
BÁO CÁO KẾT QUẢ

ĐỀ TÀI KHOA HỌC VÀ CÔNG NGHỆ CẤP BỘ NĂM 2019

Tên đề tài:
NGHIÊN CỨU TỔNG HỢP TOÀN PHẦN
HOẠT CHẤT BELINOSTAT LÀM NGUYÊN LIỆU CHO THUỐC ĐIỀU TRỊ UNG THƯ
Mã số: B2019-TCT-37

SẢN PHẨM ỨNG DỤNG 2: 
[bookmark: _GoBack]30,0 (g) BELINOSTAT ĐẠT THEO TIÊU CHUẨN DƯỢC ĐIỂN MỸ USP 2017

       




      





					

1. Sản phẩm Belinostat 
Belinostat được tổng hợp thành công với hiệu suất 86 %. Sản phẩm sau khi tinh chế bằng sắc ký cột silica gel (EtOAc:Hex, 1:15) là chất rắn màu vàng rất nhạt.
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[bookmark: _Toc78400181]Hình 2.9 Sắc ký lớp mỏng tổng hợp Belinostat; vết sản phẩm hiện hình màu đen trong thuốc thử Fe3+/MeOH
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Sắc ký đồ UPLC của Belinostat trước khi kết tinh lại

[bookmark: _Toc78400182]Hình 2.10 Sắc ký đồ UPLC của Belinostat

2. Đánh giá hoạt tính gây độc trên dòng tế bào u đa tủy
Dòng tế bào MOPC-315 plasmacytoma được dùng như là 1 model để nghiên cứu bệnh u đa tủy (multiple myeloma) đã được mua từ ATCC (ATCC TIB-23). Các tế bào được nuôi cấy trong môi trường RPMI 1640 (Invitrogen, Paisley, UK) chứa 10% FBS (Gibco) và 1% penicillin. Đối với các thử nghiệm độc tính tế bào, tế bào được cấy vào đĩa nuôi cấy 96 giếng ở mật độ 2x104 tế bào / giếng trong 0,1 ml môi trường RPMI 1640, sau đó được ủ ở 37˚C với 5% CO2 và ở độ ẩm 90%. Sau 4 giờ, các nồng độ thuốc khác nhau được tiêm vào và ủ thêm trong 24 giờ. Khả năng sống của tế bào được đo bằng bộ kit tên CELLOMAXTM (Precaregene, Hàn Quốc). Kết quả được đo bằng sự hấp thụ tia cực tím ở bước sóng 450 nm được đo bằng đầu đọc Infinite M200 (Tecan, Zürich, Thụy Sĩ).
Bên dưới là kết quả sàng lọc 12 dẫn xuất belinostat. 
Bảng 1. Hoạt tính dẫn xuất Belinostat trên tế bào MOPC-315 (IC50: inhibitory concentration of 50). Fold change: mức khác biệt so với chất kiểm chứng belinostat
	Compound
	IC50 (µM)
	Fold change

	7a
	0.457±0.033
	0.695

	7b
	0.167±0.014
	1.907

	7c
	0.291±0.044
	1.093

	7d
	0.444±0.181
	0.714

	7e
	0.380±0.073
	0.835

	7f
	0.090±0.016
	3.522

	7g
	0.159±0.046
	1.993

	7h
	1.029±0.469
	0.309

	7i
	0.312±0.114
	1.019

	7j
	0.784±0.198
	0.405

	7k
	0.365±0.019
	0.869

	7l
	2.141±1.246
	0.148

	Belinostat
	0.318±0.049
	1.000






Phân tích DRC (dose response curve) cho hoạt tính chống ung thư trên tế bào ung thu đa tủy MOPC-315. 


Hình 1. DRC của 12 dẫn xuất belinostat. % Inhibition (phần trăm ức chế)
Tất cả các hợp chất tổng hợp được đánh giá về hiệu lực chống tăng sinh của tế bào ưng thư MOPC-315  (Bảng 3). Phân tích DRC để thấy liều lượng-đáp ứng của belinostat đã chọn được trình bày trong Hình trên. Kết quả DRC tính toán ra giá trị IC50. Trong số mười hai hợp chất được thử nghiệm, 7b, 7f và 7g cho thấy hoạt tính gây độc tế bào đáng kể (IC50 = 0,167, 0,090 và 0,159 µM, tương ứng) với phạm vi độc hơn từ 1,9 đến 3,5 lần so với belinostat tham chiếu (IC50 = 0,318 µM) (Bảng ), đặc biệt, hợp chất 7f được tìm thấy là phân tử có hoạt tính sinh học cao nhất trong nghiên cứu này. Ngoài ra, các kết quả thu được chỉ ra rằng hợp chất 7c và 7i thể hiện hoạt tính tương đương với belinostat, phần còn lại được phát hiện có tác dụng ức chế ít nhất đối với sự tăng sinh tế bào ung thư. 
3. Nghiên cứu tác động cộng gộp của thuốc 
Để xác định xem liệu tác động cộng hộp giữa 7f và bortezomib, một loại thuốc đã được FDA công nhận, có xảy ra ở tế bào u tủy hay không, như đã quan sát trước đây giữa belinostat và bortezomib, các tế bào MOPC-315 đã được ủ (24 giờ) từ nồng độ micro mol đến sub-micromolar khi có hoặc không có nồng độ thấp (0,046 đến 11,11 nM) của 7f và belinostat như một đối chứng, sau đó sự tăng sinh tế bào được theo dõi bằng thử nghiệm độc tính tế bào (Mục 1). Trong tất cả các trường hợp, điều trị bằng thuốc đơn lẻ được chứng minh là có độc tính từ nhỏ đến mức độ vừa phải, trong khi tiếp việc tiêm kết hợp dẫn đến sự gia tăng rõ rệt sự chết của tế bào, cho thấy có sự tác động cộng gộp rất rõ rệt (Hình 2 và Bảng 2). Ngoài ra 7f cho thấy tác động cộng gộp mạnh mẽ hơn so với belinosat nếu tiêm cùng bortezomib. 
Bảng 2. Bảng kết quả chỉ số tác dụng cộng gộp CI (combinational index) của thuốc


	Kết hợp thuốc
	Giá trị CI valuesa mức độ ức chế
	Trung bình 
CI Valuesb
	Ký hiệu mức độc
	Đánh giá

	
	50%
	75%
	90%
	95%
	
	
	

	belinostat + bortezomib 
	0.488
	0.410 
	 0.344
	0.305 
	 0.36
	+++ 
	Cộng gộp 

	7f + bortezomib
	0.572
	0.359
	0.225
	0.164
	0.26 
	++++
	Cộng gộp mạnh



[image: ]
Hình 2. Tác động công hộp của 7f và belinosat với bortezomib
. 
4. Thử nghiệm hoạt tính ức chế HDAC 
Tế bào ung thư vú MCF-7 được nuôi trong môi trường RPMI-1640 được bổ sung 10% FBS (Gibco), và 1% penicilin trong tủ được giữ ở 37° C và 5% CO2. Hoạt tính ức chế HDAC được đánh giá bằng cách sử dụng kít InSitu HDAC (BioVision Incorporated, USA) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Tiếp theo, các tế bào được nuôi ở mật độ 5x103 tế bào trên mỗi giếng trong đĩa nuôi cấy tế bào 96 giếng. Sau 24 giờ, môi trường cũ được loại bỏ, 99 µL môi trường mới, 1 uL chất nền HDAC và 1 uL belinostat hoặc 7f (nồng độ cuối cùng là 30 µM) hoặc 1 uL đối chứng dương tính (Trichostatin A) được thêm vào từng giếng và ủ trong 2 giờ. Sau đó, 100 uL hỗn hợp phát triển màu phản ứng được thêm vào mỗi giếng và ủ trong 30 phút ở 37 ˚C. Cường độ  huỳnh quang được đo bằng máy đọc đĩa nhiều giếng (kích thích ở bước sóng 368 nm và phát xạ ở bước sóng 442 nm). Như kết quả ở hình số 3, trong sự hiện diện của thuốc: kiểm chứng dương, belinostat, và 7f ức chế hoạt tính HDAC thông qua làm giảm mức độ phát quang (RFU).  Kết quả thí nghiệm cho thấy rằng 7f hoạt tính ức chế HDAC tương tự và thậm chí tốt hơn belinostat (mức độ phát quang thấp hơn).  



Hình 3. Hoạt tính ức chế HDAC của 7f. Blank: chỉ tế bào mà không phản ứng xảy ra. Untreated: tế bào xảy ra phản ứng hoạt tính HDAC nên cho cường độ phát quang (RFU) cao. Trichostatin A: kiểm chứng dương. 

5. Thử nghiệm hoạt tính ức chế khối u trên chuột
Chuột C57bl/6 được Xenograft khối u từ tế bào MOPC-315. Chuột được chia làm 3 nhóm (n=5/group) gồm PBS, Belinostat, và 7f. Khối u sau khi được phát triển kích thước tầm 500 mm3 sẽ được bắt đầu tiêm thuốc với nồng độ 20 µg/chuột qua đường IP và lặp lại mỗi 2 ngày. Kết quả ảnh hưởng của thuốc lên kích cỡ khối u được ghi nhận mỗi 2 ngày 1 lần. Thể tích khối u (V) được xác định bằng công thức: V=(a2b)/2 (a: chiều dài, b: chiều rộng).       
Kết quả. Như kết quả hình 4A và 4B, khối lượng cơ thể của chuột ở nhóm PBS tăng theo các ngày, tuy nhiên nhóm tiêm thuốc Belinostat và 7f đã làm giảm khối lượng. Khi đo kết quả kích cỡ khối u các ngày khác nhau, nhóm PBS cho thấy sự tăng dần kích cỡ 1 cách đột biến thậm chí ngày thứ 2 sau khi tiêm. Nhóm tiêm thuốc là Belibostat và 7f ức chế tăng trưởng khối u một cách mạnh mẽ. Trọng lượng khối u bị ức chế bởi thuốc cũng được kiểm chứng trên hình 4C. Kết quả nhìn chung cho thấy 7f có hoạt tính ức chế khối u tốt hơn cả kiểm chứng dương là Belinostat. Kết quả thu được cho thấy rằng: hoạt tính ức chế khối u thử nghiệm trên chuột của chất 7f là rất tiềm năng và cần được nghiên cứu mở rộng. 
Hình 4A. Khối lượng cơ thể của chuột các nhóm khác nhau.



Hình 4 B. Hoạt tính ức chế kích cỡ khối u trên chuột 



Hình 4 C. Hoạt tính ức chế khối lượng khối u trên chuột và ảnh khối u đại diện trên từng nhóm
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