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PAT VAN PE

Bénh ung thu néi chung va bénh ung thu gan noi riéng la nhitng bénh khong lay
nhiém gdy anh huéng nghiém trong dén sic khoe cong dong, dd va dang trd thanh
van dé cap bach ciia nganh y té & hau hét cac nudc trén thé gidi. Theo To chirc qudc
té vé ung thu (Global Cancer Observatory - GLOBOCAN) nim 2020, Viét Nam co
182 563 ca ung thu mé&i mac, c6 122 690 ngudi tir vong do ung thu. Ty 1¢ ung thu
tai Viét Nam (twong tu cac nudc dang phat trién khac) cao nhét 13 ung thu gan
(14,5%), phoi (14,4%), vi (11,8%), da day (9,8%), rudt, truc trang (9%), khéac
(40,5%)*. Thubc chéng ung thu dugce nghién ctru va phat trién cang ngiy cang
nhiéu, nhung gia thanh cua cac thudc tiy y thudng rat cao va gy ra nhiéu tac dung
phu khong mong mudn. Chinh vi vay, viéc nghién ctru tac dong chéng ung thu cua
thudc c6 nguon goc tir duoc liéu 13 xu huéng hién nay nham tim ra thube diéu tri
ung thu méi, giup giam gia thanh, ning cao hiéu qua diéu tri va an toan cho ngudi
bénh.

X4o tam phan (Paramignya trimera) duoc sir dung trong dan gian dé giai nhiét,
bdi bd co thé, mat gan, tri viém gan, xo gan?. Vién Duoc liéu lan dau tién nghién
clru va cong bd vé thanh phan hoa hoc cia X4o tam phan thu hai & Hon Heo, Khanh
Hoa va hoat tinh doc té bao trén 5 dong té bao ung thu, bao gom: Ung thu gan
nguoi HepG2, ung thu dai trang nguoi HTC116, ung thu v nguoi MDA-MB-231,
ung thu budng tring ngudi OVCAR-8 va ung thu ¢d tir cung ngudi Hela, trong d6
hoat tinh doc té bao ung thu gan HepG2 va té bao ung thu co tir cung Hela manh
hon trén 3 dong té bao con lail.

X4o tam phan chi méi duoc nghién ctru trong nuéc hoic két hop gitra trong nudc
V6i nudc ngoai va di cong bd vé thuc vat, hoa hoc, tac dung duoc 1y, kiém nghiém.
Vé thuc Vvat: Nghién cuu vé hinh thai va vi hoc cia X4o tam phan*, V¢ hoa hoc:
Phan 1ap va xac dinh dugc cdu trac hoéa hoc cia mot sé hop chat thuoc nhom
coumarin, triterpenoid va acridon alkaloid v&i ostruthin 13 thanh phan chinh cua

X4o tam phan®®%, V& tac dung dugc ly: Nghién ciru doc tinh té bao ung thu, tac



dung khang viém, chdng oxy hod va tc ché a-glucosidase... nhung chua di sdu vao
nghién ctru co ché tac dong cua cac hop chit phan 1ap dugcd12171819 V& kiém
nghiém: Di co cong trinh trong nudc cong bd vé dinh lwong ostruthin bang HPLC®.
Tuy nhién, ostruthin ciing c6 trong cac loai khac thudc chi Paramignya® nén viéc
nghién ctru dinh luong thém mét sé hop chit khac c6 hoat tinh sinh hoc hoic
marker, gop phan tiéu chuin hoa X4o tam phan 1a rat can thiét.

Sau khi Vién Dugc liéu cong bd tac dung cia X4o tam phan thi viéc khai thac
tran lan da lam cho X4o tam phan hau nhu bi tan diét. Hién nay, X4o tam phan da
dugc trdng ¢ nhiéu dia phuong trong ca nudc va duoc mua ban véi gia rat cao
nhung chua dugc nghién ctru nhiéu vé thanh phan héa hoc ciing nhu tac dung sinh
hoc.

Nham muc dich nghién ctru sdu hon vé thanh phan hoa hoc, tic dung sinh hoc
cling nhu kiém nghiém Xao tam phan, dé tai “Nghién ciru thanh phan héa hoc
hwéng tac dung sinh hoc cia cay Xao tam phan (Paramignya trimera (Oliv.)
Burkill) Rutaceae” duoc thuc hién véi nhitng muc tiéu sau:

1. Phan tich thanh phan ho4 hoc, thir tinh khiét nguyén vt li¢u nghién ciru:
Phén tich so b thanh phan hod thyc vat, thir mot sb chi tiéu do tinh khiét, dinh tinh,
dinh lwgng polyphenol bo phan ré, than, 14 X4o tam phan.

2. Khao sat tac dung chdng oxy ho4, ddc tinh té bao ung thw in vitro cia cao
toan phan va cao phan doan: So sanh tac dung chdng oxy hoa va doc tinh té bao
ung thu in vitro caa cao toan phin va cac cao phin doan tir cac b phan ré, than, 14
X4o tam phan dinh hudng nghién ctru chiét xuat, phan 14ap cac cac hop chat.

3. Nghién ciru chiét xuat va phan lap cac hop chit trong cic cao hay phan
doan tiém ning: Cac hop chat duoc phan 1ap cha yéu bang ky thuat sic ky gdm sic
ky cot chan khong, sic ky cot ¢6 dién. Phan 1ap cac chit chinh véi luong 16n dé
thiét lap chat chuan.

4. Xac dinh céu triic ciia cac hop chat phan 1ap: Cac chat phan 1ap duoc sau
khi kiém tra so bd do tinh khiét dugc do phé UV, MS, NMR (3C NMR, *H NMR),
DEPT, HSQC, HMBC va COSY, bién giai, kiém tra xac dinh cu trac hoa hoc.



5. So' by danh gia co ché tic ddng doc té bao in vitro cia cac hop chat phan
lap c6 tiém niing: Khao sat hoat tinh doc té bao ung thu in vitro cia cac hop chat
tiém ning co lién quan dén KDM2A hay khong théng qua thir nghiém dwa phan ti
siRNA vao trong té bao nham bat hoat gen KDM2A.

6. Thiét 1ap chat chuin va xdy dung quy trinh dinh lwong: Thiét 1ap chit
chuan. Xay dung va thim dinh quy trinh dinh luong cac hop chat ¢ hoat tinh sinh
hoc va marker (chéat diém chi) trong X4ao tam phan bang HPLC. Ung dung quy trinh
dinh luong dé so sanh ham lugng hoat chat trong mot s6 mau ré Xéo tam phan thu

mua trén thi truong.



Chuong 1. TONG QUAN

1.1. Téng quan chi Paramignya vé cAy Xdo tam phan

1.1.1. Tong quan chi Paramignya

Tén chi Paramignya duoc Robert Wight dwa ra nim 1839 duya trén loai chuan 1a
Paramignya monophylla thu duoc & An D6 va nhan thiy chi nay gan giii v6i chi
Luvunga vi cung c6 than leo?.

Pic diém chi Paramignya: Cay leo than gd hoic cdy bui thang dung. Canh
thuong c6 gai thang hoic udn cong, it khi khong co gai. La don, moc so le. Hoa
ludng tinh, mau 5 hay mau 4, c¢6 thé moc riéng 1¢ hay tu thanh chum, xim & nach 4.
4-5 la dai, dinh ¢ day hoac 2/3 chiéu dai 14 dai. Pai hoa 16m hinh chén, hinh nén
hodc hinh tru. Nhi 8-10, nhi déu va rdi nhau. 3-5 14 nodn hop thanh bau 3-5 6, mdi 6
1-2 nodn. Qua mong Vi nhiéu thit qua nhay, vé qua trong nhiéu com. Hat c¢6 4o hat,
khong c¢6 ndi nhii, mam thang, 14 mam hinh elip, phang hay 16i2.

Phan loai chi Paramignya: Cho dén nim 2013, da co6 30 loai thudc chi
Paramignya dugc b4o c4o?? va trinh bay trong Bang 1.1.

Bang 1.1. Cac loai trong chi Paramignya

Stt Tén loai Stt Tén loai

1. P.andamanica Tanaka 16.  P. longipedunculata Merr.

2. P.angulata Kurz 17.  P. hainanensis Swingle

3. P.armata* Oliv. 18.  P. lobata Burkill

4.  P.beddomei Tanaka 19.  P. longispina Hook.f.

5. P. blumei Hassk. 20.  P.micrantha Kurz

6.  P.brassii C.T. White (synonym) 21.  P.mindanaensis Merr.

7. P.citrifolia Ho ok.f. 22.  P.missionis (Oliv.) Burkill

8.  P.citrifolia Oliv. 23.  P.monophylla * Wight (Xao mot hoa)

9.  P. confertifolia Swingle 24.  P. petelotii * Guillaumin (Xao Pételot)

10. P. cuspidata (Ridl.) Burkill 25.  P. rectispinosa Craib

11. P.glabra Tanaka 26.  P.ridleyi Burkill

12.  P. dubia Koord. & Valeton ex Moll & 27.  P. hispida* (Pierre ex Guillaumin) Pierre ex
Janssonius Guillaumin

13. P. grandiflora Oliv. 28.  P.scandens* Craib (X4o leo)

14.  P. littoralis Migq. 29.  P.surasiana Craib



15. P, griffithii * Hook.f. (Xéo Griffith) 30.  P.trimera* (Oliv.) Burkill (Xéo tam phan)
“Nguon: The Plant List, 201322

O Viét Nam, chi Paramignya c6 6 loai (danh dau *) va P. armata Oliv. var.
andamanica King (Cva ga, Gai xanh, Quyt gai) di duoc bao c4o?.

Thénh phén héa hoc

Theo céc tai liéu nghién ctru trén thé gigi chi Paramignya c6 30 loai, cho dén nay
cac nghién ctru vé hoa thuc vat da tap trung vao cac bo phan khac nhau (r&, than, vo
than, 14, canh va qua) cua bdn loai P. trimera, P. scandens, P. griffithii, P.
monophylla. Cac nhém hop chat cia chi Paramignya bao gom coumarin, coumarin
glycosid, acridon alkaloid, tirucallan saponin, flavonoid, phenol, chromen va
megastigman?.
Coumarin

Céc hop chat coumarin thu dugc dudi dang cac thanh phan chiém wu thé tir cac
loai P. trimera va P. monophylla. Coumarin phan Iap tu cac loai thudc chi
Paramignya thudc nhom coumarin don gian, furano coumarin, pyrano coumarin®

va dugc trinh bay trong Hinh 1.1.

R3
R» XN
R
R, N
A R1©O o 0 m
R o0 o (4) Ostruthin: Ry =H, R, = HO o 0
1 geranyl, Rs=H R = 6,7-dihydroxygeranyl

(1) 7-hydroxycoumarin (5) Demethylsuberosin: Ry = (7) Paratrimerin E

(Umbeliferon): R1=0OH, R2=H H, R, = prenyl, Rs = H
(2) methoxycoumarin (herniarin): Ry (6) 5-O-methy! anisocoumarin

=OMe, R:=H B: Ri=prenyl, R, =H, Rs =

(3) Scopoletin. Ry = OH, R,= OMe OMe
X X X = CH,OH
HO o O ®)
OCH3

(9) 6-(2'-hydroxyethyl)-2,2-dimethyl-2H-1-
(8) 8-methoxyostruthin (Ninhvanin) benzopyran



1L L
o o X0 HO7|\ 0 0”0

(10) Psoralen (11) (S)-Marmesin

fm
H4C
3 o) o~ Yo

H3C

(14) 6-(3'-carboxyethenyl)-5-
methoxy-2,2,8,9-tetramethyl-9-
(4"-methyl-4"-hydroxypent-3"'-
enyl)-2H-furo[2,3-h]chromen

(13) 5-methoxy-8,8-dimethyl-
(12) Xanthyletin 10-(3',7'-dimethyl-1', 5',7'-
trien-3'-yl)pyranocoumarin

(15) 5-methoxy-8,8-dimethyl-10-(7'-hydroxy-3',7'-
dimethylocta-1',5'-dien-3'-yl)pyranocoumarin:  (18) Poncitrin (Dentatin): R1 = Me; R2 = Me
Ri=Me R:=H (19) Nordentatin: R1= H; R2 = Me
(16) 5-hydroxy-8,8-dimethyl-10-(7’-hydroxy-3',7’- (20) 5-h ; Tt
. P , ) -hydroxy-8,8-dimethyl-10-(3',7’-dimethylocta-
dimethylocta-1',5'-dien-3'-yl)pyranocoumarin; 1",6'-dien-3"-yl)pyranocoumarin: Ry = H: Ra
Ri=H; R2=H =(CH)2,CH=C(CHs)

(17) dimethyl-10-(7"-acetoxy-3', 7"-dimethylocta- 51y 5. methoxy-8,8-dimethyl-10-(3',7'-dimethylocta-
1',5'-dien-3"-yl)pyranocoumarin: R1= Me; R2 1",6'-dien-3"-yl)pyranocoumarin: R: = Me: R, =

= OAc (CH2),CH=C(CHa),

(22) 6-(3'-carboxyethenyl)-5-methoxy-2,2,8,9-  (23) Luvangetin
tetramethyl-9-(4"-methylpent-3"-enyl)-2H-
furo[2,3-h]chromen: R = (CH,),CH=C(CHj3):



OH AN

(24) Paratrimerin F (25) Pandanusin A

(26) Paratrimerin A: R =H
(27) Paratrimerin B: R = -D-apiofuranosyl
Hinh 1.1. Cac coumarin trong chi Paramignya
“Nguon: Ninh The Son, 2018%”.

Acridon alkaloid

Céc acridon alkaloid c6 trong chi Paramignya dugc béo cdo chu yéu trong Xao
tam phan, duoc trinh bay chi tiét trong Muc 1.1.2. Tong quan vé cay Xao tam phan.

Tirucallan saponin

Céc loai thudc chi Paramignya déu c6 chtra cac hop chat thuoc khung tirucallan.
Cac nghién cau thuc vat cling bao cédo su hién dién cua cac ciu trac saponin
tirucallan tir qua, 14 va than cua cac loai P. monophylla?8, phan trén mat dat caa cac
loai P. griffithii 2. 7 dan xuat tirucallan glycosyl phan 1ap tir than va 1a cta loai P.
scandens?’. Trong sb saponin tirucallan su két hop gita (13S, 14R, 17S, 20S)-
lanostan aglycon va S-D-glycopyranosyl glycon qua cau ndi O-acetyl va hién tuong
orglycosyl hoa ¢ carbon C-25 trong cac hop chat paramignyol A, paramignyol B,
paramignyosid A, paramignyosid B, paramignyosid C, paramignyosid D,
paramignyosid E c6 thé 1a mot diém danh diu dang chi ¥ cho P. scandens va céc
loai khac trong chi Paramignya?0303L,

Cac triterpenoid trong chi Paramignya duoc trinh bay trong Bang 1.2.



Bang 1.2. Cac dan xuét triterpen nhom tirucallan trong chi Paramignya

0

Stt Tén hop chit R: R2 Coéng thiic chung
1) T|rucalIa-7,§_4-d|en-3ﬁ,23- SOH, aH OH
iol
Ry /
2 Tirucalla-7,24-dien-3a-ol aOH, pH H
3) Tirucalla-7,24-dien-34-ol SOH, aH H = 3
3,3-Ethylenedioxy
“) tirucalla-7,24-dien OCHZCH:0- H
5) Tirucalla-7,24-dien-23-ol H,H OH
3-Oxaotirucalla-7,24-dien-
(6) 23-0l OH CHs
3-Oxotirucalla-7,24-dien- Ry /
(7) 23-yl acetat OAC CHa g/
(8) Tirucalla-7,24-dien-3-on H CHs . YR
3-Oxotirucalla-7,24-dien-
9) 21.23-diol OH CH:0OH
3-Oxotirucalla-7,24-dien- CH,0A
(10) 21,23-diol diacetat OAc c
H

AcO

AcO

(13) Tirucalla-7,24-dien-34,21,23-triol triacetat

HOC%
- 3 O

(12)Tirucalla-7,24-dien-34,21,23-triol

0 NS
HOAJV

(14) Flindisson



15) Deoxyflindisson (16) Flindisson lacton

(19) Paramignyosid A: R=H

(20) Paramignyosid B: R = Ac

(21) Paramignyosid C: R1 = R,=H

(22) Paramignyosid D: Ry = H, R, = D-
glucopyranose

(23) Paramignyosid E: Ry = Ac, R, = D-
glucopyranose

“Nguon: Bowen I. H, 1998%”

@an Pararr;ignyol A: R;=0CHjs, R,= OH
(18) Paramignyol B: Ry = H, R, = OCH3

Flavonoid

Bowen va cong su di bao cdo sy ton tai cua flavon carpachromen trong cao
cloroform cua P. monophylla?82®. Wattanapiromsakul C. va cong su cong bd hai
flavanon méi 3 ', 4'-dihydroxy-7-metoxy-8- (3-metylbut-2-enyl) -furano- (4 "', 5 ":
6,5) -flavanon va 3 ', 4'-dihydroxy-7-metoxy-8- (3-metylbut-2-enyl) -2 " " - (1-
hydroxyl-metyletyl) -furano- (4 '', 5 ": 6 , 5) -flavanon, amoradicin da dugc phan
lap tr cao methanol cua than cay P. griffithii?’. Flavanon diglycosid atriplisid B
duoc chiét xuat tir canh va 14 P. scandens®. Mot s6 flavonoid dugc phan 1ap tir chi

Paramignya duoc trinh bay trong Hinh 1.2

Carpachromen (R = H)

3’-Methoxycarpachromen(R = OCHz)
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3',4’-Dihydroxy-7-methoxy-8-(3"-
methylbut-2"’-enyl)-furano-(4>,5:6,5)-
flavanon

=

1l

J,ﬁ ’f:m::H.

. ]

Hr”"ﬁ‘““@lf' %J/ Sy
.

Atriplisid B

3',4'-Dihydroxy-7-methoxy-8-(3"’-methylbut-2"-enyl)-2-
(1-hydroxy-1-methylethyl)-furano-(4",5”:6,5)-flavanon

Hinh 1.2. Flavonoid trong chi Paramignya
“Nguon: Wattanapiromsakul C., 2000?77,

Phenol, din chit ciia phenol va megastigman glycosid

Cac hop chit phenol c6 ciu trac don gian, acid vanillic va trans-N-p-coumaroyl
tyramin dugc phan 1ap tir cao methanol X4o tam phan dugc xac dinh®*®, duoc trinh
bay chi tiét trong Muyc 1.1.2. Tong quan vé cdy X4ao tam phan.

Mot vai glycosid sesquiterpen trong chi Paramignya xuat hién nhu megastigman
glycosid, gusanlungionosid C va (6R,9S)-roseosid, dugc phan 1ap tir chiét xuat trong
nudc cua canh va 14 kho P. scandens?.

Cic hop chat khac
Niam 2016, theo cong trinh cia Nguyén Thi Diéu Thuan va cong su, ngoai cac

hop chat atriplisid B, megastigman glycosid?’, cac hop chat nho nhu limonoid
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methyl, isolimonat lignin, glycosid syringaresinol di-O-#-D-glucopyranosid,
nucleosid adenosin cling dugc phat hi¢n tir canh cay va la P. scandens.

Sesquiterpen
HO,,

H OH
(1) Pterocarpol

Phytosterol

HO

(3) p-sitosterol

(2) Stigmasterol
Hop chit chromen

()

~_OH (5) 6-(2-Hydroxyethyl)-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran
(4) Daedalin A
OR

H,CO
®/OCH3

H,CO

(6) Limonoid methyl

RO  OCHj;
(7) Glycosid syringaresinol di-O-4-D-glucopyranosid
R= -D-glucopyranosid

Hinh 1.3. Cac hop chat khac trong chi Paramignya
“Nguon: Nguyéen Thj Diéu Thuan, 20162

Tac dung dwoc ly
Tac dung doc té bao
Danh gi4 sinh hoc dau tién duoc thuc hién trong viéc sang loc hoat dong chdng

khdi u cua than va 1a P. lobata & Kuala Lumpur®* co gia tri EDso 1a 100 pg/ml d6i
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vé6i dong té bao KB.

Cac triterpenoid khung tirucallan duoc phan 1ap tir P. scandens c6 tac dung gay
doc té bao, chong két tap tiéu cau, khang viém, tri ngtra, c6 kha ning gidn mach va
rc ché enzym 11-p-hydroxysteroid dehydrogenase trén chudt déng thoi c6 tac dong
1én protease ctia virus gay suy giam mién dich & nguoi (HIV-1)%,

Nam 2014, Nguyén Hitu Toan Phan va cong su di cong b két qua cho thiy hai
dan xuat méi tirucallan 13 paramigyol A va B phéan 1ap tir than va 14 cua cay P.
scandens co tac dung 1én cac dong té bao ung thu & ngudi nhu SK-Mel-2 (té bao
ung thu hic t6), LU-1 (té bao ung thu phdi) va MCF-7 (té bao ung thu vi)3!

Tac dung khang viém

Trong mé hinh khéc, tac dung khang viém cta cac hop chat phan lap tir chi
Paramignya, duoc thuc hi¢n véi 5 saponin tirucallan paramignyosid A-E trén cac
cytokin gdy viém trong sudt qua trinh do san xuat interleukin (IL) -12 p40 , IL-6 va
yéu t6 hoai tir khdi u-a (TNF-a) trong té bao dudi gai c6 ngudn gdc tir tiy xwong
dugc kich thich boi LPS. Tac dung manh nhat theo thir ty paramignyosid C (gia tri
ICs0 12 5,03 = 0,19uM)> paramignyosid D (19,57 = 0,97uM)> paramignyosid E
(14,09 £+ 0,65uM)> paramignyosid B (29,15 £+ 1,33uM)> paramignyosid A (48,68
+ 1,89uM)%.

Cong dung

Tir l4u, tai cac nude Chau A, cac loai thudc chi Paramignya da dugc cac luong y
str dung rong rii trong dan gian nhu mot vi thude quy®*. Tai Thai Lan: Loai P.
griffithii duoc str dung trong hd trg diéu tri nhiém tring mii. Tai Malaysia: Ré cua loai
P. scandens (X4o leo) duogc sic ubng co tac dung lam giam dau bung, toan bo ciy
sac udng tri bénh giang mai.

Theo Pham Hoang Ho, trong y hoc c6 truyén, 14 va qua P. armata (Cua ga, Gai
xanh, Quyt gai) dugc ding dé tri viém phdi, ho; ré P.monophylla (X4o0 mot hoa)
dugc dung dé tri bach dai ha; ré P. petelotii (X4o petelot) 1am thubc b6 cho phu nit sau

sinh?
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1.1.2. Tong quan Vé cdy Xdo tam phén

Theo hé théng phan loai cua Takhtajan (2009)15, cdy X4o tam phan
(Paramignya trimera (Oliv.) Burkill) thudc: Nganh Ngoc lan (Magnoliophyta) -
Lop Ngoc lan (Magnoliopsida) = Phan 16p Hoa hdng (Rosidae) > Lién bo Cam
(Rutanae) - B Cam (Rutales) - Ho Cam (Rutaceae) > Phan ho Aurantioideae
(Citroideae) > Chi Paramignya = Loai Paramignya trimera (Oliv.) Burkill

Tén ddng nghia: Atalantia trimera Oliv, Severinia trimera (Oliv.) Swingle

Dic diém thuc vdt: Xao tam phan la mot loai cay gd nho*. RE hinh try, c6 nhiéu
nép nhin doc, mui thom. Than non mau xanh lyc, than gia mau xam, tiét dién tron,
6 gai. La don, moc so le, khong c6 14 kém* Cum hoa: Xim hai nga. Hoa déu, ludng
tinh, hoa mau 3. L4 bic va 2 14 bic con dang vay hinh tam gidc nho, bé mit co
nhiéu 16ng. L4 dai 3 déu, dinh nhau ¢ dudi tao thanh mot 6ng hinh chudng bén trén
chia thanh 3 ring hinh tam giic, mit ngoai c6 nhiéu 16ng va mot soc doc. Trang hoa
3 déu, roi, hinh bau duc, mau tring nga, mit ngoai c6 nhiéu ddm trong mo. Bo nhi:
6 nhi, déu, roi, dinh trén 2 vong, kiéu dao ludng nhi. Chi nhi nhan, dep, thuén dan
vé phia dinh, mau tring. Bao phan hinh thuén dai, mau vang, 2 6, niit doc, hudng
trong, dinh day. Bo nhuy gém 3 14 nodn dinh nhau thanh bau trén, 3 6, mdi 6 1 nodn,
dinh noan trung try. Bau hinh bau duc, mau vang. 1 voi nhuy hinh try ngan, dinh &
dinh bau. 1 dau nhyy chia 3 thuy, mau cam. Pia mat & day bau. Cac b phan cua

cay thuong c6 tinh dau, nhiéu nhat ¢ ré, c6 mui thom diu rat dic trung.



Hinh 1.4. C4c bo phan cAy X4o tam phan, (A) 14, (B) Than, (C) Ré

“Nguon: Nguyén Pirc Nghia, 2013”

Phén bé sinh thdi: X4o tam phan da dugc tim thdy & mot s6 quéc gia & Chau A
nhu: Thai Lan, Malaysia, An D6, Indonesia?®. Theo Pham Hoang Ho (2003) thi X4o
tam phdn trudc day duoc tim thay ¢ ndi Lap Vo, tinh Binh Duong?. Gan day loai
nay dugc ghi nhan moc ty nhién & Hon Héo, huyén Ninh Hoa, tinh Khanh Hoa va
mat s6 khu vuc khac ¢ tinh Ninh Thuan.

Bé phdn dang, thu hdi, ché bién: RE, than, 14, qua? thu hai vao mua khé, ria
sach, thai nho, dung tuoi hay phoi kho, dung sic nuéc udng.

Nhén giéng in vitro cdy Xdo tam phdn: Nam 2017, Tran Trung Hiéu va cong su
da tién hanh nhan giéng vo tinh in vitro X4o tam phan®. Quy trinh nhan giéng in

Vitro cay X4o tam phan di duoc thiét 13p tir cac doan than mang chdi bén cua cay 1-
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3 nim tudi ngoai vudn wom. Nghién ciru d xdy dung quy trinh nhan gidng gitp
bao ton ngudn gen va nhan sinh khbi mé seo in vitro giup cho viéc khao sat cac hop
chat c6 gia tri y hoc duogc thuan loi hon.
Théanh phén héa hoc

D3 c6 mot sb nghién ciru trong va ngoai nude vé thanh phan héa hoc trong ciy
X4o tam phan dugc cong bd 10383940 C4c nghién ciu ndy chu yéu tip trung vao
phan & ciia ciy X4o tam phan moc ty nhién, cho thay chira chii yéu cac nhém hop
chat nhu: Acridon alkaloid, coumarin, phenol, din chét ctia phenol va megastigman
glycosid. Ngoai ra, con c6 mot vai nghién ctru trén than*! va 1432%,

Acridon alkaloid

Céc acridon alkaloid c6 trong chi Paramignya dugc béo cdo chu yéu trong Xao
tam phan. Nam 2016, 2017, 2020, Trinh Hoang Duong va cong su da phan lap 3
acridon alkaloid glycocitrin-Ill, oriciacridon E, 5-hydroxynoracronycin,
paramiacridone ®3. Nam 2017, Dang Hoang phu va cdng su di phan 1ap 2 acridon
paratrimerin C, paratrimerin D,

Nim 2020, Nguyén Thi Thanh Mai va cong su da phan lap duoc mot acridon
alkaloid méi, paratrimerin | tir phan doan CHCI3 cua ré cay X4o tam phan?®,

Ngoai ra ndm 2017, Nguyén Trung Nhan va cong su phan 1ap hai alkaloid méi tur
chiét xuat hoa tan trong CHCl3 cua than cdy X4o tam phan, (E)-2-(prop-1-enyl)-N-
metylquinolinium-4-olat va (R)-2-ethylhexyl 2H-1,2,3-triazol-4-carboxylat*.

O OH

O OH
(LI P
v o LI
OH CHj N OH
| OH CHjs
Oriciacridon E Glycocitrin 111
O OH O OH
e 9
OH CH; = OH CHj; X

5-Hydroxynoracronycin Paratrimerin C
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O  OCH;

N |
|

OH CH, OH CH; OCH;,
Paratrimerin D Paratrimerin |

Hinh 1.5. Acridon alkaloid trong Xao tam phéan

“Nguon: Trinh Hoang Duwong, 2016°”.

Coumarin

Bai bao trong hoa hoc thuc vat ciia Xao tam phan cho thay hau hét cac coumarin
Xuat hién ty nhién & dang tu do, trong khi chi c¢6 hai hop chat coumarin glycosid lién
két don phan tir c6 67 dugc bao cdo. Coumarin dimer Paratrimerin J — Y thu duoc tu
chiét xuat EtOH cua than cay Paramignya trimera (Rutaceae) bang cach sir dung
phan 1ap c6 huong dan LC / MS. Ostruthin, Demethylsuberosin, 5-O-methyl
anisocoumarin B, 7-hydroxycoumarin, 7-methoxycoumarin Scopoletin, Psoralen,
Marmesin, Xanthyletin, 8-methoxyostruthin, Pandanusin A, Luvangetin,
Paratrimerin E, Paratrimerin F, Paratrimerin A, B%.

Phenol, din chit ciia phenol va megastigman glycosid

Niam 2016, Bui Thi Thuy Linh va cong su cong bd tir cao cloroform cua than
X4o0 tam phan di phan 1ap cac hop chat phenol c¢6 cau tric don gian®®. Bén canh do,
acid vanillic va trans-N-p-coumaroyl tyramin dugc phan 1ap tir cao methanol Xao

tam phan dugc xac dinh.
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OH
OH Ri Ro
R R2
AN
0" Rs MeO™ YO
(1) Methyl 4-hydroxybenzoat: R1=H, R; = H, Rs = (8) Methyl trans-p-coumarat: Ry = H, R, =H
OMe (9) Methyl trans-ferulat: R; = OMe, R,= H
(2) Vanillin: Ry = OMe, Ro=H, Rs = H (10) Methyl trans-sinapat: R; = OMe, R, = Ome
(3) Acid vanillic: R, = OMe, R, =H, Rz = OH OH
(4) Methyl protocatechuate: R1 = OH, R, =H, R =
OMe HOH,CH,C WOH
(5) Methyl vanilla: Ry = OMe, Rz = H, Rz = OMe
(6) Acid syringic acid: R; = OMe, R;=OMe, Rz = OH o~

(7) Methyl syringat: R; = OMe, Rz = OMe, R; = OMe (11) Paratrimerin G

COOMe

HOOC HO— .
OH
o/\;)< )

En Y0 OMe

(12) Paratrimerin H HO

OMe
(13) Xylobuxin

Hinh 1.6. Phenol va dan chét cua phenol trong Xao tam phan
“Nguon: Bui Thi Thuy Linh, 2016,

Thanh phan trong tinh dau 14 cay

Niam 2018, Poan Qudc Tuan va cong sy phan tich tinh dau chung cat tir 1a cay
X4o tam phan Paramignya trimera (Oliv.) bang sic ky khi két hop véi khdi phd
(GC-MS)®, Cac thanh phan chinh cua tinh dau Xao tam phan dugc xac dinh 1a -
caryophyllen (10,5 %), p-caryophyllen oxid (9,9 %), 7-epi-a-eudesmol (7,6 %), va
y-muurolen (6,8 %). Ngoai ra, nim 2017 Nguyén Vin Ting va cong su da phan 1ap
duogc 5 hoat chat chiét xuat tir dich chiét MeOH cuia 14 X4o tam phan bao gom: Acid
gallic, acid protocatechuic, acid ellagic, rutin va quercetin®,

Tdac dung dwoc ly

Tac dung ddc té bao

Nam 2013, Nguyén Minh Khéi va cong su cong bd khao sat tac dung gay doc té
bao ung thu trén 5 dong té bao ung thu gom ung thu gan HepG2, ung thu dai trang
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HTC116, ung thu va MDA-MB-231, ung thu budng tring OVCAR-8 va ung thu ¢
tr cung Hela cua cao chiét methanol, phan doan chiét n-hexan va ostruthin. Két qua
cho thiy phan doan n-hexan thé hién hoat tinh & mirc d trung binh (ICso 39,61
ng/ml) trén dong té bao ung thu gan HepG2Y7.

Dic biét hop chit ostruthin duoc phan 14p trong phan doan n-hexan tir ré Xao tam
phan co tac dung e ché tét viem gan cap (gay doc bang CCls) & thi nghiém trén chudt
nhat; c6 tic dung tiéu diét ddi v6i nim dong té bao ung thu: ung thu gan, ung thu dai
trang, ung thu vi1, ung thu budng trimg va ung thu ¢ tir cung'’.

Niam 2018, Nguyén Thi Huyén Lam va cong su cong bé mot nghién ciru vé tac
dung chéng ung thu tir cao methanol cua ré Xao tam phan trén dong té bao ung thu
vt MCF-7 & ngudi trong mé hinh 3D ¢6 tac dung e ché manh sy gia ting té bao va
gay ra su chét té bao cia MCF-7°,

Nghién ctru doc tinh cép tinh ddi voi cao methanol cua ré Xao tam phan,
Nguyén Minh Khoi va cong su dé xuat rang LDy (liéu it nhat khong gay chét bat ky
con vat nao trong thir nghiém) 1a nho hon 329,0 g/kg trong lugng bang dudng udng
va khong xéac dinh LDso (lidu gdy chét trung binh)'”.

Niam 2018, Nguyén Vin Tang va cong su cong bd kha ning giy doc té bao manh
cia cao ré Xao tam phan trén cac dong té bao ung thu MiaPaCa-2 (tuyén tuy),
HT29 (ruot két), A2780 (budng tring), H460 (phoi), A431 (da), Dul45 (tuyén tién
liet), BE2-C (u nguyén bao than kinh), MCF-7 (vi1), MCF-10A (v binh thudng) va
U87, SJ-G2, SMA (u nguyén bao than kinh dém) dugc quan sat véi gia tri 1Cso dao
dong tir 15 dén 32 pg/ml. Tiém ning gay doc té bao trén té bao ung thu tuyén tuy
cia cao ré Xao tam phan (100-200 pg / ml) cao hon dang ké (P <0,05) so voi
ostruthin (20 pg/ml) va gemcitabin (50 pg/ml)3’.

Niam 2021, Khong Trong Quan cong bd Paratrimerin W thu duoc tir cao ethanol
clia than X4o tam phan giy doc té bao ung thu biéu mé té bao gan Huh7, u soi
HT1080 va té bao ung thu dai truc trang HT29 véi ICso tuong tmg 13 14,9, 18,4 va
22,5 uM3,

Theo Nguyén Thi Kim Oanh va cong su (2022), Pal D va Saha S (2020), hoat
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tinh doc tinh té bao ung thu ctia X4o tam phan c6 thé giai thich do thanh phan tinh
diu va coumarin cé trong dugc ligut’t2, Hoat tinh doc té bao ung thu MCF-7,
HepG2, KB, LU-1 va MKN7 in vitro cia phan tir nano vang sir dung cao nudc tir ré
X4o tam phan lam tac nhan khir va 6n dinh ciing duoc Lé Tu Hai va cong sy (2024)
bdo cdo voi gia tri IC50 lan luot 1a 2,01, 7,60, 3,89, 3,99 va 3.53 ppm sau 72 xu 1y
té bao'™,

Tac dung i ché a-glucosidase

Niam 2017, Nguyén Trung Nhan va cong su da cong bé tir cao CHCI3 cua than
cdy Xao tam phan da phan lap duoc hai alkaloid mai, (E)-2-(prop-1-enyl)-N-
metylquinolinium-4-olat (1) va (R)-2-ethylhexyl-2H -1,2,3-triazol-4-carboxylat (2)
va hop chat 2 ¢6 hoat tinh wc ché a-glucosidase, voi gia tri ICso 1a 137,9 uM%.

Niam 2017, Ping Hoang Phu va cong su, cao methanol cia ré Xdo tam phan
cling thé hién hoat tinh @&c ché men a-glucosidase dang ké véi gia tri 1Cso l1a
36,6p9/ml'2 Nam 2018, Trinh Hoang Duong va cong su cong bd hai hoat chat duoc
phan 1ap tr than X4o tam phan 1a paratrimerin G va paratrimerin H cé tac dung ¢
ché a-glucosidase & mirc do trung binh véi ICso twong tmg 14 89,2 va 58,8 M.

Tac dung bao vé gan

Nguyén Manh Cudng va cong su cong bd dich chiét nuéc Xdo tam phan & lidu
udng 10 g/kg can ning da 1am giam nong do AST va ALT trong huyét thanh, giam
t6n thuong mo bénh hoc gan do paracetamol (lidu duy nhat 400 mg/kg, cho uéng ) ¢
chudt sau 9 ngay diéu tri, trong khi cao methanol cho thay hiéu qua cao twong tu
nhu ¢ silymarin d6i chtimg duong liéu 50 mg/kg*2.

Tac dung khang viém

Nam 2017, Lé Hoang Tuén Anh va céc cong su da bao cao vé tac dung Chéng
viém cua cac thanh phan héa hoc c6 trong X4o tam phan?® Cac hop chét ostruthin,
ninhvanin,  8-geranyl-7-hydroxycoumarin  (3),  6-(6',7’-dihydroxy-3’,  7'-
dimethylocta-2'-enyl) -7-hydroxycoumarin va luvangetin ¢c ché san xuat NO va
PGE2 trong cac té bao BV2 dugc kich thich biang LPS, véi gia tri 1Cso lan luot tir
9,8 dén 46,8 va tir 9,4 dén 52,8 uM. Ostruthin va ninhvanin da dugc chirng minh la
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ngan chin sy biéu hién caa protein iNOS va COX-2 do LPS giy ra.

Cong dung

X4o tam phan duoc ngudi dan Viét Nam sir dung trong diéu tri nhiéu bénh ung
thu va boi bo sic khoe. Theo nhan dan x3 Ninh Véan (Khanh Hoa), canh va than
X4o tam phan dung chira viém gan vang da, xo gan ¢ truéng, ung thu gan.

X4o tam phan c6 vi hoi ding, hau vi ngot, tinh binh, mui thom d& chiu, khong
doc, chua co nghién ctru vé quy kinh cta loai ndy. X4o tam phan cé thé dung tuoi,
kho, sic lay thudc udng, ngdm ruou hodc tan thanh bot min.

1.2. Tong quan khio sat hoat tinh chdng oxy héa in vitro

C6 nhiéu phuong phap dé khao sat tac dung chéng oxy héa in vitro. Dua trén
phan tmg hoa hoc giita cac hop chit chéng oxy héa va cac gbc tu do, cac phuong
phap khao sat tac dung chéng oxy hoa in vitro dugc phan loai thanh hai loai: Thur
nghiém cho nguyén tir hydro (HAT) va thir nghiém cho electron (SET)*,

1.2.1. Thar nghiém cho nguyén tir hydro (HAT)

Céc thir nghiém duya trén qua trinh chuyén truc tiép nguyén tir hydro tir chat
chéng oxy hoa sang gbc ty do**. ROO« + AH/ArOH 2 ROOH + A+/ArO-

Thir nghiém dua trén HAT bao gom: Phuong phap ORAC, phuong phap ABTS,
TRAP, hoat dong quét goc hydroxyl, thir nghiém phén tich lipid, quét cac gbc
H20,%.

Phwong phap ORAC

Phuong phap nay do mirc 4§ phan huy do bi oxy hoa cia fluorescein khi co sy
hién dién cua goc peroxy*®47. Uu diém cia phuwong phap ORAC la xac dinh duoc
¢ hodc khong c6 su tré pha trong miu chira cac chat chdng oxy hoa. Pay 13 mot
diéu rat thuan loi khi do cac mau thuc pham chtra ca nhitng hop chét chéng oxy hoa
c6 tde do phan tmg khac nhau nhidu®®,

Phwong phap bit géc tw do ABTS

ABTS + [2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)] 1a mét goc tu do bén
phat huynh quang mau xanh c6 budc song hap thu dic trung 1a 734 nm. Khi bd
sung mot hop chat c6 kha ning khang oxy hoa, ABTS* s& bi khir vé dang khong
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mau dan dén do hap thu bude song dic trung giam?.
Phwong phap TRAP

Phuong phiap TRAP su dung gdc peroxyl duoc tao thanh tir 2,2'-azobis(2-
amidinopropan) dihydrochlorid (AAPH). Khi cho AAPH vao méi truong plasma,
cac chét khir s& bi oxy hoa. Qua trinh oxi héa nay dugc do dat thong qua ham lwong
oxy tiéu thu bang mot dién cuc. Khi c6 mit chat chéng oxy hoa trong moéi truong
plasma, qua trinh oxy hoa s& xay ra cham hon. Gia tri TRAP cta mau thi nghiém
duoc tinh toan dwa vao do dai pha lodng cua mau so véi do dai pha lag cia mau
tring va do dai pha lag cua chat chuan 1a dung dich Trolox. Két qua tinh toan Ia
mmol Trolox/kg mau ran hoic mmol Trolox/L mau long*+.

Phan tich lipid

Phuong phap nay dénh gia sy khac biét trong toc d6 oxy héa acid linoleic bai géc
ABAP trong méi quan hé véi chat chuan 13 tocopherol®.

Phwong phap quét cac goc H.0;

Céc phan tir H202 sinh ra tir chuyén hoa trong co thé véi nong do vo cung thap,
dé& dang bj loai bo va khong doc hai cho co thé. Nhung néu hién dién ¢ ndng do cao,
chung c6 thé tao ra cac gbc tu do c6 kha niang phan ¢ng rat cao, dé dang phan ng
V6i cac chit hitu co tao ra cac peroxid va tir d6 tao ra nhiéu san pham doc hai cho té
bao. Hoat tinh chéng oxy hoa cta mau thir dugc thé hién qua viéc lam giam luong
H20, dan dén 1am giam mau ciia phan ung giita H202 va phenol do%2.

1.2.2. Thar nghigm cho electron (SET)

Céc thir nghiém duya trén qua trinh chuyén mét electron tir chat chdng oxy hoa
sang gbc tu do®. Céac co ché hoat dong chéng oxy hoa ctia SET ¢6 thé duoc tom tit
bang cac phan ung sau:

ROO- + AH/ArOH — ROO— + AH++/ArOHe«+

AHe++/ArOH++ + H20 < A*/ArOe« + H30+

ROO- + H30+ < ROOH + H.0

Thir nghiém SET bao gdm: Phuong phap DPPH, phuong phap danh bat gbc
superoxyd O.*, FRAP, TEAC st dung ABTS, thu nghiém CUPRAC, phuong phap
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Folin—Ciocalteu, phwong phéap &c ché gbc oxit nitric, phuong phap danh gia bang
ham lugng MDA, kha ning két hop véi ion sit (11)%,

Phwong phap danh bit géc tw do 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Pay 1a phuwong phap dua trén viéc chuyén dién tir tao ra mot dung dich mau tim
trong methanol. Géc tu do nay 6n dinh ¢ nhiét d6 phong va lam giam sy hién dién
cta phan tr chdng oxy héa. Xét nghiém DPPH nhanh, don gian va 1a lya chon dau
tién gitp danh gia tiém nang chéng oxy hoa cua cac hop chat®®,

Thir nghiém dua trén phan ung gitra chat chdng oxy héa véi DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) 1am DPPH mau tim d¢am bi khir thanh san pham vang
nhat®. Muc d6 giam OD & 517 nm phén anh hoat tinh chdng oxy héa ctia chat thir.
Sharma & Bhat d trinh bay quan diém vé pham vi do nhay cia phép do quang pho,
bén canh do nhay cua DPPH véi anh sang, pH va d6 hoa tan ctua hop chat®®.

Phwong phap danh bit géc superoxyd Oz*

Viéc ngan tao thanh gdc superoxyd gitip danh gia kha niang loai bo cac gdc tu do
ctia mau thir. Goc superoxyd duoc tao thanh trong phan (ng gitra xanthin va xanthin
oxydase dugc dinh luong bang phwong phéap khir, dung nitroblue tetrazolium (NBT)
cho phirc chat mau tim duoc do quang ¢ budc séng 550 nm. Hoat tinh chdng oxy
hoa cua mau thir dugc thé hién qua kha nang 1am giam sy hinh thanh cua phirc mau
tim. Enzym superoxyd dismutase (SOD) duoc st dung nhu chat déi chiéu duong
tinh®’,

Phwong phap FRAP

Nguyén tic xac dinh hoat tinh chdng oxy héa ctia phuong phap nay dua trén kha
ning cua chat chéng oxy hoa trong viéc khtr phiic Fe*-TPTZ [2,4,6-tripyridyl-s-triazin
(TPTZ)] (mau tia) thanh phirc Fe?*-TPTZ (mau xanh) & pH thap®. Thi nghiém
FRAP don gian, nhanh chong, tiét kiém chi phi va khong yéu cau thiét bi chuyén
dung. Tuy nhién, két qua FRAP c6 thé thay doi tiry theo thoi gian phan tich quan sat
dugc ddi voi phan ung gitra chat chong oxy hoa va Fe3*, dao dong tir vai phat dén
vai gio®%%0,

Phwong phap TEAC
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TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) la phuong phap xac dinh hoat
tinh chdng oxy hoa so sanh voi kha ning chéng oxy hoa cua Trolox®l, Cation
ABTS" [2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)(ABTS)] 1a mét gbc tu do
bén, phat quang mau xanh, dugc dic trung & do hap thu 734 nm. Khi cho chat
chéng oxi hoéa vao dung dich chita ABTS?*, cac chit chong oxy hoa s& khtr ion nay
thanh ABTS. Do d6 giam d6 hap thu cua dung dich ¢ budc séng 734 nm dé xac
dinh hoat tinh cua chat chdng oxy hoa, so sanh véi chat déi chiéu Trolox [acid 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic]. Trong moi truong kali persulfat,
gdc ABTS* ¢6 thé bén 2 ngay & nhiét d6 phong trong toif2,

Phuwong phap CUPRAC

Phuong phap CUPRAC dé xac dinh tong kha ning chéng oxy hoa da dugc phat
minh vao dau nhitng nam 2000, nhung n6 da duoc stra d6i cho cac phuong phap
khac nhau dé do hoat tinh chong oxy héa dya trén qua trinh khir Cu?* thanh dang
Cu*. Neocuproin (2,9-dimethyl-1,10-phenanthrolin) 1 chat thuong dugc sir dung
trong phuong phap CUPRAC nham tao thuan loi cho phép do do hap thy®3.

Phwong phap Folin—Ciocalteu

Phuong phap Folin—Ciocalteu 1a mot phwong phap ndi tiéng nham xac dinh tong
ham Iugng phenol (TPC). Xét nghiém Folin-Ciocalteu dugc sur dung rong rai trong
cac nghién ciru dé do tong ham luong polyphenol trong thuc pham c6 ngudn goc
thuc vat va cac mau sinh hoc®. Phuong phéap nay ban dau dugc thiét ké dé phan tich
protein, sau d6 tré thanh mot thir nghiém thudng xuyén dé danh gia chat chong oxy
héa cta thuc pham va chiét xuat thuc vat. Béi véi mot sé hop chat: Epicatechin
galate, acid rosmarinic, quercetin, epigalocatechin, catechin, acid caffeic,
epicatechin, gallic, rutin va acid chlorogenic kha ning chéng oxy hoa tét nhat da
duoc ghi nhan bang phuong phap CUPRAC®56,

Panh gia biang ham lwong MDA (malonyl dialdehyde) (Phwong phap
TBARS)

MDA dugc sinh ra trong qua trinh peroxy hoa lipid. Khi cho phan tng véi acid

thiobarbituric, mgt phan trt MDA phan ung véi 2 phan tir acid thiobarbituric tao
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phttc mau hdng hap thu cuc dai & bude song 532 nm. Phan tng thuong duoc thuc
hién & moi truong pH 2 - 3, & nhiét d6 90-100 °C trong vong 10 - 15 phat. Po
cuong do mau cua phuc, tinh duge ham luong MDA c6 trong mau va suy ra kha
nang uc ché peroxy hoa lipid®”.

Kha ning két hop véi ion sit (11)

lon Fe?*dang tu do xuc tac sinh ra gdc tr do. Panh gia kha ning phong ngira sinh
goc tu do cua chat nghién ciu qua kha ning khoa cac ion kim loai chuyén tiép ¢
dang phuc s& 1am mat kha nang xtc tac phan @ng sinh gbc tu do. Hoat tinh chong
oxy hoéa thé hién qua viéc ngin chan sy tao thanh phtc chat c6 mau gitta ion Fe?*
véi thude thtr Ferrozin (acid 3-[2-pyridyl]-5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-4,4'-disulfonic)
dugc do ¢ 562 nm; hay véi thudc thir 2,2"-dipyridyl do & 523 nm?®468,

Phwong phap thir hoat tinh c ché goc tw do NO

Cac dang oxy hoat dong (ROS) va nito hoat dong (RNS) duoc sinh ra trong qua
trinh chuyén héa binh thuong cua tat ca cac sinh vat hiéu khi. Trong diéu kién sinh
1y, cac chat chong oxy héa trong co thé bao vé té bao va mo chéng lai nhitng dang
hoat dong nay. Khi ROS/RNS sinh ra nhiéu, vuot qua kha ning loai bo cta cac chat
chéng oxy hoda, cac goc tu do nay c6 thé gy stress oxy/nitro héa l1am ton thuong
ADN, protein, lipid, dudong... ROS/RNS réit hoat dong va c6 thoi gian ban hay rat
ngin nén khong thé dinh lugng truc tiép chung trong mé hoac dich co thé. Vi vay,
do luong thay d6i do oxy/nitro héa & ADN, protein, lipid, duong trong mau sinh
hoc dugc hy vong dé phat hién nhirng chat danh dau sinh hoc twong tng véi nhiing
bénh tat lién quan dén ROS/RNS®,

Phan &ng véi oxy tao ra san pham bén viing 1a nitrit va nitrat, hoat chat ic ché
NO s& phan tng canh tranh véi oxy, lam giam san pham nitrit tao thanh trong dung
dich nuéc va nong do nitrit trong dung dich nude duoc xac dinh bang phuong phap
trac quang dur dung thubc thir Greiss (hdn hop sulfanilamid va N-1-naphthylethylen
diamin dihydrochlorid trong méi truong HsPOs). Trong d6, nitrit phan ung voi
thudc thir Greiss tao hop chét diazo mau bén ving va c6 budce song hap thu cuc dai

& 540 nm. Dua trén sy giam nong do nitrit tao thanh, tinh duoc kha ning chan goc



25

tu do NO cua hoat chat (tinh trén % Gc ché)™,

Trong cac phuong phap dé khao sat tic dung chdng oxy héa in vitro thi trong
luan 4n nay, phuong phap DPPH va phuong phap danh gia bang ham lugng MDA
dugc st dung dé khao sat tac dung chéng oxy hoa in vitro caa dugc liéu Xao tam
phan va cac cao phan doan véi nhiéu vu diém: Chi phi thap, d& thuc hién thi nghiém,
kha nang tai tao, kha nang trng dung & nhiét d6 phong cling nhu kha nang tu dong
hoa, phi hop ddi véi rat nhiéu dbi twong mau.

1.3. M6 hinh nghién citu hoat tinh dc té bao in vitro

Viéc xdy dung mot moé hinh nghién ciu hoat tinh doc té bao in vitro hop 1y va
hiéu qua 1a mot yéu té can thiét trong viéc phat trién mot duoc liéu, hoat chat co kha
ning diéu tri ung thu, déng gop vao co so dit liéu cua su sinh truong khéi u, cling
nhu tién trién cia té bao ung thu trén in vitro, thar nghiém tinh hiéu qua cua duoc
liéu, hoat chat du doan c6 kha niang diéu tri ung thu, giam chi phi sang loc dic hiéu.
Khao sat hoat tinh doc té bao in vitro 1a mot budc can thiét dé cung cap co so khoa
hoc cho cac thi nghiém in vivo sau d6. Cac nghién ctiru da chirng minh méi lién heé
mat thiét giira thir nghiém in vitro va dap @ng cua mau thi trén in vivo™.

Pé sang loc nhanh cac duoc liéu, hoat chat c¢6 tac dung chdng ung thu, phuong
phap nudi cdy té bao in vitro thuong duoc sir dung. Trong mo hinh in vitro, cac
duoc liéu, hoat chét duoc thr béng cach u truc tiép Vo1 cac dong té bao ung thu nudi
cay ¢ diéu kién dac biét va moi truong thich hop dé tao dang don 16p (2D) hay dang
khoi cau (3D). Phuong phap nudi cdy 2D la phuong phap co ban nhat nhung co
nhiéu han ché vi khong mé phong duoc diéu kién in vivo caa co thé. Con cac té bao
trong md hinh nudi ciy 3D phat trién trong khong gian ba chiéu phan anh day du
cac mdi quan hé giira té bao vai té bao, té bao vai chat nén ngoai bao va té bao voi
mdi trudng dinh dudng nhu trong co thé binh thuong. Trong mé hinh nay, cc chi
s6 nhur ty 18 té bao séng/chét, chi s6 1Cso, ty 6 tang/giam kich thuéc khdi cau cac té
bao ung thu va cac anh huéng cua ché pham 1én hinh thai té bao s& dugc danh gia™.
1.3.1. Cdc dong té bao sir dung trong khdo sdt hoat tinh dc té bao in vitro

Phong thi nghiém thuong sir dung cac dong té bao ung thu nguoi nhu: Té bao
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ung thu gan (HepG2), té bao ung thu gan ngudi (HAK1B), té bao ung thu v ngudi
(MDA-MB-231), té bao ung thu ¢ tir cung (HeLa), ung thu biéu mé vi (MCF-7),
MCF-7 khang Tamocifen (MCF-7/TamR), MCF-7 khang Adriamicin (MCF-
7/ADR), ung thu phoi (A549), ung thu budng trang (OVCAR-8) trong nghién ciu
in vitro.

Trong luan 4n nay di st dung cic dong té bao: Té bao ung thu gan (HepG2), té
bao ung thu gan nguoi (HAK1B), té bao ung thu va ngudi (MDA-MB-231).

Té bao ung thw gan ngudi HepG2

Té bao ung thu gan HepG2 1a mot dong té bao bat tir bao gom cac té bao ung thu
biéu md gan & ngudi, c6 ngudn goc tir md gan ciia Mot nam thanh nién da trang 15
tudi bi ung thu biéu mo té bao gan biét hoa cao. Pay 1a mot trong nhitng dong té
bao duoc sir dung phd bién nhat trong nghién ciru ung thu gan va duoc phd bién
rong rai nhu mot nguon tai nguyén cho cac nha nghién cau sinh hoc ung thu gan.
Céc té bao HepG2 duoc biét dén véi ham luong enzyme chuyén héa thudc cao va
kha nang biét hoa thanh cac té bao gidng nhu té bao gan, khién chung tré thanh mot
cong cu co gia tri & nghién ctu chirc ning gan va chuyén hoa thudc™.

Céc té bao HepG2 c6 cac dic tinh két dinh va phat trién duéi dang cac 16p don
trong cac tap hop nho. HepG2 c6 thé duoc phét trién thanh cong & quy mé 1on va
duogc kich thich bang hormon ting truéng ciia con ngudi. Cac té bao ciing c6 kha
nang tiét ra nhiéu protein huyét twong, chang han nhu transferrin, fibrinogen,
plasminogen va albumin.

T¢é bao ung thw gan ngudi HAK1B

Hai dong té bao ung thu biéu mé té bao gan riéng biét & ngudi (HAK-1A va 1B)
dugc phan 1ap tir mot nét duy nhat cho thay ciu triic ba 16p véi mot loai mé hoc
khac nhau trong mdi 16p. Vé mat hinh thai, HAK-1A va 1B tuong ung giéng véi
céc té bao ung thu biéu mo té bao gan biét hoa tét & I6p ngoai cua khéi u ban dau va
tuong ung voi cac té bao biét hoa kém & l6p bén trong. HAK-1B it khac biét hon vé
mit hinh thai va manh hon vé mit sinh hoc so véi HAK-1A; HAK-1B c6 thoi gian
nhan d6i ngan hon, kha niang sinh khéi u cao hon va DNA di boi. HAK-1B sé tang
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sinh manh hon va c6 thé lién quan chit ché dén sy tién trién cua khdi u tiép theo
trong ung thu biéu mé té bao gan’.

Té bao ung thw vt ngwdi MDA-MB-231

Dong té bao khdi u MDA-MB duoc phan lap tir Bénh vién M. D. Anderson va
Vién Ung thu gdm 19 dong té bao MDA-MB tir bénh nhén, trong d6 16 dong té bao
MDA-MB thiét Iap tr dich tran mang phdi (MDA-MB-134/468/469/157/231/
436/4355/330/415/175-V11/253/309/431/416/411/390), 2 dong té bao tir di can nio
(MDA-MB-361, MDA-MB-461) va 1 dong té bao ung thu va (MDA-MB-453). 19
dong té bao MDA-MB duoc chia thanh nhiéu loai tuy theo toc do ting trudng va
diéu kién tang truong khac nhau’®. Trong s6 cac dong té bao ung thu via MDA-MB,
dong té bao MDA-MB-231 ¢6 mang ludi ty thé phan manh hon nhung khong biéu
hién ERa, PR va ca HER's-27"78. Dong té bao MDA-MB-231 ¢6 thé dugc sir dung
lam dai dién cho ung thu vii khong biéu hién ERa, PR, HER's-2, day 1a phan nhom
ung thu v 4c tinh nhat va c6 kha ning di cin cao. Do d6, nhiéu nha nghién ciru st
dung dong té bao MDA-MB-231 dé nghién ctru Sy phat trién va xam 1an cia ung
thu va’®.

1.3.2. Cdc phwong phdp siv dung trong khdo sdt hoat tinh djc té bao in vitro

C6 nhiéu phuong phap danh gia kha ning gay doc té bao cua mot chat. Cach don
gian nhat 1a quan sat hinh dang, kich thuéc té bao dudi kinh hién vi. Tuy nhién,
phuong phap nay c¢6 d chinh xac kém, phu thuoc kinh nghiém cta nguoi nghién
cuu.

Do d6, cac phuong phap khic da dugc phat trién dé xac dinh kha ning gay doc té
bao ctia hoa chat nhu phuong phap nhudém té bao hoic quang phé (do mau, do
huynh quang, phuong phap do sang) dua trén su thay doi nong do cua cac phan tir
sinh hoc duoc tao ra bang cac phan tng sinh hoa trong té bao®.

Céc xét nghiém doc tinh té bao va kha ning séng cua té bao duoc phan loai theo
loai phép do cuia diém cubi (mau thay doi, huynh quang, phat quang, ...).

1. Xét nghiém do mau: Xét nghiém giam tetrazolium (xét nghiém MTT, xét

nghiém MTS, xét nghiém XTT, xét nghi¢m WST-1), xét nghiém LDH, xét nghi¢m
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SRB, xét nghiém NRU (hip thu mau d9 trung tinh)

2. Loai trir thubc nhudém: Xét nghiém trypan blue, erythrosine B.

3. Xét nghiém huynh quang: Xét nghiém khir resazurin va xét nghiém danh dau
kha nang sdng cua protease (xét nghiém GF-AFC).

4. Xét nghiém do do sang: Xét nghiém ATP va xét nghiém do thoi gian thuc.
1.3.2.1. Xét nghiém do mau

Xét nghiém khir Tetrazolium

Cac hop chat tetrazolium: MTT, MTS, XTT va WST-1 da duoc sir dung dé phat
hién cac té bao. Cac hop chit nay dugc chia thanh hai loai: MTT tich dién dwong va
dé dang tham nhédp vao cic té bao va cac hop chat nhu MTS, XTT va WST-1 tich
dién 4m va khong dé dang xam nhap vao té bao. Loai tha hai (MTS, XTT, WST-1)
thuong duoc dung véi chat nhan dién tir trung gian ¢ thé chuyén dién tir tir té bao
chat hodc mang sinh chat dé tao diéu kién khir tetrazolium thanh formazan c6 mau®.

Xét  nghiém  khu  tetrazolium  MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromid): La xét nghiém kha ning song cua té bao dong nhat
dau tién duoc phat trién cho dinh dang 96 giéng phu hop dé sang loc hoat tinh doc
té bao cua cac mau thi nghiém?®L. Hoat tinh doc té bao danh gia qua ty & sbng cua té
bao duoc xac dinh nho hoat tinh enzym succinat dehydrogenase (SDH) cua ty thé
chi co trong té bao séng. SDH chuyén muéi tetrazolium MTT thanh tinh thé
formazan tan trong dung moi hitu co nhu isopropanol tao dung dich mau tim dugc
do OD ¢ 570 nm, s& phan anh s lwong té bao séng trong mau nuoi cays384,

Uu diém: Phu hop véi nhiéu dong té bao, pham vi duong tuyén tinh rong, tir
200-1000 dén 50.000-100.000 té bao/giéng. Tuwong quan tot véi dém té bao phong
Xa.

Nhuge diém: MTT khong hoa tan dugc hoan toan, sy hién dién cua phenol do,
s6 lugng té bao 16n va thiéu glucose sé& can tro hoat dong cua enzym SDH. Sy giam
clia cac hoat chat tham gia vao qua trinh chuyén d6i MTT nhu acid ascorbic, hop
chat chira sulfhydryl ¢ thé 1am thay doi két qua®®.

Xét nghiém khe tetrazolium MST, XTT, WST-1
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Céc thudc thir tetrazolium duoc phat trién gan day hon c6 thé duoc khir bang cac
té bao dé tao ra cac san pham formazan hoa tan truc tiép trong méi trudng nudi cy
té bao. Cac hop chat tetrazolium pht hop véi loai nay bao gobm MTS, XTT,WST-1.
Céc thudc thir tetrazolium cai tién nay loai bo budc xir Iy chat long trong quy trinh
xét nghiém vi khong can thém thudc thir thir hai vao dia xét nghiém dé hoa tan két
tua formazan, do d6 lam cho cac quy trinh thuan tién hon. Pién tich 4m cua cac san
pham formazan gép phan vao kha ning hoa tan trong moi trudong nudi ciy té bao
duoc cho 13 han ché tinh tham té bao cua tetrazolium®.

Xét nghiém LDH

Xét nghiém LDH 12 mot xét nghiém gay doc té bao thudng duoc sir dung trong
nganh duoc pham. Mirc ting hon 40 U/L trén muc binh thudng dugc quan sat thiy
& ung thu hach hé than kinh trung wong, bénh bach cau va ung thu biéu mé di can.
LDH la dau an sinh hoc huyét thanh hitu ich dé déanh gia khéi u ac tinh di can. Cac
khdi u dang phat trién trai qua qua trinh san xuat ning lugng qua trung gian LDH dé
dap ng nhu cau ting trudng té bao nhanh. Khi mat tinh on dinh cia mang té bao do
té bao chét thi s& giai phong LDH vao mdi trudong nudi cdy. LDH 13 enzyme xtc tac
qua trinh chuyén d6i thuan nghich cua lactate thanh pyruvate dong thoi khir NAD +
thanh NADH (hoac oxy héa NADH thanh NAD+. Muc LDH ty I¢ thuan véi luong
té bao chét dugc phat hién bang cach thém mudi tetrazolium?®87,

Phwong phap s dung sulforhodamin B

Sulforhodamin B (SRB) la mét loai thudc nhuom nhém aminoxanthen mau h6ng
sang v6i nhom sulfonic mang dién tich am, lién két tinh dién voi amino acid mang
dién tich duong trong protein cua té bao dugc cb dinh bang acid trocloroacetic
(TCA). Pinh lugng thudc nhugm lién két nay bang phuong phap so mau, mau sac
s& phan anh lugng protein tong caa té bao. Khi té bao chét, tong luong protein sé& bi
phan hity, tir d6 c6 thé xac dinh dugc tac dung doc té bao cuia chat can khao sat®889,

Xét nghiém NRU (hip thu mau dé trung tinh)

Do trung tinh (neutral red) 13 mot cation yéu, khuéch tan d& dang qua mang té

bao, tap trung tai lysosom mang dién tich am. Phuong phap nay van dung kha nang
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két hop cua té bao séng va thuéc nhuém. Do trung tinh duoc hoa tan trong hdn hop
ethanol va acid acetic bang, tao thanh dung dich c6 mau do, do d6 hap thu OD &
budc soéng 450 nm. Chi s6 OD do duoc ty 18 thuan véi sé lugng té bao sbng. Cac
chat c6 hoat tinh doc té bao s& lam giam d6 hap thu caa d6 trung tinh®.
1.3.2.2. Loai bé thuéc nhuém

Ty 1é cac té bao kha thi trong quan thé té bao c6 thé duoc ude tinh bang nhiéu
phuong phap khac nhau. Mét trong nhitng phuong phép don gian nhat va duoc sir
dung rong rai la phuong phap loai bo thudc nhuém. Trong phuwong phép nay, cac té
bao sdng loai boé thudc nhuom, nhung cac té bao chét khong loai bé chung. Mic du
quy trinh nhuém kha don gian, nhung quy trinh thir nghiém véi s6 lwong 16n mau
rat kho va tén thoi gian®?,

Phwong phap sit dung trypan blue

Trypan blue, véi cong thitc phan tir CasH2sNeO14Ss, 14 thudc nhuém thudc nhom
diazo mau xanh dung dé nhuém chon loc mé hoic té bao chét. Véi té bao con sdng,
mang té bao co tinh chat thim chon loc, trypan blue khong thé di qua duoc, do d6 té
bao khong bat mau. Mang té bao chét khong con chirc nang nay nita, trypan blue di
chuyén qua mang té bao dé dang, khién té bao bi nhuém mau xanh. Sau d6, dém sb
té bao séng khong bi nhuom xanh bang budng dém?®2%,

Xét nghiém loai trir thudc nhuém Erythrosine B

Erythrosine B, con dugc goi 1a Red No. 3, chu yéu duoc sir dung lam chét tao
mau thuc pham. Erythrosine B d3 duoc gigi thiéu nhu mot chat nhuém an toan sinh
hoc dé dém kha thi té bao. Nguyén tac cia xét nghiém loai bo thudc nhugm nay
tuong tu nhu nguyén tic cua xét nghiém loai bo thudc nhuém trypan blue®,
1.3.2.3. Xét nghiém huynh quang

Céc xét nghiém do huynh quang vé kha ning séng cua té bao va doc tinh té bao
rat dé thyc hién bang cach sir dung kinh hién vi huynh quang, may do huynh quang,
dau doc vi ban huynh quang hoic may do luu luong té bao dong chay va két qua
mang lai nhiéu loi thé so véi cac xét nghiém loai bo thuéc nhudém va so mau truyén

thdng. Cac xét nghiém nay nhay hon cac xét nghiém so mau®.
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Xét nghiém Khir resazurin

Trong k¥ thuat ndy, resazurin khi duoc thém vao céac té bao hoat dong chuyén
hoa s& dugc chuyén dbi thanh resorufin, mot hop chit huynh quang mau hong. Muc
d6 resorufin 13 biéu hién cua kha ning ton tai cta té bao. Xét nghiém nay rat nhay
va viéc dinh lugng resorufin dugc thuc hién bing cach ghi huynh quang & budc
song 560 nm (kich thich) va 590 nm (phat xa)%.

Xét nghiém danh diu kha ning sdng ciia protease (xét nghiém GF-AFC)

Protease ciing duoc sir dung dé xac dinh té bao séng. Gan diy, chat nén
fluorogenic cua protease glycylphenylalanyl-aminofluoroumarin (GF-AFC) duoc
dung dé phat hién protease trong té bao song. Chat nén nay xam nhap vao té bao
séng, dén noi enzym cytoplasmic aminopeptidase tién hanh loai acid amin Gly va
Phe dé giai phong aminofluoroumarin (AFC), tao tin hiéu huynh quang ty Ié véi s6
lugng té bao song. Khi cac té bao chét di, hoat dong cua protease bi mat di rat
nhanh, do d6 hoat tinh nay c6 thé dung lam chi dau chon loc cho té bao s6ng®.
1.3.2.4. Xét nghiém do d sang

Xét nghiém do d6 sang gitip xac dinh nhanh chong va don gian sy tang sinh té
bao va kha niang gay doc té bao. Cac xét nghiém nay co thé dugc thuc hién ¢ 96
giéng va 384 giéng phu hop dé sang loc hoat tinh doc té bao ciia cac mau thi nghiém
va duoc phat hién bang dau doc vi ban do quang®”.

Xét nghiém Adenosine tri phosphate (ATP)

ATP 1a mot xét nghiém chie nang vé kha nang séng/doc tinh té bio nhanh nhat,
Khi té bao trai qua qua trinh chét theo chu trinh (apoptosis) hozc hoai tir, nguoi ta
thiy rang mac ATP giam dang ké. Chét nay duoc sir dung nhu mét dau an sinh hoc
cho cac hiéu tng diét t& bao. Mirc 46 ATP dugc dinh lwong bang cach st dung
enzym luciferase, din dén su phat quang duoc ghi lai. Co mot mdi quan hé tuyén
tinh giita cuong do tin hi¢u phat quang va nong do ATP hoic s6 lugng té bao%8 99100,
Khao sat thoi gian thuc
Trong khoang thoi gian gan day, mot cach do luong té bao sdng méi dugc phat

trién 1a do luong té bao séng trong thoi gian thuc. St dung mot luciferase c6 ngudn



32

géc tir tom bién va mot chat tién nén. Ca chat tién nén va luciferase duoc cho thém
tryc tiép vao moi trudng nudi cdy nhu thude thir. Cac té bao sdng c6 kha ning trao
d6i chat 1am giam ndng do chat tién nén, tao thanh chit nén khuéch tan trong moi
truong nudi cdy. Chinh chat nén nay s& gan véi luciferase tao ra mot tin hiéu phat
quang. Té bao khong c6 hoat dong trao ddi chat (t& bao chét) s& khong tao ra chét
nén, do d6 khong tao thanh tin hiéu phat quang. Tin hiéu phat quang s& giam ngay
khi té bao chét. Néu co chat doc té bao, phuong phap nay co thé xac dinh duoc hoat
tinh cua chat thong qua su giam tin hiéu phat quang. Phuong phap niy c6 thé ap
dung theo cach do lién tuc hoic do diém cudi, tiy thuéc muc dich sir dung va co thé
tai st dung cac mau té bao thr nghiém vao phép thir khac. Pay dugc xem 1a mot
diém tdi uu khi phuong phép khéac van chua thé dap tmg duoc?”.

Trong cac phuong phap khao sat hoat tinh doc té bao in vitro liét ké trén, luan an
thuc hién danh gia kha ning gay doc té bao ung thu gan HepG2, HAK1B va té bao
ung thu vii nguoi MDA-MB-231 caa cao chiét X4o tam phan, cac cao phan doan va
cac hop chat phan 1ap duoc trong diéu kién phong thi nghiém. Hiéu qua gay doc té
bao ung thu gan va ung thu v dugc xac dinh bang thir nghiém kht tetrazolium
MTT. Tha nghiém MTT duoc sir dung trong cac thir nghiém ghi nhan doc tinh té
bao d& thuc hién nhit don gian, dic trung va duoc sir dung thudng Xuyén trong quéa
trinh phat trién phuong phap danh gia doc tinh té bao mai.

1.4. Pai cwong vé ky thuat Western blot
1.4.1. Dinh nghia

Western blot 1a k¥ thuat lai giita protein véi protein (khang nguyén — khang thé),
duoc str dung véi muc dich phat hién va phan tich protein, dua vao viéc phat hién
phtic hop khang thé dac hiéu - protein duoc gan trén mang. Protein khang nguyén
dugc phat hi¢n qua phan rng tao mau hoac phat huynh quang.

K§ thuat nay lan dau tién dugc gigi thiéu bai Towbin nam 1979, Tuy nhién
dén nam 1981, cai tén “Western blot” mé&i dwgc chinh thic thira nhan va sir dung
rong rai. Ké tir luc duoc phét hién dén nay, ky thuat da khong ngimg dugc phat trién

dé t6i wu hoa ciing nhu tiang tinh ang dung™®2,
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Phuong phap Western blot c¢6 nhiéu vu diém so véi cac xét nghiém hap thy mién
dich khac. Western blot mé rong y twong vé ELISA bang cach cho phép phén tach
hdn hop protein theo kich thudc, dién tich va hinh dang. Phuong phap cho phép
phat hién mot s protein muc tiéu, trai nguoc voi ELISA chi co thé phat hién mot
protein. Khi dién di gel cua protein phan tach protein thanh cac dai, c6 thé xac dinh
kich thuéc cua protein/polypeptide dich va c6 thé dinh luong protein quan tim bang
cach chay mot chat chuan dinh luong bén trong song song véi cac mau trong gel.

Nhuoc diém cua phuong phap Western blot 1a ton thoi gian va yéu cau cao vé
kinh nghiém ctia nguoi 1am thi nghiém. Ngoai ra, phuong phap yéu cau téi uu hoa
cac diéu kién thi nghiém (phan 1ap protein, bo dém, loai phan tach, nong do gel,...).
1.4.2. Cdc buéc tién hanh

Western Blot bat dau bang chuan bi mau protein va két thuc bang phat hién mot
loai protein quan tam cy thé. Cac budc tién hanh Western Blot bao gom chuan bj
mau, dién di trén gel (SDS-PAGE), chuyén protein, block mang truéc khi u khang
thé, 0 v6i khang thé so cp va thi cap, phat hién protein muc tiéu va phan tich két
qual®s,

Luu ¥ khi tién hanh: Western blot 1a mot cong cu thiét yéu trong nghién ctru sinh
Iy hoc, tuy nhién véi su hiéu biét va trién khai kém, cac phan tich tiép theo ciing c6
thé tao ra cach giai thich sai 1éch va kho hiéu. Trudc khi miu dugc nap vao gel, phai
cht y bo dém thich hop dé ddng nhat hoa va chiét xuat protein muc tiéu du dinh dé
bién tinh. Thanh phan gel s& phan tach hiéu qua cac protein theo kich thuéc, véi
nhitng thay ddi vé nong do mang lai do phan giai cho muc tiéu dy dinh bang cach
thay d6i toc d6 di chuyén. Viéc dinh luong va phén tich cuong d6 dai phai duoc
danh gia nhat quan xuyén sudt véi tat ca tin hidu don va da, vi lam nhu vay c6 thé
tao ra di liéu chinh x4ac va dang tin cay'%,

1.4.3. Ung dung

Western blot ¢6 thé dugc ding dé xac dinh su c6 mat cia protein, xac dinh trong

lwong phén tir cia protein hoic dé xac dinh sy thay doi cua lugng protein do sy thay

d6i mtrc d6 biéu hién gen. K¥ thuat duogc sir dung trong sinh hoc phan tir, mién dich
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di truyén hoc va mot sé nganh khac02,
1.5. Pai cwong vé protein KDM2A

Thong tin di truyén cia mot té bao nhan chuan duoc luu trit trong nhin dudi
dang chat nhiém sac. Nhiém sic thé 1a don vi co ban ctaa chat nhiém sic trong d6
147 bp DNA duoc quan quanh mot octamer histonel®. Nhimng thay doi biéu sinh
cua histone trong nucleosom nhu methyl hoa va acetyl hoa... tic dong lén dén sy
biéu hién cua cac gen lién quan’®. KDM2A 1a mét demethylase histone nhim vao
H3K36me2 nhung hoat dong han ché trén H3K36me va H3K36me3KDM2A thudc
ho KDM2197, Tsukada va cong sy da phat hién ra histone demethylase dau tién chta
mién JmjC bang phuong phap sinh hoc va héa hoc. Ho KDM2 trong bo gen nguoi
bao gom hai gen, KDM2A va KDM2B. Gen KDM2A nam trong 11q13.2, con duoc
goi la FBXL11/JHDM1A/FBL7/CXXC8/FBL11/LILINA. Protein ma hoa thudc ho
protein hop F, duoc dic trung boi hop F chira 40 trinh tu acid amin, cau thanh mot
trong bon tiéu don vi cua phic hop ligase ubiquitin-protein®©e,

KDM2A nam trong nhan va lién két voi DNA CpG khong duoc methyl héa
thong qua mién ZF-CxxC va dugc biéu hién rong rii trong cac mo khac nhau, voi
muc d6 biéu hién cao trong ndo, tinh hoan, budng trimg va phoio®1o,

KDM2A loai bo té bao trang dic hiéu dan dén tinh trang vo sinh ¢ nit gidi, cho
thay vai tro quan trong cia KDM2A trong viéc bién doi biéu sinh va phat trién nang

trimg va té bao trirng!!t

. KDM2A déng mdt vai tro quan trong trong viéc duy tri cac
té bao gdc phoi dong thoi diéu chinh sy biéu hién cua cac gen lién quan dén té bao
mam!2, KDM2A biéu hién bat thuong & cac khdi u khac nhau va déng mot vai tro
quan trong trong sy hinh thanh va tién trién cua khoi ul'3. Biéu hién cao cua
KDM2A di dugc quan sat thay & nhiéu loai ung thu, bao gom ung thu da day, ung
thu budng trimg, ung thu phdi, ung thu dai truc trang, u nguyén bao than kinh dém
va ung thu ¢ tir cung, trong d6 nd thuc day sy tang sinh va cac kiéu hinh 4c tinh
khac cua cac té bao ung thu nay!™. Su can thiép vao biéu hién KDM2A trong cac té
bao HT29 lam ting su hinh thanh khuan lac trong méi truong thach mém*®, Trong

cac loai khdi u, KDM2A c6 tac dung gy ung thu hoic chdng ung thu khac nhau, c¢6
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thé lién quan dén tinh khong ddng nhét gitra cac khdi u hoic sy mé rong cua céac
gen muc tiéu & KDM2A va céac vi tri khir methyl. Ngoai ra, nhiéu dang ghép ndi cua
KDM2A déng vai trd khac nhau trong qué trinh hinh thanh khéi u va sy tién trién
cta cac loai ung thu khac nhau''®, Wagner va cong su di chitng minh raing KDM2A
lién két voi ving khoi dong gen phosphatase 3 (DUSP3) dic hiéu kép va tc ché sy
biéu hién cua né, do d6 lam tiang qua trinh phosphoryl hoa ERK1 / 2 va thac day su
Xuat hién va di can ctia ung thu phoi khong phai té bao nho't’
da bdo cdo histone H3 lysine 36 (H3K36) demethylase KDM2A (con duoc goi la
FBXL11 va JHDM1A) 1a can thiét cho kha ning gay khéi u va di can cua cac té bao
ung thu phodi khong phai té bao nhé (NSCLC) biéu hién qua mic KDM2A Voi
HDACS3 la gen muc tiéu'?®,

. Mot nghién ctru khac

Trong bénh ung thu v, cac nghién ctru da bao cdo rang KDM2A lién két véi
vung khoi dong ciia cac gen, chang han nhu E2F1, wc ché sy diéu hoa phién ma cia
n6 va dan dén sy xam lan va di cin cua cac té bao ung thu val!®?, Muc do biéu
hién cao cia KDM2A ting cuong nguyén bao soi lién quan dén ung thu'? va biéu
hién két hop cia KDM2A va KDM2B c6 thé lién quan dén tién luong 1am sang &
bénh nhan ung thu va'?. Trong cac mo ung thu biéu md té bao gan (HCC) biéu
hién KDM2A duogc diéu chinh déang ké so v&i cac mo binh thuong 1an can. Ngoai ra,
biéu hiéen KDM2A cao c6 lién quan dén tién lwong xau va ty Ié song thém & bénh
nhan HCC!%. KDM2A ting cudng cac dic diém giéng té bao goc thong qua qua
trinh khr methyl cua histone H3K36 tai cac chat xuc tién cua cac yéu td phién ma
lién quan dén tinh than, chang han nhu OCT4, NANOG va SOX21%,

Luan an da st dung k¥ thuat Western blot khao sat mtrc d biéu hién protein
KDM2A va xé4c dinh vai tro cua protein KDM2A trong tac dong tc ché sy ting
truong cua té bao ung thu viic MDA-MB-231 va ung thu gan HAK1B.
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Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. THIET KE NGHIEN CUU
- Phuong phap nghién ctru: Nghién cuu thuc nghiém.

Nghién ctru duoc thiét ké phu hop theo trinh tw muc tiéu nghién ctu.

Nghién ctu khao sat hoat tinh chdng oxy héa in vitro bang phuwong phap

DPPH va hoat tinh doc té bao ung thu in vitro: Bot duoc liéu duoc chiét bang
phuong phap dun hoi luu véi ethanol 96 % theo ty 1¢ 1:10 (duoc liéu : dung méi);
thu hoi dung méi duéi 4p suat giam dé duoc cao toan phan. Thir nghiém khao sat
hoat tinh chong oxy hoa in vitro bang phuong phap DPPH va hoat tinh doc té bao
ung thu in vitro dbi véi mau cao toan phan ré, than, 14 Xao tam phan.

- Tu két qua khao sat, chon bo phan duoc liéu c6 hoat tinh sinh hoc tiém ning
dung dé nghién cau chiét xuat phan doan. Hoa cao toan phan bo phan dugc lidu da
khéo sat & trén trong con 25 % theo ty 1& 1:5 va lac phan bd long - 16ng lan luot véi
cac dung mdi n-hexan, cloroform, ethyl acetat, theo nguyén tic & mdi phan doan
phai duoc chiét kiét (cho dén khi khong con chat chiét). Thu hoi dung méi dudi ap
suat dé thu duoc cac cao phan doan n-hexan, cloroform, ethyl acetat, nugc (phan
con lai khong tan trong 3 dung méi trén). Thir nghiém khao st hoat tinh chéng oxy
hoéa in vitro va hoat tinh doc té bao ung thu in vitro d6i voi mau cao phan doan.

- Nghién ctu chiét xuat va phan lap cac hop chat trong nhiing cao phan doan tiém
nang.

- Xéc dinh cau trac ciia cac hop chét phan 1ap.

- Nghién ctru danh gia hoat tinh doc té bao ung thu in vitro caa cac chat tinh
khiét c6 tiém nang va trir lugng lon.

- Thiét lap chat ddi chiéu, xay dung va danh gia quy trinh dinh luong cac hop
chat phan 1ap tiém ning bang phwong phap HPLC. Ung dung quy trinh di xay dung
dé dinh luong mot s6 mau ré Xao tam phan trén thi truong bang phuwong phap
HPLC.
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2.2. QUY TRINH NGHIEN CUU

Noi dung nghién ctru cua dé tai dugc tom tat nhu sau:

Thu thap nguyén liéu

Phan tich thanh phan hoa hoc,
thr tinh khiet nguyén liéu

Khao sat tac dung chéng oxy hoa,
doc tinh tée bao ung thw in vitro

Nghién ctru chiét xuat va phan lap
cac hop chat trong cac cao hay
phéan doan tiém nang

| !
! l

- Thiét l1ap chat chuan

- Xay dwng va tham dinh quy
trinh dinh lwgng bang HPLC.

- ’ng dung quy trinh dinh lwong

So b danh gia co ché tac dong
doc te bao in vitro ctia cac hop
chat phan 1ap cé tiem nang

So @6 2.1. So dd trinh tu cac ndi dung nghién ctu

2.3. POI TUQNG NGHIEN CUU

X4o tam phan (ré, than, 14) dugc thu hai va thu mua vao cac thoi diém khac nhau,
phuc vu cho tirng muc dich nghién cau, chi tiét xem ¢ Bang 2.1. Nguyén liéu sau
khi thu hai dugc cat nho, phoi dudi bong ram, siy kho roi xay bot qua ray, dong goi
dan nhan truéc nghién cu. Mau nguyén liéu duoc luu tai Khoa Dugc, Pai hoc Y

Dugc TP. H6 Chi Minh (XTP 01-2013/KD-DHYD va XTP 02-2017/KD-DHYD).
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2.4. THOI GIAN VA PIA PIEM NGHIEN CUU

Thoi gian nghién ctu tir 8/2014 dén 8/2022 tai:

- Khoa Dugc, Pai hoc Y Dugc Tp. HCM: B6 mon Duoc liéu, B6 mon Hoa phan
tich — Kiém nghiém, B6 mon Duoc 1y.

- Khoa Y hoc ¢ truyén: Bo mén Duogc hoc ¢ truyén.

- Khoa Y - bH QG TP HCM: B6 mén Duoc liéu - Thuc vat.

- Department of Molecular Pharmacy, Faculty of Pharmacy, Takasaki University
of Health and Welfare, Takasaki, Japan.
2.5.CO MAU

Mau thu hai & méi trudng tu nhién cé day du cac bo phan sinh truong (ré, than,
14). S6 lwong mau, khéi lwong mau duogc thu hai va thu mua vao cac thoi diém khac
nhau, phuc vu cho tirng muc dich nghién ctru, chi tiét xem & Bang 2.1.

Bang 2.1. Cac nguyén li¢u dung trong nghién curu

Thoi gian

Nguyén liéu thu méu

1. Chiét xuit — phan 1ap — khio sat tac dung sinh hoc: R& (45 kg), than
(5.3kg), 14 (2 kg) Xao tam phan dugc thu hai & dao Hon Lén, vinh Van 3/2013
Phong, xa Van Thanh, huyén Van Ninh, tinh Khanh Hoa

2. Kiém nghi¢m (Xay dung quy trinh dinh lrgng)
Ré& X4o tam phan (2,0 kg) duoc thu hai tai co so trong duoc liéu 3/2017
Quang Minh, DPong Nai
3. Pinh lwgng cic mau dugc ligu RE X4o tam phén thu mua trén thj
treong (100 g cho moi mau):
M1: Thu hai tai co s& trong dugc liéu Quang Minh, Pong Nai
M2: Mua tai Nguyén Thi Minh Khai, P.1, Pa lat, Lim Dong
M3: Mua tai Vii Tung, P. 1, Binh Thanh, Tp. Ho Chi Minh
M4: Mua tai ap 5, x4 Thanh Phu, Vinh Ciru, Pong Nai
M5: Mua tai Hai Thuong Lan Ong P.10, Q.5, Tp. HCM
M6: Mua tai Pha Riéng Do, Tan Xuén, Pong Xoai, Binh Phudc
M7: Mua tai Cach Mang Thang Tam, Ninh Thanh, Tay Ninh
M8: Mua tai Lé Hoang Phai, P. 17, Go Vap, Tp. HCM
M9: Mua tai Hai Thuong Lan Ong, P. 10, Quan 5, Tp. HCM
M10: Mua tai Triéu Quang Phuc, P. 10, Quén 5, Tp. HCM

8/2022
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2.6. XAC PINH CAC BIEN SO

Khéao sat hoat tinh chdng oxy hoa in vitro: Két qua dugc xir 1y bang Microsoft
Excel, trinh bay dudi dang trung binh + d6 léch chuan (Mean + SD) cua 3 lan thuc
hién. Tinh hoat tinh chéng oxy hoa. Thong qua phuong trinh hdi quy lap duoc, xac
dinh ECso (ndng d6 c6 HTCO bang 50%) cua mau thu.

Khao sat hoat tinh doc té bao in vitro: Két qua duoc trinh bay dudi dang gié tri
trung binh + sai s6 chuan cua gia tri trung binh (Mean + SEM), sau d6 phan tich
théng ké bang phép kiém Mann-Whitney trén phan mém SPSS 20.0. Su khac biét
c6 y nghia khi p <0,05.

Xac dinh cau tric chat phan lap duoc bang cac hang sb vat 1y, phan tng héa hoc,
phd UV, IR, MS, phé NMR 1 chiéu va 2 chiéu.

Xay dung va danh gia quy trinh dinh luong hoat chat bang phuong phap HPLC.
Xéc dinh ham luong hoat chit ¢ tac dung trong X4o tam phan. Két qua duogc ghi
nhan theo ham luong phan traim hoat chét trong 100 g bot dugc liéu kho.

2.7. DUNG MOI - HOA CHAT - TRANG THIET BI
2.7.1. Dung méi - héa chit

Nghién ctru hoa hoc

Dung mdi dung trong chiét xuat va phan 1ap: Ethanol, methanol, cloroform, ethyl
acetat, n-hexan (Trung Qudc hoic Viét Nam) dat tiéu chuan tinh khiét phan tich.
Dung méi phan tich HPLC: Acetonitril, methanol (Merck, Dirc) nudc cat 2 1an. Ban
mong silica gel Fass (day 0,25 mm, Merck) trang san. Silica gel 60 (40 - 63 um,
Merck). Thuéc thi FeClz 5%/EtOH, vanilin 1%/acid sulfuric 10% (VS), Na2COs
10%, thubc thir Folin-Ciocalteu, pyrogallol (Sigma-Aldrich), NaOH 20%,
(CH3COO)2Pb 1%.

Nghién ctru tac dung sinh hec

Thir nghiém DPPH: Thudc thit DPPH (Sigma), methanol (Labscan), DMSO
(Merck). Thir nghiém MDA: KCI 1,15%; dém phosphat 50 mM, dém phosphat pH
6,6; trichloroacetic (TCA) 10%; acid thiobarbituric (TBA) 0,8%, kali ferricyanid.

Chat d6i chiéu: Acid ascorbic (Vitamin C) (Vién Kiém Nghiém TPHCM) ham
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luong 99,17%, Silymarin (Sigma), Quercetin (ham luwgng > 99%) cua Sigma —
Aldrich. Doxorubicin, Paclitaxel (ham lugng > 99%) mua tir cong ty Ebewe Pharma
(Uc). Sorafenib (ham lwgng > 99%) dugc cung cip boi Bayer HealthCare
Pharmaceuticals, USA.

Dong té bao thir nghiém: Dong té bao ung thu va ngudi MDA-MB-231, dong té
bao ung thu gan nguoi HepG2 duoc cung cap tir ATCC (American Type Culture
Collection, M¥), hoat hoa va luu tai Vién Pasteur Thanh phdé H6 Chi Minh. Dong té
bao via ngudi MDA-MB-231 va dong té bao ung thu gan ngudi HAK1B dugc mua
tr ATCC, hoat hoa va luu tai B mon Dugc phan tir, Khoa Dugc, Truong Dai hoc
Sttc Khoé¢ va Phuc Loi Takasaki (Takasaki University of Health and Welfare),
Thanh phé Takasaki, Nhat Ban.

Moi trudng nudi cdy té bao: Moi truong EMEM, bo sung 10% FCS, 2 mM L-
glutamin, 100 1U/ml penicilin, 100 pg/ml streptomycin. Méi truong DMEM, bo
sung 10% FCS, 100 IU/ml penicilin, 100 pg/ml streptomycin, u ¢ 37 °C, 5% CO..
Huyét thanh bao thai bé (FCS), L-glutamin, penicilin-streptomycin, Trypsin-EDTA,
dém phosphate (PBS) mua tur cong ty Gibco (Hoa Ky); trypan blue, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) (MTT) mua tur cong ty
Sigma-Aldrich (Hoa Ky).

2.7.2. Trang thiét bj

Céc thiét bi dung trong chiét xuat - phan lap: May c6 quay Biichi 20 L - R220 va
Biichi 1 L - 210S; bé siéu 4m Sonorex RK-1028H; bép cach thay Memmert WB-14.
May do khdi pho (Micromass Quattro microTM API-Waters). Mdy do phd cong
hudng tr hat nhan (NMR) BRUKER-AV-500, tai Vién hoa hoc thudc Trung tam
Khoa hoc cong nghé Viét Nam — Ha Noi. Cot sic ky: Cot co dién (6 x 80 cm), cot
chan khong, ¢t cosmosil 5C1s-AR-II, 4,6 x 250 mm, 5 pm.

Céc thiét bi dung trong phan tich: Can phan tich 5 s 1& CP-2250 (Sartorius);
May sac ky 1éng hiéu niang cao Alliance 2695 XE (Waters), dau do PDA 2996
(Waters). Hé théng HPLC LC-2030C 3D, dau do PDA (Shimadzu, Nhat Ban).
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Cac thiét bi dung trong tht nghiém sinh hoc: May do phdé UV U-2010
(Shimadzu), may do pH (HI210-Hana), may khudy gia nhiét (Arec-Velp), may
nghién ddng thé (T25 Basic-IKA), may doc ELISA quang phé Powerwave HT
(BioTek, M¥), may doc microplate Sunrise™ (Tecan, Ménnedorf, Thuy Si), hé
théng may ChemiDoc XRS+ cua hing Bio-Rad va phén tich dir liéu bang chuong
trinh Quantity One.

2.8. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.8.1. Phén tich thanh phdn hod hoc, thir mét sé chi tiéu dg tinh khiét nguyén vat
ligu nghién ciru

2.8.1.1. Phan tich so b thanh phin héa thuc vat

Ap dung quy trinh phan tich thanh phan hoa thuc vat tir quy trinh phén tich ctia
Ciulei (Truong dai hoc dugc khoa Rumani c6 cai tién cua Pai hoc Y Dugc Thanh
phé HS Chi Minh)', Thyc hién trén 20 g duoc liéu, chiét hdn hop cac chat trong
duoc liéu thanh 3 phan doan theo do phan cyc ting dan, thu duoc 50 ml dich chiét
ether ethylic, 50 ml dich chiét ethanol, 50 ml dich chiét nudc réi dung cac phan ang
hoa hoc dac trung dé phat hién cac nhom hop chat.
2.8.1.2. Thir mot s6 chi tiéu dd tinh khiét

Do am, do tro va ham luong chat chiét duoc tién hanh theo Phu luc 9.6, 9.7, 9.8
trong Duoc dién Viét Nam V124, Két qua duoc tién hanh 3 lan va lay gia tri trung
binh.
2.8.1.3. Pinh tinh polyphenol

Theo Bowyer va cong su (2015), cac polyphenol cé6 mat trong X4o tam phan
dong vai trd quan trong, anh huong dén tac dung khang ung thu cta duoc lidu
nay'?. Do d6, dé tai tién hanh dinh tinh polyphenol trong cac cao chiét con tir ré,
than, 1a Xao tam phan. Can 5 g bot duoc liéu cho vao binh nén, thém 50 ml ethanol
50%, lac déu, dun hoi luu cach thiy khoang 2 gio. Loc, thu dich loc dé thuc hién
cac phan ung.

Phan tng véi FeClz 2 %: 2 ml dung dich thtr pha loang, thém vai giot FeClz 2%.

Phan irng NaOH 20 %: 2 ml dung dich thir, thém vai giot NaOH 20%.
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Phan ng voi (CH3COO)2Pb: 2 ml dung dich tht, vai giot (CH3COO)2Pb 1%.
2.8.1.4. Pinh lwong polyphenol

Dinh lugng polyphenol toan phan bing phwong phap Folin - Ciocalteu, dia trén
su khir cua tungstat/molybdat trong thuéc thtr Folin - Ciocalteu bai hop chat phenol
trong moi trudng Kiém tao san phim mau xanh dwong®. Ham lwong polyphenol
toan phan trong cao chiét duoc xac dinh dya vao phuong trinh dudng chuan duoc
dung boi do thi thé hién s lién quan giita OD va ndng d6 chat chuan pyrogallol.

Chuan bi cao chiét: 100 g bot nguyén liéu (ré, than, 14) xay nhé thanh bot, sang
qua ray c6 duong kinh 15 ray 0,5 mm - 0,8 mm, chiét ngam kiét véi ethanol 96%,
mdi lan chiét voi mot luong dung méi vira di, roi loc qua giy loc cho dén khi dich
loc khong ddi mau khi phan ung véi FeCls tong luong dung moi chiét mdi mau thu
dugc khoang 2 L. Dich chiét dugc bdc hoi dung moi trén bép cach thuy ¢ 50 °C thu
cao, hut am dén khdi luong khong doi.

Tinh hiéu suét chiét H theo cong thirc: H (%) = (m1- m2)/ ml x 100%, trong do,
ml va m2 lan luot 12 khéi luong (g) caa duoc liéu kho va cao thu duoc sau khi chiét.

Chuan bi dung dich thir: Hoa tan mdi cao r&, thin, 14 X4o tam phén trong
ethanol 70 % dén nong do 50 pg/ml sau d6 loc qua giay loc.

Chuan bi dung dich chuan: Can chinh xac khoang 50 mg pyrogallol chuin vao
binh dinh mic 100 ml, thém ethanol 70% dé hoa tan va vira du dén vach. LAy chinh
xac 5 ml dung dich trén vao binh dinh mac 50 ml, thém ethanol 70% vira du, lac
déu (dung dich chuan c6 nong do pyrogallol 50 pg/ml).

Tién hanh

- Xay dyng duong chuan: LAy chinh xac 1an lwot 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml
dung dich chuan vao cac binh dinh muc 25 ml riéng biét, thém lan lugt 4 ml, 3 ml, 2
ml, 1 ml, 0 ml ethanol 70% vao mdi binh tuong ung. Sau d6 thém vao mdi binh 1
ml thudc thir Folin - Ciocalteu va 7 ml nuéc. Thém dung dich Na,COs 29% dén
vach, lac déu. Ly tdm 5000 rpm trong 5 phiit dé lang cac tinh thé Na,COs. Hiit 200
ul dich trong cac dung dich cho vao giéng trén dia ELISA 96 giéng. Po OD cua céc
dung dich & 760 nm trén may doc ELISA quang pho Powerwave HT (BioTek, M).
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Chuan bi song song 1 mau tring gom thudc thir Folin — Ciocalteu, Na,CO3 29% va
nude Cat,

- L4y chinh x4c 5 ml dich thir vao binh dinh mtc 25 ml, 1 ml thuéc thir, 7 ml
nuée, thém dung dich Na2COs 29% dén vach, lic déu. Ly tam 5000 rpm trong 5
phut, tbc do dé lang cac tinh thé NaoCOs. Lay 200 pl dich trong cac dung dich cho
vao giéng trén dia ELISA 96 giéng. Do OD cua dung dich & 760 nm trén may doc
ELISA quang pho Powerwave HT (BioTek, Hoa ky). Tién hanh 3 1an va lay két qua
trung binh.

Két qua duoc thé hién bing don vi mg pyrogallol/g duoc liéu. Ham luong
polyphenol trong duoc lidu dugc tinh bang cong thuc: P =a x V/m x N x H
Trong d6: P: Ham luwong polyphenol tong (mg pyrogallol/g ); a: Nong do xac dinh
tir duong chuan véi pyrogallol (pg/ml); V: Thé tich dung dich do (ml); m: khdi
luong cao chiét (g), N: Do am caa duoc lidu (%), H: Hiéu suat chiét (%).

2.8.2. Khdo sdt tic dung chéng oxy hod, dic tinh té bao ung thw in vitro ciia cao
toan phdn va cao phin doan

2.8.2.1. Khio sat hoat tinh chong oxy héa, hoat tinh doc té bao ung thw in vitro

ciia cao toan phan

Chuan bi cao toan phan: Bot X4o tam phén (r&, than, 14: 1,0 kg cho mdi bo
phan dung) duoc chiét bang phuong phap dun hoi luu véi ethanol 96% theo ty I¢
1:10 (dugc lidu : dung méi); thu hoi dung méi dudi ap suét giam dé dugc cao toan
phan.

Khio sat hoat tinh chong oxy héa in vitro biang phwong phap DPPH

Nguyén tic: DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 13 mot gbc tu do c6 budc
song cuc dai Amax = 517 nm va c¢6 mau tim. Cac chat chéng oxy héa sé& trung hoa
g4c ty do DPPH bang cach cho hydro, 1am giam d6 hap thu tai buéc séng cuc dai
va mau cua dung dich chuyén tir tim sang vang.

Céch tién hanh: Theo thir nghiém duoc moé ta bai Kulisic va cong su (2004)1%°,

Chudn bi dung dich déi chiing
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Dung dich di chtng vitamin C duoc pha & néng do 5 mg/ml (5000 pg/ml) trong
methanol, sau d6 pha lodng 10 lan dé duoc noéng do6 500 pg/ml. Sau d6 pha lodng
vitamin C tir ndng d6 500 pg/ml dé c6 duoc dung dich vitamin C ndng d 1a 10, 20,
40, 60, 80 pg/ml, cac ndng do dat duogc trong phan tng 13 1, 2, 4, 6, 8 pg/ml.

Dung dich di ching quercetin cac ndng d6 dat duoc trong phan tng 13 0, 2, 3, 4,
5,6, 7, 8 ug/ml.

Chudn bi thuéc thiz DPPH

Pha thuéc thir DPPH 0,2 mM/MeOH, pha xong dung ngay, dung trong chai thay
tinh mau.

Chudn bi méu the

Nong d6 khao sat ctia mau thi: Pha lodng mau thir véi nhiéu nong do khac nhau.

Tién hanh

Dung 2 ml DPPH (ndng d6 0,2 mM trong methanol) cho vao 2 ml dung dich mau
thir ¢6 nong do khac nhau trong methanol. Hon hop duoc lic déu, o ¢ nhiét do
phong trong bong t6i. Tién hanh dong thoi véi mau trang (dung méi hoa tan mau
thir + MeOH), mau ching (dung mdi hoa tan mau thir + DPPH trong MeOH) trén
cung mot dia 96 giéng. Do OD sau 30 phat ¢ budc séng 517 nm.

Tién hanh 3 1an, lay gia tri trung binh. Tinh hoat tinh chdng oxy héa (HTCO):

ODchimg - OD iy thir

HTCO (%) = x 100
ODchimg - ODyring

Trong d6: ODching: PO hap thu ciia mau ching, ODwms: D6 hap thu cia mau th.
Théng qua phuong trinh hdi quy lap dugce, xac dinh ECso (ndng d6 c6 HTCO bang
50%) ctia mau thir.

Khao sat hoat tinh déc té bao ung thw in vitro

Nguyén tic: Hoat tinh doc té bao danh gia qua ty & séng cua té bao dugc xéac
dinh nho hoat tinh enzym succinat dehydrogenase (SDH) cua ty thé chi cé trong té
bao séng. SDH chuyén mudi tetrazolium MTT [3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromid)] thanh tinh thé formazan tan trong dung méi hitu co
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nhu isopropanol tao dung dich mau tim duoc do OD & 570 nm, s& phan anh sb
lwgng té bao séng trong mau nudi cay®.

Chuan bi miu thir: Mau thtr dugc chuan bi trong dimethyl sulfoxid (DMSO) &
ndng do 50 mg/ml, bao quan ¢ -20 °C, rd dong va pha lodng trong mdi trudng nudi
ciy dé dat cac nong do khao sat (100; 50; 25; 12,5 pg/ml) trude khi xt Iy té bao.

Dung dich MTT 5 mg/ml: Pha MTT trong nuéc khtr khoang, vortex déu. Loc qua
mang loc 0,22 um, bao quan ¢ -20°C.

Dung dich isopropanol acid héa: Cho 1 pl HCI dam dac vao 1 ml isopropanol.

Nudi cdy té bao: Té biao (MDA-MB-231, HepG2) duoc nudi cdy trong moi
truong EMEM, bd sung 10% FCS, 2 mM L-glutamin, 100 IU/ml penicilin, 100
ng/ml streptomycin str dung binh nudi cdy 75 cm?, u & 37 °C, 5% CO2. Sau d9, cac
té bao duoc trypsin hoa, thu nhan va dém s té bao song bang xanh trypan va duoc
chuyén vao cac dia 96 giéng o nong d6 104 té bao/ giéng. Sau 24 gid 1 ¢ 37 °C, 5%
COg, xir 1y té bao véi mau thir & cac nong do6 khac nhau hoic miu ddi chiéu
paclitaxel 0,43 pg/ml (0,5 uM), doxorubicin 10 pg/ml trong 72 gio. DMSO ¢ cac
nong do khac nhau twong tng véi nong d6 cac miu thir dwoc ding nhu mau tring.
Loai bo méi trudong nudi cay, bd sung 100 pl mdi trudng nudi ciy khong co huyét
thanh chita MTT (0,05 mg/ml) vao mdi giéng. U 3 gio ¢ 37 °C, 5% CO>. Loai bo
moi truong chira MTT. Hoa tan tinh thé formazan tao thanh trong 100 ul
isopropanol acid héa. Lic rung 5 phut ¢ nhiét d6 phong. Po OD & 570 nm trén may
doc ELISA quang pho Powerwave HT (BioTek, Hoa ky). Thi nghiém duoc l3p lai 3
giéng cho mdi nong do mau thur.

Ty 1& Grc ché tang truong té bao dugc tinh bang cong thic:

OODDA x 100)

chirng

% trc ché tang truong té bao = 100 - (

Trong d6: ODching: PO hap thu cia mau ching, ODwa: D6 hap thu caa mau thir
Mau thir duoc chuan bi trong DMSO, vi vay mau ching tién hanh dong thoi
trong d6 té bao duoc nudi cay trong méi truong boé sung DMSO véi nong do tuong

duong trong mau thir. Cac mau c6 ndng do DMSO cudi ciung trong méi truong <
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0,05% sir dung mau ching nudi ciy trong mdi trudng binh thuong vi nhitng ndng
d6 nay khong anh huong dén ty 1é séng cua té bao.

2.8.2.2. Khio sat hoat tinh chdng oxy héa, hoat tinh ddc té bao ung thw in vitro
cua cao phan doan

Chuan bi cao phan doan

Bot X4o tam phan (1,0 kg cho mdi bo phan dung tiém ning) chiét bang phuong
phap dun hdi luu véi ethanol 96% theo ty 1& 1:10 (duoc lidu : dung mdi), thu hdi
dung moi dudi ap suat giam dé thu cao con toan phan.

Hoa cao toan phan trong ethanol 25% theo ty I& 1:5 va lac phan bd long - long
lan luot Vi cac dung moi n-hexan, cloroform, ethyl acetat, theo nguyén tac & mdi
phan doan phai dugc chiét kiét (cho dén khi khong con chat chiét). Thu hdi dung
moi dudi ap suat dé thu duoc cic cao phan doan n-hexan, cloroform, ethyl acetat,
nuéc (phan con lai khong tan trong 3 dung méi trén).

Khao sat hoat tinh chong oxy héa in vitro ciia cac cao phan doan bang phwong
phap DPPH

Thuc hién twong tu theo muc 2.8.2.1.

Khio sat hoat tinh chong oxy héa in vitro ciia cac cao phan doan theo phwong
phap dinh lwgng MDA

Nguyén tac: MDA (Malondialdehyd) 1a chit duoc sinh ra trong qua trinh peroxy
hoa lipid mang té bao, khi phan wng véi thude thir acid thiobarbituric (TBA) tao ra
phtrc hop trimethin ¢6 mau hong, c6 hap thu cuc dai (Amax) & budc song 532 nm.
Phan tng xay ra ¢ moi truong pH tur 2 - 3, nhiét do 90 - 100 °C trong 10 - 15 phut.

HTCO cua chat thir nghiém thé hién qua viéc 1am giam mau cua phic hop nay
do l1am giam lugng MDA c6 trong mau dan dén giam d¢ hap thu & budc séng 532
nm2’.

Cich tién hanh: Nghién dong thé gan chuot trong KCI 1,15% (ti 1¢ 1,0 g:10 ml)
& 0-5 °C. Dung 0,1 ml mau thir & cac nong do khac nhau phan @ng véi 0,5 ml dich
ddng thé gan. Thém dém phosphat 50 mM vira di 2 ml, & hdn hop 15 phut & 37 °C

va ding phan ung bang cach thém 1,0 ml acid tricloacetic 10%. Sau khi ly tam
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(3000 vong/phat trong 10 phut), 14y 1 ml dich trong phan tng véi 1,0 ml acid

thiobarbituric 0,8% & 100 °C trong 15 phat. Lam lanh va do OD & budc song 532

nm. MAau ching duoc tién hanh trong cung diéu kién nhung khong sir dung cao tht.

Thuyc hién 3 1an (3 6ng nghiém cho mdi nong d6 mau thr), lay gia tri trung binh.
Hoat tinh chéng oxy hoa (HTCO) duoc tinh theo cong thic:

ODchine - OD,_x 0 o
HTCO (%) = c u(r;gD - mau thu « 100
chirng

trong d6: ODching V& ODa: d6 hap thu cia mau ching va mau thu.

Thong qua phuong trinh hdi quy lap duogc, xac dinh ECso (néng d6 c6 HTCO
bang 50%) cua mau thu.

Khao sat hoat tinh ddc té bao ung thw in vitro cao phan doan

Thuc hién twong tu theo muc 2.8.2.1.

2.8.3. Nghién ciru chiét xudt va phén ldp cdc hop chét trong cdc cao phéin dogn
tiém ning
2.8.3.1. Chiét xuat

Bot ré Xao tam phan (4,5 kg) duoc chiét nong vai ethanol 96% (35 lit x 4 1an),
loc, ¢6 thu hdi dung méi thu duoc 1,6 L cao long. Cao long dugc lic phan bd véi
cac dung mdi theo thir tu d6 phan cuc ting dan: n-hexan, chloroform, ethyl acetat.
Céc dich sau khi lac phan bd dugc co ap suat giam cho tia Ho (82 g, tir phan doan
n-hexan) va cac cao n-hexan (No, 86 g), cao cloroform (Co, 200 g), cao ethyl acetat
(Eo, 40 g) va cao nudc (330 g).

Bot than X4o tam phan (5,3 kg) duoc chiét ngim kiét véi ethanol 96% thu dugc
90 L dich chiét. Dich chiét dugc c¢6 thu hoi dung méi dudi 4p suat giam thu duoc
4,3 L cao long. Cao long duoc lac phan bd voi cac dung mdi theo thir ty do phan
cuc tang dan, bao gdm: n-hexan, cloroform, ethyl acetat. Cac dich sau khi lic phan
bd duogc o ap suat giam cho cac cao n-hexan (36 g), cao cloroform (19 g), cao ethyl
acetat (39,7 g) va cao nudc (92 g).
2.8.3.2. Phan lap va tinh ché
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Céc cao chiét duoc tién hanh sic ky vé6i cac ky thuat sic ky nhu sau: Séc ki cot
chan khong (VLC) va sic ky cot ¢o dién thu duoc cac hop chat tinh khiét va cac
phan doan chi chira cht yéu mot vét chinh.

Sic ki ¢t chan khéng (VLC)

Muc dich: tach hdn hop toan phan thanh vai (< 10) phan doan c6 do phan cuc
khac nhau, thanh phan cua cac phin doan nay don gian (gdm it chat). Tir cac phan
doan don gian nay co6 thé dé dang phan 1ap tiép bang SKC cb dién mot cach hiéu
qua hon.

Khdo sdt pha déng cho VLC: Khao sat bang ki thuat SKLM, chon duoc hé dung
moi sic ki 6n dinh, c¢6 kha nang tach tot nhat.

Nhoi cét: Silica gel dugc nhdi kho vao cot véi khdi luong gap 10 — 15 1an mau
kho. Dung chan khong hat dé nén chit silica gel. On dinh cot bang dung méi nén
chay qua cot nho ap suat hut.

Ngp mdu: Mau dugc nap dudi dang dung dich (hoa trong dung méi nén) hoic
nap mau kho (hoa tan mau trong dung méi thich hop, sau d6 tron véi mot luong
silica gel thich hop, tron déu rdi say & 40 °C dén kho toi).

Khai trién cét: Khi cot kho dung moi, gitt nguyén ap suat, nap mau. Cho 1 thé
tich pha dong nhat dinh vao cot roi hut chan khong cho dén khi cot kho han dung
moi dé thu phan doan.

Gdp phan doan: Cac phan doan duoc kiém tra bang SKLM véi hé dung méi khai
trién thich hop. Phat hién bang cach dung UV 254nm, UV 365nm, thudc thir VS,
FeCls. Gop cac phan doan co R giéng nhau, cd 4p suat giam dé thu can kho hoac
dich dam dac

Sic ki cot co dién (SKC)

Muc dich: Phan 1ap chét tinh khiét tir hdn hop nhiéu thanh phan. Tiéu chi chon
lya dung méi cho sic ki cot co dién: Tdi da nén gom 2 thanh phan. Cac vét di
chuyén, co6 tach nhau, khong kéo vét dai. Cac vét can tach cho Rf khoang 0,25 —
0,35 sau 1 lan khai trién trén SKLM.

Chudn bj cét: Cot thity tinh c6 thé c6 ludi thuy tinh x6p hoic khong.
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Pha d¢ng: Chon pha dong dua vao két qua khao sat trén SKLM.

Nhéi cét: Dung phuwong phap nhdi cot kho hay hon dich. Vi cot c6 dudng kinh
nhé hon 5 cm, 6n dinh cot bang dung méi khai trién tir 1 — 6 h tuy vao hé dung méi.

Ngp mdu: nap mau dang bot kho hay dang dung dich (mau duoc hoa tan trong
dung méi nén hoic dung méi c6 do phan cuc kém hon dung méi nén).

Khai trién cot: dung cac 6ng nghiém dé hung phan doan.

Gop cdc phan doan: kiém tra bang SKLM véi hé dung méi da khao sat trude do.
Phat hién bang UV 254 nm/ 365 nm, thudc thir VS. Céac phan doan c6 thanh phan
gidng nhau trén sic ki d6 duoc gop lai, ¢6 thu hdi dung méi cho téi cin kho hoic
dich dam dac.

Phwong phap két tinh phan doan

Tir cac phan doan chi chira chu yéu mot vét chinh, loai hét dung moéi, can thu
dugc duoc rira bang cac dung moéi hitu co kém phan cuc (petroleum ether, benzen,
n-hexan, cloroform, ether ethylic,...) dé loai tap kém phéan cyc. Tim cach két tinh
trong cac dung méi thich hop theo phuong phap thir va sai. Can duoc hoa tan trong
dung méi, co thé gia nhiét hoic siéu 4n cho tan hoan toan, dé ngudi ty nhién cho két
tinh. Loc va rira két tinh qua phéu thity tinh x6p bang dung moéi lanh. Kiém tra so bo
tinh khiét trén SKLM.

2.8.4. Xdc dinh cdu triic ciia cdc hop chdt phin 1Gp
2.8.4.1. Kiém tra d¢ tinh khiét

Kiém tra so bo d6 tinh khiét cta cac chat phan lap duoc trén SKLM. Cham trén 3
ban mong silica gel Fasa, trién khai véi 3 hé dung moi c6 d6 phan cuc khac nhau.
Kiém tra dui UV 254 nm/ 365 nm va thudc thir dic trung (VS, FeCls 1% va KOH
5%/MeOH). Néu két qua phan tich chi cho 1 vét trén sac ky do thi dugc xem 1a tinh
khiét trén SKLM.
2.8.4.2. Xac dinh ciu tric cia cac chat phéan lap dwoc

Céc chét phan 1ap duoc sau khi kiém tra so bo do tinh khiét dugc do phd UV, MS,
NMR (33C NMR, 'H NMR, DEPT, HSQC, HMBC va COSY). Phé MS duoc do tai
Vién Cong nghé hoa hoc — TpHCM. Tin hiéu dugc ghi nhan theo s khéi (m/z) va
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cudng do twong ddi (relative intensity). Phd NMR dugc do tai Phong cdu trac, Vién
Héa hoc, Ha Noi. Mau duoc hoa tan trong dung mdi thich hop DMSO, CDCls hoic
MeOD véi chat chuan noi TMS; thuc hién trén may AVANCE 500 (Burker). D6
doi hoa hoc theo thang ¢ (ppm) vai otns = 0,00 ppm 1a tin hi€u dung méi. T cac dir
lieu ghi nhan duoc, két hop véi cac dir liéu trong cac tai liéu tham khao, c6 thé dinh
huéng, bién giai va sau khi kiém tra c6 thé xac dinh cau trac hoa hoc caa cac hop
chat phan 1ap duoc.

2.8.5. S0 bg dinh gid co ché hoat tinh djc té bao in vitro ciia hop chdt tiém néing
2.8.5.1. Panh gia hoat tinh doc té bao ciia cac hop chat tiém ning

Nudi cdy té bao: Té bao ung thu gan ngudi HAKIB, té bao ung thu vi nguoi
MDA-MB-231 dugc nudi cdy trong méi truong DMEM, bd sung 10% FCS, 100
IU/ml penicilin, 100 pg/ml streptomycin, & & 37 °C, 5% CO>. Khi té bao dat d6 phi
70-80%, hit bo moi truong nudi cay, rira té bao voi dung dich PBS 1X. U véi
trypsin-EDTA & 37 °C dén khi té bao tach ra khoi bé mit binh. Thu huyén dich té
bao trong mdi truong, ciy chuyén hoic dém so6 luong, chia vao dia nudi cay 96
giéng dé tién hanh thi nghiém khao sat hoat tinh doc té bao ciia mau thir bang test
MTT.

Chuan bi mau tht: Mau thir dugc pha trong dung dich DMSO & nong do 250X,
bao quan ¢ -20 °C. Pha loang 250 1an mau thir trong moi trudng nudi cay dé dat cac
nong d6 khao sat (100; 75, 50; 25; 12,5 uM) xir 1y té bao. Nong do cudi cung cua
DMSO trong méi trudng nudi ciy 1a 0,4%.

Dung dich dbi chiéu sorafenib duoc pha & nong do 0,78, 1,56, 3,13, 6,25, 12,5,
25 va 100 uM.

Tién hanh: Té bao dugc nudi cay trong dia 96 giéng trong 24 gid & 37 °C, 5 %
CO; sau d6 xir Iy té bao v6i mau thir hoac mau ddi chiéu sorafenib ¢ cac ndéng do
khac nhau trong 72 gid. Loai bo méi trudng nudi cay, bo sung méi truong DMEM
chaa 0,05 mg/ml MTT. U 3 gio & 37 °C, 5 % CO». Loai bo méi truong chira MTT.
Hoa tan tinh thé formazan tao thanh trong isopropanol acid hoa. Lic 2 phut & nhiét

dd phong. Po OD & 570 nm trén may doc microplate Sunrise™ (Tecan, Madnnedorf,
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Thuy Si). Thi nghiém thuc hién trén 3 giéng cho 1 nong do mau thir song song voi
mau chimg nudi ciy té bao trong moi truong bd sung DMSO & nong do 0,4%.
Ty 1& trc ché tang trudng té bao duoc tinh theo cong thic:

OD¢hy

% trc ché tang truong = 100 - ( x 100)

ODching

trong 6 ODching va ODtni 130 lurot 12 do hap thu cia mau ching va mau thu.

V& d6 thi biéu didn mdi lién quan gitta ndng d6 mau thir véi ty 1é tc ché ting
truong, tir d6 xac dinh 1Cso cia mau thtr (ndng do 1am giam 50% ty 1¢ té bao song).
2.8.5.2. Khao sat vai tro ciia protein KDM2A ddi qua trinh ting trwéng caa té
bao ung thw gan HAK1B va té bao ung thw vi MDA-MB-231

Khéo sat hoat tinh doc té bao ung thur cua cac hop chat tiém ning c6 lién quan
dén KDM2A hay khong thong qua thtr nghiém dua phan tir siRNA vao trong té bao
nham bat hoat gen KDM2A siRNA dic hiéu gen dich KDM2A (siRNA duoc thiét
ké trudc, cung cap bai Applied Biosystems, Hoa Ky) dugc dua vao té bao dugc
nudi cdy & mat do 2x10° té bao/ml, s dung chat dan Lipofectamine RNAIMAX
(Invitrogen, Hoa Ky) cac budc thuc nghiém duogc tién hanh theo quy trinh cta nha
san XUat'?e,

Trinh tu oligonucleotid cia siRNA d6i voi KDM2A 1a  5'-
GAACCCGAAGAAGAAAGGAUUCGUU-3. Luong KDM2A-siRNA st dung
cho 2x10° té bao 1a 40 nM.

Chuan bi hon hop siRNA va Lipofectamine RNAIMAX pha loang theo ty 18 3 ul
lipofectamin trong 3 ml méi trudng té bao. Té bao duoc u trong 48 g & 37 °C, 5%
CO.. Sau khi rira 3 1an véi PBS, cac té bao da bat hoat gen dich s& duoc Kiém tra va
str dung cho céc thi nghiém tiép theo.

K§ thuat Western blot khao sat mire @9 biéu hién protein

Chuan bj cac dung dich: 250 ml dung dich 30% acrylamid/Bis (20:1): Can 72,5 ¢
acrylamid, 2,5 g Bis, thém nuéc dén du thé tich va bao quan ¢ 4 °C. 100 ml dung
dich Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 gom 7,88 g Tris-HCI va thé tich nudc vira di. 100 ml
dung dich Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 gdm 23,64 g Tris-HCI trong thé tich nudc vira du.
15 ml dung dich 10% APS can 1,5 g APS trong 15 ml H20. 1,0 L Running buffer
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10X can 30,3 g Tris base, 114,2 g glycin, thém nuéc dén du thé tich. 1,0 L Running
buffer 1X bao gém 100 ml Running buffer 10X, 900 ml H,0 va 10 ml SDS 10%.
0,9 L Transfer buffer 10X chtra 144 g Glycine, 30,2 g Tris base va thém H20 cho
du thé tich. 1,0 L dung dich Tranffer buffer 1X gém 90 ml Tranffer buffer 10X, 100
ml methanol va thém nudc cho du 1 L. 1,0 L TBS 10X can 24,2 g Tris base, 80 g
NaCl va thém H20 vira du, chuan d6 pH 7,6. 1,0 L TBS 1X duoc pha bai 100 ml
TBS 10X trong 900 ml H20. Dung dich dém RIPA c6 thanh phan 3 ml dung dich
NaCl 5M; 1,0 ml EDTA 0,5 M pH 8,0; 5 ml dung dich Tris 1,0 M pH 8,0; 1 ml
dung dich NP-40 (IGEAL CA-630), 5 ml sodium deoxycholat 10%; 1,0 ml dung
dich SDS 10% va 84 ml nudc. Bao quan dung dich ¢ 4 °C.

Chuan bi mau phan tich (tach chiét protein tir t& bao): Té bao duoc pha v té bao
bang trypsin dé thu protein toan phan: 100 pl trypsin dugc thém vao huyén phu té
bao, giit hdn hop trén d4 10 phat. Sau d6, ly tdm 12.000 vong/10 phut/4 °C. Chuyén
dich ndi sang tube mai, dinh luong protein toan phan bang phuong phap Bradford.
Phén tich protein bang dién di SDS-PAGE

Chuan bi gel acrylamid st dung cho ban kinh 0,75x90x 60 cm gom Idp gel ¢o
(con goi la Stacking gel) pH 6,8 va 16p gel tach (hay con goi 1a Resolving gel) pH
8,8 va dém dién di pH 8.3. Trong do, 5 ml gel 10% cé thanh phén 1650 pl
acrylamide/Bis 30% (20:1); 1250 ul Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; 50 ul SDS 10%; 2 ul
nudc cat dé ion hoa; 5 ul TEMED (tetramethylethylen-ediamine); 50 pl APS 10%.

Thanh phan cua 2,5 ml gel tach gém 350 pl acrylamid/Bis 30% (20:1); 625 pl
Tris-HCI 1,5M pH 6,8; 25 ul SDS 10%; 1,5 pl nuéc cat dé ion hoa; 5 pl TEMED;
25 ul APS 10%. Sau khi ban gel dong cung, dat ban gel vao dung dich dém dién di
va tién hanh tra mau vao giéng vai thé tich 3-4 ul mdi giéng, dién di ¢ 110 V trong
2 gio.

Chuyén protein lén mang lai

Sau khi dién di protein bang SDS-PAGE, cac phan tir protein dugc phén tach trén

gel thanh cac bang khac nhau, sau d6 cac bing protein trén ban gel dugc chuyén

sang mang lai polyvinyliden difluorid (PVDF). Khi m¢t dién truong dugce dat vao,
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cac protein di chuyén ra khoi ban gel polyacrylamind va bam 1én bé mit cia mang
lai. Tai d6 protein duoc gan chit vao mang PVDF, mang nay chira cac bang protein,
Vi sur sip xép va vi tri cac biang protein giéng nhu trén ban gel.

X ly mang lai (Blocking)

Mang lai duoc xép vao bd chuyén mang, theo nguyén tic “cting mau - cing vi
tri”. Sau do, dién di chuyén mang voi dong dién 70 V, 100 mA trong 2 gio. Sau khi
chuyén sang mang lai, rira mang lai 3 1an véi dung dich TBST (5 ml mdi lan).
Ngam mang lai trong dung dich dém khoa blocking buffer (Skim milk) ¢ 4 °C trong
2 gio. Tiép tuc rira mang lai 3 1an véi dung dich TBST (5 ml mai lan).

Qua trinh lai (u Voi khdang thé)

Budc 1: U qua dém véi khang thé so cap anti-p-IkBo, anti-p-STAT-1 (727), anti-
p-ST AT3 va anti-GAPDH (Santa Cruz) trong dung dich dém, sau d6 rara 5 lan.

Budc 2: u 1 gio tai nhiét do phong vai khang thé thir cap HRP anti-rabbit hozc
anti-mouse (Amersham) va riza 5 lan dé loai bo khang thé thira.

Phat hién cac protein dich

U mang lai trong mot hdn hop phan tng dic hiéu véi enzym sir dung kit ECL
Plus kit (GE Healthcare). Cac buéc thuc hién theo huéng din cia nha san Xxuatt,
tom tat nhu sau: U mang lai qua dém véi khang thé so cap & 4 °C, rira 3 lan voi
TBST (5 ml mdi lan trong 10 phut). Sau d6, G mang lai 1 gid v6i khang thé thir cap
& nhiét do phong, rira 3 1an véi TBST (5 ml mdi lan trong 10 phat). Mang lai dugc
c¢b dinh bang 1ml dung dich ECI 1a hdn hop caa 0,5 ml dung dich peroxid va 0,5 ml
luminol (enhancer solution), u 3 phut. Poc két qua dya trén do nhay cua tin hiéu, sir
dung hé théng may ChemiDoc XRS* cua hing Bio-Rad va phén tich dir liéu bang
chuong trinh Quantity One.

Két qud bdt hoat gen KDM2A trong té bao

Dé xac dinh vai tro cia gen KDM2A trong tac dong uc ché sy tang truéng cia té
bao ung thu v va ung thu gan, thi nghiém déu duoc thiét ké gdom nhém chimg va
nhom bét hoat gen KDM2A dé so sanh két qua gitra 2 nhém nay.

DPé bat hoat gen KDM2A trong té bao, phan tir siRNA dic hiéu gen dich
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KDM2A (siRNA dugc thiét ké, cung cip boi Applied Biosystems, Hoa ky) duoc
dua vao té bao véi ndng do 2x10° té bao/ml, sir dung chat dan Lipofectamine
RNAIMAX.
2.8.5.3. Phan tich két qua va xir Iy s6 liéu thong ké

Két qua duoc xir 1y bang Microsoft Excel, trinh bay duéi dang trung binh + do
léch chuan (Mean + SD) cta 3 lan d6i véi hoat tinh chdng oxy hoa va gia tri trung
binh =+ sai s6 chuan cua gid tri trung binh (Mean = SEM) ctia mot thi nghiém dai
dién ddi voi hoat tinh doc té bao, sau d6 phan tich thong ké bang phép kiém Mann-
Whitney trén phan mém SPSS 20.0. Su khac biét c6 y nghia khi p < 0,05.
2.8.6. Thiét Igp chdt chudn va xdy dung quy trinh dinh lweng bang HPLC
2.8.6.1. Thiét lap chat d@éi chiéu

Hop chat tu nhién duoc lva chon dé thiét 1ap chat d6i chiéu phai 1a nhirng chat
dai dién, chiém ham luong 16n trong duogc lidu, c6 tac dung sinh hoc cling nhu ¢
quy trinh phén 1ap 6n dinh, khéi lwong phan 1ap dugc nhiéu vai do tinh khiét cao (>
95%) dé thiét lap chat déi chiéu (CPC). Cac budc thyuc hién dya theo hudéng dan
cta cic tai liéu do ASEAN ban hanh vé quy trinh thiét lap CDC2% 130, ¢y thé nhu
sau:
Xay dwng bé di¥ ligu nhgn dang chdr déi chiéu

Dit liéu chuan dung dé nhan dang chat nham cung cép thong tin cho thiét 1ap ho
so nhan dang chat dbi chiéu. Viéc nhan dang chat dya vao: So sanh phd cua chat
phan tich voi phd chat chuan trong cing diédu kién. So sanh thong tin phd, di liu
hoa 1y, hang s6 vat 1y ctia chat voi tai liéu khoa hoc hoic thong tin da cong b, Tap
hop cac dit liéu chuan d6 co thé khang dinh duoc hop chat 1a ding dbi tuong nghién
ctru. Cac phuong phap dugc dung dé xay dung bo dir liéu gom: Do diém chay, do
phd tir ngoai kha kién, do phd hong ngoai, do phd khdi luong, do phd NMR 1 chiéu
va 2 chiéu.
Xdy dung quy trinh xdc dinh dg tinh khiét

Chat d6i chiéu dugc xac dinh do tinh khiét sic ky bang phuong phap HPLC/PDA

Vi cac diéu kién phan tich twong tng véi mau. Quy trinh duoc Khao sat tinh phu
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hop cua hé théng va tham dinh theo huéng dan caa ICH®L. Ap dung phwong phap
HPLC va quy vé 100% dién tich pic dé xac dinh do tinh khiét caa chat déi chiéu.

Phuong phap phan tich nhiét vi sai (DSC). Xéac dinh do tinh khiét va ham am.
Gia nhiét toc @6 1 °C/ phat dén qua khoi nhiét dé néng chay caa mau khoang 50 °C,
lru lwong dong khi nito 50 ml/phat. M&i mau xac dinh 3 1an, Iy két qua trung binh.
Xay dung cdc chi tiéu danh gid nguyén liéu thiét 1gp chdt déi chiéu

Cin ct tinh chét 1y - hoéa ctia nguyén liéu thiét 1ap chat ddi chiéu va cac chi tiéu
chat lugng thong thuong cua chat déi chiéu goc dé xay dung CTCL cuaa chat doi
chiéu can thiét 1ap. Chat dbi chiéu dat yéu cau nhu chat ddi chiéu héa hoc thir cap
dung cho phép thir dinh lugng. Cac CTCL va phuong phap danh gia duoc xay dung
dwa vao tai liéu tham khao DDVN V va cac duoc dién qudc té dé lua chon phuong
phap phu hop danh gia cac CTCL. Cac CTCL dé xuat xay dung bao gom: Tinh chat,
d6 am, dinh tinh, do tinh khiét va tap chat lién quan.

Thiét Idp chdt doi chiéu

Pong goi: Cac chat ddi chiéu sau khi duge danh gia dat yéu cau chat luong duoc
dong thanh tirng lo nho c6 khéi lugng thich hop. Sir dung lo thuy tinh nau han kin,
¢ 16p dém teflon dat tiéu chuan chat luong theo quy dinh, dan nhan tam ghi tén
hoat chat va danh s6 thtr tu tiing lo. Viéc dong goi duoc thuc hién trong glove-box:
nap khi nito 99,99%, do 4m tuong d6i trong budng dong khoang 40%.

DPanh gia dong nhat lo: Thuc hién tai phong thi nghiém dat tiéu chuan GLP va
ISO 17025 1a Khoa Nghién ciru phan tich (PTN-1), Khoa Thiét Iap chat chuan chat
d6i chiéu (PTN-2) Vién Kiém nghiém thuéc Thanh phd HO Chi Minh. Lay ngau
nhién theo phan mém Excel. Xac dinh ham luong: Ap dung phuong phap dinh
lugng dé xac dinh ham luong trong mdi lo; mdi lo dugc kiém tra hai lan. Panh gia
d6 ddng nht gitra cac lo theo phuong phap thdng ké phan tich ANOVA maét yéu té,
so sanh 2 gia tri Fn va Fre. Néu Fin < Fre: Két qua gitra cdc mau 1a dong nhat. Néu Fy >
Fi: Két qua gitta cac mau 1a khong dong nhat.

Danh gia lién phong thi nghiém
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Thanh pham sau khi déng géi va danh gia ddng nhat 16 dat yéu cau duoc lay
mau
ngau nhién va tién hanh dinh luong tai hai phong thi nghiém doc 14p. Cac phong thi
nghiém duoc lra chon dé giri mau phai dat tiéu chuan GLP hoic 1SO/IEC 17025.
Mdi phong thi nghiém s& nhan duoc 6 lo mau ngau nhién kém theo quy trinh phan
tich va cac tai liéu lién quan. Trudc khi phan tich, mdi phong thi nghiém sé danh gia
lai tinh phu hop cua hé théng. Néu dat yéu cau, tién hanh xac dinh d6 tinh khiét trén
6 mau da nhan, mdi mau nén dugc kiém tra 2 lan dé tranh sai s6. Cac phong thi
nghiém duoc lra chon dé giri mau: Khoa Nghién ctru phan tich (PTN-1) va Khoa
Thiét 1ap chat chuan & chat ddi chiéu (PTN-2) thudc Vién kiém nghiém thubc
TP.HCM.

Mbi phong thi nghiém s& tra 1oi két qua doc lap trén 6 lo mau gui. Tap hop céc
két qua cua hai phong thi nghiém tham gia (n = 12), danh gia két qua theo ANOVA,
so sanh 2 gia tri F va Fe.

Truong hop 1: Fin< Fic — két qua trung binh ciia 2 phong thi nghiém khac nhau
khong ¢ y nghia, quy trinh phan tich c6 d6 1ap lai cao, do tinh khiét chat phan tich
khong phu thudc vao phong thi nghi€ém tham gia danh gia. Truong hop 2: Fin > Fie —
két qua trung binh ctia 2 phong thi nghiém khac nhau c¢é ¥ nghia, quy trinh phan tich
c6 @6 lap lai thap, do tinh khiét chat phan tich thay doi tuy vao mdi phong thi
nghiém tham gia danh gia.

Xdc dinh gid tri cong bé trén phiéu kiém nghiém

Tién hanh xac dinh gia tri cong b6 trén phiéu kiém nghiém khi két qua danh
gia lién phong thi nghiém dat yéu cau (F < Fos).

Céc gia tri: - X*: Trung vi cua Xi.

- s* = 1,483 x trung vi cua |xi — X*|.

Xac dinh cac gia tri: 6 = 1,58*

X* —8néux; <x* —§8
Khi do6 x;* = x* +8néux; >x* +§
x*xnfux* —§<x;<x* +8

Tinh toan cac gia tri méi: x* = Y, x; */p
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5% = 11343 (x; * —x 9%/ (p — 1)

Gia tri 4n dinh X*@) duogc chon khi gia tri s* khong thay doi sau n lan tinh; sir
dung gid tri n dinh x*) dé danh gia tirng két qua phan tich theo test-z, loai bo cac
két qua phan tich co |z| > 2,0; chon cac gia tri |z| < 2,0; tinh gi4 tri trung binh.

Xac dinh do khong dam bao do: px = 1,25><X><S*/\/§
2.8.6.2. Xay dung quy trinh dinh lwgng cac hop chét phan 14p tiém ning bang
phuwong phap HPLC

Dinh lugng bang phwong phap HPLC dua vao phan trim dién tich pic. Tham do
diéu kién dinh lwong. Chon diéu kién téi wu dé lam diéu kién dinh luong.

Khdo sdt diéu kién sdc ky HPLC

- Khao sat budc song phat hién:

- Khao sat pha dong: Trién khai siac ky mau thir trong cing diéu kién véi hé
dung moi acetonitril — nude theo cac ty 1& khac nhau dé chon ra pha dong c6 ty 18
phu hop. Khao sat vdi 3 chuong trinh rira giai khac nhau (Bang 2.2.).

Bang 2.2. Chuong trinh rira giai dugc khao sat

Chuong trinh Thoi gian Acetonitril

riva giai (phit) (%) Nudc (%)

0 50 50

1 15-20 80 20
20-25 100 0

0 55 25

5 15-20 80 20
20-25 100 0

3 0-25 75 25

- Kiém tra d¢ tinh khiét cua chat chuan: Hoa tan chun trong acetonitril dé duoc
dung dich c6 néng do khoang 0,5 mg/ml. Loc dich qua mang loc 0,45 pm va phan
tich theo diéu kién HPLC da chon. Ghi nhan thoi gian luu, sac ky d6 3D, pho UV
va d tinh khiét pic.

Khdo sdt quy trinh chudn bj mdu thi

Khao sat dung mai chiét: Can 100 mg bot duoc lidu, thém vao 20 ml dung moi

khao sét (lya chon trong 3 dung mai acetonitril / ethanol 96%/ methanol), chiét siéu

am trong 30 phut. Ly tam 15 phut (4000 rpm). Thu dich ly tdm cho vao binh dinh
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muc 20 ml. Thém dung méi cho dén vach, tron déu va loc qua mang loc 0,45 pm,
dich loc dung 1am mau thir. Tién hanh phan tich bang HPLC theo diéu kién da chon.

Khao sat phwong phap chiét

Khao sat thoi gian chiét: Can chinh xac 100 mg dugc lidu cho vao cdc, thém
MeOH, siéu am thoi gian 15, 30, 60 phut, gan dich chiét chuyén sang binh dinh
muc 10 ml. Trang coc, thém MeOH tdi vach, lic déu. Loc qua mang loc 0,45 um,
mau thir ¢ néng d6 10 mg/ml. Tién hanh phan tich bang HPLC theo diéu kién da
chon.

Khao sat s6 1an chiét: Can 100 mg duoc liéu, thém 20 ml dung méi chiét va thoi
gian siéu 4m di xac dinh. Ly tdm 15 phut (4000 rpm), 1dy dich 1. Phan ba con lai
duoc thuc hién nhu trén dé thu duoc dich thir 2 va dich thir 3. Mdi dich thir duoc
lam thanh dung dich chinh xé4c va tién hanh phan tich bang HPLC theo diéu kién da
chon.
2.8.6.3. Panh gia quy trinh dinh lwgng

Quy trinh dinh lugng d3 khao sat s& duoc danh gia theo huéng dan cua ICH bao
gom®33: Tinh tuong thich hé thong, tinh chon loc, khoang tuyén tinh, gidi han phat
hi¢n (LOD), gidi han dinh lugng (LOQ), d6 lap lai trong ngay, do chinh xac trung
gian va do dung.

Khdo sdt tinh twong thich hé théng: On dinh cot bang pha dong it nhat 30 phut.
Tién hanh sic ky mau véi it nhat 6 lan tiém mau lién tiép. Khao sat cac thong sé:
dién tich dinh, thoi gian luu, hé s6 kéo dudi AS va sb dia 1y thuyét N. Yéu cau: Tat
ca cac thong so trén phai c6 RSD < 2 %, riéng thoi gian luu ¢c6 RSD < 1 %. Hé sb
kéo duoi As: 0,8 <As<1,5.

Khdo sdt tinh dac higu (tinh chon lgc): Pam bao két qua xac dinh ham lwong
chat can phan tich trong mu 1a chinh xac, tranh anh huéng cia cac thanh phan khac
c¢6 trong mau. Véi ky thuat HPLC st dung dau do PDA, viéc sir dung chic ning
kiém tra do tinh khiét cua pic s& giup tranh nham lan cac hop chit khac cé trong
mau ¢ cdu trac tuong tu V6i hop chit can dinh lwong va c6 loi trong viéc ching

minh rang pic sic ky khong phai 1a pic cua hai thanh phan tro 1én. Tién hanh sac ky
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lan lwot mau thir va mau tring. Yéu cau: Sic ky do mau tring khong xuat hién pic
tai thoi gian luu cua chat khao sat. Phé UV cuaa chat khao sat ¢ 3 vi tri khac nhau
cua pic phai cho phé dic trung cua chat d6. Pic chat khao sat khong co cac thanh
phan khéc khi sir dung chirc ning kiém tra do tinh khiét ciia dau do PDA.

Khao sat tinh tuyén tinh: Kha ning lun ra cac két qua cia phuong phap dua
vao duong biéu didn su phu thudc gitra dién tich dinh va ndng do 1a mot dudng
thang. Tién hanh sic ky tdi thiéu 5 mic ndng d6 khac nhau, do va xac dinh dién tich
dinh & ting nong dd. Thiét 1ap phuong trinh héi quy § = ax + b va v& d6 thi biéu
dién mdi trong quan giira dién tich dinh va ndng d6. Str dung trac nghiém t dé kiém
tra y nghia ciia cac hé sd trong phuong trinh. Néu to < toes: Hé s6 b khong c6 v
nghia théng ké. Néu to > toos: Hé s6 b co ¥ nghia thdng ké. Str dung tric nghiém F
dé kiém tra tinh thich hop ciia phuong trinh hoi quy. Néu F < Foes: Phuong trinh hoi
quy khong tuong thich. Néu F > Foos: Phuong trinh hdi quy tuong thich. Yéu cau:
Hé s6 tuong quan R2 > 0,995.

Gioi han phat hién (LOD), gié¢i han dinh luwgng (LOQ): Po tin hi¢u thu dugc
tir mau tréng va mau chuan co néng do d3 biét. Tin hiéu thu duoc tir mau tréng laN,
tir mau chuan 1a S, thiét 1ap ty s6 S/N. Pha loang dan mau chuan va tién hanh sic ky
dén khi S/N = 10/1 thi ndng d6 d6 1a LOQ, va S/N = 3/1 thi ndng d6 d6 1a LOD.

P lap lai: Muc do sat gan gitra cac két qua thir riéng ré Xi Véi gia tri trung binh
thu duogc khi 4p dung phuong phap dé xuat cho cung mot mau thir déng nhat trong
diéu kién xac dinh. Do 1ap lai bi anh hudong boi sai s6 ngau nhién. Tién hanh sic ky
t6i thiéu 6 mau thir & nong do 100%. Tién hanh xu 1y thong ké céc s6 lidu, xac dinh
d6 lech chuan twong ddi. Yéu cau RSD < 2%

Khao sat do chinh xac trung gian: Thyuc hién twong tu nhu d6 lap lai, nhung
V6i cac diéu kién sau: cing mau thir va dinh luong 3 lan nhung khac ngay phan tich.
Xéc dinh gia tri trung binh va % d6 léch chuan twong d6i (RSD) cia ham lwong
hoat chét c6 trong cac mau. Két qua dat tiéu chuan néu phu hop yéu cau RSD < 2%.

Khao sat d§ ding: Thém chinh xdc mét lwong chuan vao lwong chinh xac dugc

ligu da xac dinh ham lugng twong duong véi 80%, 100%, 120% so vai ham hwong trong
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mau thtr. Tién hanh chiét xuit va dinh lugng theo quy trinh d3 x4y dung. Tinh phan
tram ham luong chat chuan tim lai duoc so voi lwong chuan ban dau da thém vao.
2.8.6.4. Ung dung quy trinh da xay dung dé dinh lwong mét s6 miu ré Xao tam
phén trén thi treong bang phwong phap HPLC
Quy trinh dinh lwong dugc ng dung dinh lugng mot sb mau ré X4o tam phan
thu mua trén thi truong bang phuong phap HPLC.
Cong thirc tinh ham luong cua cac chat dinh lwong trong mau thir 1a:

o)= St v
X(%) Sc¢ X Ce X m(1-h)x10000

Trong d6: X : Ham lugng cua chat dinh lugng c6 trong mau thir (%)
Sc: Dién tich dinh thu dwoc ctia mau chuan (uV x s)
St: Dién tich dinh thu dugc ctia mau thir (uV x s)
Cc: Nong d6 cua dung dich dbi chiéu (pug/mL)
V: Thé tich dung dich tha (mL)
m: Khéi lwong can ctia mau thir (mg)

k: Do tinh khiét cua chuan
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Chuong 3. KET QUA

3.1. Phan tich thanh phan hoa hoc, thir mot so chi tidu do tinh khiét
nguyén vat li€éu nghién ciru
3.1.1. Két qud phdn tich so bé thanh phin héa thuc Vit

Két qua phan tich so bo cho thay ré, than, 14 X4o tam phin c6 thanh phan héa
hoc chinh 13 nhém hop chat coumarin ngoai ra con co alkaloid, triterpenoid,
flavonoid, tinh dau, saponin duoc thé hién trong Phu luc 12.
3.1.2. Thiz mgt sé chi tiéu dg tinh khiét

Duoc li¢u dugc tién hanh thit mot s chi tiéu do tinh khiét véi o am, d¢ tro va
ham lugng chét chiét duoc trong dung moi nude va dung mdi ethanol 96%. Két qua
duogc thé hién trén Bang 3.1.

Bang 3.1. Két qua thir s6 chi tiéu do tinh khiét tinh khiét cia mau Xao tam phan (n=3)

Ham lwong chit chiét duge

Tro khong
B6 phén , Tro toan (%)
Py am (%) . tan / HCI
dung phan (%) Dung moi Dung moi
(%)

nudéc EtOH 96 %

RéE 7,61+0,23 3,30+0,14 0,036+0,010 17,80 £0,12 17,73+0,14
Than 7,25+0,10 431+0,22 0,030+0,020 1,74+0,21 2,03+0.22
La 8,81+0,26 3,25+0,12 0,027+0,005 1,53+0,15 1,42 +0.18

Két qua cho thdy ham luong chat chiét duoc (dung méi nudc) tir ré co két qua
cao nhat (17,8%) gap hon 10 lan so véi cao tir than (1,74%) va gap hon 11 lan so
Vi cao tir 14 (1,53%). Ham luong chit chiét duoc (dung méi ethanol 96%) tir ré co
két qua cao nhat (17,73%) gap gan 9 lan so vai cao tir than (2,03%) va gap hon 12
lan so vai cao tir 14 (1,42%). Két qua chat chiét duoc biang dung méi ethanol va
nuéc gan nhu khong co chénh 1éch dang ké.

3.1.3. Dinh tinh polyphenol

Theo nghién ctru cua Bowyer va cong su (2015), cac polyphenol c6 mat trong

X4o tam phan déng vai trd quan trong, anh huong dén tac dung khang ung thu cua

duoc liéu ndy. Do d6, dé tai dinh tinh polyphenol trong cac cao chiét ethanol 96%
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tir ré, than, 14 X4o tam phan. Két qua cua cac phan tng dinh tinh polyphenol bang
sat (111) clorua (FeCls) 2%, NaOH 20% va (CH3COO)2Pb 1% déu duong tinh, diéu
d6 chang to sy hién dién caa nhitng hop chét polyphenol trong cac cao ethanol tir
X4o0 tam phan.
3.1.4. Dinh lwong polyphenol

Ham luong polyphenol cua cao ré, than, 14 X4o tam phan dwgc xac dinh bang
phuong phap Folin-Ciocalteu vai chat chuan dugc st dung 1a pyrogallol. P hap
thu dugc do tai budc séng 760 nm. Két qua thu duoc dugc thé hién thong qua
phuong trinh duong chuan y = 0,0233x — 0,158 véi R = 0,9974 (xem Phu luc 13).
Tir phuong trinh biéu dién duong chuan, ham lugng polyphenol trong cc cao Xao
tam phan duoc biéu dién theo miligam pyrogallol/gam dugc liéu, trinh bay trong

Bang 3.2.

Bang 3.2. Ham lugng polyphenol ctia X4o tam phan

Bo phan o Do am Higu suat Polyphenol
dinh lrong (%)  chiét (%) (mg pyrogallol /g)
Ré 0,339 9,47 17,73 106,65
Than 0,561 15,30 2,03 154,29
La 0,103 10,21 1,42 56,01

Nhu vy, ham luong polyphenol toan phan trong cao than 16n nhat, gap khoang
1,5 1an cao ré va gap khoang gan 3 lan cao 1.
3.2. Khao sat tac dung chdng oxy hoa, doc té bao ung thw in vitro cia cao
toan phan va cao phan doan
3.2.1. Khdo sdt hoat tinh chéng oxy héa va hoat tinh déc té bao ung thw in vitro

Clia cao toan phan

3.2.1.1. Khao sat hoat tinh chong oxy héa in vitro

Hoat tinh chéng oxy hoéa in vitro caa cao toan phan (ré, than, 1) bang phuong
phap DPPH duoc khao sat so bd ¢ ndng do 1000 pg/ml. O nong do nay, cao toan
phan cho hoat tinh chdng oxy hoa 1an luot 14 90,70% (than), 88,81% (ré) va 63,62%

(12). Két qua nay cho thay ca ba cao déu c6 hoat tinh chéng oxy héa & mirc do trung
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binh dén manh (HTCO > 50%). Ttr d6, tién hanh thir hoat tinh chdng oxy hoéa cua
ba cao ¢ cac nong d6 khic nhau dé xac dinh gia tri ECso (xem Phu luc 14). Bang
3.3 ghi nhan phuong trinh tuyén tinh gitta ndng d6 mau thtr va hoat tinh chéng oxy
héa in vitro cling nhu gia tri ECso ciia céc cao toan phan (ré, than, 14).

Bang 3.3. Phuong trinh giita ndng do va hoat tinh chong oxy hoa, ECso

MAu thir Phuong trinh hoi quy R? ECso (ng/ml)
Cao ré y = -0,0001x? + 0,2218x - 3,3257 0,9924 274,36

Cao than y = -0,0001x? + 0,1809x + 23,894 0,9959 158,14
Cao la y = -3E-05x? + 0,0925x + 5,6434 0,9921 593,94

Két qua thu duogc tir Bang 3.3 cho thay hoat tinh chong oxy hoa in vitro cua céc
cao giam dan theo tht tu cao than (158,14 pg/ml) > cao ré (274,36 pg/ml) > cao 1a
(593,94 pg/ml). Cu thé, cao than c¢é hoat tinh chdng oxy manh gan gap 2 1an so voi
cao ré va gap gan 4 lan cao 1a. Chat d6i chimg duoc sir dung 1a acid ascorbic
(vitamin C) voi ECsgla 5,27 pg/ml.
3.2.1.2. Khio sat hoat tinh doc té bao MDA-MB-231 va HepG2 in vitro

Hoat tinh doc té bao ung thu in vitro cia cao toan phan (ré, than, 14) & cac nong
d6 100; 50; 25; 12,5; 6,25 pg/ml duoc Khao sat trén dong té bao MDA-MB-231 va
dong té bao HepG2 (xem Phu luc 15). Két qua duoc thé hién qua ty 1& wc ché ting
truong té bao (%), dugc trinh bay trong Bang 3.4.

Bang 3.4. Tac dong cua cao toan phan 1én té bao MDA-MB-231 va HepG2

. Nong o MDA-MB-231 HepG2
Mau thw . P
(ng/ml)  ODs7onm+SD % trc ché ~ ODs7onm = SD % trc ché

100 0,078 + 0,022 89,6 0,055 + 0,003 93,8

50 0,109 + 0,006 85,8 0,085 + 0,005 90,5

Cao ré 25 0,418 + 0,009 46,9 0,360 + 0,036 60,7

12,5 0,854 + 0,049 -8,6 0,882 + 0,046 3,7

6,25 0,950 + 0,032 -20,7 0,872 + 0,046 4,7

100 0,428 + 0,052 42,9 0,741 + 0,033 16,6

Cao thén 50 0,678 + 0,058 11,8 0,774 + 0,033 13,3

25 0,743 £ 0,039 5,5 0,771 £ 0,011 15,8
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12,5 0,802 + 0,034 -1,9 0,821 + 0,038 10,3
6,25 0,813 % 0,009 -3,3 0,838 + 0,026 8,5
100 0,126 + 0,016 83,2 0,118 0,024 86,7
50 0,465 + 0,018 39,5 0,958 + 0,013 7.4
Cao 14 25 0,839 % 0,059 -6,6 0,949 + 0,049 -3,7
12,5 1,091 + 0,030 -38,6 0,841 % 0,066 -8,1
6,25 1,153 0,036 -46,5 0,785 + 0,019 -14,2
0,2% 0,75 + 0,024 11 0,888 + 0,058 1,2
DMSO 0,1% 0,768 % 0,040 0,9 0,892 = 0,038 11
0% 0,787 + 0,010 0 0,915 + 0,042 0
Paclitaxel 043 0,410 + 0,030 47,9 0,587 + 0,015 35,9
(0,5 uM)

Trén dong té bao ung thu MDA-MB-231, cao ré & nong do 25-100 pg/ml va cao
1a & néng d6 50, 100 pg/ml thé hién tac dong doc té bao. So véi mau chang, ty 18 e
ché tang truong té bao khoang 39,5-89,6%.

Trén dong té bao ung thu HepG2, cao ré thé hién tac dong doc té bao t6t hon trén
& cac nong do khao sat 25-100 pg/ml, ty 18 @c ché ting truong té bao khoang 60-
94%. Cao 14 chi thé hién tac dong doc té bao & nong 100 pg/ml, ty 1& Gc ché ting
truong té bao khoang 86,7%

Dbi vai hoat tinh doc té bao ung thu MDA-MB-231 va HepG2 in vitro, cao than
tac dong thap, & cac nong do khao sat 100 pg/ml, ty & tc ché tang truong té bao
dudi 50% nén khong tiép tuc nghién ctru doc tinh té bao ctia bo phan nay.

Phuong trinh hoi quy biéu dién méi lién quan giita ndng d6 va hoat tinh doc té
bao, gia tri 1Cso cuia cao toan phan (ré, 14) trén té baio MDA-MB-231 va HepG2
duogc trinh bay ¢ Bang 3.5.

Bang 3.5. Hoat tinh doc té bao MDA-MB-231 va HepG2 cua cao toan phan (ré, 13)

Cao thir Phwong trinh hoi quy R? I1Cs0 (ng/ml)
MDA-MB-231
Cao ré y =-0,0275x? + 4,1177x — 47,708 0,9848 29,57

Cao la y =-0,0119x? + 2,6853x — 66,168 0,9975 58,35
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HepG2
Caord  y=-0,0223x%+3,4886x — 22,448  0,9553 24,91
Caola  y=-0,025x2+1,9142x — 26,906  0,9986 86,86

Hoat tinh d¢c té bao MDA-MB-231 in vitro: Gia tri ICso ctia cao ré va 1 lan lugt
12 29,57 ug/ml va 58,35 pg/ml, cao ré& manh gap hai 1an so véi cao 4.

Hoat tinh doc té bao ung thu gan HepG2 in vitro: Gia tri ICso ctia cao ré va cao la
lan luot 14 24,91 pg/ml va 86,86 pg/ml, cao ré manh gap khoang 3,5 lan cao 1.
3.2.2. Khdo sdt hoat tinh chéng oxy héa, hoat tinh déc té bao ung thw in vitro ciia

cao phdn doagn

Tir két qua khao sat hoat tinh chdng oxy hoa va hoat tinh doc té bao ung thu in
Vitro cua cac cao toan phan (ré, than, 14) cho thiy cao than va cao ré c6 hoat tinh
tiém ning nén duoc chiét xuat phan doan dé khao sat hoat tinh sinh hoc cua cao
phan doan.
3.2.2.1. Khao sat hoat tinh chong oxy héa in vitro bang phwong phap DPPH

Phuong trinh hoi quy biéu dién méi lién quan giira ndng d6 va hoat tinh chbng
oxy hoéa in vitro cua cao phan doan cung gia tri ECso dugc trinh bay ¢ Bang 3.6. va
xem Phu luc 16, Phu luc 17, Phu luc 18.

Két qua thu duoc cho thiy cao phan doan tir ré thé hién hoat tinh chdng oxy héa
manh theo tht tu giam dan: cao cloroform (133,41 pg/ml) > cao ethyl acetat (180,6
ng/ml) > cao n-hexan (377,39 pg/ml) > cao nude (599,18 pg/ml). Pdi véi cao phan
doan tir than, cic cao c6 hoat tinh oxy héa manh theo thir ty giam dan: cao ethyl
acetat (86,33 ug/ml) > cao cloroform (182,27 ug/ml )> cao n-hexan (329,28 pg/ml) >
cao nudc (377,68 pg/ml).

Bing 3.6. Hoat tinh chdng oxy hoéa in vitro ciia cao phan doan bang phwong phap DPPH

Ré Than
x . Phuong trinh 9 ECso Phuong trinh ’ ECso
Mau thir hdi quy RY (ug/mi) hdi quy RY (ug/mi)
Cao y = -0,00002x2 + y =0,000002 + 0,998
n-hexan  0,0089x + 15525 0820 37739 i3y ieea8 6 32928
= _ 2 - _ 2
Cao y =-0,0007x* + 09932 13341 y =-0,0003x= + 0,997 182,27

cloroform 0,4788x - 1,4185 0,318x + 2,0041 4
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Cao ethyl y = -0,0004x? + y =-0,001x? + 0,999

acetat 03461x + 0541 09997 180680  pgygy i 5ge1 g 8633
Cao y = -0,00002x2 + y =-0,00004x2+ 0,994
nuée 0,0853x + 85554 9911 99918 544507 16018 2 37768
. y = -0,0518x? +
Quercetin 11.252% — 4,35 0,9994 4,94

So sanh giita ré va than cho thay cao cloroform tir ré thé hién hoat tinh chdng oxy
hoéa in vitro manh hon cao cloroform tir than, trong khi cac cao con lai (cao n-hexan,
cao ethylacetat, cao nuéc) thu duoc tir than thé hién hoat tinh oxy hoa in vitro manh
hon céc cao phan doan twong (g tir ré.

Nghién ctiu str dung quercetin 1am chat dbi chiéu véi gia tri ECso 1a 4,94 png/ml.
3.2.2.2. Khao sat hoat tinh chdng oxy héa in vitro bang phwong phap dinh lwong
MDA

Két qua khao sat hoat tinh chéng oxy hoéa ciia mau thir bang phuong phéap dinh
luong MDA dugc trinh bay trong Bang 3.7. va xem Phu luc 19, 20, 21.

D6i voi ré, cao n-hexan, cao cloroform va cao ethyl acetat thé hién kha ning
chéng oxy hoa, ngin peroxyd hoa lipid mang té bao, 1am giam lugng MDA gap 26-
35 lan cao nudc (ECso cua 3 cao 325,91-442,57 pug/ml so voi cao nudc 11435,16
pug/ml).

Két qua ciia cac cao phan doan tir than twong ty nhu cic cao phan doan tir ré; tac
dung lam giam lugng MDA sinh ra tir phan tmg peroxyd hoa lipid ctia cac cao phan
doan theo thr tu giam dan: Cao n-hexan > cao cloroform > cao ethyl acetat > cao
nudc. Cao n-hexan, cloroform va ethyl acetat tir ré thé hién tac dong chéng oxy hoa
t6t hon so voi cao phan doan twong tng tir than, nguoc lai véi tic dung cao nudc.

Bang 3.7. Hoat tinh chéng oxy hoa in vitro cua cac cao phan doan bang phuong phap
dinh luong MDA

Ré Thén
Mau thir Ph“’?\’flg trinh ) ECso Phu’(}’ng trinh R? ECso
hoi quy (ng/ml) hoi quy (ng/ml)
Cao = -0,00001x7 + - 2
Y X 09971 32591 y=-000003x"+ 59993 38321

n-hexan 0,0764x + 26,163 0,0914x + 19,38
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Cao

y = -0,00003x2 +

y = -0,00002x2 +

cloroform  0,0981x + 14,037 0.9974 420,73 0,0803x + 19,218 09951 429,22
Caoethyl y = -0,00001x + y = 0,000004: +
78 44257
acetat  0,0500x + 25449 0078 & 0.046x + 23,438 9960 653,98
Cao y=-0,000000L:¢ + y = -0,00000008
11435,1 2 21
e 000i9x+ 7004 09935 316 0 006x+ 409 00982 8530,
. = 0,1807C +
Quercetin 7 X 09934 1347

1,948x - 9,0147

Trong phuong phap dinh lwong MDA nghién ctru sir dung quercetin 1am chét doi

chiéu véi gia tri ECso 12 13,47 pg/ml.

3.2.3. Khdo sdt hoat tinh dc té bao ung thw in vitro ciia cao phéin doan

Két qua khao sat hoat tinh doc té bao ung thu té bao HepG2 in vitro cia cao phan

doan tir ré & cac ndng do 100; 50; 25; 12,5 pg/ml va chat ddi chiéu doxorubicin
(DOX) dugc trinh bay 6 Bang 3.8. va xem Phu luc 22.

Két qua cho thiy cao ethyl acetat va cao nude khong thé hién hoat tinh doc té bao;

cao n-hexan va cao cloroform thé hién hoat tinh doc té bao ung thu HepG2, ty 1é tc

ché tiang truong té bao khoang 10-87%.

Phuong trinh hoi quy biéu dién méi lién quan giita ndng d6 va hoat tinh doc té

bao, gia tr1 ICsp cua cao n-hexan va cao cloroform dugc trinh bay ¢ Bang 3.9.

Bing 3.8. Tac dong cua cao phan doan 1én té bao gan HepG2

MAu thir Nong d6 (ug/ml) ODs70nm = SD % trc ché
100 0,058 = 0,001 87,1
50 0,114 +0,015™ 75,5
Cao n-hexan -
25 0,393 + 0,006 16,2
12,5 0,464 + 0,011 1,0
100 0,058 + 0,001 86,7
50 0,114 +0,015™ 62,4
Cao cloroform "
25 0,393 + 0,006 24,7
12,5 0,464 +0,011 9,8
100 0,487 = 0,006 -8,1
Cao ethyl acetat
50 0,474 + 0,013 -1,8
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25 0,538 +0,019™ -14.8
12,5 0,523 +0,016™ -11,6
100 0,477 +£0,013 -5,9
50 0,495 + 0,023 -6,4
Cao nuoc
25 0,541 £ 0,021 -15,4
12,5 0,523 +£0,023 -11,6
100 0,450 £+ 0,007 -
- 50 0,465 + 0,009 -
Mau chirng
25 0,469 + 0,009 -
12,5 0,469 + 0,009 -
DOX 10 0,062 + 0,001 86,8

Bang 3.9. Hoat tinh doc té bao gan HepG2 cuia cao phan doan cua ré

Cao thi Phuong trinh hoi quy R? ICs0 (ng/ml)
Cao n-hexan y =-0,019x? + 3,1921x - 41,674  0,9709 36,76
Cao cloroform  y =-0,0101x? + 2,0368x - 16,199  0,9941 40,73

Két qua cho thay gia tri ICso cta cao n-hexan va cao cloroform sau 72 gio xir 1y
Véi té bao HepG2 lan luot 14 36,76 pg/ml va 40,73 pg/ml.
3.3. Nghién ctru chiét xuat va phan lap cac hop chat trong cic cao phén
doan tiém niing

Tir két qua khao sat hoat tinh chdng oxy hoa in vitro bang phuong phap DPPH
cho thdy ca 3 cao ethanol 96% cua ré, than va 14 X4o tam phan déu thé hién hoat
tinh chong oxy héa. Tuy nhién cao than c6 kha ning bat goc tu do manh nhat thé
hién qua viéc 1am giam mau cua goc ty do DPPH tét hon so véi 2 cao con lai. Vi
vy than X4o tam phan duoc chon dé chiét xuat khéi lugng 16n, chiét tach cac phan
doan va phan l4p cac hop chit trong phin doan c6 tac dung sinh hoc theo hudng
chéng oxy hoéa.

Vé hoat tinh doc té bao ung thu va ngudi MDA-MB-231 va ung thu gan ngudi
HepG2, két qua cho thay trén ca 2 dong té bao, cao ethanol 96% tir ré Xao tam phan

c6 hoat tinh doc té bao ung thu manh nhat vi vay ré X4o tam phan duoc lya chon dé
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chiét xuét khéi luong 16n, chiét tach cac phan doan va phan 1ap cac hop chit theo
huéng tac dung gay doc té bao.

Tir két qua khao sat hoat tinh chdng oxy héa in vitro va hoat tinh doc té bao ung
thu HepG2 ciia cac cao phan doan n-hexan, cloroform, ethyl acetat, nudc tir than, ré
theo hudng cac cao phan doan kém phéan cuc (n-hexan, clorofrom) thé hién hoat
tinh manh hon, t&t hon c4c cao phan cuc (ethyl acetat, nudc) nén cao phan doan n-
hexan, cloroform dugc lya chon dé phan 1ap cac hop chat.

3.3.1. Phén ldp cdc hop chét tir ré Xdo tam phdn

Tir 4,5 kg bot ré Xao tam phan duoc chiét nong voi ethanol 96% (35 lit x 4 1an),
loc, ¢6 thu hoi dung moi thu dugc 1,6 L cao long. Cao long dugc lic phan bd véi
cac dung mdi theo thir tu d6 phan cuc ting dan: n-hexan, chloroform, ethyl acetat.
Céc dich sau khi lac phan bd dugc co ap suat giam cho tia Ho (82 g, tir phan doan
n-hexan) va cac cao n-hexan (No, 86 g), cao cloroform (Co, 200 g), cao ethyl acetat
(Eo, 40 g) va cao nudc (330 g).

Taa Ho (82 g) két tinh trong hé dung méi n-hexan - CHCIs (7:3) loc lay taa Hi
(54 g) va c6 thu hdi dung méi dugc cin Ha.

Taa Hi (15 g) duoc tién hanh phan 1ap bang sic ky cot ¢o dién SKC-1 véi pha
dong n-hexan - cloroform (65:35), thu duoc 3 phan doan ky hiéu 1a SKC-1.1 dén
SKC-1.3. Phan doan SKC-1.3 (8 g) duoc thu hdi dung maéi va thu tinh thé. Két tinh
lai trong n-hexan - ethyl acetat (4:1), loc va riza MeOH lanh thu duoc tinh thé khong
mau. Kiém tra trén SKLM cho mét vét duy nhat khi phat hién bang UV 254 va 365
nm, dat tén 1a PT-1 (520 mg).

Cin H; (28 g) duoc tién hanh phén 14p sic ky cot ¢b dién SKC-2 pha dong n-
hexan - ethyl acetat (10:1), thu duoc 11 phan doan ky hiéu 1a SKC-2.1 dén SKC-
2.11. Phin doan SKC-2.7 (7 g) duoc thu hdi dung méi va thu tinh thé. Két tinh lai
trong cloroform, loc va rira MeOH lanh thu duoc tinh thé hinh kim, khong mau.
Kiém tra trén SKLM cho mét vét duy nhat khi phat hién bang UV 254 va 365 nm,
dat tén 1a PT-2 (300 mg). Phan doan SKC-2.10 duoc thu hdi dung méi va thu tinh

thé. Két tinh lai trong cloroform, loc va rira bang MeOH lanh thu dwgc chat bot vo
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dinh hinh, mau tring nga. Kiém tra trén SKLM cho mét vét duy nhat khi phat hién
bang UV 254 va 365 nm, dat tén la PT-3 (55 mg).

Cao cloroform toan phan (Co, 25 g) dwoc tién hanh phan 14p sic ky cot chan
khong VLC-1 véi pha dong n-hexan - ethyl acetat (9:1) =2 (8:2) =2 (7:3) > (6:4) >
(5:5). Két qua thu dwgc 11 phan doan ky hiéu 1a VLC-1.1 dén VLC-1.11.

Phén doan VLC-1.7 (400 mg): Tién hanh phan 1ap bang sic ki cot ¢6 dién SKC-3
thu dugc 5 phan doan ky hiéu 1a SKC-3.1 dén SKC-3.5. Phin doan SKC-3.3 (50 mg)
duoc thu hoi dung moi va thu ta mau do gach. Két tinh lai trong cloroform, loc va
rita bang MeOH lanh thu dugc 10 mg chat bot vo dinh. Kiém tra trén SKLM cho
mot vét duy nhat, dat tén 1a PT-4. Phan doan SKC-3.5 (160 mg) dugc thu hoi dung
moi va thu tda hinh khdi mau vang twoi. Két tinh lai trong cloroform, loc va rta
MeOH lanh thu duoc 25 mg tinh thé hinh kim, mau vang. Kiém tra trén SKLM cho
mot vét duy nhat, dit tén 1a PT-5.

Phéan doan VLC-1.8 (800 mg) duoc thu hdi dung méi va thu tia mau vang twoi.
Tua phan doan VLC-1.8 (110 mg) duoc tién hanh phan 1ap bang sic ki cot co dién
SKC-5 thu dugc 4 phan doan ky hi¢u 1a SKC-5.1 dén SKC-5.4. Phan doan SKC-5.4
(50 mg) dugc thu hdi dung méi va thu két tinh hinh kim, mau vang nhat, két tinh lai
trong dung moi n-hexan - ethyl acetat (7:3), loc va rira MeOH lanh thu duoc 24 mg
tinh thé. Kiém tra trén SKLM cho mot vét duy nhét khi phat hién bang UV 254 va
365 nm, dat tén 1a PT-7.

Phéan doan VLC-1.12 (200 mg) dugc thu hdi dung méi va thu tia vo dinh hinh,
c6 mau trang nga. Két tinh lai trong n-hexan lanh, loc va rira MeOH lanh thu dugc
bot v6 dinh hinh, khéng mau. Kiém tra trén SKLM cho thay chi c6 mot vét duy nhat
khi phat hién bang UV 254 va 365 nm va dat tén 1a hop chat PT-8 (24 mg).

Tir 18 g cao cloroform (Co, 18 g), chiét néng bang hdn hop dung méi n-hexan -
cloroform (1:1), loc va thu hdi dung méi dudi ap suat giam, thu cao Ca (10 g). Cao
Ca duoc phan 1ap bang sac ky cot chan khong VLC-2 thu duoc 11 phan doan ky
hiéu 1a VLC-2.1 dén VLC-2.11. Phan doan VLC-2.5 (550 mg) duoc tién hanh phan
lap bang sac ki cot ¢ dién SKC-4 thu dugc 7 phan doan SKC-4.1 dén SKC-4.7.
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Phan doan SKC-4.4 (40 mg) duoc thu hdi dung méi va thu tinh thé. Két tinh lai
trong ethyl acetat, loc va rita MeOH lanh. Kiém tra trén SKLM cho thay chi c6 mot
vét duy nhit khi phat hién bang UV 254 va 365 nm va dit tén 1a hop chit PT-6 (4
mg).

So dd phan 1ap cac hop chit trong ré X4o tam phan duoc trinh bay & So' d6 3.1.

R& XTP (4,5 kg)

, &
hexan - 1 Tha Ho (82 g) ” Cao n hexan | | D!ch\l?u'ofc | | Cao Co(25g) | = g Vo
chloroform N ‘ n-hexan — chloroform ‘
| Cao nwéc (330 g) | el L
| tiaH1 | | cinm2 | | : ‘ Gan G (109
SKC-1 c-2 | i v
- - viC-2
skc-1.3 || skc2.7 || skc-2.10 | Lviciz | [wicas] [vicraz] |
\ . SKC-3 ’ VLC-2.5
¥ A SKC-5
. PT-3 ) ., SKC-4
PT-1 PT-2 PT-8 |
(520mg) || (300mg) | | (55mg) | skc:3.3 | [skeas | Iﬂ,il (24 mg)
/ 4 l
PT-4 PT-5 PT-7 PT-6
(10 mg) (25 mg) (24 mg) (8 mg)

So @6 3.1. So d6 phan 1ap hop chat tir ré X4ao tam phan
3.3.2. Phén ldp cdc hop chdt tir thdn Xdo tam phin

Tir 5,3 kg bot than Xao tam phan duoc chiét ngdm kiét véi ethanol 96% thu 90 L
dich chiét. Dich chiét dugc c6 thu hoi dung méi dudi ap suat giam thu 4,3 L cao
long. Cao long duoc lic phan bd véi cac dung mai theo thir tu do phan cuc ting dan
gom: n-hexan, cloroform, ethyl acetat. Cac dich sau khi lic phan bd dugc ¢ ap suét
giam cho cao n-hexan (36 g), cao cloroform (19 g), cao ethyl acetat (39,7 g), cao nudc
(92 g).

Cao cloroform toan phan (Co, 17 g) duoc tién hanh phéan 1ap bang sic ky cot
chan khong VLC-3 véi pha dong: hé n-hexan - cloroform (5:5), (4:6), (3:7), (2:8),
(1:9), (0:10), thu dugc 11 phan doan ky hiéu 1a VLC-3.1 d¢én VLC-3.11.
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Phén doan VLC-3.5 (200 mg) dwoc tién hanh phan 14p bing sic ky cot ¢ dién
(SKC-6) véi pha @ong n-hexan - ethyl acetat (6:4) thu dugc thu dugc 5 phan doan
ky hiéu 1a SKC-6.1 dén SKC-6.5. Phan doan SKC-6.5 (50 mg) duoc thu hdi dung
moi va thu tinh thé. Két tinh lai trong ethyl acetat, loc va rira bang MeOH lanh thu
duoc tinh thé mau vang xanh. Kiém tra trén SKLM cho thay chi c6 mét vét duy
nhét va dit tén 13 PT-9 (12 mg).

Phan doan VLC-3.8 (400 mg) duoc tién hanh phéan 1ap bang sic ky cot ¢ dién
(SKC-7) voi pha dong: n-hexan - ethyl acetat (6:4) thu dugc 7 phan doan ky hi¢u la
SKC-7.1 dén SKC-7.7. Phan doan SKC-7.4 (80 mg) duoc tién hanh phan 1ap bang
sac ky cot co dién (SKC-8) vai pha dong cloroform - ethyl acetat (8:2) thu dugc 5
phan doan ky hiéu 1a SKC-8.1 dén SKC-8.5. Phan doan SKC-8.4 (20 mg) duoc thu
hoi dung méi va thu taa. Két tinh lai trong ethyl acetat, loc va rira bang MeOH lanh
thu duoc tinh thé vo dinh hinh, mau vang nhat. Kiém tra trén SKLM cho thay chi c6
mét vét duy nhat khi phat hién bang UV 254 va 365 nm va dit tén 1a PT-10 (10 mg).

Phan doan VLC-3.9 (350 mg) duoc tién hanh phéan 1ap bang sic ky cot ¢o dién
(SKC 9) vai pha dong cloroform - ethyl acetat (9:1) thu dugc 7 phan doan ky hiéu
la SKC-9.1 dén SKC-9.7. Phan doan SKC-9.4 (90 mg) duogc tién hanh phan 1ap
bang sic ky cot c6 dién (SKC 10) véi pha dong n-hexan - EtOAc (6:4) thu duoc 7
phan doan SKC-10.1 dén SKC-10.7. Phan doan SKC-10.3 (30 mg) duoc thu hoi
dung méi va thu tinh thé. Két tinh lai trong ethyl acetat, loc va rira bang MeOH lanh
thu duoc dang dau, mau vang nhat. Kiém tra trén SKLM cho thay chi c6 mot vét
duy nhat khi phat hién bang UV 254 va 365 nm va dat tén 1a PT-11 (15 mg).

Cao n-hexan toan phan (Ho, 30 g) dugc dugc tién hanh phan 1ap bang sic ky
cot chan khong VLC-4 véi hé dung moi n-hexan - cloroform (100:0), (9:1), (8:2),
(7:3), (6:4), (5:5), (6:4), (7:3), thu duoc 9 phan doan ky hiéu la VLC-4.1 d&én VLC-
4.9. Phan doan VLC-4.1 (5 g) duoc tién hanh phéan lap bang sic ky cot ¢ dién
(SKC-11) véi pha dong n-hexan - cloroform (85:15) thu dugc 8 phan doan ky hiéu
1a SKC-11.1 d&én SKC-11.8. Phan doan SKC-11.6 (56 mg) duoc thu hdi dung moi

va thu tinh thé. Két tinh lai trong n-hexan, loc va rita MeOH lanh thu duoc tinh thé
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hinh kim, khong mau. Kiém tra trén SKLM cho thiy chi c6 mot vét duy nhat va dat
tén la PT-12 (36 mg).
Qua trinh phan 1ap cac hop chat tir than X4o tam phan trinh bay ¢ So' dd 3.2.

| Than xTP (5.3 ke) |

n hexan

U v
| dich n hexan | | cao cén |
l cloroform
— 4 Cao hexan (19 g) | | Cao Co (17 g) |
VLC-3
y ! l
[ vic3s | | vic3s | [ wvicso |

|PT-12 (36mg) || SKC-6.5 | SKC-7.8 | SKC-9.4 |
l SKC-8 SKC-10

| proazmg) | | skcsa | | skcio3 |
!
| PT-10 (10mg) || PT-11 (15 mg) |

So dd 3.2. So @6 phan 13p céc hop chat tir than X4o tam phan
3.4. Xac dinh céu tric ciia cac hop chat phan 1ap
3.4.1. Cdc ddn xudt 7-hydroxy coumarin
3.4.1.1. Hop chat PT-1

PT-1 1a tinh thé hinh khdi khong mau, tan trong cloroform, ethyl acetat,
methanol, kém tan trong n-hexan. PT-1 cho vét tit quang dudi UV 254 nm va phat
quang mau vang dudi UV 365 nm, ting mau trong moi truong Kiém dudi anh sang
tu ngoai.

Phé UV (MeOH) cua PT-1 cho cuc dai hap thu tai 200 va 332 nm.

Phé MS (ES") cia PT-1 cho manh m/z 297,13 phu hop véi ion [M—H]-. Phé MS
(ES*) cua PT-1 cho manh m/z 299,13 phu hop vai ion [M + H]* va manh m/z
321,13 phu hop voi ion [M + Na]*. Suy ra sé khdi cia PT-1 1a 298,13 twong tng
V6i cong thirc phan tir C10H220:s.
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Phé NMR cua PT-1 cho thiy sy hién dién cta 19 tin hiéu carbon, trong d6 c6 3
nhém —CHs (5:16,2; 17,7 va 25,7 ppm), 3 nhom >CH. (e 26,4; 28,4 va 39,7 ppm), 6
nhom =CH- (dc 103,3; 112,4; 120,8; 123,8; 128,3 va 144,1 ppm), 7 carbon bac 4,
trong d6: 6 nhom Cy spe (6:112,3; 125,6; 131,9; 138,9; 154,2; 158,6 ppm) va mot
nhém >C=0 (. 162,2 ppm).

Trén phd *H NMR cua PT-1 ¢6 2 tin hiéu doublet ¢6 hang sé tuwong tic J = 9,5
Hz & 0n 6,24 (H-3) va 7,64 (H-4), 2 tin hiéu singlet ¢ on ¢ 7,2 (H-5) va 7,0 (H-8),
cho thay day 1a coumarin bi thé & vi tri C-6 va C-7. Ngoai ra, trén ph6 'H NMR cua
PT-1 xut hién cac tin hiéu proton cia mot mach nhanh c6 3 nhom vinyl metyl & o
1,61 (H-9), 1,69 (H-8") va 1,75 (H-10"), hai proton metylen on 2,13 (t, 6Hz, H-5')
va 2,09 (t, 6 Hz, H-4"), hai triplet cua 2 proton olefin ¢ 6w 5,33 (H-2") va 5,09 (H-6)

Céu triic cia mach nhanh va vi tri cac nhom thé cua PT-1 duoc xac dinh dua trén
phan tich dir kién pho 2 chiéu HSQC, HMBC va COSY. Pho6 HMBC cho thiy
tuwong tac gitra cac proton methylen ciia mach nhanh ¢ on 3,39 (H-1') véi cacbon C-
6 va C-7, C-2' va C-3', giira proton H-2' véi C-6, C-1', C-4’ va C-9' cho phép khang
mach dinh nhanh geranyl (C10) gan véi C-6 ciia vong coumarin. Nhém OH duoc xac
dinh ¢ vi tri C-7 do tuwong taic HMBC giira H-1" v4i cacbon C-7 cua vong coumarin
6 oc 158,6.

Céc dir liéu vé phd *H NMR va C NMR cua PT-1 cua ostruthin® cho thiy hoan

toan phi hop va co thé khang dinh PT-1 chinh 1a ostruthin. Dit lidéu pho va tuong
tac HMBC, COSY cua PT-1 so sanh v6i ostruthin dugc trinh bay ¢ Bang 3.10.,
Hinh 3.1. va xem Phu luc 1.

10'

Hinh 3.1. Ciu triic cua PT-1 va cac twong tac chinh quan sét trén phé COSY va HMBC
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Bang 3.10. Dix liéu phd NMR caa PT-1 so sanh véi ostruthin

PT-1 (CDClz, 500 MHz) Ostruthin (CDCls, 500 MH2z)
¢ PET oc on (J, Hz) HMBC COsY dc on (J, Hz)
2 C=0 1622 - - 162,2
3 =CH 1124 6,24d(9) 2 4 112,4 6,24 d (9,6)
4 =CH 1441 7,64d(9,5) 2,509 3 1441 7,64d (9,6)
5 CH 128,3 7,20's 4,6,7,9 128,3 7,20's
6 C 125,6 - - 1255
7 C 158,6 - - 158,5
8 =CH  103,3 7,00s 6,7,9,10 103,3 6.97 s
9 C 154,2 - - 154,2
10 C 112,3 - - 112,3
iy >CH, 285 3,40d(7) 56,7,2,3 2' 28,5 3,40 d (7,2)
2’ =CH  120,8 5,33t(5,5) 6,1, 4,10’ 1 120,8 530m
3 C 138,9 - - 138,9
4 >CH, 39,7 2,09 m 2',3,5,10 39,7 2,08 m
5 >CH, 264 2,13 m 4567 6’ 26,4 2,14 m
6’ =CH 1238 5,09t (5,5) 45,9 5 123,8 51m
7 C 131,9 131,9
8’ -CHa 25,7 1,69 s 6,7,9 25,8 1,69s
9’ -CHa 17,7 1,61s 6,7,8 17,7 1,61s
100  -CHs 16,2 1,755 2,3, 4 16,2 1,75s

3.4.1.2. Hop chat PT-2

PT-2 1a tinh thé hinh kim khong mau, tan trong methanol, ethyl acetat, cloroform.
PT-2 cho vét tit quang dudi UV 254 nm va phat quang mau vang dudi UV 365 nm,
taing mau trong moi trudng Kiém dudi anh sang tir ngoai.

Phé MS (ES") cua PT-2 cho manh m/z 327,17 phu hop véi ion [M—H]-. Phé MS
(ky thuat ES™) cua PT-2 cho manh m/z 329,13 phu hgp vai ion [M + H]* va manh
m/z 351,11 phu hop véi ion [M + Na]*. Suy ra sé khéi cia PT-2 1a 328,11 twong
ung voi cong thire phan tir C2oH2404.

Pho UV ciia PT-2 do trong MeOH cho Amax & 204 va 332 nm.Phé NMR cua PT-
2 cho thay su hién dién cua 20 tin hiéu carbon, trong d6 c6 3 nhom —CHs (dc 16,2;
17,7 va 25,7 ppm), 3 nhom >CH. (dc 26,6; 27,6 va 39,7 ppm), 5 nhém =CH- (Jc
112,5; 120,9; 122.4; 124,2 va 144,3 ppm) 8 carbon béc 4, trong d6: 7 nhém C. sp?
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(3:112,4; 125,2; 131,5; 133,2; 137,6; 145,3 va 150,0 ppm) va 1 nhém >C=0 (Jc
160,5 ppm), 1 nhém —OCH:(dc 61,7 ppm).

Trén phd 3C NMR cua hop chat PT-2, tin hiéu cacbon cia vong thom & d¢c 133.2
ppm (C-8) chuyén vé phia truong thap hon so véi chat PT-1 dc 103,3 ppm (C-8) ,
déng thoi phé HMBC cua PT-2 c6 twong tac 8-OCHs/C-8, khing dinh nhém
methoxy duoc gan vaoi khung coumarin & vi tri C-8. Trén phd HMBC cho phép xac
dinh vi tri mach nhanh geranyl cua hop chat PT-2 thong qua cic tuwong tac giira
proton methyl H-1" va H-2' véi cacbon C-6, gitra H-1" véi C-5 va C-7. Cac dir li¢u
vé pho 'H NMR va 3C NMR cuia PT-2 véi ostruthin® gan nhu twong tu nhau, chi
khac vé gi tri dc & C-8 vi c6 thém mot nhom thé methoxy va diéu nay khang dinh
qua dit liéu phd HSQC, HMBC, COSY va céu triic cia PT-2 dugc xac dinh 1a 8-
methoxyostruthin. Va cac dit liéu pho *H NMR va °C NMR cua PT-2 ciing phu
hop véi hop chat ninhvanin® da dugc cong bd trude day.

Céc dir liéu phd NMR cia PT-2 so sanh v6i ostruthin va 8- methoxyostruthin

duoc trinh bay ¢ Bang 3.11., Hinh 3.2. va xem Phu luc 2.

Bang 3.11. Dit liéu pho NMR cua PT-2 so sanh véi ostruthin, 8- methoxyostruthin

8-methoxyostruthin

ostruthin (CDCls (metanol-d6, 500

PT -2 (DMSO-d6,500 MHz)

C  DEPT 500 MHz) MHz)
5 o HMBC —COSY | o 5 o
°  (J,Hz ¢ (J, Hz) ¢ (J, H)
2 C=0 1605 - - 162,2 163,1
_ 6,22 d 6,24 d 6,14 (1H,
3 =CH 1125 ) 2 4 124 g 1120 4.95)
_ 7,58 d 7.64d 7,74 (1H,
4 =CH 1443 oo 2,3 3 1441 g 1465 4.95)
5 =CH 1224 695s 7,9,1' 128,3 7,20s 1237 6,98 (1H,s)
6 c 125,2 - - 1255 1278
7 C 150,0 - - 158,5 153,1
8 C 133,2 - - 1033 697s 1351
9 C 145,3 - - 154.2 147,5
10 C 112,4 - - 112,3 113,1
. 337d 5,6,7, , 3,40 d 3,31 (2H,
1 >CH, 276 @ by 2 28,5 72) 28,8 4.7.0)
533t 5,29 (1H,
2 =CH 1209 > 14,100 1 1208 530m 1228  dt 15,75
(6) Hz)
3 C 137,6 - - 138,9 137,7
, 23,5, 2,02 (2H, 1,
4 >CH, 39,7 2,07m o 39,7 2,08m 408 7.0)

5’ >CH> 26,6 211m  4,6'7 6’ 26,4 2,14m 27,6 2,08 (2H, t,
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7.0)
. 5,10t o , 5,07 (1H,
6 =CH 1242 T2y 8,9 5 1238 51m 1253 m)
7' c 131,5 - - 131,9 132,2
8 -CHs 257 168s 6,7,9 258  1,69s 259  163(3H,s)
9 CHs 177 1’?95; d g 78 177 16ls 162 1,69 (3H,s)
100 -CHs 162 171s 2,34 162  175s 178 1,56 (3H,s)
-OCHs 617 4125 9 61,8 3,95 (3H,s)

Hinh 3.2. Ciu tric cua PT-2 va cac tuong tac chinh quan sat trén phd COSY va HMBC
3.4.1.3. Hop chat PT-7

PT-7 1a tinh thé hinh kim vang nhat, tan tét trong cloroform, ethyl acetat,
methanol, kém tan trong n-hexan. PT-7 cho vét tat quang mau xanh nhat dugi UV
254 nm, phat quang mau xanh da troi dudi UV 365 nm. Tac dung véi thude thir VS
khong cho mau.

Phé UV (MeOH) cua PT-7 cho cuc dai hap thu tai 206 va 332 nm.

Phé MS (ACPI) [M-H] ctia PT-7 cho manh m/z 229,11. Do d6 PT-7 ¢6 sb khdi
la 230,11, twong (ng Vi cong thire phan tir C14H140s.

Ph6 3C MNR ctia PT-7 cho 14 tin hiéu carbon, trong d6 c6 1 tin hiéu dc 160,5
ppm dic trung cho nhém carbonyl ctia coumarin. Pho *H NMR cho 1 tin hiéu cong
huong ¢ on (10,54 ppm; s) caa OH phenol tai C-7, 4 tin hiéu proton cta methin
thom trong vung on 6 — 8 ppm, trong dé c6 2 tin hiéu proton du (7,90 ppm;d) va on
(6,16 ppm; d) ghép nhau tao hang sé ghép 9.5 Hz dic trung cho H-3 va H-4 vong a-
pyron cua coumarin, vi vay tin hiéu proton Ju (7,33 ppm; s) va on (6,74 ppm; s)
phai 1a cua H-5 va H-8 trén vong benzo coumarin. Vi cau tric va tinh chéat di néu,

PT-7 1a mot coumarin c¢6 1 nhom thé -CsHo tai vi tri C-6 va 1 nhém -OH tai C-7.
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Tin hiéu on (1,67 ppm; 3H; s) va ou (1,71 ppm; 3H; s) cho thay c6 2 nhoém -CHs
trong thanh phan nhom thé -CsHs. Dya vao phé DEPT, HSQC, HMBC cho thay dc
39,0 ppm 1a mot carbon bac 11 va gan truc tiép véi coumarin tai C-6. Do d6, nhom
thé duoc xac dinh 1a nhom prenyl (-CH2-CH=C(CHz)2).

Céu trac cua PT-7 duoc xac dinh mot cach chéc chan bang cac dit liéu phé NMR
mét chiéu va hai chiéu. So sanh dit liéu phé (*H NMR va 3C NMR) cua PT-7 va
demethylsuberosin'® da dugc cong b trong cac tai lidu thi dir liéu phd NMR cua
hop chat phan 1ap PT-7 1a phu hop v6i demethylsuberosin. Nhu vay, PT-7 chinh 1a
demethylsuberosin. Dit liéu phd va tuong tic HMBC, COSY cua PT-7 duoc trinh
bay 6 Bang 3.12., Hinh 3.3. va xem Phu luc 7.

Bang 3.12. Dit liéu phd NMR ciia PT-7 so sanh v&i demethylsuberosin

PT-7/ DMSO-d6 Demethylsuberosin/ CDCls

No DEPT (500 MHz) (300 MHz)

dc on (3, Hz) HMBC cosy dc on (J, Hz)
2 C 160,5 - - - 162,9
3 CH 1112  6,16d(9,5) 2,10 4 112,0 6,24 d (9,3)
4 CH 1445 7,90d (9,5) 2,3,5/9,10 3 1447 7,67d (9,3)
5 CH 128,3 7,33s 4,7,8,9, 1 - 128,1 7,21s
6 Cc 125,5 - - - 126,4
7 C 158,9 - - - 158,9
8 CH 101,5 6,74s 6,7,9, 10 - 102,8 7,00s
9 C 153,6 - - - 155,6
10 C 1110 - - - 112,0
1’ CH, 273 3,24d (7,0 56,72 2’ 28,0 3,38d (7,2)
2' CH 122,0 529 m 1,45 1,4 121,2 5,31d (7,2)
3 C 132,0 - - - 134,3
4 CHs 25,5 1,71s 2,3 1,2 25,8 1,79s
5 CHs 17,6 1,67s 2,3 - 17,8 1,75s
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Hinh 3.3. Ciu tric cua PT-7 va cic twong tac chinh quan sét trén phé COSY va HMBC
3.4.1.4. Hop chat PT-9

PT-9 1a tinh thé hinh kim c6 mau vang xanh, tan tdt trong cloroform, tan dugc
trong ethyl acetat, tan vira trong methanol, khong tan trong n-hexan.

Duéi UV 254/365 nm; PT-9 cho vét phat quang mau xanh da troi. PT-9 khong
cho mau véi thude thr VS. Pho UV cua PT-9 do trong MeOH cho Am 0 202,2 va
332,9 nm.

Phé MS (ESI) cua PT-9 cho manh m/z 245,38 twong ung véi ion [M—H]-. Suy ra
s6 khdi ciia PT-9 1a M = 246,38, tuong ing V&i cong thirc phan tir C14H1404.

Phé 13C NMR cuia PT-9 cho thay su hién dién cua 14 tin hiéu carbon, trong d6 co:
1 nhém —CH: (dc 17,7 ppm), 2 nhom >CH. (dc 35,8; 110,1 ppm), 5 nhom =CH- (d.
73,4; 101,5; 111,2; 130,5 va 144,6 ppm), 6 carbon bac 4, trong do6: 5 nhom C, sps
(6c110,8; 123,6; 147,9; 153,8; 159,4 ppm) va 1 nhém >C=0 (Jc 160,6 ppm).

Dit liéu phd 'H NMR caa PT-9 14 6-(2-hydroxy-3-methylbut-3-enyl-7-hydroxycoumarin'**
phan 1ap tr Boronia lanceolata F.Muell. Rutaceae dugc trinh bay ¢ Bang 3.13.,
Hinh 3.4. va xem Phu luc 9. C NMR cua PT-9 duoc so sanh véi 6-(2'-hydroxy-
3'-hydroxymethylbut-3'-enyl-7-hydroxycoumarin phan 1ap tir Aegle marmelos®®.

Bang 3.13. Dit liéu phé NMR cta PT-9 so sanh vai 6-(2'-hydroxy-3'-methylbut-3'-enyl-7-
hydroxycoumarin va 6-(2'-hydroxy-3'-hydroxymethylbut-3'-enyl-7-hydroxycoumarin

6-(2'-hydroxy-3'- 6-(2'-hydroxy-3'-
methylbut-3’- hydroxymethylbut-

PT-9 (DMSO-ds) enyl-7- 3'-enyl-7-
C | DEPT hydroxycoumarin | hydroxycoumarin
(DMSO-ds) (CDClg)

dc | on(J,Hz) | HMBC | COSY on (J, Hz) e
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2| c |1606 - - - - 162,5
3| CH |111,2 f’(';g)d 2,10 4 6,23d (9,4) 1115
7.89d 2,9,5,
4| cH 14| oy 0 3 7.59d (9,4) 144,3
5| CH |1305| 7,39s 7;39'1?" - 7,135 130,2
6| C |1236 - - - - 123,6
71 Cc |1594 - - - - 159,8
8| CH |1015| 6,72s ’ f(')f” - 6,88 s 103,1
9| C |1538 - - - - 154,1
10| Cc |1108 - - - - 111,6
2,79 dd
(13,5;5) 7.3"5 3,01 dd (14,9; 7,8)
1| CH, | 358 1319 2 37.4
2 2,61dd 6,2 2,89 dd (14,9; 2,0)
(13,5;7,5)
2| CH | 734 | 418m 3"5‘,‘"61" 1 4,45 m 73.4
3| c |1479 - - - - 1495
477 m 5,01 m
4| CH, | 1101 2.5 - 111,3
4,68 m 5,01lm
5| CHs | 17,7 | 172s | 34,2 | - 1,72s 62,8

Hinh 3.4. Cau triic ciia PT-9 va cic twong tac chinh quan sat trén phd COSY va HMBC

3.4.1.5. Hop chat PT-10

PT-10 thu dugc dudi dang bot vo dinh hinh, mau vang nhat, tan tét trong

cloroform, tan vira trong methanol va ethylaceatat, khong tan trong n-hexan.

Dudi UV 254/365 nm; PT-10 cho vét phat quang mau xanh da trdi. PT-10 cho

mau xanh luc nhat véi thudc thir VS.
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Phé UV cuia PT-10 do trong MeOH cho Am & 2034 va 334,1 nm.

Phé MS (ESI) cua PT-10 cho manh m/z 313,29 twong ¢tng véi ion [M—H]". Suy
ra s6 khéi cua PT-10 1a M = 314,29 tuwong (ng véi cong thirc phan tir C19H220a.

Pho NMR ciia PT-10 cho thay sy hién dién cta 19 tin hiéu carbon, trong d6: 2 nhém
-CH: (6:16,1; 17,6 ppm) 4 nhéom >CH. (6. 27,3; 33,3; 35,3; 109,9 ppm), 6 nhom
=CH- (6:73,5; 101,6; 111,2; 121,5; 128,4 va 144,6 ppm), 7 carbon bac 4, trong do:
6 nhéom Cy sp? (6c111; 125,6; 136; 148,2; 153,7; 159 ppm) va 1 nhém >C=0 (Jc
160,6 ppm).

Trén phd *H NMR xuét hién hai tin hiéu duplet twong (ng voi hai proton cua
vong thom H-4 [6n 7,9 (1H, d, 9,5)] va H-3 [dn 6,16 (1H, d, 9)]. Hai singlet ¢ Jn
6,74 (H-8) va 7,33 (H-5), cho thiy day 1a mot coumarin thé hai 1an & vi tri C-6 va
C-7. Ngoai ra, trén pho 'H NMR con xuat hién céc tin hiéu ctia mach nhanh dang
axiclic terpen (monoterpen khong vong) dugc tao thanh tir bd khung hai don vi iso-
C5, véi tin hiéu hai nhém metyl CHs-9' (0w 1,62, s), CH3-10" (61 1,66, S), proton
nhom hydroxylmetin H-6" (o 3,84, m), hai proton olefin H-8' (on 4,83;4,71), H-2’
(0n 5,28).

Trén phé HMBC xuat hién cac tuong tic trong vong coumarin ¢ H-4/C-2, C-9,
C5, H-8/ C-7, C-6, C-9, C-10, H-5/C-7, C-9. Vi tri thé 6 cta vong coumarin duoc
khang dinh nho tuong tac gita H-1' (du 3,24) va C-5, C-6, C-7. Mach nhénh (iso-
C5)2 con cho thay cac twong tac trén phd hai chiéu HMBC ¢ H-4'/C-9', H-2'/C-9/,
H-1'/C-3', H-5'/C-3". Vi tri proton olefin va nhém hydroxyl hay cac nhom metylen,
methyl phu hgp véi cac tuong tac ¢ H-1'/H-2', H-4'/H-5" (COSY).

Céu trac cua PT-10 duoc xac dinh mot cach chic chian bang cac dir liéu phd
NMR mét chiéu va hai chiéu. So sanh dir liéu phé (*H NMR va 3C NMR) caa PT-
10 va 6-(6'-hydroxy-3',7'-dimethylocta-2',7'-dienyl)-7-hydroxycoumarin® da duoc
cong b trong cac tai lidu thi dit lieu phd NMR cuaa hop chat phan 1ap PT-10 1a phu
hop véi 6-(6'-hydroxy-3',7'-dimethylocta-2',7'-dienyl)-7-hydroxycoumarin. Nhu
vay, PT-10 chinh 1la  6-(6-hydroxy-3',7'-dimethylocta-2’,7'-dienyl)-7-
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hydroxycoumarin. Dit liéu phd va tuong tac HMBC, COSY cua PT-10 duoc trinh
bay ¢ Bang 3.14., Hinh 3.5. va xem Phu luc 10.

Bang 3.14. Dit liéu phd NMR cua PT-10 so sanh véi 6-(6'-hydroxy-3’,7'-dimethylocta-
2',7'-dienyl)-7-hydroxycoumarin)

PT-10 (DMSO-ds)

6-(6'-hydroxy-3',7'-dimethylocta-
2',7'-dienyl)-7-hydroxycoumarin

C DEPT (CDCls (100 MHz)

dc on (3, Hz) HMBC  COSY 3 ou (3, Hz)
2 c 160,6 - - - 162,2
3 CH 1112 6,16d(9) 2,10 4 112,3 6,26 d (9,3)
4 CH 1446  7,9d(9,5) 2,9,5 3 1441 7,67d(9,3)
5 CH 128,4 7.33s 7,9,4,1' - 128,4 7.38s
6 1256 - - 125,6
7 159,0 - - - 1585
8 CH 101,6 6,745 7,9,6,10 - 103,1 6,97 s
9 c 153,7 - - - 154,1
10 c 111,0 - - - 112,2
1’  CH, 273 324d(75) 2,3,56,7 2 28,6 3,65d (7,4)
2" CH 121,5 528 m 1, 4,10’ 1 121,7 572m
3 c 136,0 - - 137,9
4 CH, 353 203m - 3 510 5 358 2,38 (2H, m)

1,93m
5  CH, 333 151 m 4.6 46 32,9 1,95 (2H, m)
6 CH 735 384m 8’ - 75,9
7 c 148,2 - - - 147,1
8  CH, 1099 483m 6,9 - 111,3 4,37 (t, 6,7)
471s

9  CHs 17,6 1625 6,78 - 17,7 1,86 (3H, brs)
100 CHs 16,1 1,665 2,3, 4 - 16,2 1,82 (3H, d, 1,3)
- _OH 4.68d (4) 6 -
- -OH 10,61 - -
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Hinh 3.5. Cong thirc PT-10 va céc twong tac chinh quan sat trén phd COSY va HMBC
3.4.1.6. Hop chat PT-11

PT-11 thu duoc dudi dang diu, mau vang nhat, tan tét trong cloroform, tan duoc
trong methanol va ethyl aceatat, khong tan trong n-hexan. Dudi UV 254/365 nm;
PT-11 cho vét phat quang xanh da troi. PT-11 cho mau xanh luc nhat véi thudc thir
VS.

Ph6 UV ciia PT-11 do trong MeOH cho Am. 0 203,4 va 332,3 nm.

Phé MS (ESI) cia PT-11 cho manh m/z 313,19 twong ng véi ion [M—H]-. Suy
ra s6 khdi ciia PT-11 1a M = 314,19 tuong tng Véi cong thirc phan tir C1oH220a.

Ph6 3C NMR cua PT-11 cho thay sy hién dién cua 19 tin hiéu carbon, trong d6
¢6: 3 nhém —CH: (6c15,9; 30,1 ppm), 2 nhom >CH. (dc 27,4; 41,9 ppm), 7 nhom
=CH- (oc 101,6; 111,3; 123,3; 123; 128,4; 140,8 va 144,6 ppm), 7 carbon bac 4,
trong d6: 6 nhom Cy sp* (dc 68,8; 111; 125,5; 135,1; 153,7; 159 ppm) va 1
nhém >C=0 (dc 160,6 ppm).

Cau tric ctia PT-11 dugce xac dinh mét cach chic chan bang cac di liéu pho
NMR mot chiéu va hai chiéu. So sanh dit liéu phd (*H NMR va 3C NMR) cua PT-
11 va 6-(7"-hydroxy-3',7"-dimethylocta-2’,5"-dienyl)-7-hydroxycoumarin!® da duoc
cong bd trong cac tai liéu thi dit liéu pho NMR cuaa hop chét phan 1ap PT-11 1a phu
hop véi 6-(7'-hydroxy-3',7'-dimethylocta-2',5'-dienyl)-7-hydroxycoumarin. Nhu
vay, PT-11  chinh la  6-(7-hydroxy-3',7"-dimethylocta-2’,5'-dienyl)-7-
hydroxycoumarin. Dit liéu phd va twong tac HMBC, COSY cua PT-11 duoc trinh
bay ¢ Bang 3.15., Hinh 3.6. va xem Phu luc 11.
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Bang 3.15. Dit liéu phd NMR cua PT-11 so sanh véi 6-(7'-hydroxy-3’,7'-dimethylocta-
2',5'-dienyl)-7-hydroxycoumarin

PT-11 (DMSO-ds)

6-(7'-hydroxy-3',7'-dimethylocta-
2',5'-dienyl)-7-hydroxycoumarin/

c DEP (CDCI3, 100 MH2)
dcppm 6“8?32’)”] HMBC (S:\C() 5. ppm 81 ppm, m (J, Hz)
2 C 1606 - - ~ 1622
3 CH 1113  616d(95) 2,10 4 1122 6,21d (9,4)
4 CH 1446  7,88d(9,5) 2,9,5 3 144,1 7,62d (9,4)
5 CH 1284 7335 79,41 - 1283 717s
6 C 1255 - - ~ 1256
7 C 1590 - - - 1541
8 CH 1016 6.74's 67,910 - 1031 6,95 s
9 1537 - - -~ 1541
10 111,0 - - - 1122
1 CH, 274 3,25d (7) 2, 3i'05’ 6. 28,4 3,37d(7.4)
> CH 1223 5,32 m 1,410 1 1220 5,34 (1H, brt)
3 ¢ 1351 - - - 1370
4  CH, 419 2,65d (7) 23,5,6 5 42,3 2,38 (2H, m)
5  CH 1230 5,47 m 46,7 4 1248 5,65 (LH,dt)
6 CH 1408 5,56 4, 5"9,7" & 139,6 5,67 (1H, 1)
7 C 688 - - - 71,1
8,9 2CH; 30, 1,155 6,7 - 20,8 1,34 (3H.9)
10 CHs 159 1,65 34 - 16,3 1,71 (3H,br.s)
-OH 10,62 s 67,8 -
_  OH 4,44d (4) 6 -

Hinh 3.6. Ciu tric cua PT-11 va cac twong tac chinh quan sat trén phd COSY va

HMBC
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3.4.2. Cdc déan xudt pyranocoumarin
3.4.2.1. Hop chat PT-3

PT-3 thu dugc dudi dang bot vé dinh hinh, mau tring nga, tan tbt trong methanol,
tan dugc trong ethyl acetat, cloroform, khong tan trong n-hexan. PT-3 phat huynh
quang sang dudi UV 254 nm va 365 nm, ting mau trong méi treong kiém dudi anh
sang tr ngoai.

Phé MS (ES") cua PT-3 cho manh m/z 227,18 phu hop véi ion [M — H]~. Pho
MS (ES*) caa PT-3 cho manh m/z 229,05 phu hgp véi ion [M + H]* va manh m/z
251,03 phu hop véi ion [M + Na]*. Suy ra s6 khéi cua PT-3 1a 228,05 twong tng Voi
cong thure phan tir C14H120s.

Phd UV cua PT-3 do trong MeOH cho Amax & 225, 267, 348 nm.

Ph6 3C NMR cua PT-3 cho thay su hién dién caa 14 tin hiéu carbon, trong d6 c6:
2 nhém —CH; (dc 27,9 ppm), 6 nhoém =CH- (dc 131,3; 144.2; 125,5; 120,4; 112,6 va
103,3 ppm), 6 carbon bac 4, trong d6: 5 nhom Cw spe (oc 118,1; 156,1; 112,2; 77,6
ppm) va 1 nhém >C=0 (. 160,1 ppm).

Trong phdé HMBC, cho thiy hai tin hiéu hydro tai dn 7,40 (H-5) duoc lién két véi
céc tin hiéu carbon tai dc 156,1 (C-7), 154,8 (C-9), 144,2 (C-4) va 120,4 (C-8). Tin
hiéu hydro & du 6,76 (H-8) duoc lién két voi tin hidu carbon & dc 156,1 (C-7), 112,6
(C-10) va 118,1 (C-6). Tin hiéu hydro tai 6n 6,48 (H-4") duoc lién két véi tin hidu
carbon tai oc 156,1 (C-7), 118,1 (C-6), 125,5 (C-5) va 77,6 (C-2"). Tin hi¢u hydro &
dn 6,20 (H-3) duoc lién két voi tin hiéu carbon & dc 160,1 (C-2) va 112,6 (C-10).
Tin hiéu hydro tai du 5,84 (H-3") dugc lién két véi cac tin hiéu carbon tai dc 118,1
(C-6), 77,6 (C-2") va 27,9 (C-5'/ 6'). Tin hiéu hydro & on 1,41 (H- 5/ 6') dugc lién
két voi tin hiéu carbon & dc 131,3 (C-3 ") va 77,6 (C-2').

Céu trac cua PT-3 duoc xac dinh mot cach chéc chan bang cac dit liéu phd NMR
mét chiéu va hai chiéu. So sanh dit liéu phé (*H NMR va C NMR) cia PT-3 va
xanthyletin'®® 43 dugc cong bd trong cac tai licu thi dir liéu phé NMR cua hop chat

phan 1ap PT-3 la phu hgp voi xanthyletin. Nhu vay, PT-3 chinh 1a xanthyletin. Dir
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liu phd va tuong tic HMBC, COSY cua PT-3 dugc trinh bay ¢ Bang 3.16., Hinh

3.7. va xem Phu luc 3.

Bang 3.16. Dit liéu phd NMR cua PT-3 so sanh v&i xanthyletin

PT -3 (DMSO-ds) xanthyletin (CDsOD)

C DEPT o HMBC cosy

o (3, Hz) (H— Cn) HoHn  °° o (3, H2)
2 c=0 1601 - - 158,6
3 CH 1313  626d(9,5) 2,10 4 1299 6,21d(9,6)
4 CH 1442  7,92d(95) 2,10,5,9 3 1423  7,85d (9,6)
5 CH 1255 7.40's 4,87,3,9 124,2 7,34
6 C 118,1 - - 117,2
7 C 156,1 - - 155,4
8 CH 1204 6,76 s 10,6,7 119,4 6,49 s
9 C 154,8 - - 154,3
10 C 112,6 - - 111,6
2 c 77,6 - - 76,3
3 CH 1033  584d(10) 5,2, 6 & 1023 5,85,d (9,6)
4 CH 1126  648d(10) 2'.6,5,7 3 111,6 6,67, 5
56'; 2CHs 279 141 23 26,3 147, s

Hinh 3.7. Ciu tric cua PT-3 va cac tuong tac chinh quan sat trén phd COSY va HMBC
3.4.2.2. Hop chat PT-6

PT-6 1a tinh thé hinh khdi, mau vang, tan trong cloroform, rat kém tan trong
ether dau hoa. PT-6 cho Vét tat quang duéi UV 254 nm, phit quang mau xanh
duong voi UV 365 nm va cho mau véi thude thir VS. PT-6 cho két qua duong tinh

véi phan tng dinh tinh coumarin.
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Phé MS (ESI) cho manh ion [M+Na]* & m/z 337,13. Suy ra s6 khéi caa PT-6 1a
314,13, twrong ung V4i cong thirc phan tir, cong thirc phan tr cua PT-6 1a C19H220a.

Ph6 'H NMR cho cic miii cong huong vai su hién dién cia 3 nhém methyl {[ 4
1,33 (3H, s, -Me)], [on 1,63 (3H, s, -Me)], [on 1,69 (3H, s, -Me)]}, 3 nhém CHz
{[6+ 3,28 (ddd); 3,15 (ddd)]; [o+ 1,58 (m); 1,50 (M)];[ S 2,17 (m); 2,10 (m)]} va
cac tin hiéu proton vong thom [on 7,58 (1H, d; J=9,5 Hz), o1 7,21 (S), 61 6,20 (1H,
d; J=9,5 Hz), &4 6,73 (s)]. Pho H NMR ciing cho thay su hién dién cia mot nhom
C-prenyl tai [on 2,17 (H-2”, m); 2,10 (H-2”, m)], on 5,13 (H-3”, ttt, J=1,0 Hz; 6,0
Hz va 7,0 Hz), o1 1,69 (H-57, s) va 6n 1,63 (H-67, s).

Phé 13C NMR két hop phd DEPT 90 va DEPT 135 cho cac miii cong huong ung
véi su hién dién cua 19 tin hiéu, twong ¢tng véi 19 carbon bao gom 3 nhém CHz, 3
nhom CHs, 6 nhom CH va 7 carbon bac IV.

Trong phé HMBC, tin hiéu proton ctia nhém methyl d4 1,69, 4 1,63 cho tuong
quan véi cung mot carbon & oc 132,4 ppm (C-4”), xac dinh dwoc Vi tri hai nhom
methyl Hz-5"(S4 1,69, s); Hs-6"( &4 1,63, S) gan vao C-4”. Thém vao dé, proton &
on 5,13 (1H, ttt, J=1; 6 va 7, H-3") cho tuong quan véi oc 37,2; oc 22,0 cho phép ta
du doan hai carbon nay 1an luot C-17; C2” va phan C-prenyl gin vao C-17 (& 37,2).
Ngoai ra, phd HMBC ciing cho tin hiéu giao gitra proton x4 1,33 va carbon ¢ &
73,6 (C-3'). Bén canh d6, C-3' ¢6 &c 73,6 ppm c6 thé dy doan c6 nhom OH & Vi tri
carbon nay, C-2” ¢6 &c 90,6. So sanh ddi chiéu tai liéu c6 thé xac nhan vi tri cta hai
carbon nay'®. So sanh dit liéu phé (*H NMR va 3C NMR) cua PT-6 va
paramicoumarin B!® di dugc cong bd trong cac tai liéu thi PT-6 va
paramicoumarin B gan nhu twong ty nhau, chi khac 13 PT-6 ¢6 thém 1 nhom OH va
khac biét vé gia tri 8C & C3 vi c6 thém mot nhom thé hydroxy.

Can cir vio cac phan tich trén, hop chat PT-6 thudc nhom pyranocoumarin cong
thirc duge dé nghi 1a 3'-hydroxy-3'methyl-2'-(3"-isoprenyl)-pyranocoumarin.

Phé NMR cua PT-6 duoc tom tit theo Bang 3.17. va xem Phu luc 6.
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Bang 3.17. Dit liéu phé NMR cua PT-6 so sanh véi paramicoumarin B

PT6 (DMSO-ds) paramicoumarin B
C DEPT
dc oH(J, Hz) HMBC oc oH(J, Hz)
2 =C= 1614 160,7
3 =CH- 112,3 6,20 (d; 9,5Hz) 10, 2 113,7 6,20 (d; 9,5Hz)
4 =CH- 143,7 7,58 (d; 9,5 Hz) 2,9,5,10 1445 7,58 (d; 9,5 Hz)
5 =CH- 123,4 7,21(s) 7, ? 4, 124.6 7,21(s)
4'10
6 =C= 125,1 120,7
7 =C= 163,2 156,3
8 =CH- 97,9 6,73(s) 7,9,6,10 104,2 6,73(s)
9 =C= 155,7 155,0
10 =C= 112,8 113,7
2' =CH- 90,6 4,76 (dd; 8,5 Hz) 4,17 81 4,76 (dd; 8,5 Hz)
3 =C= 73,6 130,9
4 -CHy- 29,2 3,28 (ddd); 3,15 1922 3,28 (ddd); 3,15
(ddd) : (ddd)
17 -CHy- 37,2 1,58 (m); 1,50 (m) 1,58 (m); 1,50
42,3
(m)
2” -CHy- 22,0 2,17 (m); 2,10 (m) 2,17 (m); 2,10
23,4
(m)
37 =CH- 123,9 5,13 (ttt; 1;6;7 Hz) 5",2", 6", 5,13 (ttt; 1;6;7
» 124,8
17, Hz)
4" =C= 1324 132,2
5” -CHs 25,7 1,69 (s) 47,3 25,8 1,69 (s)
6” -CHs 17,7 1,63 (s) 47,3 17,7 1,63 (s)
3-Me -CHs 22,9 1,33 (s) 3,2,1” 22,9 1,33 (s)

— COSY
7~ X HMBC

Hinh 3.8. Cu trac cua PT-6 (3'-hydroxy-3'methyl-2'-(3"-isoprenyl)-

pyranocoumarin) va cac tuong tac chinh quan st trén pho COSY va HMBC
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Kiém tra trén co so dit liéu ciia Reaxys va Scifinder ngay 30/7/2022, thi céu tric
hop chit PT-6 (1a 3'-hydroxy-3'methyl-2'-(3"-isoprenyl)-pyranocoumarin) chua
dugc cong bd. Do d6, hop chat PT-6 duoc xem la chit méi, 1an dau dugc phan 14p,
x4c dinh cau tric.

3.4.3. Cdc din xuadt acridon alkaloid
3.4.3.1. Hop chat PT-4

PT-4 1a bot vo dinh hinh, mau vang tuoi, tan tdt trong methanol, tan dugc trong
ethyl acetat, tan vira trong cloroform, khong tan trong n-hexan.

Trén ban mong silica gel Fasa; PT-4 cho vét tit quang dudi UV 254 nm va phat
quang mau t6i dugi UV 365 nm. Pho UV cia PT-4 do trong MeOH cho Amax & 409,
338, 267 nm.

Phé MS (ES") ctia PT-4 cho manh m/z 324,20 twong tng véi ion [M—H] . Phé
MS (ES") cta PT-4 cho manh m/z 348,00 tuong tng véi ion [M+Na]® va manh m/z
326,07 tuong tng véi ion [M+H]*. Suy ra sé khdi cua PT-4 1a M = 325,07 tuong
ung Véi cong thire phan tir C19H19NOa.

Phd NMR cua PT-4 cho thay su hién dién 19 tin hiéu carbon, trong d6 ¢6 3 nhém
-CHs, (oc 47,6; 17,8 va 25,4 ppm), 1 nhom methylen (Jc 25,5 ppm) 5 nhom =CH-
sp? (dc 96,8; 119,6; 122;9; 115,1 va 123,7 ppm); 10 carbon bac 4 trong d6 9 nhom
Civ sp® (6c 161,5; 163,8; 107,2; 148,5; 106,1; 150,4; 137,6; 124,1 va 130,7 ppm) va
1 nhém >C=0 (5c 181,6 ppm). Véi céac dir liéu pho nhu trén co thé khang dinh hop
chat PT-4 1a din xuat cua alkaloid nhan acridon. Ngoai ra phd *H NMR c¢6 su hién
dién cta nhom vy,y-dimethylallyl & on 1,66 (3H, s); 1.72 (3H, s); 3,39 (2H. t); 5,29 (1H,
t). Mot nhom hydroxyl & on 14,10 (1H, s) duoc gan cho vi tri Ci, (do lién két
hydrogen véi oxy ¢ Co (C=0), 2 nhém hydroxid con lai vai on 10,31 (1H, s) va
10,68 (1H, s) duoc cho 1a lién két véi Cs (dc 163.8 ppm) va Cs (dc 148,6 ppm). Cac
proton thom véi on 7,21 (d; 7,5); 7,16 (t; 8,0); 7,61 (d; 7,5); 6,23 (s) va mot nhom
N-methyl dn 3,57 (S). Proton du 6,23 (s) duoc gan cho vi tri C2, nhém prenyl lién

két véi Ca.
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Céu tric cuia PT-4 duoc xac dinh mot cach chéc chan bang cac dit liéu phé NMR
mot chiéu va hai chiéu. So sanh dir liéu phdé (*H NMR va *C NMR) cua PT-4 va
oriciacridon da dwgc cong bd trong cac tai 1iéu thi di liéu phdé NMR cua hop chit
phan 1ap PT-4 1a phu hop véi oriciacridon. Nhu vay, PT-4 chinh la oriciacridon. Dir
liu phd va tuong tic HMBC, COSY cua PT-4 duoc trinh bay ¢ Bang 3.18., Hinh
3.9. va xem Phu luc 4.

Bang 3.18. Dit liéu phd NMR cua PT4 so sanh vai ociriacridon

PT-4 (DMSO-de) Ociriacridon (CD30OD)
C DEPT oc on(d, Hz)  HMBC cosy oc on (3, Hz)
1 1-C 161,6 - - —~ 162,1
2 2-CH 96,8 6,23s 9a,4,1,3 - 96,7 6,17 (1H, s)
3 3-C 163,8 - - - 164,3
4 4-C 107,2 - - —~ 107,9
5 C (4a) 150,4 — - —~ 151,1
6 5-C 148,6 - - - 148,7
7 6-CH 119,6 7,21d (8) 8, 10a - 1192 7,08 (1H, d, 7,6)
8 7-CH 123,0 7,16t 8a, 5 7,61 122,7 7,04 (1H,t,7.8)
9 8-CH 1151  7,61d(75) 6, 10a,9 7,16 1157 7,62 (1H,d, 7,6)
10  C(8a) 1241 - - - 1246
11 9-C 181,6 - - - 182,5
12 C(9) 1061 - - = 106,7
13 10-N- 47,6 3,57s 10a, 4a - 46,5 3,56 (3H, 9)
CHs
14 C(10a)  137,6 - - = 138,2
15 11-CH, 25,6 3,39t 4,16, 17, 5,29 259 341 (2H,d,7,8)
4a, 4
16 12-CH 1237 5,29 t 18, 19 3,39 1248 5,30 (1H, m)
17 13-C 130,6 - - - 131,0
18  14-CH; 178 1,66s 16,17,19 17,0 1,66 (3H, s)
19 CHs 25,4 1,72s 16, 17,18 24,7 1,73 (3H, 5)
1-OH 14,1s
3-OH 10,31s

5-OH 10,68 s




91

Hinh 3.9. Ciu triic cua PT-4 (ociriacridon) va cac twong tac chinh quan sat trén phd COSY
va HMBC
3.4.3.2. Hop chat PT-5

PT-5 1a bot vo dinh hinh, mau dé gach, tan tét trong methanol, tan duogc trong
ethyl acetat, tan vura cloroform, khong tan trong n-hexan.

Ph6 UV cia PT-5 do trong MeOH cho Amax & 413, 319, 265 nm.

Phé MS (ES") ciia PT-5 cho manh m/z 300,19 tuwong tng véi ion [M—H]". Pho
MS (ES™) caa PT-5 cho manh m/z 324,02 tuong trng vai ion [M+Na]* va manh m/z
302,05 tuong ung vai ion [M+H]*. Suy ra s khoi cia PT-5 1a M = 301,19 tuong
ung voi cong thirc phan tir C16H1sNOs.

Phé NMR cua PT-5 cho thay su hién dién 16 tin hiéu carbon, trong d6 c6 3 nhom
-CHa, (Jc 59,9; 56,2 va 46,1 ppm), 4 nhom =CH- (Jc 93,8; 120,0; 122;9 va 115,3
ppm); 9 carbon béc 4 trong d6 8 nhém Civ sp® (dc 159,6; 159,4; 129,7; 148,2; 105,3;
141,6; 136,9; 123,7 ppm) va 1 nhém >C=0 (dc 181,6 ppm); 2 nhoém - OCHs (Jc
59,9 va 56,2 ppm) lién két lan luot véi cac carbon & Vi tri Cs va Cs. Mot nhom
hydroxyl & on 14,15 (1H, s) dugc gan cho vi tri C1, (do lién két hydrogen véi oxy &
Co (C=0), nhém hydroxid con lai véi dn 10,40 (1H, s) dugc cho 1a lién két voi Cs
(oc 148,2 ppm). Cac proton thom vai on 7,25 (d; 7,5); 7,17 (t; 7,5); 7,65 (d; 7,5);
6,46 (s) va mot nhém N-methyl 5u 3,71 (S). Proton du 6,46 (s) duoc gan cho vi tri
Co.

Céu tric cua PT-5 duoc xac dinh mot cach chic chan bang cac dir lieu pho NMR
mét chiéu va hai chiéu. So sanh dit liéu phé (*H NMR va 3C NMR) cua PT-5 va

citrusinin-1 da dugc cong bd trong céc tai lieu' thi dit lieu phé NMR cua hop chat
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phan 1ap PT-5 la phu hop vai citrusinin-1. Nhu vay, PT-5 chinh 1a citrusinin-1. D
licu pho va twong tic HMBC, COSY cuia PT-5 dugc trinh bay & Bang 3.19., Hinh

3.10. va xem Phu luc 5.

@) OH
[ )
s | 2 OCHz (O Kl}l) S OCH3_ sy
OH CH; OCHj,4 OH ~CH; OCH;,
7~ "\ HMBC
Hinh 3.10. Céu trtc cua PT-5 (citrusinin-1) va cac twong tac chinh quan sat trén phd
COSY va HMBC

Bang 3.19. Dit liéu pho NMR cua PT-5 so sanh véi citrusinin-|

PT-5 (DMSO-ds) Citrusinin-1 (CDsOD)
C  DEPT
s o (J, H2) HMBC  COSY  oc o (3, H2)
1 1C 1596 N N N 160,0
2 2CH 938 6,465 9,431 - 93,7 6.29 (s)
3 3C 1594 - - - 159.4
4 ac 1297 - - - 1289
5 C(da) 1416 - - - Ll
1201
6  5C 1482 - - - 148,0
7 6CH 1200 7.21d (8) 9,14 - 1201 7,06 (1H, d, 7.8)
8§  7-CH 1229 717t 6, 8a 765 1229 7.03(1H. 1, 7.8)
9 8CH 1153  765d(75)  7.10a9 717 1167  7.74(1H.d, 7.8)
10 C(ga) 1237 - - - 1247
1 9C 1816 - - - 1827
12 C(9) 1053 - - - 1065
13 18H'\3' 461 370 10a, 4a - 463 3,71s
14 C(10a) 1369 - - - 1376
15 11-CH, 599 3,91 3 60,5 3855
16 12-CH 56,2 3,60's 4 56,3 3755
OH 14,15's 2,94, 1

OH 10,40s
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3.4.4. Cdc hop chdt khdc
3.4.4.1. Hop chat PT-8

PT-8 1a bot v dinh hinh, khong mau, tan tét trong cloroform, kém tan trong
ethyl acetat, methanol, kém tan trong n-hexan. PT-8 khong tit quang duéi UV 254
nm, khong phat quang v6i UV 365 nm va cho mau tim hoa ca véi thude thir VS.

Phé MS (ES): PT-8 cho manh m/z 469,16 wong ng véi ion [M—H]". Suy ra s6
khdi ciia PT-8 14 M = 470,16 tuong tng V6i cong thirc phan tir C26H3oNOs.

Ph6 13C NMR va DEPT cua PT-8 cho thay su hién dién cua 26 tin hiéu carbon,
trong d6 c6: 4 nhom —CHs (dc 17,6; 20,7; 21,4 va 30,2 ppm), 5 nhoém >CH2 (dc 18,9;
30,8; 35,7; 36,4 va 65,4 ppm), 8 nhom =CH- (dc 48,1; 54,0 ; 60,6; 77,8; 79,2; 109,7;
141,1 va 143,2 ppm), 9 carbon bac 4, trong do: 6 Civ (oc 38,0; 46,0; 51,4; 65,7; 80,3
va 120,0 ppm) va 3 nhém >C=0 (éc 166,6; 169,1 va 206,1 ppm).

Ph6 'H NMR cho thay su hién dién cta 30 tin hiéu proton, trong d6 c6 3 tin hiéu
proton déu cho dinh singlet (v6i du 7,41; 7,40 va 6,34 ppm) dic trung cua khung
furan, 12 proton cua 4 nhom -CHzs cho tin hi¢u viung Jn 1-1,30 ppm, 15 tin hi¢u H
con lai xuat hién & vang o4 1,4 — 6 ppm.

Phé 13C NMR cho thay tin hiéu cta ceton (C-7) xuat hién tai ving truong thap dc
206,1 ppm, tin hiéu cua 2 lacton cacbon tai 6c 169,10 (C-3) va 166,6 ppm (C-16).
Tin hiéu ctia cac cacbon olefinic ciia vong furan xuat hién tai dc 141,4 ppm (C-23),
143,2 ppm (C-21), 120,0 ppm (C-20) va 109,7 ppm (C-22). Tin hi¢u cua cacbon
mang nhoém chtra oxi xuat hién tai oc 80,3 ppm (C-4), 79,2 ppm (C-1) va 77,8 ppm
(C-17). Hai cacbon cua vong epoxy c6 tin higu tai 6C 65,7 ppm (C-14) va 54,0 ppm
(C-15).

Céu trac cua PT-8 duoc xac dinh mot cach chic chan bang cac dit lieu phd NMR
mot chiéu va hai chiéu. So sanh dir liéu phé (*H NMR va C NMR) cua PT-8 va
limonin'3" da duoc cong bd trong cac tai lidu thi dit liéu phd NMR caa hop chét phan
lap PT-8 1a phu hop véi limonin. Nhu vay, PT-8 chinh 1a limonin. Dir liéu pho va
tuong tac HMBC, COSY cua PT-8 dugc trinh bay & Bang 3.20., Hinh 3.11. va

xem Phu luc 8.



94

Hinh 3.11. Céu trtc cua PT-8 (limonin) va va cac twong tac chinh quan sat trén phd
COSY va HMBC

Bang 3.20. Dit liéu phd NMR cua PT-8 so sanh véi limonin

PT-8/ CDCls Limonin/ CDCls
c °FF (500 MHz) (400 MHz)
o on (3, Hz) HMBC  COSY  oc on (3, Hz)
1 CH 792 4,035 3,19 26 792 4,03 m
297m 2,98 dd (16,8; 4,0)
2 CH, 357 2,68 d (17) 1,3,10 1 BT 567dd (168: 2.0)
3 Cc 1691 ) : : 169,0 i
4 C 803 : : : 80,3 i
5 CH 606 2.23d (15,5) Lo00 easb 607  222dd (158 34)
6 CH, 364 2,85t (15) 5,7, 10 5 364  2.85dd (158; 14.6)
7 C 2061 i i ) 206,1 i
8 C 514 : : : 51,4 i
9 CH 481 256d (125 8101924 - 482  255dd (12.2; 3,0)
10 C 460 : : : 46.0 i
1,84-1,95m 9,12, 13, 1,72-1,95m
11 CH, 189 o T 2 12 190
1,48-156 m 9, 11, 13, 1,46 -1,58 m
12 CH, 308 T3 Teem e 1 309
13 ¢ 380 : i : 38,0 i
14 C 657 : : : 65.7 i
15 CH 540 4,055 14,16 : 53.9 4,05
16 C 1666 : i : 166.5 :
12,13,
17 CH 778 5,47 s 14,1820, : 778 547 s
22
18 CH, 207 118 L 20,7 1185
476 d (13) 1,359, ) 4,76 d (13)
19 CH, 654 4,47 d (13) 10 65.4 4,46 d (13)
20 € 1200 ) ) : 120,1 )
21 CH 1432 7.40's 20,22,23 - 1433 7.40's
22 CH 1097 6.34's 20,21.23 23 1097 6.34's
23 CH 1414 7415 20,2122 22 1412 7415
24 CH, 176 108's 7.8,9.14 - 17,7 108's
252 CHs 302 129's 4,5, 25b : 302 1295
25b CHs 21,4 1,18 s 1,4,5, 25a - 21,4 1,18 s
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3.4.4.2. Hop chat PT-12

PT-12 tinh thé hinh kim, khong mau, dé tan trong n-hexan, cloroform. PT-12
khong tit quang dudi UV 254 nm, khong phat quang véi UV 365 nm va hién mau
tim véi thuée thir VS,

Tién hanh do phd H NMR va 3C NMR. Tt két qua phd, co thé so bo két luan
PT-12 1a hdn hop cua 2 chét thudc nhom phytosterol 1a stigmasterol (A, c6 A22) va
[-sitosterol (B, khong c6 A22).
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Hinh 3.12. Ph6 *H NMR (CDCls, 500 MHz) ctua PT-12

Tir phd 'H NMR (CDCls) ¢6 thé du doan dugc phan trim cua ting chét trong
hdn hop nho so sanh s tich phan cua 2 tin hiéu chung (H-6A + H-6B) vai 2 sb tich
phéan cua 2 tin hi¢u riéng (2-H olefin & 22-A va 23-A):

- (H-3A + H-3B) — 1 tin hiéu 3,53m véi s tich phan = 1,00

- (H-BA + H-6B) — 1 tin hiéu 5,35 br véi sb tich phan = 1,00

- (H-22A, dd) va (H-22B, dd) & bén canh (5 5,0 — 5,2) Véi s6 tich phan 1a 0,81 va
0,78 (trung binh 14 0,80).

Nhu vay, stigmasterol (A) chiém khoang 80% va p-sitosterol (B) chiém khoang
20% trong hon hop PT-12.
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3.5. So' b9 danh gia co ché tac dong ddc té bao in vitro caa cac hop chat
tiém ning
Trong cac chat phan 1ap duoc, ostruthin va 8-methoxyostruthin 1a cac hop chat
phan 1ap dugc tir cao phan doan c6 hoat tinh sinh hoc tiem nang Voi khéi lugng 16n,
quy trinh phan 14p don gian nén ostruthin va 8-methoxyostruthin duoc chon dé danh
gia hoat tinh doc té bao in vitro va so bo danh gia co ché tac dong doc té bao in
vitro.
3.5.1. Ddnh gid hoat tinh déc té bao in vitro Ciia ostruthin va 8-methoxyostruthin
Hoat tinh doc té bao ung thu in vitro cua ostruthin va 8-methoxyostruthin & cac
ndng d6 100; 75, 50; 25; 12,5 uM duoc khao sat trén dong té bao HAK1B va MDA-
MB-231. Két qua duogc thé hién qua ty 18 Gc ché ting truong té bao (%), trinh bay
trong Bang 3.21. va xem Phu luc 23, Phu luc 24.

Bang 3.21. Hoat tinh doc té bao cua ostruthin va 8-methoxyostruthin

Té bao HAK1B Té bao MDA-MB-231
i Nong % S0 T 1¢ %so Tylé
Miuthi  d)  ODwng oy  v6i ' 0% ODumg oo véi e
(nM) binh mau (%) binh mau ché
chirng chitng (%)
DMSO 0,187 0,010 100,0 0,0 0,578 0,029 100,0 0,0

25 0,070 0,001 37,2 62,8 0,053 0,003 9,2 90,8
12,5 0,074 0,005 39,3 60,7 0,077 0,004 13,3 86,7
6,25 0,085 0,005 45,2 54,8 0,271 0,025 46,9 53,1
3,13 0,156 0,004 83,1 16,9 0,564 0,013 97,5 2,5
156 0,161 0,011 85,9 14,1 0,661 0,022 1144 -144
0,78 0,160 0,005 85,6 14,4 0,540 0,013 93,4 6,6

Sorafenib

100 0,060 0,015 32,0 68,0 0,052 0,003 9,0 91,0
75 0,065 0,004 34,7 65,3 0,048 0,006 8,3 91,7
Ostruthin 50 0,065 0,018 34,7 65,3 0,051 0,006 8,9 91,1
25 0,104 0,016 55,5 445 0,323 0,038 55,9 44,1
12,5 0,167 0,005 89,1 10,9 0,605 0,032 1046 -46

100 0,077 0010 41,1 589 0051 0002 88 912
75 0065 0001 345 655 0083 0008 144 856
802:%?%3/ 50 0,109 0015 584 416 0312 0011 539 46,1
25 0161 0009 858 142 0585 0,004 101,1 -1,1

125 0,171 0,013 91,1 8,9 0,672 0,002 1161 -16,1
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Trén dong té bao ung thu gan ngudi HAK1B, ostruthin va 8-methoxyostruthin
thé hién tac dong doc té bao & cac néng do6 khao sat 12,5-100 pM. So voi mau
chang, ty 16 &c ché tang trudong té bao khoang 10-70%.

Trén dong té bao ung thu MDA-MB-231, ostruthin va 8-methoxyostruthin thé
hién tac dong doc té bao & cac nong d6 khao sat 25-100 puM. So véi mau ching, ty
18 wrc ché tang trudng té bao khoang 45-90%.

Két qua cho thiy ostruthin va 8-methoxyostruthin thé hién tac dong doc té bao
t6t hon trén dong té bao MDA-MB-231 so v§i dong té bao ung thu HAK1B.

Phuong trinh tuyén tinh gitra ndng d6 mau thir va ty & &c ché, ICsocuia mau thir
trinh bay trong Bang 3.22.

Bang 3.22. Phuong trinh biéu didn méi lién quan giira ndng d6 mau thi va ty 18 Gc ché,

ICso cia mau thir

Mau thir Phuong trinh Gia tri R Gi{‘(;‘%&’o
Té bao HAKIB

Sorafenib y =-0,2028x? + 7,3547x + 5,1147 0,9127 8,222

Ostruthin y =-0,0138x? + 2,0958x - 7,2283 0,9294 40,095
8-methoxyostruthin y =-0,0083x? + 1,5987x - 14,557 0,9517 60,112

Té bao MDA-MB-231

Sorafenib y =-0,2885x? + 11,371x - 12,51 0,9352 6,099

Ostruthin y =-0,0191x? + 2,9502x - 15,475 0,9391 32,416
8-methoxyostruthin y =-0,0158x? + 3,2092x - 70,7 0,9923 47,805

Trén dong té bao ung thy HAKIB, gia tri 1Cso cua ostruthin (40,095 uM) va 8-
methoxyostruthin (60,112 uM) lan luot gap 4,9 lan va 7,3 1an ICso cua chat doi
chiéu sorafenib (8,222 uM).

Trén dong té bao ung thuy MDA-MB-231, gia tri ICso Ctia ostruthin (32,416 uM)
va 8-methoxyostruthin lan lugt 13 (47,805 uM) gép 5,3 lan va 7,83 1an ICso ciia chat
d6i chiéu sorafenib (6,099 uM).
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3.5.2. Mirc dé biéu hign cia protein KDM2A
Pé tai tién hanh kiém tra va so sanh mirc d biéu hién cua protein KDM2A trong
té bao nhom bat hoat va té bao nhém chitng bang Western blot, két qua thu duoc
nhu Hinh 3.13.
HAKI1B cell MDA-MB-231 cell

SiM  Si97 SiM Si97

KDM2A

Hinh 3.13. Két qua Western blot biéu hién cua protein KDM2A
Két qua trén hinh anh Western blot cho thiy sau khi dua phan tt KDM2A-
siRNA vao té bao HAKIB va té bao MDA-MB-231, biéu hién protein KDM2A di

bi bat hoat gan nhu hoan toan so véi nhom chung (control SiRNA).
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3.5.3. Khdo sdt vai tro cua protein KDM2A

160

Sorafenib (uM) - 72h mSi97 mSiM
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25 /12.5/6.25/3.13/1.56/0.78/0.39| 25 | 12.5 6.25/3.13/1.56/0.78|0.39
MDA-MB-231

Hinh 3.14. Biéu d6 biéu dién anh huéng protein KDM2A dén tac dong cua sorafenib

Sau khi xt Iy voi ddi chiing sorafenib trong 72 gid ¢ cac nong do 0,39-25 uM, so
v6i nhoém té bao MDA-MB-231 ddi ching (SiM), thi nhom té bao bat hoat KDM2A
(Si97) co ty Ié té bao séng so vGi mau ching cao hon, két qua cho thiy co su khéac

biét 1 giita nhom bat hoat KDM2A va nhom ching.
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Hinh 3.15. Biéu d6 biéu dién anh huong protein KDM2A dén tac dong cua ostruthin va
8-methoxyostruthin 1én dong té bao MDA-MB-231

Sau khi xir 1y t& bao MDA-MB-231 véi ostruthin hoic 8-methoxyostruthin trong
72 gio & cac nong d6 2,5 - 100 uM, so v6i nhom té bao MDA-MB-231 d6i chimng
(SiM), thi nhom té bao bat hoat KDM2A (Si97) c6 ty Ié té bao séng so véi mau
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ching cao hon ¢ da sb cac nong do cua 8-methoxyostruthin; tuy nhién sy khac biét
10 gitta nhom bat hoat KDM2A va nhom chirg khong dang ké 5-25%, trong d6 cao
nhat & ndng do 25 uM. Bdi véi mau thir ostruthin, ty 16 té bao MDA-MB-231 bit
hoat KDM2A séng cao hon so véi ty 1é sdng cua té bao ching & 2 néng d6 75 uM
va 100 uM voi su khéac biét lan luot 13 7,5% va 12,2%; ¢ nong d6 50 pM, két qua

khac biét dang ké so véi xu hudng ciia cac ndng do con lai.

160 : :
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Hinh 3.16. Bi¢u d6 biéu dién anh huong protein KDM2A dén tic dong cua ostruthin va 8-
methoxyostruthin 1én dong té bao HAK1B

Sau khi xur 1y t& bao HAK 1B véi ostruthin hoac 8-methoxyostruthin trong 72 gio
& cac ndng d6 2,5-100 pM, so voi nhoém té bao ddi ching, thi nhom té bao bat hoat
KDM2A c6 ty 18 té bao séng so voi mau ching cao hon & da sé cac nong do cua 8-
methoxyostruthin; tuy nhién sy khac biét 1& giita 2 nhom khong déng ké, su khac
biét rd & nong do 25 uM. Dbi vai ostruthin, ty 1& té bao bat hoat KDM2A khong
khac biét hodc thap hon so véi ty 18 sdng cua té bao chiing & cac ndng do khao sat.

Trén hai dong té bao MDA-MB-231 va HAK 1B, protein KDM2A anh hudng dén
tac dong cua 8-methoxyostruthin 1én qué trinh ting trudong cua té bao trong thoi
gian xu 1y 72 gio.
3.6. Thiét 1ap chat chuan va xay dwng quy trinh dinh lwrong bang HPLC
3.6.1. Xdy dung b¢ dir ligu chudn, ddnh gid chat chuan 8-methoxyostruthin va ostruthin

Trong cac chat phan 1ap dugc, ostruthin va 8-methoxyostruthin 1a cac hop chat
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dap Gmg day du yéu cau dé ra vé thiét 1ap chat ddi chiéu tir duoc lidu.
3.6.1.1. X4y dung b dix liéu chuan 8-methoxyostruthin

M td: Bot tinh thé hinh kim, khong mau.

Tinh chét: Tan trong methanol, ethyl acetat, cloroform.

Nhiét d6 nong chay: 81,2 °C (Do bing ky thuat DSC) xem Phu luc 25.
Dinh tinh

Pinh tinh bing SKLM: MAu pha trong methanol, nong d6 0,1 mg/ ml. Luong
mau cham: khoang 10 pl. Ban méng silica gel trang san ciia Merck. Thudc thir phat
hién: Acid sulfuric 10 % trong ethanol 96%, siy 5 phat & 110 °C. Két qua: 8-
methoxyostruthin cho vét mau xanh, c6 R = 0,51.

Pinh tinh bing HPLC

Tién hanh phan tich mau trong diéu kién giong véi diéu kién dinh lugng.

Sac ky do cho mot pic chinh ciia 8-methoxyostruthin. Pho UV cho 2 cuc dai hap
thu & budce song 204 nm va 332 nm. Sic ky do 3D khong cho cac pic tap & cac budc
song khac xem Phu luc 34.

Pinh tinh bang cic phwong phap pho nghiém

Phé UV: Pho UV cho 2 cuc dai hip thu ¢ bude song 204 nm va 332 nm.

Phé IR: Pho IR (KBr) c6 vmax: 3212, 1692, 1569 cm™.

Phé MS: Pho MS (ES*) cuiia 8-methoxyostruthin cho manh m/z 329,13 phu hop
véi ion [M + H]* va manh m/z 351,11 phu hop vai ion [M + Na]*.

Phé NMR: Phé 3C NMR cua 8-methoxyostruthin cho thay su hién dién caa 20
tin hiéu carbon, trong d6 c¢6 3 nhom —CHs (doc 16,2; 17,7 va 25,7 ppm), 3
nhém >CHa (5¢c 26,6; 27,6 va 39,7 ppm), 5 nhém =CH- (6c 112,5; 120,9; 122,4;
124,2 va 144,3 ppm) 8 carbon béc 4, trong d6: 7 nhém Civ sp® (6c 112,4; 125,2;
131,5; 133,2; 137,6; 145,3 va 150,0 ppm) va 1 nhém >C=0 (¢ 160,5 ppm), 1 nhém
—OCHs (6c 61,7 ppm).

Ph6 'H NMR cuaa 8-methoxyostruthin cé 2 tin hiéu doublet c6 hang sé twong tac
J=95Hz & 64 6,22 (H-3) va 7,58 (H-4), 1 tin hidu singlet & o & 6,95 (H-5), cho

thay day 1a mot coumarin bi thé ¢ vi tri C-6, C-7 va C-8.
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Dj tinh khiét va tap chat lién quan

Tién hanh tiém 3 1an miu thir theo diéu kién dinh luong. Ghi nhan thoi gian luu
va ham luong tap theo phwong phap quy vé 100% dién tich dinh. Ham luong tap
trong 8-methoxyostruthin 1a 2,2% < 3%.
Dinh luwong

Tién hanh dinh lwong véi 3 lan tiém mau, lay gia tri ham luong trung binh cua 8-
methoxyostruthin (Tinh theo phuong phap quy vé 100% dién tich pic). Ham luong
trung binh cua 8-methoxyostruthin la 97,7% tinh theo nguyén trang.

Két qud danh gid 8-methoxyostruthin

Bang 3.23. Két qua danh gia 8-methoxyostruthin

STT Chi tiéu Mikc chét lwong Két qua

1 Cam quan Bot tinh thé hinh kim mau tring Ping
Phé UV-Vis mau tht cho phé dac trung, c6 hai cuc dai

2 Pho UV-Vis hap thu tai 204 nm va 332 nm Bung
3 Phd IR Ph‘cl IR mau thir phai trung véi pho IR trong tai li¢u doi Piing
chiéu
Diém chay Khoang 79-83 °C Pung
5 Do 4m Do 4m dudi 10% Pat (5,1%)
2 Cho pic ion phu hgp vai cong thirc phan tir C2oH2404 cuia ,
6 Pho MS 8-methoxyostruthin bung
2 Phai cho ph6 'H NMR va 3C NMR phu hop véi cong ,
! Pho NMR thirc cAu tao cua 8-methoxy ostruthin hoac TLTK bing
T A < k, A . h h» hq . r ha A A A
8 SKLM refl sac ky do, flung d;c( t ~u }3 al‘ coc ’u yeéu mot vet Ping
Khoéng duogc phép ¢ 1 vét rd rét nao khac
9 Thir tap chét Tdng ham luong ciia cac pic tap phai < 3% Dat (2,2%)
. Ham lugng 8-methoxyostruthin tinh theo nguyén trang Pat
10 binh lugng phai > 95% (97,7%)

3.6.1.2. Thiét 1ap chat chuan 8-methoxyostruthin
Dong goi

Pong goi trong diéu kién nhu trong phuong phap nghién ctu. Khdi lugng ban
dau: 270 mg. Khéi luong déng 1o: 5 mg/ lo. Sé lo dong duoc (N): 53 lo. Khéi lwong
conlai: 0,59
Ddnh gid dong nhit lo trong qud trinh déng lo

Chon phong thi nghiém cia khoa Nghién ctru phan tich va khoa Thiét lap chat

chuan va chat d6i chiéu, Vién Kiém Nghiém thuéc TP. HCM dé tién hanh kiém tra
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d6ng nhat lo trong qué trinh déng lo (xem Phu luc 27)
Tién hanh: S6 lo can lay: 6 lo. LAy ngau nhién céac lo, mdi lo kiém tra ham lugng
2 lan. Phan tich phuong sai mét yéu to theo ANOVA.
Bang 3.24. Bang phan tich ANOVA két qua danh gia dong nhat 16

. Tong do léch  Bic tw
Bién thién Phuwong sai F P-value Fo.os

binh phwong do

Gitra cac
0,001083 1 0,001083 1,1264041 0,31350319 4,96460274
nhom
Trong cung
0,00961467 10 0,000961467
nhom
Téngcong  0,01069767 11

Nhgn xét: F =1,1264 < Foos = 4,9646

Nhu vdy ham lugng gitra cac lo khac nhau khong y nghia. Cac lo 8-
methoxyostruthin dong nhat trong qua trinh déng lo.
Ddnh gid chét chudn thong qua lién phong thi nghigm

Chon 2 phong thi nghiém dat chuan GLP dé tién hanh danh gi4 chat chuan: Khoa
Nghién ctu phan tich (PTN-1) va Khoa Thiét lap chat chuan & chat doi chiéu
(PTN-2) thuoc Vién kiém nghiém thuéc TP H6 Chi Minh.

Két qua dugc trinh bay trong Bang 3.25 va Bang 3.26.

Bang 3.25. Két qua dinh lugng (%) 8-methoxyostruthin tai hai phong thi nghiém

Miu 1 2 3 4 5 6 Trung binh
PTN1 97,66 97,76 97,71 97,72 97,75 97,69 97,71
PTN2 97,67 97,67 97,73 97,69 97,72 97,69 97,69

Phan tich phuong sai.

Bang 3.26. Bang phan tich két qua danh gia lién phong thi nghiém

PTN 1 PTN 2
Mean 97,71 97,69
Variance 0,0011308 0,0018816
Observations 6 6
Pooled Variance 0,0015062
Hypothesized Mean Difference 0

df 10
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t Stat 1,02647208
P(T<=t) one-tail 0,16442898
t Critical one-tail 1,81246112
P(T<=t) two-tail 0,32885796
t Critical two-tail 2,22813885

Nhén xét: So sanh t start nho hon t Critical, gia tri trung binh 2 phong thi nghiém
gidng nhau. Két qua trung binh cua hai phong thi nghiém khac nhau khong co ¥
nghia, phuong phap phan tich c6 d6 lap lai cao, ham lugng 8-methoxyostruthin
khong phu thudc vao phong thi nghiém tham gia danh gia.

Xdc dinh gid tri dn dinh

Phuong phap Robust analysis: Algorithm A (ISO 13528 (2005).

Bang 3.27. Két qua gia tri 4n dinh ham luong (%) 8-methoxyostruthin (n = 12)

Chu ky 0 Chukyl  Chuky2  Chuky3  Chuky4
DL gbc (%) Xi-X* Xi*1 Xi*2 Xi*3 Xi*4
X*-8 97,64 97,64 97,64 97,64
x*+0 97,76 97,77 97,77 97,77
X* 97,70 97,70 97,70 97,70 97,70
s* 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03
) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

Nhdn xét

Sau hai lan thay ddi, gia tri s* khong thay ddi, khi d6 gia tri x* méi dugc chon 1a
97,7%. Tur két qua trén, tinh z — score. Khong c6 gia tri ndo c6 |z| > 2.Tinh trung
binh cac két qua con lai, thu duoc két qua nhu sau: Ham lugng trung binh: 97,7% (n
=12). b6 léch s: 0,03. Bo khong dam bao do u: 2,1%
Két lugn

Chat 8-methoxyostruthin du diéu kién chuan goc (primary), c6 thé ding ky chat
chuan qudc gia véi ham luong duoc xac dinh 1a 97,7% tinh theo nguyén trang (n =
12,5 =0,03, u =2,1%).
Céng bé chudn

Lap ho so chat chudn, dan nhin lo chuin va kém theo phiéu kiém nghiém (xem
Phu luc 29).

Bdo quan
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Bao quan ¢ 2-8 °C, noi kho rao, tranh anh sang.
3.6.1.3. X4y dung b dix liéu chuén ostruthin
M td: Bot tinh thé hinh khéi, khong mau.

Tinh chat: Dé tan trong cloroform, ethyl acetat, methanol, kém tan trong n-hexan.
Nhiét d6 nong chay: 118.3 °C (do bang ki thuat DSC) (xem Phu luc 26).
Dinh tinh

Pinh tinh bang SKLM: MAu pha trong methanol, nong d6 0,1 mg/ml. Luong
mau cham: khoang 10 pl. Ban méng silica gel trang san ciia Merck. Thudc thir phat
hién: Acid sulfuric 10% trong ethanol 96%, siy 5 phat & 110 °C. Két qua: ostruthin
cho vét mau xanh, c¢6 Rf = 0,51.

Pinh tinh bing HPLC

Pé tai tién hanh phan tich miu trong diéu kién gidng véi diéu kién dinh lugng.
Sic ky do cho mot pic chinh cta ostruthin. Phd UV cho 2 cuc dai hap thu ¢ budc
song 200 nm va 332 nm. Sic ky do 3D khong cho céc pic tap & cac budc song khac
xem Phu luc 33.

Pinh tinh bang cic phwong phap pho nghiém

Phé UV: Phd UV cho 2 cuc dai hap thu & budce song 200 nm va 332 nm.

Phé IR: Pho IR (KBr) ¢6 vmax: 3160, 1678, 1568 cm™.

Phé MS: Phé MS (ES*) cua ostruthin cho manh m/z 299,13 phu hop véi ion [M +
H]* va manh m/z 321,13 phu hop vai ion [M + Na]*.

Phé NMR

Phd 3C NMR cua ostruthin cho thay sy hién dién caa 19 tin hiéu carbon, trong
d6 ¢6 3 nhém —CH; (5¢16,2; 17,7 va 25,7 ppm), 3 nhém >CH, (J¢ 26,4; 28,4 va 39,7
ppm), 6 nhom =CH- (Jc 103,3; 112,4; 120,8; 123,8; 128,3 va 144,1 ppm), 7 carbon
béc 4, trong d6: 6 nhém Cu spe (Jc 112,3; 125,6; 131,9; 138,9; 154,2; 158,6 ppm) va
1 nhém >C=0 (dc 162,2 ppm).

Pho *H NMR cua ostruthin cé 2 tin hiéu doublet c6 hang s6 twong tac J = 9,5 Hz
& 51 6,24 (H-3) va 7,64 (H-4), 2 tin hiéu singlet & on & 7,2 (H-5) va 7,0 (H-8), cho
thiy day 1a mot coumarin bi thé ¢ vi tri C-6 va C-7. Ngoai ra, trén pho 'H NMR
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Xuit hién cac tin hiéu proton cia mot mach nhanh c¢6 3 nhém vinyl metyl & Jn 1,61
(H-9), 1,69 (H-8") va 1,75 (H-10'), hai proton metylen éH 2,13 (t, 6 Hz, H-5') va
2,09 (t, 6 Hz, H-4"), hai triplet cua 2 proton olefin & 6n 5,33 (H-2") va 5,09 (H-6").
D¢ tinh khiét va tap chat lién quan

Tién hanh tiém 3 1an miu thir theo diéu kién dinh luong. Ghi nhan thoi gian luu
va ham luong tap theo phwong phap quy vé 100% dién tich dinh. Ham luong tap
trong ostruthin 1a 1,01% < 3%.
Dinh luong

Dinh lugng véi 3 lan tiém mAu, iy gia tri ham luong trung binh cta 8-methoxy
ostruthin (tinh theo phwong phap quy vé 100% dién tich pic). Him luwong trung binh
cua ostruthin 1a 99,0% tinh theo nguyén trang.
Két qud ddnh gid ostruthin

Bang 3.28. Két qua danh gia ostruthin

STT Chi tiéu Mikc chit lwong Két qua

1 Cam quan Bot tinh thé hinh kh6i mau tring Ding
Phd UV-Vis mau thtr cho phd déc trung, c¢6 hai cuc dai hdp

2 PROUVAVIS ) t9i 200 nm va 332 nm bung
3 Phé IR Phé IR mau thir phai tring v6i phd IR trong tai liéu dbi chiéu Ping
4 Diém chay Khoang 116-119 °C Pung
: : . Dat
2 A 2 100 :
5 b6 am Do am dudi 10% (4,5%)
6 Phé MS Cho pic ion phu hop vai cong thirc phan tir C19H2203 ciia Pling
ostruthin
2 Phai cho ph6 'H NMR va 3C NMR phu hop véi cong thire ,
! Pho NMR cAu tao cta ostruthin hodc TLTK Bing
Trén sic ky dd, dung dich thir phai c6 chi yéu mot vét ,
8 SKLM R o , Pung
Khong dugc phép c6 1 vét rd rét nao khac
9 Thir tap chét Tdng ham luong ciia cc pic tap phai < 3% Dat
: ; : = (1,01%)
. . . . .. bat
10 DPinh lugng Ham lugng ostruthin tinh theo nguyén trang phai > 95% (99,0%)
,0%

3.6.1.4. Thiét 1ap chat chuin ostruthin
Dong goi

DPoéng goi trong diéu kién nhu trong phuong phap nghién ctru: Khéi lugng ban
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dau: 500 mg. Khéi lugng dong lo: 5 mg/ lo. Sb lo dong duoc (N): 100 lo.
Ddnh gid dong nhit lo trong qud trinh déng lo

Chon phong thi nghiém cua khoa Nghién ctru phan tich va khoa Thiét 1ap chat
chuan va chat d6i chiéu, Vién Kiém Nghiém thuéc TP. HCM dé tién hanh kiém tra
d6ng nhét lo trong qué trinh déng lo.

Tién hanh: S6 lo can ldy: 6 lo. LAy ngau nhién cac lo, mdi lo kiém tra ham luong
2 1an. Phan tich phuong sai mot yéu té theo ANOVA (xem Phu luc 28).

Bang 3.29. Bang phan tich ANOVA két qua danh gia dong nhat 16

Toéng d9 léch  Bac tw

Bién thién binh phwong do Phwong sai F P-value Fo.os
G;‘fli ;f‘c 2,08333E-06 1 2,08333E-06  0,667557 0,93649418 4,96460274
Trong eing ) 533190833 10 0,000312083
nhém
Tong cong 0,003122917 11

Nhégn xét: F = 0,6675 < Foos = 4,9646. Nhu vdy ham luong gitra cac 1o khac
nhau khong y nghia. Cac lo ostruthin dong nhat trong qué trinh déng lo.
Ddnh gid chét chudn thong qua lién phong thi nghigm

Chon 2 phong thi nghiém dat chuan GLP dé tién hanh danh gia chat chuan. Khoa
Nghién ctru phan tich (PTN-1) va Khoa Thiét lap chat chuan & chat doi chiéu
(PTN-2) thudc Vién kiém nghiém thuéc TP.HCM.

Két qua dugc trinh bay trong Bang 3.30. va Bang 3.31.

Bang 3.30. Két qua dinh lugng (%) ostruthin tai hai phong thi nghiém

Miu 1 2 3 4 5 6 Trung binh
PTN1 98,98 98,995 99,02 99,015 99,01 98,985 99,0
PTN2 98,975 98,98 99,02 99,015 99,01 99 99,0

Phan tich phuong sai.
Bang 3.31. Bang phén tich két qua danh gi4 lién phong thi nghiém

PTN 1 PTN 2
Mean 99,00083333 99
Variance 0,000274167 0,00035
Observations 6 6
Pooled Variance 0,000312083

Hypothesized Mean Difference 0
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df 10
t Stat 0,081704146
P(T<=t) one-tail 0,46824709
t Critical one-tail 1,812461123
P(T<=t) two-tail 0,93649418
t Critical two-tail 2,228138852

Nhdn xét: So sanh t stat nhd hon t Critical, gia tri trung binh 2 phong thi nghi¢m
gidng nhau. Két qua trung binh cua hai phong thi nghiém khac nhau khong co ¥
nghia, phuong phép phan tich c6 do lap lai cao, ham lugng ostruthin khong phu
thudc vao phong thi nghiém tham gia danh gia.

Xdc dinh gid tri dn dinh

Phuong phap Robust analysis: Algorithm A (1SO 13528 (2005).

Bang 3.32. Két qua gia tri 4n dinh ham luong (%) ostruthin (n = 12)

Chu ky 0 Chukyl  Chuky2  Chuky3  Chuky4
DL gbc (%) Xi-X* Xi*1 Xi*2 Xi*3 Xi*4
X*-0 98,98 98,97 98,97 98,97
x*+8 99,03 99,03 99,03 99,03
X* 99,01 99,00 99,00 99,00 99,00
s* 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
) 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03

Nhan xét: Sau ba lan thay doi, gia tri s* khong thay doi, khi d6 gia tri X* mai
duoc chon 13 99%. Tur két qua trén, tinh z — score. Khong cé gia tri nao co |z| > 2.
Tinh trung binh cac két qua con lai, thu duoc két qua nhu sau: Ham lugng trung
binh: 99,0% (n = 12). B¢ léch s: 0,02 . D6 khong dam bao do u: 2,1%.

Két luan

Chat Ostruthin du diéu kién chuan géc (primary), c6 thé ding ky chat chuan quéc
gia véi ham lugng dugc xac dinh 1a 99,0% tinh theo nguyén trang (n = 12, s = 0,04,
n=21).

Céng bé chudn

Lap hd so chat chuan, dan nhén lo chuan va kém theo phiéu kiém nghiém (xem

Phu luc 30).

Bdo qudn: Bao quan ¢ 2 — 8 °C, noi kho rdo, tranh anh séng.
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3.6.2. Xdy dung quy trinh dinh luong dong thoi demethylsuberosin, ostruthin va
8-methoxyostruthin bang phwong phdp HPLC

Qua khéo sat hda hoc va phan 14p cac hop chét c6 trong X4o tam phan c6 nhiéu
nhém hop chét coumarin dac biét 1a cac hop chat c6 khung 7-hydroxycoumarin. Vi
vay, viéc xdy dung quy trinh dinh luong dong thoi 3 coumarin va s dung
demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin nhu 1a chat dbi chiéu 1a can
thiét cho kiém nghiém nguyén liéu nay.
Khdo sdt quy trinh dinh lwong bing phwong phdp HPLC

Khdo sdt diéu kién dung méi rira gidi

Piéu kién phan tich: Hé théng HPLC LC-2030C 3D, dau do PDA (Shimadzu,
Nhat Ban). Cét: Cosmosil 5Cig-AR-1I, 4,6 x 250 mm, 5 ym. Toc dé dong: 1,0
ml/phit. Buéc séng phat hién: 331 nm. Thé tich tiém mau: 10 pL. Thoi gian phdn
tich: 25 phut. Pha dgng: Acetonitril — nuéc

Tién hanh khao sat v6i chuong trinh rra giai voi 3 chuong trinh rira giai khéc
nhau. Két qua duoc trinh bay trong Hinh 3.17.

y < 7RIS S g L

2 . 3 2

3 ) 3

Chuong trinh 1 Chuong trinh 2

mARLORL

Chuong trinh 3
Hinh 3.17. Sic ky d6 HPLC tham do chuong trinh rra giai
Nhén xét:

Chuong trinh 1 va 2 ¢6 thoi gian luu cua pic demethylsuberosin lan luot 1a 8,1
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phut va 7,0 phut, ostruthin 1an lwot 13 16,0 phut va 14,4 phut, 8-methoxyostruthin 13
16,5 phut va 15,3 phut. Ca ba pic déu c6 thoi gian lwu dudi 20 phut. Cac pic tach tot
va khong bj tring pic, dat do tinh khiét pic hon 99,9%.

Chuong trinh 3 c6 thoi gian luu cua pic demethylsuberosin 1a 4,0 phut, ostruthin
1a 7,6 phit va 8-methoxyostruthin 1a 8,5 phat. Thoi gian xuat hién cua ba pic ngin
lai S0 véi chuong trinh 1 va 2, hai pic ostruthin va 8-methoxyostruthin tach tét véi
cac pic con lai trong mAu. Tuy nhién pic demethylsuberosin khong tach tét, van con
bi trung pic véi cac pic phia trudc va phia sau.

Vi vay chon chuong trinh 2 lam chuong trinh rira giai vi chuong trinh rua giai
Ndy céc pic tach tot va co thoi gian luu ngan hon chuong trinh 1.

Diéu kién HPLC dinh lwong dong thoi demethylsuberosin, ostruthin va 8-
methoxyostruthin

Dua vao pho UV cua demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin chon
budc song phat hién 1a 332 nm.

Piéu kién phan tich duoc chon nhu sau: Hé théng Shimadzu LC-2030C 3D. Cét:
Cosmosil 5C1g-AR-11, 4,6 x 250 mm, 5 pm. Tdc do dong: 1,0 ml/phit. Pdu do: PDA.
Buéc séng phat hién: 332 nm. Thé tich tiém madu: 10 uL. Thoi gian phdn tich: 25
phut. Pha dong: Acetonitril — nudc

Bang 3.33. Chuong trinh rira giai gradient

Thai gian (phut) Acetonitril (%0) Nuée (%)
0 55 45
15-20 80 20
20-25 100 0

Kiém tra dé tinh khiét ciia chat chuan

Ostruthin va 8-methoxyostruthin da dugc thiét 1ap chat dbi chiéu nén khong tién
hanh kiém tra d¢ tinh khiét.

Kiém tra do tinh khiét caa chuian demethylsuberosin

Trén sic ky d6 2D chi cho mét pic chinh va trén sic ky d6 3D khong xuét hién
cac pic khac & cac budce song khac nhau. Phd UV cho 2 diém cuc dai hap thu 206 va

332 nm tuong Gng véi phd UV cua demethylsuberosin. Do tinh khiét pic cua pic
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demethylsuberosin dat 99,97 %. Két qua kiém tra chat chuan demethylsuberosin
dugc trinh bay ¢ Hinh 3.18.

Séc ky ¢6 HPLC 2D

Phé V‘UV L:‘ﬁa bic démetvhylsrtiberesinr chuaén ‘D(f;tillt’lhukhié’; pic h
Hinh 3.18. Két qua kiém tra chat chuan demethylsuberosin
Chudn bi médu
Khao sat dung mdi chiét
Tién hanh theo muyc 2.8.6.2. Két qua khao sat dugc trinh bay tai Bang 3.34.
Bang 3.34. Két qua khao sat dung méi chiét

Dién tich dinh (mAU.s)

Dung méi chiét

Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin
Acetonitril 970770 4125551 351545
Ethanol 96 % 644303 2519863 223040
Methanol 1045593 3785637 326725

Khao sit dung mdl chiét
1~ E0H
[pre s b'e 2 - MeOM - SO000K

1. ACN 3 wonmm
i -‘
5000 g [ gl ey

Hinh 3.19. Sic ky d6 khao sat dung moi chiét

hdan

Nhan xét: Trong ba dung moi tién hanh khao sat, lugng demethylsuberosin,

ostruthin va 8-methoxyostruthin thu dwoc khi chiét véi methanol va acetonitril 16n
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hon so véi ethanol 96 %. Khong co su khac biét I6n gitra dung moi methanol va
acetonitril. Vay chon methanol Ia dung méi chiét.

Khao sat phwong phap chiét

Dua vao két qua nghién ctru ciia nhom tac gia da thuc hién chon chiét mau bang
siéu 4m v&i methanol cho dinh lwong do ¢ hiéu suét chiét cao nhat va phuong phap
don gian.

Khao sat thai gian chiét

Tién hanh theo muyc 2.8.6.2. Két qua dugc trinh bay trong Bang 3.35.

Bang 3.35. Két qua khao sat thoi gian chiét

Thoi gian chiét Dién tich dinh (mAU.s)
(phut) Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin
15 626873 2563152 219618
30 1021598 4321463 354200
60 855234 3009542 273474
Khao st théi gian chiét
1 = Demethyiruberonis 1 = Devnethtrubees mn
500000 » .X ;M'.«::-:r:,v,u‘ A . Jc ;h“-;_‘-'--v-..v...t--;"'.,,
Lo
i 25000 v
“ 2000000 1
L0000 . 3 Y " 30 phast
o 15 phnt
TN g WL

Hinh 3.20. Két qua khao sat thoi gian chiét
Nhan xét: Siéu 4m 30 phat, ham lwong cia cac chat demethylsuberosin,
ostruthin va 8-methoxyostruthin ting 1én rd rét. Tuy nhién, néu tiép tuc siéu am thi
demethylsuberosin va ostruthin bi giam ham luong trong dich chiét, dac biét 1a
ostruthin. Piéu nay c6 thé thoi gian siéu 4m dai dan dén sinh nhiét lam hu hoat chat.
Do do, chon thoi gian siéu am la 30 phaut.
Khao sat so lan chiét

Két qua khao sat s6 lan chiét dugc trinh bay trong Bang 3.36.
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Bang 3.36. Két qua khao sat s6 lan chiét

Dién tich dinh (mAU.s)

Lan chiét
Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin
1 1021598 4321463 354200
2 1017 9076 1206

Nhan xét: Két qua khao sat cho thay sau mot lan chiét bang phuong phap siéu
am trong 30 phat véi 20 ml methanol gan nhu d3 chiét duwoc hoan toan luong
demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin tir duoc liéu. Do d6, chon sé
lan chiét dung moi 1a mot lan.

Két qua quy trinh xir Iy miu: Can 100 mg bot duoc lidu Xao tam phan. Tién
hanh chiét siéu am v6i 20 ml methanol & nhiét d6 phong trong 30 phut. Ly tm 15
phut (4000 rpm), gan dich vao binh dinh muc 20 ml, b sung thé tich vira di. Loc
qua mang loc ¢& 0,45 um. Dich loc duge dung 1am mau dung dich thi.

3.6.3. Pdnh gid quy trinh dinh lwong dong thoi demethylsuberosin, ostruthin va
8-methoxyostruthin bang phwong phdp HPLC
3.6.3.1. Tinh twong thich hé théng

Tién hanh theo muc 2.8.6.3. Tiém 6 1an mau thir. Két qua thu duoc trinh bay tai
Bang 3.37., Bang 3.38. va Bang 3.39.

Bang 3.37. Két qua tinh twong thich hé théng quy trinh dinh lrgng demethylsuberosin

Lin tiém Thoi gian lru  Dién tich dinh S6 dia He¢ sb Do
(phut) (mAU.s) 1y thuyét bét dbi As phén giai Rs

1 6,99 1040474 14755 1,14 1,71

2 7,00 1035862 14779 1,15 1,79

3 7,02 1050378 15020 1,13 1,73

4 6,90 1038742 15123 1,16 1,75

5 7,00 1042101 14945 1,12 1,75

6 6,99 1039762 14874 1,17 1,72
Trung binh 6,98 1041219,8 14916,00 1,15 1,74
SD 0,04 4943,20 142,10 0,02 0,03

RSD% 0,61 0,47 0,95 1,63 1,64
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Bang 3.38. Két qua tinh twong thich hé théng quy trinh dinh lwgng ostruthin

Lin tiém Thoi gian lwu  Dién tich dinh S6 dia He so P
(phut) (mAU.s) 1y thuyét bét dbi As phén gidi Rs

1 14,37 4377668 38674 1,04 1,78

2 14,45 4408021 37610 1,06 1,82

3 14,15 4379001 38055 1,03 1,79

4 14,40 4370144 38172 1,04 1,82

5 14,37 4439821 37354 1,04 1,81

6 14,42 4490101 37213 1,02 1,78
Trung binh 14,36 4410792,7 37846,33 1,04 1,80
SD 0,11 46691,34 553,89 0,01 0,02
RSD 0,75 1,06 1,46 1,28 1,05

Bang 3.39. Két qua tinh twong thich hé thdng quy trinh dinh lugng 8-methoxyostruthin

Lin tim Thoi gian lru  Dién tich dinh S6 dia Hg sb Po
(phut) (MmAU.s) 1y thuyét bét dbi As phén giai Rs

1 15,37 369700 37054 1,03 1,88

2 15,44 370210 36611 1,07 1,92

3 15,44 371091 37162 1,05 1,89

4 15,37 369832 38321 1,02 1,82

5 15,41 360112 38213 1,04 1,85

6 15,40 367991 36953 1,03 1,88
Trung binh 15,41 368156,0 37385,67 1,04 1,87
SD 0,03 4068,4 708,05 0,02 0,03
RSD 0,20 1,11 1,89 1,72 1,84

Nhan xét: RSD cua cac thong so thoi gian luu, dién tich dinh, s6 dia 1y thuyét,
hé s6 bat dbi, do phan giai < 2%. Hé sb bat d6i 0,8 < As < 1,5. Do phan giai Rs >
1,5. Sb dia 1y thuyét N > 5000. Vay quy trinh phan tich dat tinh twong thich hé
théng.
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3.6.3.2. Pp dic higu

o A o P A

MA&u tréng MAau chuén

Mau thir Méu thtr thém chuén
Hinh 3.21. Sic ky d6 HPLC khao sat tinh dic hiéu
(1 — Demethylsuberosin; 2 — Ostruthin; 3 — 8-methoxyostruthin)

Nhan xét: Trong mau thir va mau thir thém chuan xuat hién ba pic c6 thoi gian
luu trung véi thoi gian luu cua pic demethylsuberosin, ostruthin va 8-
methoxyostruthin trong trong mau chuan (thoi gian luu 1an luot 14 7,0; 14,5 va 15,3
phut), ddng thoi mau trang khong co pic trung vai pic demethylsuberosin, ostruthin
va 8-methoxyostruthin. Khi thém chat chuan vao mau thir, chiéu cao va dién tich
dinh cua pic demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin tang 1én 16 rét So
Vi truéc khi thém chat chuan. Pic demethylsuberosin, ostruthin va 8-
methoxyostruthin tach hoan toan véi cac pic con lai trong sic ky do. St dung chuc
niang kiém tra d6 tinh khiét cho thdy pic demethylsuberosin, ostruthin va 8-
methoxyostruthin khong c6 cac thanh phan khac. Do tinh khiét pic dat trén 99,0%.

Vay quy trinh phan tich dat tinh dac hiéu.
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3.6.3.3. Tinh tuyén tinh
Tién hanh theo muc 2.8.6.3. Két qua dugc trinh bay ¢ Bang 3.40., Bang 3.41.
Bang 3.40. Két qua xtr 1y thong ké tinh tuyén tinh

Gia tri caa Gia tri 8-
methoxyostruthin

demethylsuberosin Gia tri cua ostruthin

Két qua xir Iy thong ké

R2 0,9995 0,9996 0,9992
Hés6 B -7187,3 -27399 5423,3

Gia tri t cua hé s B -0,64 -1,28 0,61
Hé s6 Bo 21362 13756 11864

Gia tri t ctia hé s6 Bo 91,74 94,06 72,65
Giatri F 8416,29 9017,61 5378,1

Gia tri Fogs 6,61 6,61 6,61

Gia tri toos 2,57 2,57 2,57

Phuong trinh hoi qui ¥ =21362x -7187,3 ¥ =13756x -27399 ¥ = 11864x+5423,3
Khoang xac dinh 5,0-100,0 pg/ml 10-300 pg/ml 10-300 pg/ml

Bang 3.41. Y nghia cac hé s6 trong phuong trinh hoi qui

Tinh tuyén tinh ciia Tinh tuyén tinh ciia Tinh tuyén tinh ciia
demethylsuberosin ostruthin 8-methoxyostruthin
F=8416,29> Fo 5= F=9017,61> Fo 5= 6,61 F=9017,61> Fo 5= 6,61
So sanh F va Foos 6,61 nén phuong trinh ~ nén phuong trinh hdi qui nén phuong trinh hdi qui
hdi qui twong thich tuong thich tuong thich.
t=-0,64 < tg05=2,57 1=-1,28 <tp05=2,57 nén t=0,61 <tpps=2,57 nén
Hé sb chan B nén hé sé Bkhongcéy  hé sé B khong ¢ ¥ nghia hé s6 B khong c6 ¥
nghia thong ké. thdng ké. nghia thong ké.
) . t= 91,74 > to.05= 2,57 t= 94,06 > to.05= 2,57 r’1én t= 72,65 > t0.05= 2,57 nén
He s0 tung d9 goc Bo  nén hé s0 Bo c6 y nghia  hé s0 Bo ¢6 y nghia thong hé s0 By ¢6 y nghia
thong ké keé. thong ké.
N §=21362x -7187,3 ¥ =13756x -27399 ¥ =11864x+5423,3
Phuong trinh hoi qui
R2=0,9995 R2=0,9996. R?=0,9992.

3.6.3.4. Gi¢i han phat hién, gioi han dinh lwgng
Tinh theo muc 2.8.6.3. Két qua dugc trinh bay trong Bang 3.42.
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Bang 3.42. LOD va LOQ cua demethylsuberosin, ostruthin va 8-methylostruthin

Gioi han Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin
LOD (ug/ml) 2,84 8,00 3,82
LOQ (ug/ml) 8,60 24,23 11,56

3.6.3.5. Pd lap lai
Tién hanh theo muc 2.8.6.3. Két qua thu dugc trinh bay tai Bang 3.43.
Bang 3.43. Két qua danh gia do lap lai quy trinh dinh lwong

Dung Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin
dich tr (phit) S (MAU.s) tr (phut) S (MAU.s) tr (phut) S (MAU.s)
1 7,00 1040474 14,35 4417373 15,37 369700
2 7,17 984047 14,45 4412500 15,45 344334
3 7,16 1050023 14,15 4377851 15,44 353541
4 7,11 990508 14,36 4318934 15,42 367585
5 6,99 1039074 14,43 4437803 15,43 348558
6 7,00 1030811 14,39 4508265 15,37 358231

X 7,07 1022489,50 14,36 4412121,00 15,41 356991,50
SD 0,08 28023,10 0,11 62911,38 0,04 10183,39
RSD % 1,20 2,74 0,75 1,43 0,23 2,85
uy
700000 . L
] Mau 3 Maud4— Ostruthin
800000 - - |
] Mau2— Maus — I
500000 3 ~ P I “
] May 1 ——— Mau6 |
400000 . | “
] Demthysuberosin |

00000 3

] 8-methoxyostruthin
200000 _:

100000 3

o
—

o]

s B B B O S B B B B B B Sy S B B B By B B B N B By N B B R B BN B B
25 50 75 10,0 25 15,0 175 20,0 i) miin

Hinh 3.22. Sic ky dd6 HPLC khao sat d6 lap lai
Nhan xét: Thoi gian Iuu cia demethylsuberosin, ostruthin va 8-
methoxyostruthin déu c¢6 RSD < 2%. Dién tich dinh cua ostruthin c6 RSD < 2%.
Dién tich dinh ctua demethylsuberosin va 8-methoxyostruthin déu c6 RSD < 3,7%.

Vay quy trinh phan tich dat tinh 1ap lai.
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3.6.3.6. D§ chinh xdc trung gian
Tién hanh theo muc 2.8.6.3. Két qua thu dugc trinh bay tai Bang 3.44.
Bang 3.44. Két qua do chinh xac trung gian

. Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin
Neay tr (phut) S (mAU.s) tr (phut) S (mAU.s) tr (phut) S (mAU.s)
1 7,00 1040474 14,35 4417373 15,37 369700
2 6,99 1016820 14,40 4373769 15,35 350589
3 7,00 1020854 14,30 4298908 15,30 361932
X 7,00 1026049,33 14,35 4363350,00 15,34 360740,33
SD 0,01 12653,91 0,05 59915.82 0,04 9611,07
RSD % 0,08 1,23 0,35 1,37 0,24 2,66

Nhan xét: Thoi gian luu cia demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin
déu cho két qua RSD < 2 %. Dién tich pic ciia demethylsuberosin va ostruthin déu
cho két qua RSD < 2 %, caa 8-methoxyostruthin cho RSD < 3,7 %. Vay quy trinh
phan tich dat dg chinh xdc trung gian.
3.6.3.7. D¢ dung

Tién hanh theo muc 2.8.6.3. Két qua thu dugc trinh bay tai Bang 3.45.

uy

] 1 Demethylsuberosin T A—Mau thtr + 80 % chuin
2—Ostruthin : | B—Méu ther + 100 % chudh
] 3 - 8-methoxysuberosin |1 | c- M&u thir +120 % chudn
E\C':):)}D—_ |
_ 1 Al
250000 ] fl Il | [ 3
] 1 | A
] _:T’i_—'“_—j'_—_‘_‘?f?fm::'—' : e B
A B s —| ch— W P S— :
0.0 T 5 T 5.0 T 75 T I'-:).':l T I'Z.E' T I'E!.{) ' ' 175 T IZ{J.{) T I22.5 T ;‘rir

Hinh 3.23. Sic ky d6 HPLC khao sat d¢ dung
Bang 3.45. Két qua do dung quy trinh dinh luong

Til¢ chait Luwong chitddi  Dién tich Luwong chit

dbi chiéu  chiéu thém vao dinh déi ghié'u thu Tl); (;:f (I(),/h;'lc S6 liéu thong ké
thém vao (ng) (MAU.s) héi (ng) ’
Demethylsuberosin
780 1827223 741.34 95.04 TB=97,70 %
80% 780 1857250 769.63 98.67 SD =2,33

780 1863245 775.28 99.40 RSD =2,39 %
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980 2100507 998.85 101.92 TB=100,21 %
100% 980 2078732 978.33 99.83 SD=15
980 2108943 1006.80 102.73 RSD =1,48 %
1180 2271284 1159.77 98.29 TB =98,73 %
120% 1180 2254843 1144.28 96.97 SD =2,01
1180 2304321 1190.90 100.92 RSD =2,04 %
Ostruthin
5150 8007123 5226.77 101.49 TB =100,57 %
80% 5150 7902891 5075.00 98.54 SD=1,75
5150 8013210 5235.63 101.66 RSD =1,74 %
6400 8953928 6605.34 103.21 TB=101,24 %
100% 6400 8902120 6529.90 102.03 SD = 2,47
6400 8745631 6302.05 98.47 RSD =2,44 %
7720 9876321 7948.37 102.96 TB =100,57 %
120% 7720 9582130 7520.02 97.41 SD =2,85
7720 9790012 7822.70 101.33 RSD =2,84 %
8-methoxyostruthin
480 640213 466.75 97.24 TB =99,40 %
80% 480 651200 485.10 101.06 SD=1,96
480 647891 479.57 99.91 RSD =1,97 %
600 719504 599.17 99.86 TB=99,89 %
100% 600 728342 613.93 102.32 SD =2,42
600 710987 584.95 97.49 RSD =2,42 %
720 802189 737.26 102.40 TB =99,38 %
120% 720 776321 694.06 96.40 SD =3,00
720 789021 715.27 99.34 RSD = 3,02 %

Nhén xét: Véi ti 16 80%, 100% va 120%, ti 1&é phuc hoi cua demethylsuberosin,
ostruthin va 8-methoxyostruthin nam trong khoang 95-105%. Vay dé dung cua quy
trinh phan tich dat.

Quy trinh dinh lwong dong thoi demethylsuberosin, ostruthin va 8-
methoxyostruthin trong ré X4o tam phén tréng bing phwong phap HPLC

Chudn bi mau:

Dung dich tha: Can 0,1 g bot duoc licu. Tién hanh chiét siéu am véi 20 ml
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methanol ¢ nhiét 6 phong trong 30 phut. Ly tAm 15 phat (4000 rpm), gan dich vao
binh dinh muc 20 ml, b sung thé tich vira du. Loc qua mang loc ¢& 0,45 pm. Dich
loc duoc dung lam mau dung dich thir.

Dung dich chuin: Hoa tan chat chuin demethylsuberosin, ostruthin va 8-
methoxyostruthin trong methanol dé thu dwgc dung dich hdn hop chat ddi chiéu co
nong d6 chinh xac 0,05 mg/ml. Siéu 4m va loc qua mang loc ¢& 0,45 pm

Diéu kién sic ky: Hé thong HPLC LC-2030C 3D, dau do PDA (Shimadzu, Nhat
Ban). Cét: Cis, 4,6 x 250 mm, 5 pm. Nhiéz dg cét: 35 °C. Toc dé dong: 1,0 mi/phut.
Buéc séng phdt hién: 332 nm. Thé tich tiém mau: 10 pl. Thoi gian phdn tich: 25
phut. Pha dong: Acetonitril - nude, chuong trinh rua giai gradient.

Céch tién hanh: Tiém riéng biét dung dich chuan, dung dich thir. Dya vao dién
tich pic (hay chiéu cao) pic thu duoc cua dung dich thia, dung dich chuan, néng do
demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin cua dung dich chuan, tinh ham
lrong demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin trong dugc ligu.

Két qua dinh luong cho thay, ré X4o tam phan chta 1,04% demethylsuberosin,
6,55% ostruthin va 0,64% 8-methoxyostruthin (tinh theo dugc liéu kho kiét).

3.6.4. Ung dung quy trinh di xdy dwng dé dinh lweng mét s6 mau ré Xdo tam
phan trén thi trwong bing phwong phdp HPLC

Tién hanh: Chiét xuat mot sé6 mau ré Xao tam phan thu mua (xem Phu luc 31)
theo quy trinh da dé nghi, thuc hién 3 1an cho mdi mau ré va trién khai trén HPLC
theo diéu kién da dé nghi (xem Phu luc 32).

Két qua dugc trinh bay trong Bang 3.46.

Bang 3.46. Két qua dinh luong miu Xéo tam phan thu mua

x Ham luwgng*
Mau
Demethylsuberosin (%) Ostruthin (%) 8-Methoxyostruthin (%)
M1 1,04 6,55 0,64
M 2 0,68 11,43
M3 - 4,12
M 4 - 0,39

M5 - 0,07
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M 6
M7
M 8
M9
M 10

0,01
0,10
0,04

0,37

0,54
1,15
1,03
0,09
2,19

0,26

* Tinh theo duoc liéu kho kiét

Nhan xét: Mau M1 (miu nghién ctu), M10 c6 chia demethylsuberosin,

ostruthin va 8-methoxyostruthin. Trong khi d6 mau M2, M6, M7, M8 chi chta

demethylsuberosin va ostruthin. Mau M3, M4, M5, M9 chi chira ostruthin.

Tai thoi gian luu 7,1 phat cua mau M3 ¢ 1 pic trung voi thoi gian luu cua

demethylsuberosin, tuy nhién khi kiém tra phd UV, phé UV cua pic nay khong

tring v&i phd UV caa demethylsuberosin. Do dé, pic tai thoi gian luu 7,1 phit trong

mau M3 khong phai 1a demethylsuberosin.
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Chuong 4. BAN LUAN

X4o tam phan c6 & mot s6 qudc gia & Chau A nhu: Thai Lan, Malaysia, An D6,
Indonesia®®. Theo Pham Hoang Ho, X4o tam phan trude day dugc tim thdy & nai
L4p Vo, tinh Binh Duong? O Viét Nam, do bi khai thac qua mirc nén X4o tam phan
tu nhién ngay cang can kiét. Do d6, viéc nghién ctru duoc liéu nay 1a can thiét nham
ching minh gia tri dé c6 chinh sach bao ton phu hop. Vién Duoc lidu lan dau tién
nghién cttu, cong bd thanh phan hoa hoc cia Xdo tam phan thu hai & Hon Heéo,
Khanh Hoa va bao cdo hoat tinh doc té bao trén 5 dong té bao ung thu: Ung thu gan
nguoi HepG2, ung thu dai trang nguoi HTC116, ung thu va nguoi MDA-MB-231,
ung thu budng tring nguoi OVCAR-8 va ung thu ¢b tir cung ngudi Hela, trong d6
hoat tinh manh nhat trén té bao HepG2, Hela®. Nam 2018, Nguyén Thi Huyén Lam
va cong su bao cdo cao methanol tir ré X4o tam phan ¢ ché ting truong va gay chét
té bao ung thir vi MCF-7%, Hoat tinh doc té bao ung thu cia cao ré Xao tam phan
dugc khang dinh trong nghién ctu cia Nguyén Van Tang va cong sy (2018) trén
cac dong té bao ung thu MiaPaCa-2 (tuyén tuy), HT29 (rudt két), A2780 (buong
trang), H460 (phdi), A431 (da), Du145 (tuyén tién liét), BE2-C (nguyén bao than
kinh), MCF-7 (va) va U87, SI-G2, SMA (nguyén bao than kinh dém) véi 1Cso
khoang 15 - 32 ug/ml®.

Nhitng bao cdo néu trén cho thdy X4o tam phan 1a mot duoc liéu tiém ning co
thé nghién ciru va phat trién san pham tir duoc lidu nay @ng dung trong phong
va/hoic hd tro diéu tri cac bénh ung thu. Viéc nghién ciru hoéa hoc, phan 1ap cac
chat méi ciing nhu tac dung sinh hoc néi riéng va hoat tinh doc té bao caa duoc liéu
nay 1a can thiét nham cung cép co so khoa hoc, gop phan xéac dinh gia tri cua duoc
liéu cling nhu cung cap ngudn dit liéu tham khao cho nhitng nghién ciru tiép theo vé

X4ao tam phan.
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4.1. Phan tich thanh phan hoa hoc, thir tinh khiét nguyén vt liéu nghién
cuu
4.1.1. Vé phan tich so bé thanh phan hod thuc vit

Pén nay, cac nghién cttu bao cdo hoa thyc vat caa nhitng bo phan khac nhau (18,
than, vo than, 14, canh, qua) cia 4 loai P. trimera, P. scandens, P. griffithii, P. monophylla.
Thanh phan hoa hoc cua chi Paramignya 14 coumarin, coumarin glycosid, tirucallan
saponin, acridon alkaloid, flavonoid, phenol, chromen va megastigman?.

Nghién cttu nay phan tich so b thanh phan hoa thuc vat cua ré, than, 14 Xao tam
phan cho thiy duoc liéu chira nhiéu coumarin, triterpenoid, saponin va alkaloid. Két
qua nay phu hop vai bao cdo cua Nguyén Vin Tang va cong su (2017)% cho thay
X4o0 tam phdn chta nhiéu chat chdng oxy héa manh thuéc nhém phenolic,
flavonoid va proanthocyanidin, dac biét 1a cac hop chat nhém coumarin. Cac nhom
chat nay va dan xuat cua ching duoc bao céo cac hoat tinh sinh hoc nhu chdng
dong mau, khang khuan, chéng viém, chong oxy hoa, chong ung thu, khang vi rut. ..,
dugc (ng dung trong phong ngira, diéu tri va/hoic hd tro diéu tri cac bénh vé than
kinh, tim mach, ung thu va mot s6 bénh khac. Pa sé cac tac dung nay duoc giai
thich 1a do co ché khang viém, chong oxy hoéa, trung hoa gdc tu do. Két qua goi
céc hop chat nhom coumarin, phenolic, flavonoid va proanthocyanidin co thé dong
vai tro quan trong trong tac dung sinh hoc ctua duoc li¢u Xao tam phan. Do do,
trong luan 4n nay, qua trinh phan 1ap cac chit va thir nghiém sinh hoc duoc tap
trung uu tién d6i véi nhitng phan doan cao chiét cd nhom hop chét nay.

4.1.2. Vé thir mgt sé chi tiéu dé tinh khiét

Nghién ctru dd thuc hién thir mot sé chi tiéu do tinh khiét cua nguyén liéu (ré,
than, 14 lan luot c6 do am 7,61%, 7,25%, 8,81%; d¢ tro toan phan 3,30%, 4,31%,
3,25%; do tro khong tan trong acid hydrocloric 0,36%, 0,30%, 0,27%).

Ham luong chét chiét dugc tir ré, than, 14 Xdo tam phan véi dung mdi nude lan
luot 14 17,8%, 1,74% va 1,53% cho thiy ham luong chat chiét duoc tir ré co két qua

cao nhat. Tur cac két qua nay gitp thiét lap cac tidu chuan co s cling nhu xay dung
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chuyén luan Duoc dién ciing nhu dya vao dic diém ham luong chit chiét duoc gop
phan dinh huéng cao chiét cho viéc nghién ctru chiét xuat va phan lap cac hop chat.
4.1.3. Dinh tinh, dinh lwong polyphenol

Cac hop chat polyphenol dugc chitng minh thé hién nhiéu hoat tinh sinh hoc
quan trong, gitip bao vé tim mach, khang ung thu, chéng ldo hoa nhd co ché tac
d6ng khang viém, khang khuan, chdng oxy hoa gitip loai bé cac gdc tu do, Gc ché
qué trinh oxy hoa lipid, giam sy hinh thanh hydroperoxid!®. Theo nghién ciru cua
Bowyer va cong su (2015), cac polyphenol c6 trong X4o tam phan dong vai tro
quan trong di vai tac dung khang ung thu cua duoc liéu nay'?. Do dé, nghién cau
nay di tién hanh dinh tinh va dinh lugng polyphenol trong céc cao chiét ethanol 96%
tir ré, than, 14 X4o tam phan. Ham lugng polyphenol toan phan trong cac cao chiét
giam dan theo thu tu: than (154,45 mg pyrogallol/g cao) > ré (108,05 mg
pyrogallol/g cao) > 1a (52,01 mg pyrogallol/g cao). Két qua nay cé thé giai thich
cho hoat tinh chdng oxy héa in vitro cia cac cao giam dan theo thir ty cao than >
cao ré > cao 14 voi gia tri ECso khi khao sat bang phuong phap DPPH lan luot 13
158,14 pg/ml, 274,36 pug/ml va 593,94 pg/ml. Piéu nay cho thdy c6 mbi lién hé
tuong quan thuan giita ham lugng polyphenol toan phan trong cao chiét X4o tam
phan v&i hoat tinh chdng oxy hoa in vitro.

Trén co s két qua cao chiét tir than thé hién hoat tinh chéng oxy héa in vitro
manh nhat, luan an chon tiép tuc chuan bi cac cao phan doan tir cao toan phan cua
than dé phan lap cac chat.

4.2. Khao sat tac dung chong oxy ho4, doc té bao ung thw in vitro cia cao
toan phin va cac cao phan doan
4.2.1. Khdo sdt hoat tinh chong oxy héa in vitro

DPPH la phuong phap duoc st dung rong rai dé kiém tra kha nang loai bo goc tu
do va dinh lugng cac chat oxy h6a®® % véi uu diém thao tac don gian c6 thé thuc
hién ddng thoi sé lwong mau thir 160, st dung luong mau it, cho két qua nhanh va
chi phi thap. Vi vdy, luan an chon phuong phap DPPH d¢ khao sat hoat tinh chong

oxy hoa in vitro cia cao toan phan ciing nhu cac cao chiét phan doan nhim nghién
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ctru phan 1ap cac chat trong duoc liéu X4o tam phan theo dinh huéng tac dung sinh
hoc. Bén canh d6, dé tai ciing dung phuong phéap dinh lwong MDA st dung dich
ddng thé gan®” cho két qua vé hoat tinh chéng oxy héa cta cac cao phan doan twong
quan thuan gan voi két qua trén co thé dong vat, gitp chon cao phan doan tiém ning
dé phan 1ap cac chit c6 ¥ nghia thuc té cao.

Két qua thu duoc cho thay hoat tinh chdng oxy hoa in vitro ciia cac cao toan phan
X4o tam phan giam dan theo thi tu than > r& > 14 véi gid tri ECso lan luot 13 158,14
ng/ml, 274,36 pug/ml va 593,94 pug/ml so véi 5,27 pg/ml cua dbi ching acid
ascorbic. D4i voi cac cao phan doan tir ré, than X4o tam phan, két qua khao sat hoat
tinh chéng oxy hoa in vitro bang phuong phap bat giit géc tw do DPPH va dinh
lugng MDA cho thay cac cao phan doan kém phan cuc (n-hexan, cloroform) tir ré
hoic thdn X4o tam phan thé hién hoat tinh chong oxy hoa tét hon cao phan cuc
(ethyl acetat, nudc); cac cao phan doan tir ré thé hién tac dung chéng oxy hoa in
vitro tot hon céc cao tir than. Su khac biét vé hoat tinh cta cac cao c6 thé do su khac
biét vé thanh phan hoa hoc ciing nhu thanh phan céc chat kém phan cyc, than lipid
d& qua mang té bao dé thé hién tac dong. Két qua nay co thé giai thich do trong X4o
tam phan, hau hét cac hop chit c6 d6 phan cuc trung binh dén kém phan cuc, nén
cac hop chét chi yéu tan trong dung mai cloroform va ethyl acetat.

Theo Nguyén Vin Tang va cong su (2017), cac hop chat polyphenol trong Xao
tam phan 12 mot trong nhitng thanh phan quan trong quyét dinh hoat tinh chong oxy
hoa, gitp han ché sy hinh thanh cac gbc ty do trén co ché nhuong hydro nho sy
hién dién cua cac nhom hydroxyl va kha nang khir ion kim 10ai%”. Céc cao toan phan
va cao phin doan X4o tam phén ciing d3 duoc bao cdo hoat tinh chéng oxy hoa
trong mot s6 nghién ciru trude ddy. Ngoai kha niang danh bat goc tu do, cac hop
chat polyphenol con thé hién kha ning pha v chudi phan ang peroxyd hoa lipid
mang té bao nho dic diém cau tric va kha ning twong tac voi phospholipid mang,
gitip cac hop chat nay try thanh chat on dinh mang va c6 kha ning @c ché qua trinh
peroxyd hoéa lipid hiéu qua; su cho dién tir hoic hydro cta cac hop chat polyphenol

g6p phan vao qua trinh bé gdy chudi phan tmg va Gc ché peroxyd hoa lipid38. Diém
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khac biét cia luan 4n nay So Vdi cac bao cdo trude diy vé hoat tinh chdng oxy hoa
in vitro caa cao toan phan, cao phan doan va cac hop chat phan 1ap duoc 1a da tién
hanh danh gia hoat tinh chdng oxy hoa, ¢ ché peroxyd hoéa lipid cua cac cao toan
phan tir r&, than, 14 va cac cao phan doan tir than, ré bang phwong phap dinh luong
malonyl dialdehyd (MDA) dé c6 dinh hudng nghién ctru thanh phan héa hoc phu
hop Véi tac dung trén co thé dong vat va nguoi khi phat trién san pham ang dung
trong thuc té.

Mot sé hop chat phan 1ap tir duoc liéu Xao tam phan nhu paramitrimerol,
paratrimerin C, ninhvanin B, acid parabacunoic, citrusinine-I, limonin, umbelliferon,
acid gallic, acid protocatechuic, acid ellagic, rutin va quercetin dugc bao cao hoat
tinh chong oxy hoa va bao vé ADN té bao khoi tén thuong oxy hoa3"157158,  Hoat
tinh nay phu hop Véi tac dung chéng oxy héa, bao vé gan cua cao chiét tir than Xéo
tam phan phong nglra tac hai cua paracetamol trén chudt nhit da bao céo truéc
day”!8, Chinh hoat tinh chéng oxy hoa 4 tién dé cho cac tac dung dugc 1y khang
viém, bao vé gan, tc ché enzym a-glucosidase, doc t& bao ung thu cua dugc lidu
nay; tir d6 duoc sir dung trong cac bai thudc thao dugce diéu tri cac bénh nhu dai
thao duong, viém gan, tic dung giai nhiét, mat gan ciing nhu phong ngira, hd trg
diéu tri mot s6 bénh ung thu!?.

Két qua nay cung voi két qua khao sat hoat tinh doc té bao ung thu in vitro cua
ba bo phan khac nhau (ré, than, 14) trén ciing mot cdy va cung vi tri dia 1y 1a co s&
dé phat trién nghién ctru hoa thyc vat cac bo phan dung ctia Xao tam phan theo dinh
huéng tac dung sinh hoc cua luan 4n ciing nhu danh gia tiém nang Gng dung cua céac
bo phan dung cua duoc lidu trong phong va/hodc hd trg didu tri bénh noi chung va
cac bénh ung thu noéi riéng.

4.2.2. Khdo sdt hoat tinh djc té bao ung thw in vitro

Mot s6 nghién ciru da chitng minh cac géc tu do gay stress oxy héa 1a mot trong

nhitng nguyén nhan gay ung thu do co ché gdy ton thuong ADN, thiic day qua trinh

chét theo chu ky cua té bao (apoptosis) va gia ting dot bién trong té bao. Tir d0, cac
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chat hoic duoc liéu chta hop chat polyphenol c6 hoat tinh chéng oxy héa da thé
hién kha niang khang ung thu'%,

Nam 2017, Nguyén Vin Ting va cdng su ciing chirng minh tac dong tc ché su
ting truong cua cac té bao ung thu kha dang ké, rat co thé c6 lién quan dén nong do
cao cua cac hop chat hoa hoc trong Xéo tam phan®. Chinh két qua nay da tao ra
mot budc phat trién méi trong viéc nghién ciru kha ning diéu tri ung thu tir cao
chiét X4o tam phan. Nam 2018, Nguyén Van Ting va cong su cong bd cac nghién
ctru cho thay cao chiét ré X4o tam phan va cao chiét tir 14 thé hién kha nang gay doc
té bao manh trén cac dong té bao ung thu khac nhau bao gdbm MiaPaCa-2 (tuyén
tuy), HT29 (ruot két), A2780 (budng tring), H460 (phoi), A431 (da), Dul45 (tuyén
tién liét), BE2-C (u nguyén bao than kinh), (MCF) -7 (vi)), MCF-10A (vi binh
thuong), U7, SJ-G2 va SMA (u nguyén bao than kinh dém)?’.

Nghién ciru nay da khao sat tic dong cuia cac cao chiét X4o tam phan doi vai su
ting truong cua 2 dong té bao khac nhau bao gébm: Ung thu vi ngudi MDA-MB-
231 va té bao ung thu gan ngudi HepG2 vi ung thu gan va ung thu v 13 hai trong
ba loai ung thu c6 ty 1& mac bénh cao nhat tai Viét Nam va cac nudc dang phat trién
[ung thu gan (14,5%), phoi (14,4%), vii (11,8%)]%. Ngoai ra, hién nay, duoc liéu
X4o tam phan dang duoc truyén miéng, sir dung nhiéu trong hd trg diéu tri cac bénh
ung thu gan, ung thu phoi®. Dong té bao ung thu gan ngudi nhu HepG2 di duoc dé
XUat trong cac mo hinh in vitro thay thé cho té bao gan ngudoi binh thuong nho loi
thé tiém ning cua té bao ung thu c6 thé ké dén nhu 1a mot dong té bao bat ti, c6 sin
Vi s6 lugng 16n, dé duy tri vi ¢6 thé bao quan lanh va hoat dong cua enzym chuyén
hoa thudc khong giam trong qué trinh nudi cdy, nhu di xay ra trong nudi cay té bao
gan nguyén phat & nguoi. Dong té bao HepG2 so hitu nhiéu dac diém sinh hoa va
hinh thai cia té bao gan binh thudng. Té bao HepG2 ciing cho thiy ty Ié trong dong
khoang 81,3% so0 Véi té bao gan ngudi méi phan 1ap™. Dong té bao MDA-MB-231
duogc sir dung lam dai dién cho ung thu va khong biéu hién ERa, PR, HER's-2, ddy
13 phan nhom ung thur va 4c tinh nhat va c6 kha ning di cin cao; tir 6, duoc dung

rong rai trong cac nghién ctu vé phat trién va xam 1an cia ung thu va™.



128

DPéi véi dong té bao ung thw MDA-MB-231: Két qua nghién ctru cho thiy gia
tri 1Cso cia cao ré va 14 lan luot 1a 29,57 ng/ml va 58,35 png/ml, hoat tinh doc té bao
ung thu va ngudi MDA-MB-231 cua cao ré manh gap hai 1an so véi cao 14. Lan dau
tién, cao 14 Xao tam phan duoc khao sat va bao cao vé tac dong ddi véi dong té bao
té bao ung thu v nguoi MDA-MB-231. Két qua thu duoc tir luin 4n nay phu hop
Vvé6i bao cao ciia Ninh Thé Son (2018) cho thiy cao chiét methanol tir ré, 14 X4o tam
phan duoc bao cdo thé hién hoat tinh doc té bao ung thu v nguoi MCF-7 & ndng d6
khao sat 100 pg/ml, trong d6 cao methanol tir ré ¢ gia tri 1Cso trén dong té bao
MCF-7 1 23 pg/ml?®. Tuy nhién, két qua nay khac biét so véi bao céo trudc day cua
Nguyén Minh Khoi va cong su (2013)Y, trong d6, cao methanol tir X4o tam phan
thé hién hoat tinh doc té bao kém trén dong té bao MDA-MB-231. Su khac biét nay
c¢6 thé giai thich 13 do khac biét vé nguon goc cua duge liéu, dung moi chiét xuat
dan dén thanh phﬁn héa hoc c6 thé khac nhau nén hoat tinh sinh hoc néi chung va
hoat tinh doc té bao néi riéng s& khac nhau. Hoat tinh doc té bao ung thu vii nguoi
clia X4o tam phan c6 thé giai thich nho tac dong cua mot sé hop chat trong duoc
liéu nhém coumarin. Bén canh ostruthin — hop chat chinh trong X4o tam phan thé
hién hoat tinh doc té bao ung thu vi nguoi MDA-MB-231 véi gia tri 1Cso 1a 48,74
uM/ml so vé6i 1,21 pM/ml ctia miu déi chimg adriamycin (doxorubicin), cac hop
chat paramignyol A va paramignyol B trong duoc liéu ndy da duoc bao cao thé hién
hoat tinh doc té bao ung thu vi ngudi MCF-7 véi gia tri 1Cso lan luot 1a
7,22+0,23 uM va 5,98 £ 0,09 uM so vé6i 1,87 +0,20 uM caa mau d6i ching duong
ellipticin?®. Hop chat B-caryophyllene, a-humulene, isocaryophyllene c6 trong 1a
cia X4o0 tam phan ciing duoc bao cao thé hién hoat tinh doc té bao ung thu trén
dong té bao MCF-7. Két qua thu duoc budce dau goi y Xéo tam phan c6 thé 1a mot
duoc lidu tiém nang trong nghién ciru phat trién san pham Gng dung trén 1am sang
trong phong ngira va hd tro diéu tri ung thu vu.

Poi voi dong té bao ung thuw HepG2: Két qua xac dinh gi tri 1Cso cho thay hoat
tinh doc té bao cua cac cao chiét toan phan tir X4o tam phan giam dan theo thir tu:

cao ré (24,91 pg/ml) > cao 14 (86,86 pg/ml) > cao than (> 100 pg/ml). Két qua nay
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phu hop véi bao cdo ciia Nguyén Vian Khai va cong su (2018) cho thay cao chiét
methanol tir X4o tam phan thé hién hoat tinh doc té bao ung thu gan ngudi HepG23,
Tuy nhién, gia tri 1Cso thu dugc tir nghién ctru nay thip hon so véi nghién ctiu cia
Nguyén Truong Sinh va cong su (2020)*, trong d6 gia tri I1Cso cua cao chiét Xao
tam phan trén t& bao HepG2 1a 582,533 + 16,521 pg/ml. Nghién ctru ndy 13 mot
trong nhitng bao cdo dau tién hoat tinh doc té bao trén dong té bao ung thu gan
ngudi HepG2 cua cao 14 X4o tam phéan. Két qua bude dau cung cap co so khoa hoc,
goi ¥ ¢6 thé tan dung ngudn nguyén liéu 1a X4o tam phan so véi hai bo phan thuong
dung hién nay 1a ré, than trong nghién ctru phat trién san pham hd tro diéu tri ung
thu gan.

Nghién ctru ndy di khao sat hoat tinh doc té bao ung thu gan ngudi HepG2 in
Vitro cta cac cao phan doan tir cao ethanol 96% toan phan cua ré, than X4o tam
phan. Két qua cho thay cac cao phan doan phan cuc tir ré va cac cao phan doan tir
than X4o tam phan khong thé hién hoat tinh doc té bao HepG2. Két qua nay phu
hop véi bdo céo trude day cua Vién Duoc liéu (2013)3, theo d6 cac phan doan phan
cuc n-butanol, ethyl acetat cua than Xao tam phan khong 1am giam ty 1& té bao
HepG2 sbng xac dinh bang phuong phap MTT. Céc cao phan doan kém phan cuc
(n-hexan, cloroform) tir r& thé hién hoat tinh doc té bao HepG2 tot phu hop voi bao
céo cua Vién Dugc lidu (2013)° vé tac dong lam giam manh ty & té bao HepG2
séng ¢ nong d6 100 pg/ml cua cao n-hexan. Tac dong nay duoc giai thich 1a do
trong duoc liéu Xao tam phan c6 mot s6 hop chat c6 kha niang ¢c ché su ting
truong cua té bao HepG2, cu thé 2 hop chat nhém coumarin (ostruthin va dan xuat
8-methoxyostruthin), 4 acridon alkaloid (citrusinine-I, glycocitrine-111, oriciacridon
va 5-hydroxynoracronycin) wc ché sy ting truéng cia té bao ung thu gan nguoi
HepG2 véi gia tri ICso lan luot 13 30,53+0,61 uM/ml, 62,90+2,58 pM/ml,
51,40+1,19 uM/ml, 31,66+0,46 uM/ml, 52,50£5,25 uM/ml va
32,81+0,87 uM/ml so vé&i 0,051+0,007 uM/ml ctia mau ddi ching duong

camptothecin®. Két qua thu duoc trong dé& tai nay cho thdy ostruthin va 8-
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methoxyostruthin thé hién hoat tinh doc té bao ung thu gan ngudi HAK1B voi gia
tri 1Cso lan luot 12 40,095 uM va 60,112 pM.

Két qua thu duoc tir dé tai vé& hoat tinh doc té bao ung thu gan HepG2 cia cac
cao phan doan tir ré X4o tam phan giam dan theo tha ty cao n-hexan > cao
cloroform > cao ethylacetat ~ cao nuéc twrong tu nhu thr ty giam dan cua hoat tinh
chéng oxy héa in vitro trong phwong phap dinh luong MDA ciia cac cao phan doan:
n-hexan > cao cloroform > cao ethylacetat > cao nuéc. Diéu nay goi y mdi quan hé
giita hoat tinh chdng oxy hoa in vitro trong phuong phap dinh luong MDA (st dung
dich dong thé gan) véi hoat tinh doc té bao ung thu gan nguoi HepG2: hoat tinh
chéng oxy hoa cang manh thi kha nang Gc ché sy ting truéng cua té bao ung thu
cang tot. Két qua nay phu hop véi cac béo cdo vé vai tro cia hoat tinh oxy hoa ddi
véi nhitng tac dung sinh hoc cua cac hop chat/dugc lieul?,

Nhitng két qua thu duoc 1a tién dé dé tién hanh cac nghién ciru sdu hon vé thanh
phan hoa hoc theo dinh hudng tac dung chéng oxy hoa, doc té bao ung thu gan cua
X4o tam phan va dinh huéng st dung bo phan dung thich hop (ré tot hon than)
trong nghién ctru, phat trién san pham @ng dung phong va diéu tri bénh.

4.3. Nghién citu chiét xuat va phan lap cac hop chat trong cac cao phén
doan tiém niing

Hién nay, méi c6 4 loai dugc nghién cru vé thanh phan héa hoc & cac muc do
khac nhau. Trong do, c6 01 loai thu ¢ Sri Lanka (P. monophylla), 01 loai ¢ Thai
Lan (P. griffithii) va 02 loai ¢ Viét Nam (P. trimera, P. scandens). Cho dén nay c6
khoang 85 hop chat ty nhién da dugc phan 1ap ra tir chi Paramignya, bao gém 18
coumarin, 15 tirucallan va tirucallan saponin, 9 alkaloid, 11 flavanon va mot s6 hop
chat khac 2. Than va ré X4o tam phan di phan lap duoc 57 hop chit, trong d6 c¢6 16
hop chét coumarin, 10 alkaloid, 6 flavonoid va 25 hop chét khac.

Trong nghién ctru ndy, qua qua trinh phan 1ap bang cac ky thuat khac nhau bao
gom lic phan bd, sic ky cot chan khong, sic ky cot ¢o dién tir dugc liéu 1a ré va
than X4o tam phan d3 phan 14p duoc 12 hop chét tinh khiét, trong d6 8 hop chat
phan 1ap tir r& va 4 hop chat phan 1ap tir than. Cac phuong phap st dung 1a nhiing
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phuong phap nghién ciru phan 1ap thuong quy va don gian, mot sb hop chat thu
duoc tir két tinh tir cac phan doan giau hop chat. Do d6, cac quy trinh nay hoan toan
c6 thé 13p lai khi can thiét dé thu cac hop chat tiém ning hodc ¢ng dung trong phin
lap chat chuan phuc vu nghién ctru duoc 1y in vivo va cong tac kiém nghiém khi can
thiét.

4.4. Xac dinh cu tric cia cac hop chit phan 1ap

Trong 12 hop chit phan l4p c6 5 hop chat lan dau cong b trong loai Xdo tam
phan (xanthyletin, oriciacridon, citrusinin-1, limonin va 6-(2'-hydroxy-3'-
methylbut-3"-enyl)-7-hydroxycoumarin) va 1 chit méi trong thién nhién (3'-
hydroxy-3'methyl-2'-(3"-isoprenyl)-pyranocoumarin).

Trong 12 hop chat tinh khiét di phan lap dugc c¢6 6 hop chat coumarin thudc
nhom 7-hydroxycoumarin (ostruthin, 8-methoxyostruthin, demethylsuberosin, 6-(2'-
hydroxy-3'-methylbut-3'-enyl)-7-hydroxycoumarin,  6-(6’-hydroxy-3',7'-dimethyl-
octa-2',7'-dienyl)-7-hydroxycoumarin, 6-(7"-hydroxy-3',7'-dimethylocta-2’,5'-
dienyl)-7-hydroxycoumarin), 2 hop chat nhém pyranrocoumarin (xanthyletin, 3'-
hydroxy-3'methyl-2'-(4"-isoprenyl)-pyranocoumarin), 2  acridon  alkaloid
(oriciacridon, citrusinin-1).

Céc coumarin PT-1, PT2, PT-7, PT-9, PT-10, PT-11 thu dugc tr X4o tam phan
¢6 khung co ban 7 hydroxycoumarin. Kiém tra trén co s¢ dit liéu cia Reaxys va
Scifinder ngay 30/7/2022, thi cau trac hop chat PT-6 3'-hydroxy-3'methyl-2’-(4"-
isoprenyl)-pyranocoumarin chua c6 dit liéu. Do d6, hop chat PT-6 dugc xem la chat
moi.

7-hydroxycoumarin (umbelliferon) 1a mot chat chuyén héa phenolic duoc tim
thay trong nhiéu loai thyc vat. Cac dan xuat ciia n6 da duoc ching minh 1a c6 nhiéu
tac dung dugc 1y va phong ngira hoa hoc ddi véi sac khoe con ngudil3®40, 7-
hydroxycoumarin chdng lai cac dong té bao khdi u ¢ nguoi lan dau tién duge phat
trién trong cac mé hinh dong vat khac nhau. Ngoai ra, 7-hydroxycoumarin va céc
chat twong ty thay thé da cho thay lam giam su ting sinh té bao & vu, ac ché su phat

trién cua té bao trong pha G1 bang cach gy ra su bat giit chu ky té bao trong tat ca
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cac té bao ung thu biéu mé phdi va tc ché sy ting sinh té bao trong cac té bao ung
thu biéu mo da day*®.

CHs

CH3 CHs
X A X
H,C A H,C A
| Ho T o0 Yo HO 00 OH, N6
H;C CH; PT-7 PT-9
CH3 CH3
PT-1:R=H N

PT-2 : R = OCHj

‘ N ‘ OCH,

|
OH CHj, OH CH; OCHj

PT-4 1.0~ “cH, PT-5

Hinh 4.1. Cac hop chat phan 1ap tir ré va than ciia X4o tam phan

PT-1 (Ostruthin) 1a mdt coumarin dac trung cé trong Xao tam phan ciing nhu
cac loai trong chi Paramignya. Trong X4o tam phan ostruthin chiém mot khoi
lugng 16n va dé phan 1ap tir duoc liéu bang cac phuong phap phan 1ap thuong quy
va don gian. Ostruthin 1a 7-hydroxycoumarin dugc thay thé ¢ vi tri 6 boi nhom day
nhanh geranyl. Nghién ctru cia Dadak va cong su nam 1966 cho thay sy hién dién
cuia nhom day nhanh geranyl tao tic dung khang khuan manh so véi umbelliferone
khong c6 tac dung khang khuan#8. Ostruthin dwoc chitng minh c6 tac dung khang
viém trén té bao BV2%9, tac dung tc ché alpha-glucosidase!!, tac dung khang khuan,
khang ndm'%3, uc ché sy tang sinh té bao co tron'®?, ¢ ché sy biét hoa té bao'®, gy

doc té bao ddi voi hai dong té bao tuyén tuy cia con nguoi ung thw PANC-1 va
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PSN-1%8. Ostruthin ¢6 hoat tinh kich hoat kénh TREK-1 (ECs0 5,3 uM), da kich hoat
dong kénh TREK-2 & ndng do cao hon (ECso 3,7 mM) so véi TREK-1 va ostruthin
cho thiy tac dung chéng tram cam trén chudt thi nghiém trong ca hai bai kiém tra
budc phai boi va treo dudi®. Ostruthin cho thiy tac dung giai lo au trong cac thir
nghiém trén trudng ma, trén cao cong véi mé cung va hop sang/tdi ¢ liéu thap (5
mg/kg)!®. Hat nano vang (AuNP) dugc tong hop bing phwong phap xanh tir
ostruthin c6 hoat dong nhu chéat chdng ung thu chéng lai dong té bao ung thu va
(MCF-7), dong té bao ung thu gan & ngudi (HepG2) va phoi khong phai té bao nho
(NCI-H460)66.

PT-2 (8- methoxyostruthin) véi ostruthin gan nhu twong tu nhau, chi khac 1a ¢
thém mot nhom thé methoxy & C8. 8-methoxyostruthin ciing c6 tac dung khang
viém trén té bao BV2%, wc ché alpha-glucosidase (Pang va cong sy, 2017)1

PT-7 (Demethylsuberosin) 1a 7-hydroxycoumarin dugc thay thé ¢ vi tri 6 boi
nhom 3-metylbut-2-en-1-yl. Demethylsuberosin da duoc ching minh 1a c6 hoat
tinh khang viém, khang khuan va chéng oxy h6a'?®. Demethylsuberosin ciing da
duoc ching minh 13 ¢6 hoat tinh khang niam in vitro chng lai Candida albicans va
Saccharomyces cerevisiae. Ngoai ra, demethylsuberosin ¢ ché sy phat trién cua té
bao HL-60 trong 6ng nghiém bang cach e ché téng hop acid p-hydroxybenzoic
(pPHBA). Hoat tinh sinh hoc cta demethylsuberosin 12 do n6 c¢6 kha ning @c ché
hoat dong cua cac enzym nhu ADN polymerase, ARN polymerase va tong hop
protein. Cac hoat tinh duoc Iy ctia hop chat nay 1a do kha ning xuc tac thanh acid
malonic va kha nang hoat dong nhu mét chat diéu hoa chuyén hoa nang lugng.

PT-9 (6-(2'-hydroxy-3’-methylbut-3'-enyl)-7-hydroxycoumarin) trudéc day
duoc phan 1ap tir Angelica gigas c6 tac dung khing enzyn AchE, ICso = 1.0x10* M 43,
nghién ctu lan dau céng bd phan lap duoc (6-(2'-hydroxy-3'-methylbut-3'-enyl)-
7-hydroxycoumarin) tir Xao tam phan.

PT-10 (6’-hydroxy-3',7'-dimethylocta-2’,7'-dienyl)-7-hydroxycoumarin duoc

phan 1ap tir Eriostemon tomentellus (1992)%! va Ligusticum involucratum (2005)%°2
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dén nam 2015 duoc Nguydn Manh Cudng va cong sy phan 1ap tir X4o tam phan®
nhung dén nay van chua duoc thir tac dung dugc 1y cua hop chét nay.

PT-11  (6-(7'-hydroxy-3’,7'-dimethylocta-2’,5'-dienyl)-7-hydroxycoumarin
dugc phan 1ap tir Eriostemon tomentellus (1992)!%! d¢én nam 2017 dwgc Lé Hoang
Tudn Anh va cong sy phan 1ap tir X4o tam phan?® nhung dén nay van chua duoc thu
tac dung dugc 1y cua hop chét nay.

Céc dan xuat acridon alkaloid da thé hién cac hoat tinh sinh hoc nhu khang viém,
chéng ung thu, khang khuan, chdng ky sinh trung, chong sét rét, khang virus va cac
hoat dong diét nAm?%3. Nghién ciru dd phan lap va xac dinh duoc 2 acridon alkaloid
PT-4 (ociriacridon) va PT-5 (citrusinin-1). Sau khi dé tai cong bd cac acridon
alkaloid don gian phan 1ap tir ré X4o tam phan thi cic nhom nghién ctru ciing cong
bd thém céc acridon alkaloid méi b6 sung vao dir liéu phd cua cac hop chat phan
lap tor Xao tam phan nhu Trinh Hoang Duong va cong sy da phan lap 5 acridon
alkaloid glycocitrin-Il1, oriciacridon E, 5-hydroxynoracronycin, paratrimerin C,
paratrimerin D%3. Nam 2017, Dang Hoang pht va cdng su da phan 1ap 2 acridon
paratrimerin C, paratrimerin D', Nam 2020, Nguyén Thi Thanh Mai va cong sy da
phan 1ap dugc mat acridon alkaloid mai, paratrimerin | tir phan doan CHCIs cua ré
ciy Xdo tam phan®®. Ociriacridon va citrusinin-1 da duoc khao sat hoat tinh giy
doc té bao trén dong té bao ung thu gan HepG2 bang phuong phéap sulforhodamine
B (SRB) Vi gia tri 1Cso 1a 51,4 va 52,5ug/mL.

PT-3 (Xanthyletin) Ia mot hop chat thuoc nhém pyranocoumarin, trong d6 vong
pyran dugc hop nhat tryc tiép voi thanh phan benzen cia nhan coumarin.
Xanthyletin duoc phan 14p tir Stauranthus perforatus!®, c6 hoat tinh chéng khéi u
va khang Kkhuan. Xanthyletin ciing (¢ ché nam cong sinh wc ché nam cong sinh
(Leucoagaricus gongylophorus) cua kién cit 14 (Atta sexdens rubropilosa)!®.
Nghién ciru lan du cong bd phan lap duoc Xanthyletin tir Xao tam phan.

Hop chat PT-6 (chat méi) 3'-hydroxy-3'methyl-2'-(3"-isoprenyl)-pyranocoumarin

Nam 2018, Trinh Hoang Duwong va cong su coéng bd hop chit méi

paramicoumarin B duoc phan 1ap tir chiét xuat n-hexan cua ré X4o tam phan. Khi so
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sanh dit liéu phd 'H NMR, 3C NMR va céu trac cia PT-6 va paramicoumarin B
gan nhu tuong ty nhau, chi khac 1a PT-6 ¢6 thém 1 nhém OH va khac biét vé gia
tri oc & C3 vi c¢6 thém mot nhém thé hydroxy. Hai hop chat PT-6 va
paramicoumarin B!%8 déu 1a hop chat méi trong ty nhién va c6 khung co ban cua
pyranocoumarin, chi khac nhau vi tri thé -CHs va nhém —OH & vi tri C-2 va C-3.
Qua trinh phan 1ap duoc khdi luong it nén dé tai chwa thuc hién duoc khao sat tac

dung sinh hoc cua hop chat PT-6.

HO
H,;C X = X
(@) o O @) o O
H3C™ "CHj HzC™ "CHj

PT-6 Paramicoumarin B

Hinh 4.2. Ciu trac cua PT-6 va paramicoumarin B

Nghién ctru lan dau cong bd phan 1ap dugc PT-8 (limonin) tir Xao tam phan.
Limonin 1a mot furanolacton dwgc tim thiy trong cac loai thudc ho Cam quyt co
nhiéu dic tinh thuc day siac khoe®’ dic biét 1a trong diéu tri chdng ung thu, chdng
viém va giam dau, khang khuan va khang virus, c6 tiém nang ung dung 1am sang rat
I6n. Nghién cttu in vivo va in vitro cho thiy limonin c6 thé diéu chinh sy biéu hién
Clia cac gen va protein lién quan, bao gom BCL2/Bax, MCP-1, p53, p21, miR-216a-
3p, cac san pham cubi glycation nang cao (AGEs), TNF-o, iNOS, IL-1p, IL-2, IFN-
y va HIV-1 gag. Ngoai ra, limonin ciing anh huong dén cac duong dan tin hiéu
Wnt5 / beta-catenin, TLR4 / NF-xB, OST va TLR5 156,157,
4.5. So' b danh gia co ché tic dong doc té bao in vitro cia ostruthin va 8-
methoxyostruthin

4.5.1. Vé ddanh gid hoat tinh djc té bao ciia ostruthin va 8-methoxyostruthin

Dén nay, cac nghién cttu V& hoa thuc vat ciia Xao tam phan cho thay ostruthin va

8-methoxyostruthin 13 hai hop chat c6 trong dugc lidu v4i ham lwong cao. Hai hop

chat nay ciing dugc cho 1a dong vai trd quan trong d6i véi tac dung sinh hoc cua
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duogc liéu X4o tam phan. Hop chat ostruthin va cac dan xuit da duoc bo céo thé
hién tac dung sinh hoc da dang gom hoat tinh wc ché enzym a-glucosidase, khang
khuan, chéng sbt rét, chéng ung thu va chdng viém!®. Trong d6, hoat tinh chdng
oxy hoa va chéng viém 13 co ché tac dong quan trong dbi véi cac tac dung sinh hoc.
Céc nghién ciru cho thdy méi lién hé mat thiét gitra tinh trang stress oxy hoa va hién
tugng viém trong co ché bénh sinh. Méi lién hé nay dién ra dong thoi va ting anh
huong 13n nhau tai vi tri ton thuong. Khi ndng d6 cac gbc oxy hoat dong (ROS)
tang trong cac té bao s& dan dén stress oxy hoa dong thoi kich hoat yéu té phién ma
hat nhan kappa B (Nuclear factor kappa B, NF-kB), diéu hoa qua trinh sao chép
ADN va cic chat trung gian gdy viém. NF-xB duoc hoat hoa nham ting kha ning
chéng viém va chdng apoptosis do ROS gay ra®’. Hop chat ostruthin (6-geranyl-7-
hydroxycoumarin) thuéc nhém coumarin véi nhiéu tac dung sinh hoc khac nhau
nho co ché chéng oxy héa. Nghién ciru cua tac gia Nguyén Manh Cudng va cong
sur (2016)*2 cho thay hop chat 8-methoxyostruthin ¢ lidu 50 mg/kg/ngay c6 tac dung
1am giam chi s6 ALT va han ché mot phan ton thuong gan gy ra bai paracetamol
litu 400 mg/kg trén chudt nhat. Hop chét ostruthin & lidu 50 mg/kg/ngay co tac
dung lam giam chi s6 AST, ALT, han ché ton thuong gan giy ra boi paracetamol va
c¢6 tac dung bao vé gan twong tu véi silymarin & muc lidu 50 mg/kg/ngay. Nhém
nghién cau cia Lé Hoang Tuan Anh va cong su (2017)™° bao céo ostruthin va 8-
methoxyostruthin thé hién tac dong lam giam ndng d6 NO lan luot & nong do 9,8
uM va 12,3 uM; giam mic do PGE2 lan luot & ndng d6 9,4 uM va 13.4. ngin chin
su biéu hién cua protein iNOS va cyclooxygenase-2 trong qua trinh viém do LPS (1
ng/mL) giy ra sau 24 gio xir 1y t& bao than kinh dém chuot BV-2. Gan day,
ostruthin dugc bao cdo thé hién tac dung tc ché hoat dong cua NF-kB do TNF-o
gay ra té bao biéu mé phoi than ngudi HEK293166,

Hién nay, X4o tam phan va cic chéat phan lap duoc tir duoc liéu nay duoc quan
tam nghién ctru vé tac dung diéu tri ung thu. Két qua thu duoc tir luan an nay cho
thiy tac dong doc té bao ung thu cua ostruthin va 8-methoxyostruthin trén dong té

bao ung thu gan nguoi HAK1B (gia tri ICso lan luot 1 40,095 uM va 60,112 uM so
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Vvé6i 8,222 uM cua chat ddi chiéu sorafenib) va dong té bao ung thu va ngudi MDA-
MB-231 (ICso lan luot 14 32,416 uM va 47,805 puM so véi 6,099 uM cua chat doi
chiéu sorafenib). Két qua nay phu hop véi cac bao cao trude day. Ostruthin da duoc
Nguyén Van Khéi va cong su (2013)2 bao cdo hoat tinh doc té bao in vitro trén 5
dong té bao ung thu (ung thu gan ngudi HepG2, ung thu dai trang ngudi HTC116,
ung thu va ngudi MDA-MB-231, ung thu budng trimg ngudi OVCAR-8 va ung thu
co tr cung ngudi Hela), dac biét, thé hién hoat tinh Gc ché manh su ting truong cua
té bao HepG2 va Hela véi gia tri 1Cso lan luot 13 39,61 pug/ml va 5,36 pg/ml. Theo
nghién ctu cua Li va cong sy (2012), ostruthin thé hién hoat tinh doc té bao, tc ché
su tang truong cua té bao ung thu tuyén tuy**’. Trinh Hoang Duong va cong sy
khédo sat hoat tinh gay doc té bao ung thu gan HepG2 cho thiy cac hop chit
ostruthin va 8-methoxyostruthin c6 hoat tinh v6i ICso lan luot 1a 30,53 pg/ml va
62,90 pg/ml so vé&i 0,05 pg/ml cia mau chimg duong camptothecin. B4o céo cua
Ninh Thé Son (2018), theo d6 hop chat chinh ostruthin phan 1ap duogc tir Xdo tam
phan da duoc bao cao thé hién hoat tinh doc té bao ung thu vii nguoi MDA-MB-231
V6i gid tri 1Cso 12 48,74 uM/ml so voi 1,21 pM/ml ctia mau d6i chirng adriamycin
(doxorubicin)®.

Trong cac thir nghiém khao sat hoat tinh doc té bao in vitro, cac ddi ching duong
duoc str dung khac nhau phu thudc tinh san c6 ciing nhu kinh nghiém sir dung cua
cac phong thi nghiém khac nhau va co ché tac dong du kién, nguon géc caa hop
chat tiém ning so véi cac ching duong (paclitaxel, doxorubicin, sorafenib) lién
quan dén co ché bénh sinh cua ung thu (Sy thay doi cua cac gen do dot bién co thé
dan toi nhitng thay doi trong chu ky té bao)™°. Paclitaxel 1a thubc hoa tri ung thu
Vi co ché ngan chan sy phan chia va nhan 1én cia té bao ung thu, lam khéi ung thu
khong thé phat trién va lan rong™. Paclitaxel thuong dung lam chéat d6i chang
duong trong thir nghiém sang loc ban dau hoat tinh doc té bao in vitro cua cao chiét
dugc ligu. Doxorubicin la khang sinh khang ung thu nhém anthracyclin dugc phat
hién lan dau tién tir Streptomyces peucetius vao nhirng nim 1960. Doxorubicin c6

thé st dung mot minh hoic phdi hop dé diéu tri mot s6 loai ung thu 4c tinh gom
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sarcoma, ung thu hach, bénh bach ciu va ung thu val®. Nghién ctu st dung
doxorubicin lam thudc chuan dé so sanh céac cao phan doan vi co ché tac dung cua
doxorubicin chii yéu thong qua viéc tic dung 1én qua trinh nhan ban cia cac phan tir
ADN trong chu ky sinh truéng cua té bao ung thu mét chat tic dung 1én ADN tc
ché topoisomerase I va II, gy ton thuong ADN va hinh thanh cac loai oxy phan
ting (ROS) thiic ddy hoat hoa caspase va do d6 dan dén apoptosis'®’. Gan day, trong
diéu tri ung thu, diéu tri dich véi cac thubc nham vao mot sé gen va protein chuyén
biét ¢ riéng té bao ung thu hoac nhitng té bao c6 lién quan dén sy phat trién cua
khdi u. Sorafenib wc ché multikinase, ngin ting sinh va hinh thanh khéi u, déng
thoi gay apoptosis té bao khdi u bang cach ¢c ché serine/threonine kinase (c-RAF,
BRAF), tic ché thu thé tyrosine kinase VEGFR2, VEGFRS, thu thé yéu t6 ting
truong co ngudn goc tiu cau p (PDGFR-B), FLT3 va c-KITY,
4.5.2. Vai tro ciia protein KDM2A doi qud trinh ting truéng cia té bao ung thuw
gan HAKIB va té bao ung thw vit MDA-MB-231

Mot s6 co ché tac dong lién quan dén hoat tinh doc té bao ung thu cua ostruthin
va dan xuét da dugc bao cao nhu thic ddy qua trinh van chuyén cua ty thé trong té
bao ung thu lam ting hoat tinh doc té bao Vi tac dong khang viém qua duong dan
tin hiéu NF-xB, cu thé: Ostruthin va dan xuét ngan chian duong truyén tin hiéu NF-
kB va tc ché sy lién két cua tiéu don vi NF-kB RelA véi bo khai dong ICAM-1
d6ng thoi e ché qua trinh phosphoryl hoa IkBa, RelA va ERK do TNF-o giy ra.

Nghién ctru ndy khdo sat co ché tac dong ddi vai hoat tinh doc té bao cua
ostruthin va 8-methoxyostruthin théng qua co ché lién quan dén protein KDM2A.

Zinc-fingers va homeoboxe (ZHX2) duogc diéu chinh cic gen giy ung thu AFP,
H19 va glypican-3 (GPC3). M6t s6 nghién ciru da ching minh ZHX2 ¢6 vai tro nhu
mot chat e ché khdi u va biéu hién cia ZHX2 giam trong cac khdi u gan, khéi u vi.
Lysine demethylase 2A (KDM2A) tac dong truc tiép 1én ZHX2 thong qua co ché
khir methyl caa histone H3 lysine 36 tai ving khai dong (promoter) cia cac yéu tb
phién mi lién quan dén tinh gdc cua té bao (stemness-associated transcriptional
factors). KDM2A thé hién tac dong kich thich sy ting sinh cua té bao, KDM2A
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ting biéu hién trong ung thu gan, ung thu v, ung thu phdi va ung thu da day;
KDM2A thtc day tinh gdc (stemness) cua té bao va su hinh thanh mach mau trong
ung thu vat®122, Mot s hach bach huyét di cin dwong tinh véi KDM2A, cho thiy
rang sy biéu hién qua mac cia KDM2A & via c¢6 thé 1a dau hiéu cua su di cin.
KDM2A do6ng vai trd quan trong trong viéc tai cdu triic nhidm sic thé va phién ma
gen, dong thoi tham gia vao qué trinh ting sinh va biét hoa té bao, chuyén hoa té
bao, can bang ndi mdi di thé va on dinh gen. KDM2A rat quan trong cho qué trinh
hinh thanh va phat trién khdi u.

Nghién cu di khao sat hoat tinh doc té bao ung thu cia ostruthin va 8-
methoxyostruthin ¢6 lién quan dén KDM2A hay khong thong qua thtr nghiém dua
phan tir siRNA vao trong té bao nham bat hoat gen KDM2A.,

Két qua trén hinh anh Western blot cho thay sau khi dwa phan tr KDM2A-
siRNA vao té bao HAK1B va té baio MDA-MB-231, biéu hién protein KDM2A da
bi bat hoat gan nhu hoan toan so v&i nhom chitng (control siRNA). Sau khi xu 1y
véi d6i ching sorafenib trong 72 gio & cac nong do 0,39-25 uM, so véi nhom té bao
MDA-MB-231 di ching (SiM), thi nhém té bao bat hoat KDM2A (Si97) c6 ty Ié
té bao sdng so v&i mau chimg cao hon, két qua cho thiy cé sy khac biét 1o gitra
nhom bat hoat KDM2A va nhém chimg. Nhu vay, trong thi nghiém nay, protein
KDM2A tac dong dén qua trinh tang truong cua té bao ung thu vii MDA-MB-231.
Tuy nhién, dbi véi té bao ung thu gan HAKIB, vai tro cia KDM2A d6i voi tac
dong wc ché tang truong té bao cua sorafenib chi thé hién ¢ nhitng nong do tir 0,39-
1,56 uM. Két qua thu dugc pht hop Véi cac nghién ctru trude ddy bao céo sorafenib
Grc ché sy tang truong cua té bao thong qua tac dong cua protein KDM2A.

Nghién ciru ndy lan dau bao cdo méi lién hé giira hoat tinh doc té bao ung thu
cta ostruthin va 8-methoxyostruthin va biéu hién cua protein KDM2A trén hai dong
té bao MDA-MB-231 va HAK1B. Két qua cho thay protein KDM2A c¢6 lién quan
dén tac dong uc ché tang truong té bao ung thu va ngudi MDA-MB-231 va té bao
ung thu gan ngudi HAK1B caa 8-methoxyostruthin & nong do 25 uM sau thoi gian

xur 1y té bao trong 72 gid. Piéu nay budc dau goi ¥ co ché tac dong cua hoat tinh
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doc té bao ung thu cia 8-methoxyostruthin 14 wc ché su biéu hién cia KDM2A, tir
d6 co thé e ché qua trinh hinh thanh va phat trién khéi u. Két qua nay 1a tién dé dé
tiép tuc nghién ctru co ché tac dong khang ung thu cua cac chat phan 1ap tir X4o tam
phan dé cung cép co s¢ khoa hoc cho viéc phat trién cac san pham @ng dung trong
phong va/hodc hd tro diéu tri cac bénh ung thu cua duoc lidu X4o tam phén.
4.6. Thiét 1ap chit chuan va xay dung quy trinh dinh lrong bang HPLC.
4.6.1. Vé xdy dung bé di# liéu chudn va ddnh gid chdt chudan 8-methoxyostruthin
va ostruthin

Viéc xdy dung phuong phap kiém nghiém cho mot chét c6 tac dung sinh hoc
trong dugc lidu thi yéu cau can thiét phai co chat ddi chiéu dé phuc vu cho cong tac
tiéu chuan hoa duoc liéu. Nhiéu hop chat tu nhién trong X4o tam phan di duoc
phan lap va danh gia tac dung sinh hoc. Thiét 1ap chat d6i chiéu 1a can thiét dé tién
hanh tiéu chuan hoa hop chét ¢ trong duoc liéu Xao tam phan. Trong cic chit phin
lap duoc, cac hop chat coumarin nhu ostruthin va 8-methoxyostruthin 1a cac hop
chat dap ung day du yéu cau dé ra vé thiét lap chat dbi chiéu. Ostruthin va 8-
methoxyostruthin duoc lya chon dé thuc hién theo tai liéu huéng dan cua to chic
ASEAN vé thiét l1ap CDPC. Mic du ostruthin va 8-methoxyostruthin da duoc cong
bd trén thé gi6i nhung tai thoi diém nghién ctu, CPC ostruthin va 8-
methoxyostruthin chua c6 san trén thi trudng. Trong khi d6, v&i ning luc va trang
thiét bi hién dai cta cic co s& phén tich kiém nghiém & trong nuée thi viéc thiét 1ap
CPC phan 1ap tir dugc liéu dua theo cac hudng dan 1a hoan toan thuc hién dugc.

Két qua cua luan an da dap tmg duoc nhu cau can thiét tao ra CPC ostruthin va
8-methoxyosstruthin cho viéc tiéu chuin héa hop chat c6 tac dung sinh hoc nay
trong cay X4o tam phan.
4.6.2. Xdy dung quy trinh dinh lwong dong thoi demethylsuberosin, ostruthin va
8-methoxyostruthin bang phwong phdp HPLC

Viéc kiém soat chét luong van chwa duoc nghién ctru nén tinh hinh sir dung duoc

liu con nhiéu van dé. Tinh trang nham Ian hay c6 tinh lam nhai, lam gia gay anh
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huong dén sic khoe nguoi tiéu dung. Do dé, can thiét phai xay dung mot bo tiéu
chuan kiém nghiém cho duoc liéu Xéo tam phan.

Hién nay, chi c6 bao cdo vé “Phan 1ap va dinh luong ostruthin trong duoc lidu
X4o tam phan thu hai ¢ Viét Nam bang HPLC”. Nghién ctru nay da phan lap duoc
thanh phan chinh tir than va r& 13 ostruthin. V&i phuong phap HPLC str dung déu do
PDA & budc song 340 nm cho thdy ham luwong ostruthin trong r& cao hon nhiéu so
véi ostruthin trong cac b phan khac. Ham luong ostruthin trong cac mau dao dong
tir 0,008 dén 5,901 %°.

Niam 2015, nhom nghién citu di bao cao vé “Dinh lugng dong thoi ostruthin va
8-methoxyostruthin trong ré Xao tam phan Paramignya trimera (Oliv.) Burkill
Rutaceae bang phuong phap HPLC”. Nghién ctru nay dd xay dung quy trinh dinh
lugng ostruthin va 8-methoxyostruthin théng qua viéc khao sat diéu kién sac ky,
khao sat diéu kién chiét xuat va danh gia dua trén cac thong so: Tinh phu hop hé
théng, tinh dic hiéu, tinh tuyén tinh, d6 lap lai va do dang. Ung dung quy trinh
trong mau nghién ciu va 7 mau & Thanh phé H6 Chi Minh, Phi Yén va Khanh Hoa.
Két qua 1a da xay dung duoc quy trinh dinh lwong dong thoi ostruthin va 8-
methoxyostruthin trong ré X4o tam phan bang phuong phap HPLC. Quy trinh c6 ¢6
tinh dac hiéu, chinh xac (RSD < 5,3%), tin cay (ty 18 hdi phuc trong khoang 85 %-
115%) ¢ khoang nong d6 100 pg/ml. Quy trinh dd duoc ng dung dé kiém tra mot
s6 miu trén thi trudng voi ham lugng ostruthin tir 0,280-2,265 % va 8-
methoxyostruthin 0,013-0,216% tinh theo duoc liéu kho.

Trong nghién ctru ndm 2015, nhoém nghién ctu chi dinh lwong 2 hop chit chinh
c6 hoat tinh sinh hoc ctia Xao tam phéan 1a ostruthin va 8-methoxyostruthin. Trong
khi d6 demethylsuberosin 1a trong nhiing hop chat c6 ham luong cao trong ré Xao
tam phan cling c6 khung co ban 1a 7-hydroxycoumarin, c6 phé UV gan nhu twong
tu ostruthin va 8-methoxyostruthin. Do d9, luan an nay da xay dung quy trinh dinh
lugng dong thoi 3 hop chat chinh 1a demethysuberosin, ostruthin va 8-
methoxyostruthin bang phuong phap HPLC dé téi wu hod quy trinh dinh lwong hop

chat coumarin c6 trong X4o tam phan.
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Trong quy trinh xtr Iy mau, két qua nghién cru cho thdy methanol 13 dung méi
chiét phu hop khi chiét mau, phu hop véi két qua nghién ciru trude day.

Khi khao sat thoi gian chiét, khi siéu 4m 30 phat, ham luong cua cac chat
demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin ting 1én rd rét. Tuy nhiéu, néu
tiép tuc siéu am thi demethylsuberosin va ostruthin bi giam ham lwong trong dich
chiét, dac biét 1a ostruthin. Piéu nay c6 thé do thoi gian siéu 4m dai dan dén sinh
nhiét 1am hu hoat chat. P4i voi nghién ciru cii thi chon thoi gian siéu 4m mau véi
methanol 13 15 phut cho dinh lwong, rat ngan thoi gian chuan bi miu nhung nhu
vay thi khong chiét duoc hoan toan cac hop chat. Do dé, nghién ctru chon thoi gian
thoi gian chiét 1a 30 phut dé thu duoc toi da hop chat nhung hop chét ciing khong bi
hu do nhiét.

Khi khao sat sé lan chiét, két qua khao sat cho thay sau mét lan chiét bang
phuong phap siéu am trong 30 phit véi 20 ml methanol gan nhu da chiét dugc hoan
toan lugng demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin tir duoc liéu. Do do,
nghién ctu chon s6 1an chiét dung méi 1a mot lan dé giam thoi gian chuan bi mau.

Déi véi quy trinh dinh lugng trude day, pha dong sir dung 1a chuwong trinh rira
giai dang dong, acetonitril — nudc (75:25) thi khi khao sat chuwong trinh rira giai moi
nghién citu da thay doi chuong trinh rira giai gradient: Acetonitril — nugc theo ty Ié
55: 45 (15 phat), 80:20 (phat 15-20), 100: 0 (phut 20-25).

Chuong trinh rira giai c6 thoi gian Iuu cua pic demethylsuberosin, ostruthin va 8-
methoxyostruthin lan luot 13 7,0 phat, 14,4 phut va 15,3 phat. Ca ba pic déu c6 thoi
gian luu dudi 20 phut. Céc pic tach t6t va khong bi trung pic, dat do tinh khiét pic
hon 99,9%. D4i véi chuong trinh rira giai nay sé it ngan thoi gian dinh luong.
4.6.3. Vé dinh gid quy trinh dinh lwong dong thoi demethylsuberosin, ostruthin
va 8-methoxyostruthin bang phwong phip HPLC

Quy trinh dinh lugng da théa man day du cac yéu cau cia mot quy trinh dinh
lugng theo huéng dan cia ICH va AOAC. Tinh twong thich hé thong: RSD cua cac
thong s6 thoi gian luu, dién tich dinh, sé dia 1y thuyét, hé sé bat dbi, do phan giai <
2 %. Hé s6 bat d6i 0,8 < As < 1,5. B¢ phan giai Rs > 1,5. S6 dia 1y thuyét N > 5000.
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Tinh dic hiéu: c6 thé hién sy ting dan dién tich pic cua mau thir thém chuén va miu
trang khong xuét hién pic can dinh luong, d6 tinh khiét pic dat trén 99,0%. Tinh
tuyén tinh: Nong do demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin tuyén tinh
trong khoang 1-300 ul véi R? > 0,99. LOD cua demethylsuberosin, ostruthin va 8-
methoxyostruthin 1a 2,84; 8,0 va 3,82 ppm va LOQ demethylsuberosin, ostruthin va
8-methoxyostruthin 1a 8,6; 24,23 va 11,56 ppm. Do lap lai: Thoi gian luu cua
demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin déu c6 RSD < 2%. P chinh
xac trung gian: Thoi gian luu cda demethylsuberosin, ostruthin va 8-
methoxyostruthin déu cho két qua RSD < 2%. Do dung: ti 1& phuc hdi cua
demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin nam trong khoang 95-105%.

Nén quy trinh c6 thé dugc ap dung cho viéc dinh luong dong thoi
demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin trong cay Xao tam phan.

4.6.4. Ung dung quy trinh di xdy dung dé dinh lwong mét sé mau ré Xdo tam
phén trén thi trwong bang phwong phap HPLC

Nghién ciru da dé nghi muc chi tidu chat lwong cho tiéu chi dinh lugng. Két qua
dinh luong cho thay, r& Xao tam phan trong chira 1,04% demethylsuberosin (tinh
theo duoc lidu kho kiét), ham luwong ostruthin va 8-methoxyostruthin lan luot 1a
6,55% va 0,64 %. Két qua ham lugng cua ostruthin va 8-methoxyostruthin trong
mau nghién ctru ndy cao hon rat nhiéu so vai két qua tir nghién cau trude day 1a tir
0,280 - 2,265% (ostruthin), 0,013-0,216% (8-methoxyostruthin) tinh theo duoc ligu
kho. Piém khac biét nay c6 thé do thoi diém thu hai mau, do tudi cia cay, ving
trong anh huong dén ham lugng cua hoat chat.

Nghién ctru di khao sat trén 9 mau thu dugc trén thi trudng tai cac tinh thanh Da
Lat-Lam Pong, Vinh Ciru-Pong Nai, TP HCM, Tay Ninh, Binh Phuéc. Mau 10 c6
chira demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin nhung thap hon so Vi
mau 1 (mau nghién ciru). Trong khi d6 mau 2, 6, 7, 8 chi chira demethylsuberosin
va ostruthin. Mau 3, 4, 5, 9 chi chua ostruthin. Két qua cho thay it mau thu thap

dugc chira dong thoi demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin va cac
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mau thu thap dugc c6 ham luong ostruthin thip hon han miu nghién ciru. Két qua
tuong tu V6i két qua nghién ctu trude day.

Quan 1y chat luong duoc liéu dang 14 van dé duoc chi trong nham hién dai hoa
va phat trién tai nguyén ciy thudc tai Viét Nam. Hién nay Xdo tam phéan chua co
tiéu chuén trong chuyén ludn Duogc dién Viét Nam ciing nhu tiéu chuén co s¢. Him
lwong hoat chit chinh trong mau 14 tiéu chi quan trong gitp xac dinh dung va kiém
soat chat luong cua mau duoc lidu. Dua trén két qua thu duoc tir nghién ctru nay
cho thay néu chi dinh lugng mdi ostruthin trong dugc liéu X4o tam phan thi s&
khong xac dinh chinh xac dtng duoc li¢u Xao tam phan, con cé cay khac cling chira
ostruthin va cé dic diém gan giéng véi Xao tam phan nhu cdy Than xa huong

Luvunga scandens (Roxb). Buch. Ham.
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KET LUAN

Sau qua trinh thyc hién nghién cttu véi nguyén liéu la Xao tam phan, luan an da
hoan thanh cac noi1 dung nghién ctru va dat dugc tat ca cac muc tiéu dé ra ban dau.

1. Phan tich thanh phan hoa hoc, thir tinh khiét nguyén vat liéu nghién
curu.

Nghién ctru so b thanh phan hoa thuc vat cho thdy thanh phan héa hoc chinh
nhom hop chat coumarin ngoai ra con c6 alkaloid, triterpenoid, flavonoid, tinh dau,
saponin. Nghién ctru da thyc hién thir tinh khiét nguyén liéu (46 am r&, than, 13 cay
X4o tam phén lan luot 13 7,61%, 7,25%, 8,81%, do tro toan phan 1a 3,3%, 4,31%,
3,25%; do tro khong tan trong acid hydrocloric 1a 0,36%, 0,3%, 0,27%). Ham luong
chat chiét duogc tir ré, than, 14 cAdy Xdo tam phan voi dung méi nudc lan luot 1a
17,8%, 1,74% va 1,53%. Nghién ctu tién hanh dinh tinh va dinh luong polyphenol
trong cic cao chiét ethanol 96% tir ré, than, 14 Xdo tam phan. Ham luong
polyphenol toan phén cua cac cao ré, than, 14 theo thir tu 1a 108,05; 154,45; 52,01
mg pyrogallol/g cao chiét. Him lwong polyphenol toan phan trong cao than 16n nhat,
gap khoang 1,5 lan cao ré va gap khoang 2,8 lan cao 1.

2. Khao sat tac dung chdng oxy ho4, ddc té bao ung thw in vitro cia cao
toan phan va cao phan doan

Hoat tinh chdng oxy hoa cia cao toan phan (r&, than, 14) bang phuong phap
DPPH dugc khao sat so bd & nong d6 1000 pg/ml. O nong do nay, cao toan phan
cho hoat tinh chéng oxy hoéa lan luot 13 90,70% (than), 88,81% (ré) va 63,62% (14).
Hoat tinh chong oxy hoéa in vitro ciia cic cao giam dan theo thir tu cao than
(158,14) > cao ré (274,36) > cao 14 (593,94). Cao than c6 hoat tinh chéng oxy manh
gap 1,73 lan so véi cao ré va gap 3,76 lan cao 14. Chat doi chimg dugc sir dung 1a
acid ascorbic (vitamin C) vdi ECso 1a 5,27 pg/ml.

Hoat tinh doc té bao ung thu in vitro cta cao toan phan (ré, than, 14) & cac nong
do 100; 50; 25; 12,5; 6,25 pg/ml dugc khao sat trén dong té bao MDA-MB-231 va
dong té bao HepG2. B4i véi hoat tinh doc té bao MDA-MB-231 in vitro, gia tri ICso
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cua cao ré va 14 1an luot 14 29,57 pg/ml va 58,35 pg/ml, cao r& manh géap hai lan so
V6i cao 1a. DI véi hoat tinh doc té bao ung thu gan HepG2 in vitro, gia tri 1Cso cua
cao ré va cao 14 1an luot 1a 24,91 pug/ml va 86,86 pg/ml, cao r& manh gip khoang
3,5 lan cao 14. PSi véi hoat tinh doc té bao MDA-MB-231 va HepG2 in vitro, cao
than tac dong thip véi gid tri 1Cso > 100 pg/ml.

Céc cao phan doan n-hexan, cloroform, ethylacetat, nu6c tir ré thé hién hoat tinh
chéng oxy héa manh theo thir tu giam dan: Cao cloroform (133,41 pg/ml) > cao
ethyl acetat (180,6 ng/ml) > cao n-hexan (377,39 pg/ml) > cao nude (559,18 pg/ml).
Ddi véi cao tir thin, cac cao co hoat tinh oxy hoéa manh theo tha ty giam dan: Cao
ethyl acetat (86,33 pg/ml) > cao cloroform (182,27 pg/ml) > cao n-hexan (329,28
ng/ml) > cao nuée (377,68 pg/ml). Quercetin 1am chéat d6i chiéu véi gia tri ECso 13
4,94 pg/ml.

Cac cao phan doan tur than tac dung lam giam Iugng MDA Cao n-hexan (325,91
pg/ml) > cao cloroform (420,73 pg/ml) > cao ethyl acetat (422,57 pg/ml) > cao
nuée (11435,16 pg/ml). Cao phan doan tir ré: Cao n-hexan (383,21 pg/ml) > cao
cloroform (429,22 ug/ml) > cao ethyl acetat (653,98 ug/ml) > cao nudc (8530,21
pug/ml).

Cao ethyl acetat va cao nudc khong thé hién hoat tinh doc té bao ung thu gan
ngudi HepG2, cao n-hexan va cao cloroform thé hién hoat tinh doc té bao ung thu
gan ngudi HepG2, giam s6 luong té bao séng ty 18 thuan véi cac nong do khao sat.

3. Nghién ctru chiét xuat va phan lap cac hop chit trong cic cao phin
doan tiém niing

Qua trinh phan 1ap bang cac k¥ thuat khac nhau bao gom lic phan bd, sic ky cot
chan khong, sic ky cot ¢d dién tir nguyén licu 1a 4,5 kg ré va 5,3 kg than X4ao tam
phan da phan 1ap duoc 12 hop chat: 8 hop chat phan 1ap tir r& (PT-1-PT-8) véi khbi
luong tir 4 mg-520 mg trong d6 2 chat ¢6 khdi lugng 16n 1a PT-1 (520 mg) va PT-2
(300 mg), 4 hop chat phan 1ap tir than (PT-9-PT-12) véi khéi lwong tir 10 mg-36

mg.
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4. Xac dinh ciu tric ciia cac hop chit phén 1ap

Xac dinh cau trac duoc 8 hop chat phan 1ap tir ré: Ostruthin (PT-1, 520 mg), 8-
methoxyostruthin (PT-2, 300 mg), xanthyletin (PT-3, 55 mg), oriciacridon (PT-
4,10 mg), citrusinin-1 (PT-5, 25 mg), 3’-hydroxy-3'methyl-2’-(4"-isoprenyl)-
pyranocoumarin (PT-6, 4 mg), demethylsuberosin (PT-7, 24 mg), limonin (PT-8,
24 mg) va 4 hop chat phan 1ap tir than gdm: 6-(2-hydroxy-3’-methylbut-3'-enyl7-
hydroxycoumarin (PT-9, 12 mg ), 6-(6'-hydroxy-3’,7’-dimethylocta-2’,7'-dienyl)-7-
hydroxycoumarin (PT-10, 10 mg), 6-(7'-hydroxy-3',7'-dimethylocta-2’,5'-dienyl)-7-
hydroxycoumarin (PT-11, 15 mg), hdn hop cta 2 chat thuoc nhom phytosterol 14
stigmasterol va B-sitosterol (PT-12, 36 mg).

Hop chat PT-6 duoc xem 1a chit mé&i dua vao kiém tra dix liéu trén co so dit liéu
cua Reaxys va Scifinder ngay 30/7/2022. Lan dau tién cong bd 5 hop chat trong loai
X4o tam phan gom: Xanthyletin (PT-3), oriciacridon (PT-4), citrusinin-1 (PT-5),
limonin (PT-8), 6-(2'-hydroxy-3'-methylbut-3'-enyl 7-hydroxycoumarin (PT-9).

5. Vé so bd danh gia co ché tac dong doc té bao in vitro cia ostruthin va
8-methoxyostruthin

Danh gia hoat tinh doc té bao té bao ung thu gan HAK1B va té bao ung thu vi
MDA-MB-231 cuaa ostruthin va 8-methoxyostruthin. Trén dong té bao HAKIB,
ostruthin va 8-methoxyostruthin thé hién tac dong doc té bao & cac ndng do khao sat
12,5 - 100 pM. So véi mau chang, ty 1é Gc ché ting truong té bao khoang 10% -
70%. Trén dong té bao ung thu MDA-MB-231, ostruthin va 8-methoxyostruthin thé
hién tac dong doc té bao & cac nong do khao sat 25 - 100 uM. So véi mau chang, ty
18 wc ché tang truong té bao khoang 45% - 90%. Ostruthin va 8-methoxyostruthin
thé hién tac dong doc té bao tét hon trén dong té bao ung thu va nguoi MDA-MB-
231 s0 v&i dong té bao ung thu gan ngudi HAK1B.

Nghién ctu lan dau bao cio protein KDM2A lién quan dén hoat tinh doc té bao
ung thuy MDA-MB-231 va HAKIB cta 8-methoxyostruthin & nong d6 25 uM sau

thoi gian xir 1y té bao trong 72 gid; tir 46 bude dau goi ¥ co ché tac dong caa hoat
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tinh doc té bao ung thu cua 8-methoxyostruthin 13 &c ché su biéu hién cia KDM2A,
tir d6 6 thé irc ché qua trinh hinh thanh va phat trién khdi u.
6. Thiét Iap chit chuan va xiay dung quy trinh dinh lweng bing HPLC

D3 tién hanh kiém dinh va thiét 1ap chuan 8-methoxyostruthin va ostruthin dat
tiéu chuan chat chuan géc co thé diang ky chuan qudc gia co6 ham luong cua 2 CBC
tr 97,8% - 99,0% tinh theo nguyén trang.

D3 xay dung va thidm dinh quy trinh dinh lwong déng thoi demethylsuberosin,
ostruthin va 8-methoxyostruthin bang phuong phap HPLC trong mau Xéo tam phéan
diéu kién nhu sau: Hé théng HPLC LC-2030C 3D, dau do PDA (Shimadzu, Nhat
Ban); cot: Cosmosil 5C18-AR-IL, 4,6 x 250 mm, 5 um; toc d6 dong: 1,0 ml/phit;
budc song phat hién: 332 nm; thé tich tiém mau: 10 pL; thoi gian phan tich: 25 phit;
pha dong: Acetonitril — nudc. Két qua dinh lugng cho thay ré X4o tam phan trong
tai Dong Nai chua 1,04% demethylsuberosin, 6,55% ostruthin va 0,64% 8-
methoxyostruthin (tinh theo duoc liéu kho kiét). Nghién ciru di khao sat trén 9 mau
thu duoc trén thi truong tai cac tinh thanh PBa Lat-Lam Déng, Vinh Cﬁu-Déng Nali,
TP HCM, Tay Ninh, Binh Phuéc. Mau 10 cé chita demethylsuberosin, ostruthin va
8-methoxyostruthin nhung thap hon so véi mau 1 (miu nghién ctu). Mau 2, 6, 7, 8

chi chira demethylsuberosin va ostruthin. Mau 3, 4, 5, 9 chi chira ostruthin.
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KIEN NGHI

Cac két qua dat duoc trong luan an cung cap co so khoa hoc va 1a tién dé dé thuc
hién mot s6 hudng nghién ciru tiép theo voi dugce liéu ciing nhu ap dung cac két qua
nghién ctru nay trong thuc tién.

- Tiép tuc nghién ctru phan 1ap cac hop chit khac trong ré, than va 1a Xao tam
phan vi 14 cling dugc sir dung kha pho bién hién nay; tuy nhién, cac nghién ciu vé
thanh phan hoa hoc cia bo phan dung nay con han ché.

- Khao sat dong thai tich lily demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin
trong ré Xao tam phan dé xac dinh ving trdng va thoi gian thu hoach thich hop trén
co so két qua da dat duoc vé viéc xay dung va thim dinh quy trinh dinh lugng dong
thoi demethylsuberosin, ostruthin va 8-methoxyostruthin bang phuwong phap HPLC.

- Tiép tuc khao sat mdi lién quan gitra protein KDM2A véi hoat tinh doc té bao
ung thu cta 8-methoxyostruthin trén cac dong té bao ung thu khac (vi du: ung thu
phoi, ung thu da day) va mo rong nghién ctu voi cac hop chat khac dugc phan 1ap
tir X4o tam phan trén co so két qua budce dau khao sat méi lién quan cia KDM2A
véi hoat tinh doc té bao cua 8-methoxyostruthin trén té bao ung thu vi ngudi MDA-
MB-231 va té bao ung thu gan ngudi HAK1B.

- Dua trén cau tric va nhirng két qua khao sat tac dung sinh hoc cua ostruthin, 8-
methoxyostruthin ciing nhu cac hop chat da dugc xac dinh co trong cdy Xdo tam
phan dé ap dung phuong phap Docking, du doan co ché tac dung va hoat tinh chdng

ung thu cua duoc liéu, cac hop chat.
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