Fura-2 voi phéi
tr dac hiéu cua NK1R 14 chat P (viét tat 1a SP). Ching tdi st dung
Kit Fura-2AM va do dong hoc trén may do huynh quang
Chameleon lién tuc trong 60 gidy. Qua trinh do dong hoc lién tuc
gilp xé&c dinh su bién thién nong d6 Ca®* noi bao theo thoi gian.
MJi thi nghiém duoc lip lai 3 1an va tién hanh trén dia 96 giéng
v6i 100 pl méi truong chira khoang 60.000 té bao.
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2.2.6. Nghién ctru dwoc ly in vitro dich chiét methanol va tinh
chit ciia mdt sé dwoc liéu Viét Nam trén thu thé NK1 tai té hop

Trong phép thir Fura 2AM dénh gié twong tac giita thu thé va
phéi tir, thude thir duoc thir voi véi ba 1an lip lai trong ving néng do
10! - 10° pug/mL véi dich chiét methanol va 1072 - 10® uM véi tinh
chét. Cac gia tri thu dugc tir moi néng dd cua thude thir duoc dung
dé dung duong cong lidu lwong - dap (mg bang phan mém Graph
Prism 6.01 theo md hinh sigmoid. Thong s6 dong hoc cua thube thir
(ECso/Kg dbi v6i chat chii van hodc ICso/K; ddi voi chat dbi khang)
duogc xac dinh qua dudng cong liéu luong - dap ung.

CHUONG 3. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Phét trién vecto SFV biéu hi¢n NK1R

PSFV-EGFP-NK1 NKIR-F2 SFV-R1

- o6y ™
= '

898 by d
P -
NKIR-R2

SFV-F1

PSFV-KLEPTL.2-NK1 NKIR-F2 “ R2
- hp

SFV-F2 \

Hinh 3.1. Vi tri cac mdi diung nhén dbng doan chén ma cho
NK1R trong vecto pSFV2-EGFP-NK1 va pSFV-KLEPT1.2-NK1.
NKZ1: gen ma cho neurokinin-1, EGFP: gen ma cho protein huynh
quang luc manh, OM6: doan trinh tu ma hoa cho dudi Flag, poly-
Histidin va vi tri Thrombin

Cac cap moi phuc vu cho sang loc vecto SFV mang gen ma
NK1R dugc thiét ké v6i vi tri mo ta & Hinh 3.1. Khuédn lac mang
doan chén NK1 dang chiéu trong vecto s& tao ra san pham colony-
PCR c¢ kich thudc khoang 900 bp.
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Khuin lac

I ' ~0.9kb <“=0.75 kb

Hinh 3.4. Két qua sang loc khuin lac mang vecto tai t6 hop
pSFV-KLEPT1.2-NK1. Két qua nudi cdy trén dia LB dic c6 bd
sung ampicillin ctia khuan lac E.coli dugc bién nap: (A) hén hop nbi
pSFV-KLEPT1.2-NK1; (B) hdn hop ndi chi chira pSFV-KLEPT1.2
da mé vong. (C) Két qua dién di san pham colony - PCR véi cip mdi
SFV-F2/NK1R-R2: (-): dbi ching am (PCR E.coli khong bién nap);
(+): ddi chimg duong; 1-5: san pham colony - PCR véi mdi SFV-F1
va NK1R2; M1: thang chuan DNA 1kb

~0.9 kb

Hinh 3.6. Két qua sang loc khuin lac mang vecto tai to hop
PSFV-EGFP-NK1. Két qua nudi ciy trén dia LB dic c6 bd sung
ampicillin cia khudn lac E.coli dugc bién nap: (A) hdn hop nbi
pSFV- EGFP -NK1; (B) hdn hop ndi chi chira pSFV2 da mé vong.
(C): Két qua dién di san phdm colony - PCR v&i cip mdi SFV-
F1/NK1R-R2: (-): dbi chung am (PCR E.coli khong bién nap); (+):
dbi chig duong; 1-4: san pham colony - PCR véi mdi SFV-F1 va
NK1R2; M1: thang chudn DNA 1kb.

Két qua giai trinh tu doan chén cua vecto cho thiy doan
chén ma cho NK1R, c6 do tuong dong 100% véi trinh ty cDNA ma
NK1R trén vecto nhan dong pJET1.2-NK 1. Nhu vay chiing t6i da tao
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thanh cong vecto biéu hién pSFV chén cDNA mi héa NKIR c6
chiéu dai day du.
3.2. Phién m4 in vitro tir vecto biéu hién va vecto hd tro

pH mS mH

+«~11.9kb
<«~82kb
<+~ 6kb
<«~4kb

——
—_—
]
—
——
——
e
- -

Hinh 3.7. Kiém tra chit lwong DNA plasmit dwgc mé vong va sin
phim RNA dwoc phién mi in vitro trén gel agraose 1%. M1: thang
chuan DNA 1kb; pS: DNA plasmit pSFV- KLEPT1.2-NK1R duoc md
vong bang enzym Nrul (kich thudc khoang 11,9 kb); pH: DNA
plasmit pSFV-Helper2 dugc mé vong bang enzym Spel (kich thudc
khoang 8,2 kb); mS: RNA cuia pSFV- KLEPT1.2-NK1R dugc phién
ma in vitro; mH: RNA cua pSFV-Helper2 dugc phién ma in vitro.

Két qua dién di trén Hinh 3.7, 1an pS (DNA plasmit pSFV-
KLEPT1.2-NKIR dugc mé vong bang enzym Nrul) va lan pH
(DNA plasmit pSFV-Helper2 dugc md vong bang enzym Spel) thu
duge duy nhat mot bang DNA tuong dong véi kich thude 1y thuyét.
Két qua dién di san phém RNA duogc tao ra tr 2 vecto pSFV-
KLEPT1.2-NK1R va pSFV-Helper2 c6 do dic hiéu cao, san phiam
dugc phién ma hoan toan voi do dai ddy du; khong ¢ vét bang kéo
dai do phan ung phién ma khong hoan toan.

3.3. Tao hat SFV mang gen NK1R cia nguwoi

O budc tao hat virut, hai doan RNA dugc tao ra tir pSFV-

NK1R va pSFV-Helper2 dugc dong bién nap vao té bao BHK-21
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bang phuong phap xung dién véi cac diéu kién sau khi toi vu vé hiéu
dién thé va kiéu ban xung trinh bay ¢ Bang 3.2. Sau 2 lan lap lai thi
nghiém tdi uu cing két qua quan sat trong céac 16 tao hat virut sau do,
ching t6i nhan thay hién twong tan bao BHK-21 6n dinh sau 42 gio.
Chinh vi vay, 42 gio sau khi chuyén gen bang xung dién thuong
duoc lua chon la thoi diém thu hat virut tir moi truong nudi céiy st
dung mang loc 0.22 pm.
Bang 3.2. Ché @ xung dién dong bién nap RNA hé SFV vao té bao
BHK-21 bing thiét bi Gene pulser Xcell 11

Binhnuoi T75  Kiéubin 170 Higudigu S0jan Thoi
khang TP

. P bin  gian
(chira BHK-21) xung (LF) the (V) xung  (ms)
Binh tao virut Phan ra theo
(b6 sung RNA) ham mil s 360 1 0.9
Doi chung vatly  Phén réd theo
(khong RNA) hammi 360 1
Doi chiing sinh ) ) 0

hoc (khong RNA)

Mat @6 virut tao ra tor pSFV-KLEPT1.2-NK1 sau khi ¢6 dac
thu dugc trung binh 1a 34,9 ng/mL twong ung khoang 50 x 10'° (hat
virut/mL) v&i ODzsopgo 1,04 + 0,2. Mét d virut tao ra tr pSFV-
EGFP-NK1 sau khi c6 dic trung binh la 32,6 ng/mL tuong tng
khoang 46,9 x 10 (hat virut/mL) v&i OD2sor2s0 1,24 + 0,3.

3.4. Nudi ciy va chon dong té bao biéu hién NK1R tai té hop

Két qua lai Western duoc thé hién & Hinh 3.9 cho théy 3
dong té bao 1a U937, HeLa, HEK-293 xuat hién bing c6 kich thudc
phii hop véi thy thé NKIR (khoang 46 kDa). Trong 4 dong té bao
nudi ciy, chi c6 dong té bao CHO khong biéu hién NKIR & dang tu
nhién va duogc ching t6i lwa chon dé biéu hién NKIR tai t6 hop cua

nguoi.
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CHO U937 HeLa HEK-293

Neurokinin 1
Beta actin
~42 KDa

A
Hinh 3.9. Biéu hién NKIR trén mdt s6 dong té bao. A: Két qua lai

Western cia mot s6 dong t€ bao vdi khang thé khang neurokinin 1 va

Mikc d3 biéu hién NKIR (%)

v
60 -
40
20 -

U937 HeLa HEK-293

o

=

khang thé khang beta actin, ki hiéu trén cac lan 1a tén dong té bao
phan tich. B: Mirc d6 biéu hién NK1 cua cac dong té bao (trung binh
+ d¢ léch chuén).
3.5. Panh gia biéu hién NK1R tai t6 hop trén té bao CHO
3.5.1. Panh gi4 dong hoc biéu hién protein

Két qua quan sat t& bao CHO cho thy té bao biéu hién eGFP
manh sau 24 dén 48 gio lay nhidm virut SFV mang gen eGFP tai to
hop. Nhu vy, té bao CHO c6 thé duogc sir dung trong cac nghién ctru
lién quan dén biéu hién protein tai to hop trong khoang thoi gian tir

24 dén 48 gio sau lay nhiém virut SFV.

Hinh 3.10. Anh hién vi huynh quang té baoc CHO dwoc lay
nhiém virut SFV mang gen eGFP tai t6 hop. Anh chup té
bao sau khi lay nhiém hat SFV-eGFP 24 gio (A) va 48 gio (B).
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3.5.2. Kiém tra biéu hién NKIR trén té bao CHO qua lai Western
Két qua hién bang khi lai Western trén Hinh 3.12 cho thay chi
c6 dong té bao CHO-NK1R xuét hién bang twong wng vai kich thudc
cta thu thé NK1R 12 46 KDa. Nhur vy, ching ti d4 biéu hién thanh
cong thy thé NK1 cua ngudi trén dong té bao CHO ma ¢ dang tu
nhién khong biéu hién thy thé nay théng qua hé thong biéu hién SFV.

& Hinh 3.12. Anh lai Western véi khang

N 2 2
> thé khang beta-I11-tubulin va khang thé
O O
M &

khang neurokinin 1 ciia té bao CHO tu
nhién va té bao CHO nhiém hat SFV-
NK1R. CHO: méu té bio CHO tu nhién;
<« ~55kDa o
«~46kDa  CHO -NKI1R: miu té biao CHO duoc
phan tich 24 gio sau lay nhiém hat SFV-
NK1R; M: thang chuan PageRuler
Prestained Protein

3.5.3. Phép thir chirc niing thu thé bang Fura-2AM

Véi phép thir chirc ning thu thé bang phwong phap Fura-2,
Lugng Ca?* duoc giai phong duoc tinh tir ti s6 F340/F390 ting do
SP kich thich cho thay té bao CHO-NKIR da biéu hién thy thé c6
chtic ning truyén tin hiéu (dudng s6 @, Hinh 3.13), trong khi té
bao CHO khong lay nhidm virut SFV khong c6 dap ung té bao
trong sudt thoi gian do du dugc bd sung SP (duong s6 @, Hinh
3.13). Tu Kkét qua lai Western va Fura-2, CHO dugc lay nhiém hat
virut SFV duoc khing dinh di biéu hién thanh cong thy thé NKIR
hoat dong chirc nang, san sang sir dung cho cac nghién ciru duge 1y

phan tir va sang loc thude.
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_ Hinh 3.13. Swr thay d6i Ca® noi
034 TaowaR ' bao cha t& bio CHO va
CHO-NKIR theo thoi gian sau
khi bo sung chat P. SP dugc bd
54 Yy 3 sung ngay truge khi do. Puong sb
02 hepeby b aga rth @) 1 két qua do véi & bao CHO-
00— —————— > NKIR. Pudng s6 @ la két qua do

To¥ ten o/ 145 voi té bao CHO tu nhién dbi chimg

3.6. Nghién ciru dwgc 1y in vitro dich chiét methanol va tinh chit
ciia mdt s dwoc liéu Viét Nam trén thu thé NK1 tai td hop
3.6.1. Xac dinh cac thong sé dwoc lwe hoc ciia chit chii van va
chit d6i khang dic hiéu NK1R

Két qua & Hinh 3.14 cho thdy té bao CHO khéng lay nhiém
virut (CHO d6i chig) khong c6 dap tmg té bao nao xay ra khi dugc
xtr Iy véi SP & moi nong do. Trong khi d6 ¢ duong sé @, khi ndng
d6 SP tang tir 102 dén 10°M té bao CHO duoc liy nhiém SFV-
NKIR d3 xuét hién dap ung ndi bao, thé hién qua lugng Ca?* dugc
giai phong ting theo ham sigmoit va trd nén bat dau bio hoa ¢ ndng
d6 cao ctia SP (107 dén 10° M). Tir ham héi quy thu dugc, ching toi
xac dinh dugc Kq ciia SP 1a 7,32 + 1,24 nM, thudc ving nanomol,
gidng nhu phan 16n cac phdi tir dac hiéu twong tic voi cac thy thé
GPCR noi chung (Kroeze W.K.,2003; Marinissen M.J.,2001) va cac
thy thé tachykinin (NK-1R, NK-2R va NK3-R) néi riéng (Almeida
Ta,2004; Pannefather Jn, 2004). Tir két qua nay chung toi ciing xac
dinh duoc ECgo (ndng d6 kich thich thy thé dat 80% hoat d¢ tdi da)
ctia SP ~ 10”M. Trong diéu kién c6 mat 10"M SP, chiing t6i da bd

sung nong do ting dan tir 102 dén 10°M cua chat d6i khang dic
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hiéu AP. O két qua thé hién & duong sé6 @ trén Hinh 3.14, hoat do
thu thé giam rd rét khi ndng do AP ting dan. Qua do, ching toi xac
dinh duogc gia tri Ki cia AP thong qua Phuong trinh Cheng-Prusoff
trong mo hinh té bao CHO-NK 1R cuia nghién ctru nay 1a 41,1 + 9,90
nM, ciing thudgc ving nanomol.

4.0+
s~ $Ptréntd bio NKIR.CHO

£ 354 T ® ——SPtrénté bao CHO 68i chimg
= /‘T —+— AP tranté bio NKIR-CHO
T 304 I 1 Guroe kich thich b S a7k
& woe kich thich béi SP(107M)
5
2 254 4
g H\r 171
Z 204
=
2 154 1 1 @
= :
g 1.04 & I b4 1 = 1 C'>
g+

0.54

10 10M 10 10° 10% 107 10€ 10
Log ndng da SP / AP (M)

Hinh 3.14. Pwong cong dap tng theo lidu thé hién hoat tinh biéu
hién chire ning ciia thu thé NK1R tai té hop ciia ngudi.

Trong thi nghiém so cip, cac dich chiét methanol va tinh chat
cta 10 loai cay thudc duoc chon cho nghién ctru dugc thir nghiém
v6i té bao CHO duoc lay nhim SFV-NKIR déu khong giy dap
g ting sinh Ca®* ndi bao & moi ndng do dugc thir nghiém trong
dai tir 0 dén 1000 pg/mL (dwoc chudn bi theo diy Logl0). Piéu do
chting t6 khong c6 dich chiét nao trong nhitng loai ciy thube nay cd
xu hudng biéu hién hoat tinh chu van, hay hoat hoa thy thé.

Tir két qua so bd do, chung toi tién hanh thi nghiém thtr cip
v6i gia thiét cac dich chiét/ tinh chat co thé co hoat tinh dbi khang
thu thé NK1R. Phan tich két qua chiing t6i nhan thay trong s 10 loai

duogc liéu duoc sang loc, tinh trung binh hoat do manh nhat duoc
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quan sat thdy ¢ loai Binh voi voi gia tri ICso duoc xac dinh trong
khoang tir 4,7 + 0,21 dén 53,1 + 1,93 pg/mL; gié tri ICso trung binh
(IC5™) cua loai = 20,1 pg/mL. Tiép theo 1a Ho tiéu vai gia tri 1Cso
dao dong tir 5,7 + 0,41 dén 60,5 + 2,77 ug/mL (ICs™ ~ 29.9 pg/mL)
va Hoe voi céc gia tri ICso tir 15,4 + 0,27 dén 63,5 + 1,42 pg/mL
(ICs™ ~ 58.5 ug/mL). Nhinh chung, dich chiét methanol cac loai
khéc c6 hoat do yéu hon (ICso™ > 60 pg/mL) véi hoat luc xac dinh
theo trat tu: Co man trau (ICs™ ~ 76,1 pg/mL) > Rau meo (ICs'™® ~
93,1 pg/mL) > 2 loai Panax (ICs'® ~ 99,2 pg/mL) > Dang sam
(ICs"™ ~ 100,1 pg/mL) > Canh ki na (ICso™® ~ 433,7 pg/mL).
Riéng dbi vai cac dich chiét Ba Kich, chi sé 1Cso khong xac dinh
dugc do tin hidu huynh quang c6 xu huéng khong d6i khi nong do
dich chiét tang toi 100 pug/mL, nhung tai nong do 1000 pg/mL tin
hiéu tang dot ngot. Vi day 1a nong do rat cao cua dich chiét nén hién
tugng nay biéu hién mot kiéu tuong tac khong dac hiéu nao d6.Tiép
tuc phan tich sdu hon, chung t6i da tim thdy hoat d6 (¢ ché manh
nhat & rotundin tir Binh voi véi ICs duge xac dinh bang 0,88 uM.
Hoat tinh tc ché thap hon dwoc quan sét thiy ddi voi capsaicin va
piperine tir HO tiéu voi ICso cia hai chat nay vao khoang 2,0 uM.
Trong khi @6, rutin hau nhu khong ¢ ché thyu thé NK1R ngay ca khi
néng do dugc ting cao dén 100 puM.

CHUONG 4. BAN LUAN KET QUA NGHIEN CUU
4.1. Phat trién vecto SFV biéu hién NK1R ciia ngudi trén té bao CHO
Dé biéu hién thy thé mang théng qua lay nhidm hat SFV, té
bao CHO da dugc lwa chon st dung trong nhiéu nghién ctru boi hé
thong ndi mang phat trién, déng thoi phi hop cho cac phép thir
tuong tac thy thé do té bao khoe va thoi gian séng ké tir khi lay
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nhiém virut thuong dai hon so véi té bao HEK-293 hoic BHK-21
(Simmen U., 1999; Sjoeberg M., 2005). Lundstrom K. 1a nguoi thiét
1ap hé vecto SFV va di sir dung hé vecto nay dé biéu hién NKIR cua
nguoi trén dong té bao CHO tir ndm 1994, Phép thir Fura-2 dugc xay
dung trong nghién ctru nay di khic phuc dugc hai nhuge diém trong
phép do cta nghién ctru trén. Thir nhat, nghién ciru cla toi thuc hién
phép do Fura-2 trén té bao bam day. Piéu nay giam thiéu sy mat va
v té bao qua cac lan ly tim thu té bao, qua d6 giam luong té bao
phai sir dung va nudi ciy cho phép thir. Thir hai, thuc hién phép thir
chtrc nang thy thé béng Fura-2 dugc thyc hién trén dia 96 giéng cho
phép ddng thoi thuc hién nhidu phan tich tai mot thoi diém, ting
cuong hiéu suit sang loc cac thude thir. Vi sb luong thude thir ¢6
ngudn goc tir duge liéu tu nhién hodc tong hop rat 16n hién nay, phat
trién cac phuwong phéap sang loc thudc hiéu ning cao 1a nhu cau cap
thiét ciia nganh duoc pham.

Chi s6 Kq cia SP ciing nhu Kj ctia AP thu dugc trong nghién
clru nay trén té bao CHO-NKIR twong tng vao khoang 5 - 9 nM va
30 - 50 nM, cao hon so v&i mdt sé nghién ciru trude day khi cac chi
s6 nay dugc tim thdy lan lugt xap xi 1 nM véi SP (Eistetter H., 1992;
Steiner D., 1992) hay <10 nM dbi v6i AP (Huang S., 2010). biéu
nay co thé 1a do khac biét vé dong té bao duoc st dung. Trong thuc
tién, nhin chung cac dong GPCR tai t6 hop cho cac chi sb Kq va K;
clia cac chat chu van va ddi khang thy thé trong ving nanomol
thuong duoc chép nhén 1a du hoat tinh phuc vu cho cac nghién ctru
dugc luc hoc phan tir va sang loc thude (Simment U., 1998).

4.2. Nghién ctru cic dang bién thé ciia thy thé
Viéc xuit hién bdn dot bién trén cDNA thu duoc tir mau md

ngudi Viét Nam so véi trinh tr gen mid hoa NKIR cong b trén
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NCBI di cho thay kha ning ton tai c6 cac dang bién thé NK 1R khac
nhau trong quan thé ngudi. Nhiéu nghién ctru di chimg minh tac
dong thay doi ai luc lién két voi phdi tir dac hiéu ciia NKIR ciia mot
sO dot bién diém trén gen mi cho NK1R. Cac dot bién diém nay lam
thay d6i axit amin trong chudi polypeptit, dan dén thay d6i kha ning
tuong tac cia NK1R véi cac phdi tir khdc nhau. Nghién ciru hoat tinh
cua cac dang phu NKIR s€ cung cép co s& sinh hoc cho cé thé hoa
trong diéu tri. Mdi bénh nhan mang dang phu NKIR khac nhau do
cac bién doi di truyén c6 thé c6 dap ung thude 1a phdi tir cia NKIR &
mirc d6 khac nhau. Béc si dwa vao két qua ctia cic nghién ciru cdu
trac va chirc ning cia cac dang phu nay cé thé khuyén cao cho bénh
nhan loai thubc nao 13 tdi wu nhit trong qua trinh diéu tri.

4.3. Nghién ciru dwore 1y in vitro cic hoat chit hwéng dich thu thé
NKI1R tai to hop

Trong thi nghiém so cép, khong c6 dich chiét nao trong
nhirng loai cay thudc nay c6 xu hudng biéu hién hoat tinh chu vén,
hay hoat hoa thy thé. Két qua nghién ctru nay kha tring lip véi
nhiéu nghién ciru sang loc trude day, cho thiy it khi bit gip cac
hop chit tu nhién co hoat tinh chi van dbi voi cac thu thé hé than
kinh trung wong (Matsushima.M., 1994; Simmen U., 1999).

Viéc xac dinh dugc rotundin tir cdy Binh voi c6 hoat tinh trc
ché thy thé NKIR & cdp do in vitro trong nghién ctru nay giai thich
cho cac tac dung sinh 1y duoc biét tir 1au va mot sé két qua nghién
ctru dugce ly in vivo va thir nghiém 1am sang sau nay dugc thuc hién
boi cac nha khoa hoc trong nudc vé6i cac dich chiét va ché pham
lam thudc tr Binh voi. Ngay tir nim 1941, Tran Vin Thuyét da
phat hién rotundin c6 tac dung an than, gy ngu, ha huyét ap, diéu
hoa tim, gian co tron, giam cac con dau do co co tron. Nam 1994,
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Pham Thi Kim thtr nghiém Rotundin liéu cao trén chudt vira khéng
dinh tinh an toan ciia hop chit nay (LDso > 150 mg/kg thé trong),
vira xac nhén cac tac dung giam dau, an than, gdy ngu trén dong vat
thi nghiém. Trong y hoc hién dai, rotudin dugc xac dinh la
L.tetrahydropalmatin, duoc dung lam thudc an than, giy ngu, giam
dau, diéu tri mot s truong hop r6i loan tam than chirc nang, trang
thai cang thang than kinh, mét ngu dai dang nguyén nhan tim than.
Pay ciing 1a cac tac dung duoc 1y timg biét ddi véi cac chat ddi
khang thu thé NK1R nhu apepritant va cac dan xuat ciia n6 (Huang
S., 2010).

Khong gidng rotundin 1an diu tién duoc xac dinh c¢6 hoat tinh
dbi khang NK1R, capsaicin va piperine cung nhiéu din xuét cing
thudc nhom alkaloit cta chung trudc day di duoc tim thdy c6 tinh
dbi khang véi thu thé NKIR. Nhiéu hing duoc pham da ding ky
ban quyén cho cac ché pham tir HO tiéu nay, trong d6 c6 thé ké dén
piperidin cua Janssen, piperazin va 4-aminopiperidin cua
Boehringer Ingelheim, DNK333 cta Novartis, ezlopitant va
maropitant cta Pfizer, dapitant cia Rhone-Poulenc, cac dan xudt
phenylpiperidin cua Hisamitsu.

Viéc cac dich chiét Hoe c6 hoat do e ché NKI1R twong doi
6n dinh, song Rutin hdu nhu khong c6 anh huong dang ké nao dén
hoat dong cua thy thé cho tha‘iy trong dich chiét Hoe c6 thé co thanh
phan khéc tic dong 1én thu thé NK1.

Hién nay khong chi Viét Nam ma trén thé gi6i, xu hudng phat
trién cac thudc dugc liéu co thanh phan tir ty nhién ngay cang phat
trién. Khac voi thude tan duoc thudng chi chira duoc chat co co ché
dugc 1y da biét rd, cac cay dugc liéu ban dia thuong c6 dang da chat,

c6 thé gom hoat chat chua rd vé co ché lan véi cac chat khong co
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hoat tinh, thdm chi doc chat. Chinh vi vy, viéc tiéu chuan hod va
phat trién cac san pham thudc c6 ngudn gde tu nhién dang 1 doi hoi
cép bach trong qua trinh hién dai hoa, cong nghiép hoa nén y hoc )
truyén. Mudn vdy, cac nghién ciru nham xac dinh cac co ché tic
dung cua thude, phat hién cac muyc ti€u tac dung cia thudc, xac dinh
cac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc can phai duoc trién khai mot cach
toan dién va c6 hé théng. Poi voi duge lidu tu nhién, cac phép thir
sinh hoc tuong tac véi cac protein thu thé c6 thé dong thoi gitp du
doan hodc x4c dinh co ché tac dung duogc ly cua dugc li€u va dich
dugc 1y phan tir coa cac thanh phin duoc liéu. Theo d6, mé hinh
sang loc cac hop chét c6 hoat tinh sinh hoc va nghién ctru duoc ly
trén co s& cac mo hinh danh gi tuong tic v6i cac GPCR téi td hop &

NQuoi c6 nhiéu tiém nang va can duoc quan tam thuc day.

KET LUAN

1. P4 thiét 1ap duoc hé théng quy trinh ky thuat biéu hién thu thé
neurokinin-1 (NK1R) tai t6 hop cua nguoi théng qua hé vecto
biéu hién Semliki Forest Virut (SFV) duoc cai bién. Quy trinh
tao hat SFV mang gen ma hoa NK1R thong qua ddng bién nap
bang xung dién RNA phién ma in vitro tir vecto SFV biéu hién
va vecto hd tro vao té bao BHK-21 cho phép tao ra khoang 50 x
10% hat virut/mL sau 42 gio chuyén gen. Sau 24 - 48 gio lay
nhidm hat SFV, mét luong I16n té bao CHO biéu hién NK1R tai
t6 hop duoc tao ra sdn sang cho cac nghién ctu duoc ly.

2. Trong bbn dong té bao nudi cdy la CHO, U937, Hela va HEK-
293, dong CHO ¢ dang ty nhién khong biéu hién NK1R va pho
hop nhat dé biéu hien NK1R téi to hop cua ngudoi. Nong do Ca?*
noi bao khi NK1R tai to hop biéu hién trén té bao CHO twong
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tac voi chat cha van (chat P) va giam khi thy thé nay tuong tac
véi chat doi khang (aprepitant) cho thay thu thé cd hoat tinh
chirc niang day du.

. M@ hinh d@anh gia tuong tac dugc ly phén tir trén dich NK1R vai
dich chiét methanol va mét s tinh chat thu tir 10 loai duoc liéu
Viét Nam d4 duoc thir nghiém. Méi tuong quan giira duoc luc in
vitro cta cac dich chiét Binh véi trén thu thé NK1R va ham
lwong Rotundin budc dau duoc tim thiy. Hoat luc Gc ché NK1R
& Rotundin twong d6i manh (ICs, = 0,88 uM) cho thiy NK1R
nhiéu kha ning l1a mot dich duoc Iy phan tir quan trong cua chat
nay. Hoat do dbi khang NK1R tuong ddi 6n dinh véi cac dich
chiét Ho tiéu (1Cso trong khoang 5,7 va 60,5 pg/mL) va Hoe
(ICso trong khoang 15,4 va 140,6 pg/mL). NK1R khoéng phai
dich tac dong phan tir chinh theo co ché dbi khang thu thé cua
cac dich chiét methanol Canhkina, Sam vii diép, Tam that
hoang, Rau méo, Ba kich va bang sam.

KIEN NGHI VE NHUNG NGHIEN CU'U TIEP THEO

. Mé rong ap dung thu thé NK1R tai td hop duoc tao ra tir dé tai
trong cac nghién ctru duoc ly cua céac loai cay duogc liéu khac &
Viét Nam.

. Ap dung mé rong nhan dong va biéu hién céc thu thé GPCR
khac c6 vai tro dugc ly quan trong phuc vu cho cac nghién ctru
duoc ly phan tir va phét trién thudc ¢ Viét Nam. Phan lap va
biéu hién cac dang bién di phd bién, dic trung trong cac gen
ma thy thé GPCR ¢ nguoi Viét Nam nham lam sang to mdi
quan hé phan 16n con chua biét day du giira cau tric gen va
hoat dong chuc niang cua thy thé.
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