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Linh vue k§ thuat duoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc tim kiém cac hop chét c6 ngudn gdc tir thién nhién cé tac
dung khang viém nham nghién clru tng dung dé e ché, diéu tri céc tridu chirmg viém.
Cu thé, sang ché dé cap dén phuong phap phan lap va tac dung khang viém cua hop chét
clerodane dinorditerpenoid méi tur 14 loai déy dau xwong Tinospora sinensis (Lour.)

Merr. & Viét Nam.

Tinh trang ky thuit cua sang ché

Viéc nghién cuu, phat hién cac hop chit mé&i c6 hoat tinh sinh hoc tur thién nhién
nham bao vé stc khoe cua con nguoi la mot trong nhirng nhiém vu quan trong dat ra cho
cac nha khoa hoc. Viém 1a can bénh rat phd bién ¢ Viét Nam ciing nhu trén thé gi6i.
Viém la mot dap ting bao vé co thé cua hé mién dich trude su tdn cong cua tac nhan bén
ngoai (vi sinh vét, tdc nhan hoa, 1y, co) hodc cua tic nhan bén trong (hoai tu do thiéu
mau cuc bd, bénh tu mién). Py la mot dap Gng mién dich tu nhién. Qud trinh viém
thuong kém theo cac triéu chimg sung, néng, do va dau, do cac mach mau gian no, dua
nhiéu mau dén noi tén thuong. Cac bach cau cling theo mach méau xam nhép vao mo, tiét
céc chat nham tiéu diét hodc trung hoa cac tac nhan giy ton thuong. Khi viém khong
lanh s& co thé tro thanh viém man tinh. Céc san phdm thude c6 ngudn gbc tu nhién déng
vai tro quan trong dbi véi stre khoé con nguoi trong viéc phong nglra va diéu tri cdc bénh
viém nhiém. D4 tir 1au ching duoc st dung dé chita cac bénh vé viém nhu: s6t, dau da
day, viém khdp,... Theo tdng két ctia mot sb cong b6 v& hoa dugc cho thy céc terpenoid,
flavonoid, saponin va cac hop chét phenol va polyphenolic ¢6 ngudn gbe thién nhién déu
¢6 hoat tinh chéng viém. L4 loai ddy dau xwong Tinospora sinensis (T. sinensis) cling
thuong duoc sit dung dé didu tri viém. Do vdy, viée diéu tra, nghién cru vé thanh phan 14
loai day dau xuong T. sinensis, dac biét la phat hién ra hop chét tinosinodane méi tir 14
loai T, sinensis s& c6 y nghia khoa hoc va thuc tién cao. Nghién ctru nay s& gop phan lam
rd gia trj cling nhu cdng dung cua loai day dau xuong 7. sinensis. Vi vdy, s€ gop phan
tich cuc vao viéc khai thac va sir dung mot cach hop ly ngudn tai nguyén thién nhién cua

dat nudc.
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Trong khudn khd nghién ctru, tap thé tac gia sdng ché da di sau nghién ctru thanh
phan héa hoc cua loai day dau xuong 7. sinensis va da phan lap duoc mot hop chét ¢c6
ciu trac héa hoc mdi 1a tinosinodane. Hop chit tinosinodane thudc nhom hop chat
clerodane dinorditerpenoid, khac voi cac hop chét clerodane dinorditerpenoid dd cong bd
trude day tir loai T, sinensis hay tir loai khac trong chi Tinospora nhu T. sagittata. Cu
thé, cac hop chét clerodane dinorditerpenoid phan lap tir loai 7. sagittata ¢6 nhom thé
hydro hodc nhém chure carbonyl (=O) tai vi tri C-1, nhom thé hydro hodc nhém
glycoside tai vi tri C-2, nhém chirc carbonyl (=O) tai vi tri C-4 1a khac voi nhom thé
acetoxy (CH;COO-) tai céc vi trf C-1, C-2, C-4 cta hop chét tinosinodane. Céc hgp chét
clerodane dinorditerpenoid ciing dugc phan 1ap trude day tir loai 7. sinensis nhung ciu
tric cia ching c6 nhom thé hydroxy tai vi tri C-1, C-2, nhém thé glucoside tai vi tri C-4
va nhom thé hydroxy & vi tri C-8 1a khac voi nhom thé acetoxy (CH;COO-) tai vi tri C-1,
C-2, C-4 va khong c¢6 nhom hydroxy ¢ vi tri C-8 & hgp chit tinosinodane. Day la mdt
phat hién hoan toan mdi, hop chét tinosinodane thudc 16p chat nhién c6 tac dung tc ché
su san sinh NO, ung dung dé (rc ché, diéu tri cac triéu chting viém. Cu thé, sang ché dé
cap dén phuong phap phan lap va tac dung khéng viém cua cac hop chét tinosinodane va
chua dugc phat hién tur trude dén nay trén thé giéi. Hop chit nay ciing dugc dénh gia tac
dung khéng viém. |
Bin chét ky thut ciia sang ché

Sang ché dua ra phuong phap phan lap hop chit tinosinodane méi tur 1a loai 7.

sinensis, c6 cong thuc (I)

illle)
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Cu thé hon, sang ché dé cap dén hop chit mdi thudc khung clerodane
dinorditerpenoid 1a tinosinodane co cong thuc (I). Hop chit tinosinodane theo sang ché
thé hién tac dung khang viém co thé s dung dé phat trién thanh cac san pham hd trg
diéu trj cac bénh c6 tadc nhan gdy viém.

Muc dich khac cua sang ché 1a d& xuit phuong phap phén lap hop chét
tinosinodane c6 codng thire (1) tr la loai 7. sinensis. Cu thé hon, sang ché dé xuét phuong
phap phan lap hop chét tinosinodane trén, bao gdm cac budc:

(i) Mau la cay T. sinensis dugc thai nho, phoi kho rdi nghién thanh bot min, sau dé
bot nay duoc ngam chiét siéu &m v6i metanol 3 1an ¢ nhiét 6 50°C, mdi 1an 60 phut.

(ii) Cac dich chiét & buéde (i) duge gom lai, loc qua giéy' loc va cét dé loai bé dung
moi dudi ap suat giam thu duogc cén chiét metanol.

(ii1) Cén chiét metanol dugc hoa tan voi nudce cAt rdi chiét phan bd 14n lugt bang
dung moi n-hexan, rdi dén diclometan va sau cung la etyl axetat, mdi dung moi tién hanh
chiét 2 1An voi ty 18 1/1 v& thé tich. Cac dich chiét duoc tién hanh loai bé dung moi dudi
ap sudt giam thu dugc cac cdn chiét n-hexan (L1), diclometan (L2), etyl axetat (L3) va
dich chiét nuéc (L4). Cén chiét n-hexan (L1) dugc tién hanh phan tach trén cot sic ky véi
chit hip phu la silica gel (loai Kiesegel 60, ¢& hat 230-400 mesh, hang san xuét Merck)
v&i hdn hop dung moi rira giai ting dan ndéng d6 axeton (A) trong n-hexan (H) la H/A ti
1¢ 50/1—2,5/1 thu dugc nam phan doan ky hi¢u lan luot tur LI1A dén L1E.

(iv) Phan doan L1D duoc tién hanh phén tich séc ky trén cot sac ky véi chat hap
phu la pha déo (loai RP-18, ¢& hat 30 - 50 pm, hang san Xudt Fuji silysia Chemical Ltd.),
v6i hon hop dung méi rira giai MeOH/nude cattile 1,5/1 vé thé tich, thu duoc bon phan
doan nhé hon, ki hiéu tir L1D1 dén L1D4.

(v) Hop chét tinosinodane cé cong thire (I) thu dugc ¢ dang bot vo dinh hinh tur
phan doan L1D2 khi sir dung hé théng sic ky 16ng hiéu nang cao HPLC vdi cot J’sphere
M-80 (150 x 20 mm), diéu kién dung mdi MeCN 50% trong nudc.

Mo ta chi tiét sang ché

Mau 14 7. sinensis duoc thu tai Phuc Yén, Vinh Phtc thang 05 ndm 2020. Tén
khoa hoc dugce giam dinh boi TS. Nguyén Thé Cuodng, Vién Sinh thai va Tai nguyén
Sinh vat. MAu tiéu ban (NCCT-TSL93) dugc luu giit tai Vién Sinh théi va Tai nguyén
Sinh vat. Mau 7. sinensis dugc thai nho, phoi kho roi nghién thanh bdt min, sau do bot
nay dugc ngam chiét siéu 4m 3 1in, mdi 1an 60 phut, véi metanol ¢ nhiét do 50°C sau do

tién hanh chiét xuét, phan 1ap va xéc dinh céu trac hoa hoc theo céac phuong phap mo ta
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dudi day: Sic ky 1op mong (TLC) duge thuc hién trén ban moéng trang san (ldai DC-
Alufolien 60 F254 (Merck 1,05715) hodc RP18 F254s (Merck)). Phat hién chét bang dén
to ngoai ¢ hai budc song 254 nm va 365 nm hodc dung thudc thtr 1a dung dich H,SO,
10% duoc phun déu 1én ban méng, sdy kho roi ho néng tir tur dén khi hién mau. Sic ky
cot duoc tién hanh véi chét hép phu la silica gel hodc pha dao. Silica gel c6 ¢d hat 1a 40-
63 pm (230-400 mesh, Merck). Pha dao RP-18 (30 - 50 um, Fuji silysia Chemical Ltd).
Phé cong hudng tir hat nhan (NMR) duge do trén may Bruker AM500 FT NMR. Pho
khéi luong phan giai cao duge do trén may Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén hop chit tinosinodane c6 cdng thic (I):

I

Hop chét tinosinodane ¢6 céu tric hoa hoc méi. Cac thong sd hoa 1y cia hop chét
nay nhu sau:

Hop chét tinosinodane c6 cong thuc (I):

+ Cong thirc phan tir: Cp4H300o;

+ Khbi lugng phan tir: M = 462;

Céac thong sb vat ly:

+ Chét bdt vd dinh hinh mau tréng;

+Po quay cuc [a]p” — 56,0° (¢ 0,1, MeOH);

+ Phd khéi luong phan giai cao HR-MS-ESI tai m/z 463,1963 [M+H]" (tinh todn ly

thuyét cho cong [Cy4H3104]", 463,1963);

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phap phan lap hop chét

tinosinodane cé cong thtrc (I) tur 14 7. sinensis nhu sau:

_4-
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(i) MAu 14 ciy T. sinensis dugc thai nho, phoi kho rdi nghién thanh bdt min, sau do
bot nay duogc ngam chiét siéu 4m véi metanol 3 1an & nhiét o 50°C, mbi 1an 60 phut.

(ii) Cac dich chiét & bude (i) duoc gom lai, loc qua giéy loc va cht dé loai bo dung
mdi dudi ap suét giam thu duogc céan chiét metanol.

(iii) Can chiét metanol duoc hoa tan véi nude ct rdi chiét phan bb lan luot bang
dung mdi n-hexan, rdi dén diclometan va sau cung la etyl axetat, mdi dung mdi tién hanh
chiét 2 14n voi ty 16 1/1 vé thé tich. Céc dich chiét dugc tién hanh loai b6 dung moi dudi
ap suét giam thu duoc cac can chiét n-hexan (L1), diclometan (L2), etyl axetat (L3) va
dich chiét nudc (L4). Can chiét n-hexan (L1) duogc tién hanh phan tach trén cot sdc ky voi
chét hép phu la silica gel (loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hang san xuat Merck)
v6i hdn hop dung moi rira giai tdng dan ndng do axeton (A) trong n-hexan (H) 1a H/A ti
16 50/1—2,5/1 thu dugc nam phan doan ky hiéu lan luot tr L1A dén L1E.

(iv) Phan doan L1D duoc tién hanh phén tach sic ky trén cot sdc ky voi chat hap
phu 1a pha dao (loai RP-18, ¢ hat 30 - 50 pm, hang san xuét Fuji silysia Chemical Ltd.),
v6i hdn hop dung mdi rira giai MeOH/nu6c cat ti 1& 1,5/1 vé thé tich, thu dugc bén phan
doan nho hon, ki hiéu tu L1D1 dén L1DA4.

(v) Hop chét tinosinodane c6 cong thie (1) thu duge ¢ dang bot vo dinh hinh tir
phan doan L1D2 khi str dung hé théng sic ky 16ng hiéu ning éao HPLC véi cot J’sphere
M-80 (150 x 20 mm), diéu kién dung moéi MeCN 50% trong nude.

Vi du thuc hién sang ché
Vi du 1: Phan lap hop chét tinosinodane tr 14 7. sinensis.

Mau 14 cay T. sinensis dugc thai nho, phoi kho rdi nghién thanh bot min (3,0 kg).
Sau do, bot nay duoc ngam chiét siéu am véi metanol 3 1an & nhiét do 50°C, moi lan 60
phut. Cac dich chiét dugc gom lai, loc qua giéy loc va cit dé loai bo dung mdi dudi ap
sudt giam thu dugc can chiét metanol (150 g).

Can chiét metanol dugc hoa tan véi nudc cat (2 1it) rdi chiét phan bd 1an luot béng
dung moi n-hexan, rdi dén diclometan va sau cung la etyl axetat, mdi dung moi tién hanh
chiét 2 1An v6i ty 16 1/1 v@ thé tich. Cac dich chiét dugc tién hanh loai bé dung moi dudi
ap sut giam thu dugc céc can chiét n-hexan (L1, 100 g), diclometan (L2, 2,7 g), etyl
axctat (L3, 2,6 g) va dich chiét nuoc (L4). Can chiét n-hexan (L1, 100 g) dugc tién hanh
phan tach trén cOt sic ky (@ 8 cm, L 50 cm) véi chét hap phu 12 silica gel (loai Kiesegel
60, c& hat 230-400 mesh, hang san xuit Merck) véi hdn hop dung moi rira giai tang dan

116ng do axeton trong n-hexan la H/A ti 1€ 50/1—2,5/1 thu duoc ndm phén doan, ky hi¢u
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lin luot tir L1A dén L1E. Phan doan L1D dugc tién hanh phén tach sdc ky trén cot sic

ky (© 4 cm, L 60 cm) v6i chét hap phu la pha dao (loai RP-18, c¢& hat 30 - 50 pum, hang

san xuét Fuji silysia Chemical Ltd.), v&i hdn hop dung moi rira gidi MeOH/nude cat ti 1é

1,5/1 vé thé tich, thu dugc bdn phan doan nhé hon, ki hiéu tir L1D1 dén L1D4. Hop chét:

tinosinodane (I) (13,0 mg) thu dugc ¢ dang bot v dinh hinh mau tring tir phan doan

L1D2 khi su dung hé théng sic ky léng hiéu nang cao HPLC véi cdt J’sphere M-80

(150 x 20 mm), diéu kién dung moi MeCN 50% trong nudc.

Hop chét: tinosinodane c6 cong thtc (D).

+ Chét bot vo dinh hinh mau tréng;
+ Do quay cuc [a]p” — 56,0° (¢ 0.1, MeOH); |
4 Phd khéi luong phan gidi cao HR-MS-ESI tai m/z 463,1963 [M+H]" (tinh todn

Iy thuyét cho cong thirc [Co4H304]", 463,1963);

+ Phd cong hudng tir hat nhan dugc dua ra trong Bang 1 dudi day.

Bédng 1. S6 liéu phd 'H- va PC-NMR (8, ppm) ctia hgp chit tinosinodane

C [ 8" (mult., J = Hz)
1 732 4,96 (dd, 11,4, 3.,6)
2 68,5 5,32 (br dd, 3,6, 3,0)
3 31,5 1,84 (dt, 16,2, 3,0, )
2,26 (dt, 16,2, 3.6, @)
4 70,3 4,90 (q, 3,0)
5 38,5 1,77 (m)
6 25,1 1,50 (m)
7 21,4 1,73 (m, a)
2,40 (m, f)
8 51,2 2,34 (dd, 4.2, 2,4)
9 35,4 -
10 35,3 2,57 (dd, 11,4, 11,4)
11 43,7 1,78 (m, f)
2,45 (dd, 14,4, 3,6, @)
12 71,0 5,65 (dd, 12,0, 3,0)
13 125,5 -
14 1082 6,41 (dd, 1,2, 0,6)
15 143.9 7,43 (d, 1,2)
16 139,2 7,46 (d, 0,6)
17 171,6 -
20 21,8 1,14 (s)
1-OAc 169,5 -
21,2 1,96 (s)
2-OAc 170.,6 -
21,4 2,07 (s)
4-OAc 170,2 -
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[ [ 213 | 2,08() B

¥ Po trong dung mdi CDCls, Ac, acetyl
g ,

Vi du 2: Thir nghiém vé tac dung dugc ly ctia hop chét tinosinodane
Hop chit tinosinodane theo sang ché duoc thir nghiém vé hoat tinh khang viém nhu
sau:
e Xdc dinh khd ndng tc ché san sinh NO ciia té bao macrophage RAW 264.7

_ Té bao RAW 274.7 duoc dua vao dia 96 giéng & ndng do 2 x 107 tb/giéng va nudi
trong t am & 37°C va 5% CO, trong 24h.

- Tiép theo, mdi trudng nuodi ciy duoc loai bo, thay bang moéi truong DMEM khong ¢6
FBS trong 3h.

— Té bao sau do dugc i mau nghién ciru & cac ndng do khac nhau trong 2h trude khi
duoc kich thich san sinh yéu t6 NO bang LPS (1 pg/mL) trong 24h.
~ Mot sb giéng khong dugce U mau ma chi st dung dung dich pha mau dugce coi 1a
dbi chung am. Trong khi dbi ching duong dugc st dung la NC-Metyl-L-arginine
axetat (L-NMMA) (Hang Sigma) & cac ndng do 100; 20; 4 va 0,8 pg/mkL.

— Nitrite (NO5"), dugc xem la chi thi cho viéc tao NO, s& duoc xac dinh nho bd Griess
Reagent System (Promega Cooperation, WI, USA). Cu thé 1a, 100 uL moi trudong
nudi té bao (0 mau) duoc chuyén sang dia 96 mdéi va duge thém vao 100 pL Griess
reagent: 50 uL of 1% (w/v) sulfanilamide trong 5% (v/v) phosphoric acid va 50 uL
0,1% (w/v) N-1-naphthyletylenediamine dihydrochloride pha trong nudc.

- Hbn hop nay duoc U tiép & nhiét do phong trong 10 phut va ham luong nitrite s€
duoc do bing mdy microplate reader ¢ budc séng 540 nm. Moi truong DMEM
khong FBS duoc sir dung nhu giéng tréng (blank).

- Ham lugng nitrite cua tung mAu thi nghiém dugc xac dinh nho vao duong cong ham
luong chuin NaNO, va duoc so sanh % véi mau chung am (LPS).

- Kha nang uc ché san sinh NO cua mau duoc xac dinh nho cong thire :

% tre ché =100%- [ham lwong NOg,pmpi/ham lwgng NOpps]“100

— Phép thtr duoc lap lai 3 1an dé dam bao tinh chinh xédc. Gia tri ICs (ndng do trc ché
50% su hinh thanh NO) s& duoc xac dinh nho vao pha‘in mém may tinh TableCurve
2Dv4.

o Phép thit sinh hoc xdc dinh khd ndang gay doc 16 bao biang MTT

_7-
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- Chét thr (20 pl) dugc dua vao cac giéng cua khay 96 giéng dé c6 ndng do
twong tu ndng do cua thi nghiém NO. |
_ Sau khi didu chinh dé c6 mat do té bao pht hop, hat 180 pL té bao vao céc giéng cta
khay 96 giéng da c6 chit thir. Trén cing mot dia thu, bé tri mot sé giéng dé lam dbi
chimg khong c6 mau tht, chi c6 dung méi pha mau 1a DMSO10%.
_ D4 dfa nudi cdy vao trong tii 4m CO, & diéu kién 37°C, 5% CO,, nudi trong thoi gian
72 gi0.
- Sau 72 gio, 10 ul MTT (ndng do cudi cung la 5 mg/mL) dugc cho vao mdi giéng.
- Sau 4h, loai b6 méi trudong, tinh thé formazan duoc hoa tan bang 50 pl (DMSO)
100%.
- Gia tri OD do ¢ budc séng 540 nm bing may quang pho.
- Luong té bao song sot sé dugc tinh theo cong thic:
_ OD{méau) — 0D{blank)
0D{DMS0) — OD(blank)

% té blo song

Két qua dugc biéu thi trén Bang 2 dudi day.
Bang 2: Két qua hoat tinh c ché su san sinh NO cta hop chat tinosinodane trén té bao

BV2 duoc kich thich bang LPS

Hop chit ICsy (M) % tre ché té bao (%)
1 33,0+ 2,0 87,246,0
L-NMMA 10,2+ 1,7 89,9+4.8

NY-Metyl-L-arginine axetat (L-NMMA) la chat dbi chimg duong

Hiéu qua c6 lgi cia sang ché

Sang ché dé cap dén phuong phéap phan 1ap hop chit méi, tinosinodane tir 1a T.
sinensis thu hai tai Phuc Yén, Vinh Phuc. Hop chét nay thé hién hoat tinh khang viém tot
so voi chat ddi chimg L-NMMA. Séang ché nay tao co s¢ khoa hoc viing chéc cho cac
nghién cuu Ung dung tiép theo nhim tao ra cac duogc phém co tac dung ho tro diéu tri
viém dua trén viéc khai théac nguén duogc liéu qui, sdn co trong nudc vao phuc vu cudc

song.
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YEU CAU BAO HO

1. Hop chét tinosinodane c6 cdng thtre (I):

I

2. Phuong phap phan lap hop chét tinosinodane c6 cong thtrc (I) theo diém 1 tr 14 T
sinensis, phuong phap nay bao gdm cac budc:

(i) MAu 14 cdy T. sinensis dugc thai nhé, phoi kho rdi nghien thanh bot min, sau d6
bot nay duge ngam chiét siéu Am v6i metanol 3 14n & nhiét do 50°C, moi 1an 60 phut.

(i) Cac dich chiét & budc (i) dugc gom lai, loc qua gidy loc va cit dé loai bo dung
moi dudi ap suét giam thu duoc cén chiét metanol.

(ii1) Can chiét metanol dugc hoa tan véi nudc cAt rdi chiét phan bd lan luogt bang
dung mdi n-hexan, rdi dén diclometan va sau cung la etyl axetat, mdi dung moi tién hanh
chiét 2 1an v&i ty 18 1/1 v& thé tich. Cac dich chiét duoc tién hanh loai bé dung mdi dudi
ap suat giam thu duoc cac cin chiét n-hexan (L1), diclometan (L2), etyl axetat (L3) va
dich chiét nude (L4). Cin chiét n-hexan (L1) dugc tién hanh phan tach trén cot sic ky voi
chét hép phu 1a silica gel (loai Kiesegel 60, ¢& hat 230-400 mesh, hang san xuat Merck)
véi hdn hop dung mdi rira giai ting dan ndng do axeton (A) trong n-hexan (H) la H/A ti
[é 50/1—2,5/1 thu dugc nam phan doan ky hiéu lan luot tr L1A dén LI1E.

(iv) Phan doan L1D dugc tién hanh phén tach sic ky trén cot sdc ky voi chét hap
phu 14 pha dao (loai RP-18, ¢& hat 30 - 50 um, hang san xuat Fuji silysia Chemical Ltd.),
vGi hon hop dung méi rira gidi MeOH/nud6e cattile 1,5/1 vé thé tich, thu dugc bdn phan

doan nhé hon, ki hiéu tir L1D1 dén L1D4.
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(v) Hop chét tinosinodane ¢6 cong thirc (1) thu duoc ¢ dang bot vo dinh hinh tu
phan doan L1D2 khi st dung hé théng sac ky 16ng hiéu nang cao HPLC véi cot J’sphere
M-80 (150 x 20 mm), diéu kién dung mdi MeCN 50% trong nudc.
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