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1. TÓM TẮT NỘI DUNG LUẬN ÁN:

Luận án đã thực hiện sàng lọc 22 mẫu cao MeOH từ 18 loài cây thuốc theo hoạt tính ức chế enzyme XO, thu được 12/22 mẫu cao MeOH có hoạt tính với giá trị IC50 < 100 𝜇g/mL. Trong đó, mẫu cao MeOH của thân Dây gắm có hoạt tính tốt với giá trị IC50 = 76.7 μg/mL và tại thời điểm nghiên cứu năm 2020 có rất ít nghiên cứu về thành phần hóa thực vật của Dây gắm ở nước ta, thân Dây gắm được lựa chọn để khảo sát thành phần hóa học và hoạt tính ức chế enzyme XO, kháng viêm. Từ cao EtOAc của thân Dây gắm đã phân lập được 47 hợp chất, bao gồm: Hợp chất stilbene: pinosylvin (1), pinosylvin monomethyl ether (2), resveratrol (3), isorhapontigenin (4), montastilbene A (5), montastilbene B (6), montastilbene C (7), montastilbene D (8), shegansu B (9), cis-shegansu B (10), montastilbene E (11), gnetumonin A (12), montastilbene F (13), gnetumontanin C (14) và montastilbene G (15). Hợp chất 2-phenylbenzofuran: gnetifolin M (16), gnetumgam B (17), gnetifolin A (18), gnetumgam A (19) và gnetifolin B (20). Hợp chất lignan: gnetumgam D (21), eplignan A (22), (+)-lariciresinol (23), (+)-isotaxiresinol (24), (+)-lyoniresinol (25), (-)-cedrusin (26), acid 3-methoxy-3′,4,9-trihydroxy-4′,7-epoxy-8,3′-neolignan-1′-carboxylic (27), (-)-demetoxylpinoresinol (28), (+)-pinoresinol (29), (+)-epipinoresinol (30),  (+)-salicifoliol (31), (+)-medioresinol (32), (+)-syringaresinol (33), ecdysanol C (34), ecdysanol D (35). Hợp chất phenolic acid glycoside: 3-Methoxy-4-O-β-D-glucopyranosyl-methyl benzoate (36) và gnetumgam D (37). Hợp chất anthraquinone: chrysophanol (38), emodin (39), physciol (40), questin (41), aloe-emodin (42), acetyl-aloe-emodin (43), Hợp chất cyclcoartane triterpene: 24-methylenecycloartanol (44), cycloeucalenol (45) montacylortan A (46) và 4-epicycloeucatenone (47).
Trong đó, các hợp chất có 7 hợp chất stilben: montastilbene A-G (5-8, 11, 13, 15); 2 hợp chất 2-phenylbenzofuran: gnetumgam B (17) và gnetumgam A (19); 1 hợp chất lignan: gnetumgam D (21); 1 hợp chất phenolic acid glycoside: gnetumgam D (37) là các hợp chất mới lần đầu tiên được công bố.

Kết quả thử hoạt tính ức chế enzyme XO: có 2/4 cao thô cho thấy có hoạt tính  với giá trị IC50 < 100 𝜇M, cao EtOAc cho kết quả ức chế mạnh nhất với giá trị IC50 = 25.3 µg/mL, tiếp đến là cao MeOH toàn phần (IC50 = 76.7 µg/mL). Có 10/15 cao phân đoạn có hoạt tính ức chế enzyme XO với giá trị IC50 < 100 𝜇g/mL. Trong đó, cao phân đoạn O, K và M cho kết quả ức chế mạnh nhất, với giá trị IC50 lần lượt là 16.5, 19.2 và 23.6 µg/mL. Kết quả thử hoạt tính ức chế enzyme XO của các hợp chất cho thấy có 10 hợp chất (1, 3-6, 9-11, 13, 15 và 37) có hoạt tính với giá trị IC50 < 100 𝜇M. Trong đó, có 6 hợp chất mới (5-6, 11, 13, 15 và 37) có hoạt tính mạnh, mạnh nhất là hợp chất 5, 11 và 37 với giá trị IC50 lần lượt là 18.8, 10.6 và 16.6 𝜇M. 
Kết quả thử hoạt kháng viêm thông qua cơ chế ức chế sản sinh NO trên dòng tế bào RAW264.7: các cao thô, cao phân đoạn và các hợp chất từ thân Dây gắm cho thấy không có gây độc cho tế bào RAW264.7 ở nồng độ thử nghiệm. Kết quả thử hoạt tính ức chế sản sinh NO của các mẫu cao thô cho thấy có 3/4 cao thô có hoạt tính với giá trị IC50 < 100 µg/mL. Cao MeOH toàn phần cho hoạt tính mạnh nhất (IC50 = 17.2 µg/mL), cao MeOH phân đoạn (IC50 = 20.3 µg/mL), cuối cùng là cao EtOAc (IC50 = 54.5 µg/mL). Có 10/15 cao phân đoạn có khả năng ức chế sản sinh NO với giá trị IC50 < 100 µg/mL. Phân đoạn O, P và H có khả năng ức chế sản sinh NO mạnh nhất với giá trị IC50 lần lượt là 9.0, 15.1 và 18.8 µg/mL. Kết quả thử hoạt tính ức chế sản sinh NO của các hợp chất cho thấy có 19 hợp chất (2-4, 9-10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 28-31, 33, 39 và 42-43) có hoạt tính với giá trị IC50 < 100 𝜇M. Các hợp chất trong khung stilbene thể hiện hoạt tính ức chế ức chế sản sinh NO tốt nhất, mạnh nhất là hợp chất 3 và 4 với giá trị IC50 lần lượt là 13.4 và 5.9 𝜇M mạnh hơn chất đối chứng dương quercetin có giá trị IC50 = 14.0 µM.

Ngoài ra, đã phân lập được 2 hợp chất có khối lượng lớn resveratrol (3) isorhapontigenin (4) với khối lượng lần lượt là 5.0 g và 50.0 g, cả 2 hợp chất đều có hoạt tính ức chế enzyme XO và kháng viêm mạnh, do đó đã tiến hành thiết lập thành chất đối chiếu đạt 99.14% và 96.38% tính theo nguyên trạng.

2. NHỮNG KẾT QUẢ MỚI CỦA LUẬN ÁN:

Đã phân lập và xác định được 47 hợp chất từ thân Dây gắm, trong đó có 11 hợp chất mới bao gồm 7 hợp chất stilben, 2 hợp chất 2-phenylbenzofuran, 1 hợp chất lignan và 1 hợp chất phenolic acid glycoside. Có 2 nhóm hợp chất lần đầu tiên được phân lập từ Dây gắm là anthraquinone, cyclcoartane triterpene
Đã tìm thấy thấy có 10 hợp chất có hoạt tính ức chế enzyme XO với giá trị IC50 < 100 𝜇M. Trong đó, có 6 hợp chất mới có hoạt tính mạnh.
Đã tìm tấy 19 hợp chất có hoạt tính kháng với giá trị IC50 < 100 𝜇M.

Đã phân lập được 2 hợp chất có khối lượng lớn resveratrol (3), isorhapontigenin (4) với khối lượng lần lượt là 5.0 g và 50.0 g, thiết lập chất đối chiếu cho resveratrol và isorhapotigenin từ thân Dây gắm cho thấy độ tinh khiết lần lượt đạt 99.14% và 96.38% tính theo nguyên trạng.
3. CÁC ỨNG DỤNG/ KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG TRONG THỰC TIỄN HAY NHỮNG VẤN ĐỀ CÒN BỎ NGỎ CẦN TIẾP TỤC NGHIÊN CỨU 

Tiếp tục nghiên cứu hoạt tính hạ acid uric máu và kháng viêm của các cao chiết và các hợp chất có hoạt tính mạnh trên các mô hình in vitro và in vivo, hướng đến nghiên cứu ứng dụng Dây gắm làm các chất hỗ trợ điều trị bệnh viêm khớp do gout.

Sử dụng các chất đối chiếu vừa được thiết lập để định lượng thành phần hợp chất chính có trong thân Dây gắm, nhằm kiểm soát chất lượng dược liệu và các chế phẩm của Dây gắm.
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1. SUMMARY: 
The dissertation conducted a screening of 22 MeOH extracts derived from 18 medicinal plants for xanthine oxidase (XO) inhibitory activity, resulting in 12/22 extracts exhibiting activity with IC50 values below 100 𝜇g/mL. Notably, the MeOH extract of Gnetum montanum lianas displayed the strongest activity, with an IC50 value of 76.7 μg/mL. However, investigations into the chemical composition of Gnetum montanum remained limited in 2020. In Viet Nam, the lianas of Gnetum montanum were selected to investigate chemical constituents and  to evaluate XO inhibitory, anti-inflammatory activities. In this study, 47 compounds were isolated from the EtOAc extract of Gnetum montanum lianas, including stilbenes: pinosylvin (1), pinosylvin monomethyl ether (2), resveratrol (3), isorhapontigenin (4), montastilbene A (5), montastilbene B (6), montastilbene C (7), montastilbene D (8), shegansu B (9), cis-shegansu B (10), montastilbene E (11), gnetumonin A (12), montastilbene F (13), gnetumontanin C (14), and montastilbene G (15); 2-phenylbenzofurans: gnetifolin M (16), gnetumgam B (17), gnetifolin A (18), gnetumgam A (19), and gnetifolin B (20), lignans: gnetumgam D (21), eplignan A (22), (+)-lariciresinol (23), (+)-isotaxiresinol (24), (+)-lyoniresinol (25), (-)-cedrusin (26), acid 3-methoxy-3′,4,9-trihydroxy-4′,7-epoxy-8,3′-neolignan-1′-carboxylic (27), (-)-demetoxylpinoresinol (28), (+)-pinoresinol (29), (+)-epipinoresinol (30),  (+)-salicifoliol (31), (+)-medioresinol (32), (+)-syringaresinol (33), ecdysanol C (34), and ecdysanol D (35); phenolic acid glycosides: 3-methoxy-4-O-β-D-glucopyranosyl-methyl benzoate (36), and gnetumgam D (37); anthraquinones: chrysophanol (38), emodin (39), physciol (40), questin (41), aloe-emodin (42), acetyl-aloe-emodin (43); and cyclcoartane-type triterpenes: 24-methylenecycloartanol (44), cycloeucalenol (45) montacylortan A (46), and 4-epicycloeucatenone (47).
Among them, 7 stilbene compounds: montastilbene A-G (5-8, 11, 13, and 15); 2 2-phenylbenzofuran compounds: gnetumgam B (17) and gnetumgam A (19); 1 lignan compounds: gnetumgam D (21); 1 phenolic acid glycoside compounds: gnetumgam D (37) were newly identified and reported for the first time. 

The XO inhibitory evaluation revealed that 2/4 crude extracts exhibited inhibitory activity with IC50 values below 100 𝜇g/mL. In particular, the EtOAc extracts showed the strongest activity, with an IC50 value of 25.3 µg/mL, followed by the total MeOH extract (IC50 = 76.7 µg/mL). In addition, 10/15 fractions displayed inhibitory activity with IC50 values below 100 𝜇g/mL. Among them, fractions O, K, and M exhibited the strongest inhibitory effects, with IC50 values of 16.5, 19.2, and 23.6 µg/mL, respectively. The XO inhibitory results of isolated compounds indicated that 10 compounds (1, 3-6, 9-11, 13, 15, and 37) displayed activity with IC50 values below 100 𝜇M. Among them, 6 newly identified compounds (5-6, 11, 13, 15, and 37) showed strong inhibitory activity, with compounds 5, 11, and 37 being the most potent, exhibiting IC50 values of 18.8, 10.6, and 16.6 𝜇M, respectively.
Anti-inflammatory evaluation based on the inhibition of nitric oxide (NO) production in RAW 264.7 cells demonstrated that the crude extracts, fractions, and isolated compounds from the lianas of Gnetum montanum exhibited no cytotoxic effects at the tested concentrations. The NO inhibitory results of crude extracts showed that 3/4 displayed activity with IC50 values below 100 𝜇g/mL. Notably, the total of MeOH extracts displayed the strongest activity with an IC50 value of 17.2 µg/mL, followed by the MeOH and EtOAc fractions with IC50 values of 30.2 and 50.5 µg/mL, respectively. Furthermore, 10/15 fractions exhibited inhibitory effects on NO production with IC50 values below 100 𝜇g/mL. Among them, fractions O, P, and H showed the strongest activity with IC50 values of 9.0, 15.1, and 18.8 µg/mL. The results of the NO production inhibitory assay of the isolated compounds revealed that 19 compounds (2-4, 9-10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 28-31, 33, 39, and 42-43) exhibited inhibitory activity with IC50 values below 100 μM. Notably, compounds possessing a stilbene scaffold displayed the most potent inhibitory effects on NO production, specifically compounds 3 and 4 being the strongest with IC50 values of 13.4 and 5.9 μM, respectively, which were more potent than the positive control quercetin (IC50 = 14.0 μM).

In addition, 2 compounds were isolated in large amounts, namely resveratrol (3) and isorhapontigenin (4), with yields of 5.0 g and 50.0 g, respectively. Both compounds exhibited strong xanthine oxidase inhibitory and anti-inflammatory activities. Therefore, they were developed as reference standards, achieving purities of 99.14% and 96.38%, respectively, based on as-is content.

2. NOVELTY OF THESIS:

A total of 47 compounds were isolated and identified from the lianas of Gnetum montanum, comprising eleven newly identified compounds, including seven stilbenes, two 2-phenylbenzofurans, one lignan, and one phenolic acid glycoside. 
Two classes of compounds (anthraquinones and cycloartane-type triterpenes) were isolated from Gnetum montanum for the first time.

Ten isolated compounds exhibited XO inhibitory activity with IC50 values below 100 μM, of which six newly identified compounds showed strong inhibitory effects. 
In addition, 19 compounds showed anti-inflammatory activity, with IC50 values below 100 μM.

Two compounds were isolated in large quantities, namely resveratrol (3) and isorhapontigenin (4) (5.0 g and 50.0 g, respectively). The reference standards established for resveratrol and isorhapontigenin, derived from Gnetum montanum lianas, were determined to have purities of 99.14% and 96.38%, respectively, based on as-is content.

3. APPLICATIONS/ APPLICABILITY/ PERSPECTIVE 
Future studies will focus on investigating the uric-acid lowering and anti-inflammatory activities of the active extracts and compounds using both in vitro and in vivo models, with the aim of developing Gnetum montanum as a potential agent for the treatment of gout-related arthritis. 
The established reference standards will be utilized for the quantitative determination of major chemical constituents in Gnetum montanum lianas, contributing to the quality control of the medicinal plants and its derived preparations.
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