BAN MO TA GIAI PHAP HU'U iCH THUQC BANG PQC QUYEN

GIAI PHAP HU'U iCH
caneror s sanmtmaroe oY | IR DA
CUC SO HUU TRI TUE
2-0004273

(51) CO07D 311/02; A61K 36/48 (13) 'Y

2022.01
(21) 2-2024-00008 (22) 03/01/2024
(45) 25/08/2025 449 (43) 26/02/2024 431

(73) Truong Pai hoc Phenikaa (VN)
Phé Nguyén Trac, Phudng Yén Nghia, Quan Ha Pong, thanh phd Ha Noi

(72) T6 Pao Cudng (VN); Tran Manh Hung (VN); Hoang Lé Minh (VN); Nguyén Phi
Hung (VN); Truong Thi Thuy Nhung (VN); Nguyén Thi Hoa (VN); Truong Thi Viét
Hoa (VN); Khuc Pang Duy Anh (VN); Nguyén Chinh Nam Khanh (VN).

(54) QUY TRINH PHAN LAP VA TINH CHE HOP CHAT 2-[4-(3- o
HYDROXYPROPYL)-2-METHOXYPHENOXY]PROPANE-1,3-DIOL CO TAC
DUNG KHANG VIEM TU CAY MAU CHO (KNEMA CORTICOSA)



(21) 2-2024-00008

(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phan lap va tinh ché hop chit 2-[4-(3-
hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy|propane-1,3-diol ¢6 tac dung diu tri viém tir vo
than cdy Mau cho (Knema corticosa). Quy trinh theo gidi phdp bao gdm céc budc: a)
chudn bi nguyén liéu; b) chiét bdt vé than cdy Mau chd (Knema corticosa); ¢) thu cac
cao chiét va phan doan chwa hop chat 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy|propane-1,3-diol; d) thu hop chit 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]propane-1,3-diol  thd; va e) tinh ché hop chat 2-[4-(3-
hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol. Hop chét 2-[4-(3-
hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol thu dugc tr quy trinh theo giai

phap ¢o tac dung di€u tri viém trén co s¢ tc ché su san sinh NO.


CVH140
Textbox
(57)

CVH140
Textbox
(21)  2-2024-00008


4273 112

Linh vwe k§ thuat dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thude linh vuc cong nghé hoa sinh va cac hop chét thién nhién,
cu thé 1a giai phap dé cap dén quy trinh phan lap hop chét 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]propane-1,3-diol tir cdy Mau ch6 (Knema corticosa). Hop chat 2-[4-
(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol thu dugc tir quy trinh theo
giai phap co thé dugc st dung truc tiép hodc phéi hgp véi cac thao dugc khac dé san
xuét san phdm c6 tic dung diéu tri cdc bénh lién quan dén viém.
Tinh trang ky thuit cia gidi phap hiru ich

Viém la mot phan cta phan tmg sinh hoc phuc tap clia cic md co thé ddi voi cac
kich thich c6 hai, chéng han nhu mam bénh, té bao bi ton thuong hodc chét kich thich
va la phan Gng bao v¢ lién quan dén té bao mién dich, mach mau va chat trung gian.
Viém 1a mot trong nhitng phan Gng dién hinh cta hé théng mién dich ddi véi su tAn
cong tir bén ngoai (nhiém trung, chin thuong, bong, di ung, v.v.) hodc bén trong (té
bao ung thu) 1én cac mod (Medzhitov R. Origin and physiological roles of
inflammation. Nature, 2008; 454:428-435). D6 1la mt qua trinh co thé xuét hién & tat
ca cac bd phén trong co thé, lién quan dén kha ning mién dich bam sinh va kha ning
mién dich thich tng. Tuy nhién, né bi tc ché trong hé théng mién dich niém mac, c6
co ché hoat dong dic hiéu. Cac triéu chung lién quan dén viem duge mod ta gdbm dau,
néng, do va phu né. Van dé 16n nhét nay sinh tir tinh trang viém la co ché phong vé
clia co thé tin cong ca tdc nhan c6 hai va co loi tir d6 lam ton thuong cac md hodc co
quan khoe manh. Viém man tinh hién ngay cang phd bién trong mdi truong hién dai
v6i 161 sbng it van dong, vé sinh thuc pham kém, 6 nhiém va la yéu t6 quan trong trong
su phat trién cac “bénh tat cla nén vin minh” ching han nhu khang insulin, béo phi,
bénh tim mach, bénh mién dich va thdm chi ca rdi loan tAm trang va hanh vi (Prescott
SL. Early-life environmental determinants of allergic diseases and the wider pandemic
of inflammatory noncommunicable diseases. J Allergy Clin Immunol, 2013; 131:23-
30). Chirc ning cua viém 1a loai bé nguyén nhan ban dau gdy t6n thuong té bao, loai
b6 cac té bao hoai tir va cdc md bi ton thuong do tén thuong ban déu va qué trinh
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viém, dong thoi b4t ddu qua trinh stra chita mo. Viém it ¢o thé dan dén sy pha hity mod
tir tr boi cac yéu t6 co6 hai (vi du: vi khuan) va lam tén hai dén su song sot cuia sinh
vat. Nguoc lai, viém qua nhiéu, & dang viém man tinh, c6 lién quan dén nhiéu bénh
khac nhau, chéng han nhu s6t, bénh nha chu, xo vita dong mach va viém xuong khdp
(Chen L, et al. Inflammatory responses and inflammation-associated diseases in
organs. Oncotarget, 2017; 9: 7204-7218).

Sir dung thube didu trj 1a phuong phap diéu trj viém pho bién nhéit hién nay. Cac
loai thudc phd bién nhét hién nay dugc sir dung dé dieu tri cc bénh viém la céc 16p
thudc corticosteroit, cac thudc khang-histamin (Anti-histamine), cac thubc khong
steroit (NSAID), decongestant, khang cholinergic, dn dinh té bao Mast, v/v (NSAIDs,
Steroids tir co quan y té qudc gia Anh — NHS). Céc loai thube nay khi duge st dung
rong rdi da phét hién rat nhiéu tac dung phu tham chi nguy hidm dén tinh mang, dién
hinh nhu trong nam 2004 - 2005 Rofecoxib va Valdecoxib da bi thu hdi do c6 céc tac
dung phu lién quan dén rdi loan tim mach, di tng c6 thé gy tr vong (Kim PS and
Reicin AS. Rofecoxib, Merck, and the FDA. N Engl J Med, 2004; 351: 2875-2878).
Do d6 viéc tim kiém cac hop chit méi c6 tac dung diéu tri viém tir ngudn thién nhién,
dic biét 1a ngudn duoc thay thé cho cac loai thubc tong hop rat can duoc quan tAm va
dAu tu nghién ctru. Déi v6i chi Knema, gin day nhicu téc gia da nghién clu va phat
hién ra téc dung khéng viém (Hop NQ and Son NT. Genus Knema: An Extensive
Review on Traditional Uses, Phytochemistry, and Pharmacology. Curr Pharm
Biotechnol, 2023; 24:1524-1553; Wang CF, et al. Phenolic compounds with anti-
inflammatory effects from Knema furfuracea. Results Chem, 2021; 3:100175). Tuy
nhién, trong s cac hop chét c6 trong cdy Méu ch6 (Knema corticosa) thi hop chét 2-
[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-di01 c6 tac dung khang viém la
hop chét duge phat hién 1an ddu tién tién tir cy nay. Vén dé tdn tai ¢ day la chua c6
bio cdo nao dua ra phuong phdp tach chiét va tinh ché hop chit 2-[4-(3-
hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-di01 tt cdy Mau cho (Knema
corticosa), tu do co thé st dung truc tiép hop chéat nay hoic phéi hop véi cac thao
duoc khac dé san xuit san pham c6 téc dung diéu tri cac bénh lién quan dén viém.

Ban chit k§ thuit cia giai phap hitu ich

Giai phap hiru ich nhim giai quyét vén d& néu trén, cu thé 13 giai phap hitu ich deé

cdp dén quy trinh phan lap va tinh ché hop chit 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
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methoxyphenoxy]propane-1,3-diol tr cdy Méu cho (Knema corticosa) c6 tac dung
diéu tri viém (trc ché sy san sinh nitric oxit - NO) va hop chét 2-[4-(3-hydroxypropyl)-
2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol thu dugc tur quy trinh nay.

Theo khia canh thir nhét, gii phap dé xuét quy trinh phan 14p va tinh ché hop chat
2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-meth0xyphenoxy]propane-1,3-di01 cd tac dung wc ché su
san sinh nitric oxit (NO) tir vé than cdy Mau cho (Knema corticosa), trong do quy
trinh nay bao gdm cac budc:

a) chudn bi nguyén liéu béng cach thu vé than cdy Mau cho, loai bo tap chét, rira
sach, chat nho, sau d6 phoi kho dén khéi lugng khong doi & nhiét do phong rdi nghién
nhé dén kich thude khoang 0,5 - 1,0 mm thu duoc nguyén liéu dang bot;

b) chiét bot vo than cdy Mau ché bang cach bd sung phan bot thu dugc & budce a)
vao dung moi metanol theo ty 1¢ 1/4 (khéi luong/thé tich), tién hanh chiét bot vé than
cdy bing thiét bi chiét hdi luu, thoi gian chiét tir 50 dén 60 phut & nhiét d6 nam trong
khoang tir 60 dén 70°C, sau d6 thu dich chiét, loc va c6 quay loai bo dung moi dudi ap
sudt giam thu dugc cao chiét metanol (KCM);

¢) hoa tan cao chiét KCM thu duge & bude b) vao nudce néng theo ti 1€ 1/1 (khoi
luong/thé tich), sau d6 siéu 4m @& hoa tan hét cao chiét KCM thu duge hdn hop dang
long;

d) chiét bang n-hexan bang cach bd sung n-hexan vao hdn hop dang long thu
duoc & bude c) theo ty 18 2/1 (thé tich/thé tich), st dung mdy khudy dé khudy déu hon
hop, sau do bd sung vao binh phan pha, lic déu, dé lang trong vong 1 gio, thu phan
hoa tan trong dung moi n-hexan va c6 quay loai b6 dung moi dudi ap suét giam dé thu
duoc cao chiét n-hexan, dich nudc con lai dugc stir dung dé chiét bé‘mg etyl axetat;

¢) chiét bang etyl axetat bing cach bd sung dung mdi etyl axetat vao dich nudc
con lai thu duge & bude d) theo t 16 2/1 (thé tich/thé tich), st dung mdy khudy dé
khudy déu hon hop, sau do bd sung vao binh phén pha, lc déu, dé lang trong vong 1
gio, thu phin hoa tan trong dung moi etyl axetat va co quay loai bo dung moi dudi ap
sut giam thu duge cao chiét etyl axetat (KCE);

f) thu phdn doan chia  hop chit  2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]propane-1,3-diol bing cach dua cao chiét KCE thu dugc & budce e)
16n cOt séc ky véi chat hap phu 1a silica gel (c6 kich ¢& hat 230 dén 400 mesh) rdi tién
hanh rtra giai véi hé dung moi diclometan/metanol 1an luot theo ty 1& 100/1, 50/1,
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30/1, 20/1, 10/1 va 8/1 (thé tich/thé tich), thu phén doan diclometan/metanol c6 ty 1¢
8/1 va c6 ki hiéu l1a KCE17;

g) thu hop chat 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol tho
bang cach nhdi phan cao chiét c6 ki hiéu KCE17 thu dugc & budc f) 1én cot sic ky véi
chét hip phu 1a silica gel (c6 kich ¢& hat 230 dén 400 mesh), tién hanh rira giai v6i hé
dung mdi diclometan/etyl axetat theo ty 1¢ 10/1, 8/1, 6/1 va 4/1 (thé tich/thé tich), thu
phan doan diclometan/etyl axetat c6 ty 1€ 4/1 va ¢6 ki hiéu 1a KCE17.2, sau d6 phan
doan KCE17.2 tiép tuc dwoc dua 1én cot séc ky véi chét hip phu 1a silica gel (c6 kich
¢ hat 230 dén 400 mesh), rira giai v6i hé dung mdi la n-hexan/axeton theo ty 1¢ 5/1 va
3/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan n-hexan/axeton c6 ty I& 3/1 va ¢o6 ki hiéu la
KCE17.2.24; va

h) tinh ché hop cht 2-[4-(3-hydroxypropy1)-2—methoxyphenoxy]propane-1,3—
diol bang céch nhdi phan doan c6 ki hiéu KCE17.2.2 thu dugc ¢ budc g) lén cot sic ky
ODS v&i chét hdp phu 12 silica gel pha dao RP-C18 (c6 kich ¢& hat 40 dén 63pm) theo
i 16 1/10 (khéi luong/khdi Iwgng) va rira giai voi hé dung mdi metanol/nude theo ty 1€
1/3, 1/2, 1/1 va 2/1 (thé tich/thé tich), sau khi c6 loai dung mdi, thu duoc hop chét 2-
[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol dang ran, khong mau va c6

cong thtc (1):
5 7 9
HO , 3
1071
OCHj

(1)

Theo mdt phuong an uu tién, trong d6 bude chiét bang metanol, n-hexan va etyl
axetat déu dugc thuc hién 3 lan.

Theo mdt khia canh tht hai, giai phap dé cap dén hop chat 2-[4-(3-
hydroxypr0pyl)—2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol c6 cong thue (1) duoc sir dung
truc tiép hodc phéi hop véi cée thao duge khéc lam nguyén liéu san xuét san pham
didu trj bénh viém.

Mo ta chi tiét giai phap hitu ich

Sau day, giai phap dugc md td mot cach chi tiét v6i cac phuong an thuc hién quy
trinh  phadn 1dp va  tinh ché  hop chit  2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy|propane-1,3-diol ¢6 tac dung diéu tri viém tir vo than cdy Mau cho
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(Knema corticosa) va hgp chét 2-[4-(3-hydroxypropyl)—2—methoxyphenoxy]propane-
1,3-diol thu dugc tir quy trinh nay cung v&i cac vi du minh hoa cu thé. Tuy nhién, cac
vi du minh hoa nay chi nhim 1am rd ban chat ctia giai phdp chir khong nhdm han ché
pham vi yéu cau bao ho cua giai phap

Theo khia canh thir nhat, giai phap dé cap dén quy trinh san xult hop chat 2-[4-
(3-hydroxypropyl)—2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol c6 tac dung didu tri viem tir
v6 than cy Mau ché (Knema corticosa), trong do quy trinh nay bao gdm céc bude: a)
chuén bi nguyén liéu; b) chiét bot vo than cdy Mau ché (Knema corticosa); ¢) thu cac
cao chiét va phan doan chita hop chit  2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]propane-1,3-diol; d) thu hop chit 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy|propane-1,3-diol  thd; va e) tinh ché hop chat 2-[4-(3-
hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane- 1,3-diol.

Trong budc chuén bi nguyén liéu, thu vo than cdy Méu chd (Knema corticosa),
loai bo tap chét, rira sach, chit nho, sau d6 phoi kho dén khéi luong khong dbi & nhiét
do phong 1o nghién nhé dén kich thuéce 0,5 - 1,0 mm thu dugce nguyén liéu dang bot
vo than cady Mdau cho6 (Knema corticosa).

Trong budc chiét nguyén liéu bt cdy Mau cho, tién hanh chiét phan bot thu duge
& trén bing metanol theo ty 18 1/4 (khéi lugng/thé tich) bang thiét bi chiét hoi luu véi
thoi gian chiét tir 50 dén 60 phut & nhiét do nam trong khoang tir 60 dén 70°C. Sau khi
chiét, dich chiét dugc dem di loc va cb quay loai bé dung mdi dudi &p suat giam thu
duoc cao chiét metanol (KCM). Budc chiét béng metanol dugc thuc hién 3 lan.

Trong budc hoa tan cao chiét KCM, hoa tan cao chiét KCM vao nudc néng theo
ty 18 1/1 (khdi lugng/thé tich), sau do siéu 4m dé hoa tan hét cao chiét KCM thu duge
hdn hop dang 16ng.

Trong budc thu cao chiét n-hexan, b6 sung dung mdi n-hexan vao hdn hop dang
long thu duge & budc trén theo ty 18 2/1 (thé tich/the tich), sir dung mdy khudy dé
khudy déu hon hop, sau do bd sung vao binh phan pha, lic déu, dé ling trong vong 1
gio, thu phan hoa tan trong dung mdi n-hexan va ¢d quay loai bo dung moi dudi ap
sut giam dé thu duoc cao chiét n-hexan. Bugc chiét bé“mg n-hexan duoc thuc hién 3
Jan va dich nuéc con lai duge str dung dé chiét béng etyl axetat.

Trong budc thu cao chiét etyl axetat, bd sung dung moi etyl axetat vao dich nudc
con lai thu duge & budc trén theo ty 1€ 2/1 (thé tich/thé tich), stt dung may khudy dé
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khudy déu hon hop, sau do bd sung vao binh phan pha, lic déu, dé lang trong vong 1
gi0, thu phin hoa tan trong dung mdi etyl axetat va ¢ quay loai bo dung moi dudi ap
suat giam thu dugc cao chiét etyl axetat (KCE). Budc chiét bang etyl axetat dugc thuc
hién 3 1an.

Trong buéc thu phin doan chia hop chat 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]propane-1,3-diol, dwa phan doan chtra cao chiét KCE 1én cdt sac ky
v&i chat hap phu 14 silica gel (c6 kich c& hat 230 dén 400 mesh), tién hanh rtra giai véi
hé dung mdi diclometan/metanol lan luot theo ty 1& 100/1, 50/1, 30/1, 20/1, 10/1 va 8/1
(thé tich/thé tich) thu phan doan diclometan/metanol ¢6 ty 1¢ 8/1 va c6 ki hiu la
KCE17.

Trong budc thu hop chat 2-[4-(3-hydroxypropyl)—2-methoxyphenoxy]propane-
1 3-diol thd, dua phan doan KCE17 thu dugc ¢ bude trén 1én cot sic ky v6i chat hip
phu la silica gel (c6 kich c& hat 230 dén 400 mesh), tién hanh rra giai v6i h¢ dung moi
diclometan/etyl axetat theo ty 18 10/1, 8/1, 6/1 va 4/1 (th¢ tich/thé tich), thu phan doan
diclometan/etyl axetat ¢6 ty 1& 4/1 va c6 ki hiéu la KCE17.2. Sau d6 phan doan
KCE17.2 tiép tuc duoc dua 1én ¢t séc ky voi chat hip phu 1a silica gel (co kich c3 hat
230 dén 400 mesh), rira giai v6i hé dung moi la n-hexan/axeton theo ty 1& 5/1 va 3/1
(thé tich/thé tich) thu phan doan n-hexan/axeton c6 ty 1& 3/1 va c6 ki hicu la
KCE17.2.2.

Trong budc tinh ché hop chat 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]propane-1,3-diol, hoa tan phan doan co ki hiéu KCE17.2.2 thu dugc
& bude trén 1én ¢ot sac ky ODS voi chit hip phu 1a silica gel pha dao RP-C18 (c6 kich
¢& hat 40 dén 63um) theo ti 18 1/10 (khéi lugng/khdi lugng) va ria gidi v6i hé dung
moi metanol/nudc theo ty 1€ 1/3, 1/2, 1/1 va 2/1 (thé tich/thé tich), sau khi ¢ loai dung
modi thu dugc hop chat 2—[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol
dang rén, khong mau.

Hop chat 2-[4—(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphen0xy]propane-1,3-di01 thu dugc
tir quy trinh theo giai phap c6 cong thuc (1) sau:

HOL2 o AL~

\j\ ) ’ >
HO . ™0 3

1! >
OCHj

(1)
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Theo mot phuong 4n uu tién, trong d6 budc chiét bang metanol, n-hexan va etyl
axetat déu duoc thuc hién 3 lan.

Theo mot khia canh the hai, gidi phap dé cap dén hop chit 2-[4-(3-
hydroxypropyl)—2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol c6 cong thuc (1) dugc s dung
truc tiép hodc phdi hop véi cac thao dugc khac lam nguyén liéu san xut san phdm
didu tri bénh viém.

Vi du thwe hién giai phap hitu ich
Vi du 1: Phan lgp va tinh ché hop chit 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]propane-1,3-diol tir vé thin ciy Madu ché (Knema corticosa).

Thu v6 than cdy Méu ché (Knema corticosa), loai bo tap chét, rira sach, chit nho,
phoi khé dén khdi lugng khong ddi ¢ nhiét do phong sau do nghién nho thanh bt
(kich thuée 1,0mm) va thu duge 2,0 kg bot. Phan bot nay duge chiét hdi lvu 3 lan
bing metanol (3 x 8,0 L) v6i thoi gian chiét mdi lan 1a 1 gio & nhiét do 70°C, sau khi
¢d quay loai bd dung moéi thu duge cao metanol (KCM; 145 g). Cao chiét KCM (145
g) duoc hoa tan vao 150 mL nudce nong, sau d6 siéu Am dé hoa tan hét cao chiét KCM
thu duoc hon hop dang 1ong. B sung 600 mL n-hexan vao hdn hop dang 16ng, st
dung may khudy dé khudy déu hdn hop, sau do bd sung vao binh phén pha, dé lang
trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung moi n-hexan va cat loai bé dung mdi
dudi ap suét giam thu dugc cao chiét n-hexan (KCH; 22 g) va dich nudc con lai. Bude
chiét béng n-hexan duoc thuc hién 3 lan. Dich nudc con lai tiép tuc duoc bd sung 600
mL dung moi etyl axetat, st dung may khudy dé khudy déu hdn hop, sau do bb sung
vao binh phan pha, dé ling trong vong 1 gio, thu phin hoa tan trong dung mdi etyl
axetat rdi ¢ quay loai bo dung moi duéi ap suit giam thu dugc cao chiét etyl axetat
(KCE; 75 g). Budc chiét bang etyl axetat ciing dugc thuc hién 3 1an. Cao chiét KCE
(75 g) dugc dua lén cot sdc ky véi chét hap phu 1a silica gel (c6 kich c& hat 230 dén
400 mesh), tién hanh ria giai voi hé dung moi diclometan/metanol 1an luot theo ty 1€
100/1, 50/1, 30/1, 20/1, 10/l va 81 (thé tich/thé tich) thu phan doan
diclometan/metanol ¢6 ty 1& 8/1 va c6 ki hiéu la KCE17 (5,2 g). Phan doan KCE17
(5,2 ¢) duge dua lén cot sic ky véi chat hap phu la silica gel (c6 kich ¢ hat 230 dén
400 mesh), rira giai voi hé dung moi la diclometan/etyl axetat theo ty 1& 10/1, 8/1, 6/1
va 4/1 (thé tich/thé tich), thu phan doan diclometan/etyl axetat c6 ty 1¢ 4/1 va c6 ki
hiéu 1a KCE17.2 (715 mg). Phan doan KCE17.2 (715 mg) tiép tuc dugc dua 1én cot
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sic ky v6i chit hip phu 1a silica gel (c6 kich c& hat 230 dén 400 mesh) va rira giai voi
hé dung mbi 1a n-hexan/axeton theo ty 1€ 5/1 va 3/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan n-
hexan/axeton c6 ty 1& 3/1 va c6 ki hiéu 1a KCE17.2.2 (95 mg). Hoa tan phan doan c6 ki
hiéu KCE17.2.2 (95 mg) lén cot shc ky ODS véi cht hap phy 1a silica gel pha dao RP-
C18 (c6 kich ¢ hat 40 dén 63pm) theo ti 1¢ 1/10 (khoi lugng/khébi lugng) va rira giai
v6i hé dung mdi la metanol/nude theo ty 1€ 1/3, 172, 1/1 va 2/1 (thé tich/thé tich), sau
khi co6 loai dung mdi, thu dugc hop chit 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]propane-1,3-diol (8,6 mg) c6 cong thae (1) dang ran, khong mau.
Vi du 2: Dinh tinh va dinh Ilwong hop chit 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]propane-1,3-diol thu dwgc ¢ Vidu 1.

Hop chit c¢6 cong thuc (1) dang rén, khong mau thu duge & Vi du 1 duge xac dinh
v& mit dinh tinh va dinh lugng bing cac phuong phap da biét trong linh vuc Ky thudt
nay. Két qua nhu sau:

Ddc tinh cua hop chat 2-[ 4—(3—hydr0xypropyl)—Z-methoxyphenoxy]propane-],3-
diol c6 cong thirc (1)

- Tén theo IUPAC: 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-
diol.

- Mo ta: Hop chét dang ran, khong mau, tan tdt trong dung moi metanol. Xac
dinh dinh tinh bang sdc ky 16p méng trén ban mong silica gel pha dao trang san 60 RP-
18 Fasss (Merck), dung mo1 trién khai 12 metanol/nudce = 1/2 (v/v); Ry = 0,40.

- CTPT: Ci13H2005 (M = 256).

- Phd cong huéng tir hat nhan: 'H-NMR (400 MHz, Methanol-ds) du (ppm): 7,00
(1H, d, J = 8,0 Hz, H-6"); 6,86 (1H, s, H-3); 6,74 (1H, d, /= 8,0 Hz, H-5"); 4,16 (1H,
q. J = 4,8 Hz, H-2); 3,85 (3H, s, 2'-OCHs3); 3,78 (4H, d, J = 4,8 Hz, H-1/H-3); 3,57
(2H, t, J= 6,4 Hz, H-9'); 2,64 (2H, t, J= 7,6 Hz, H-7"); 1,82 (2H, q, J= 7,6 Hz, H-8');
3C-NMR (100 MHz, Methanol-d4) &c (ppm): 152,1 (C-2'); 146,9 (C-1"); 138,4 (C-4");
122,0 (C-53"); 119,6 (C-6'); 114,2 (C-3"); 83,4 (C-2); 62,3 (C-9"); 62,1 (C-1/C-3); 56,6
(2'-OCH3); 35,7 (C-7"); 32,8 (C-8").

Chu tric hoa hoc cua hogp chat c6 cong thire (1) dugce so sanh véi co s¢ dit liéu vé
hop chét héa hoc va khang dinh rang hop chét co6 cong thire (1) 1a hop chét co tén 2-[4-

(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane- 1,3-diol.
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Vi du 3: Xdc dinh hoat tinh irc ché sw sin sinh NO ciia hgp chit 2-[4-(3-
hydroxypropyl)-Z—methoxyphenoxy]propane-1,3-diol thu dwoc ¢ Vi du 1. trén dong
dai thuc bao RAW 264.7.

+ Nudi cy té bao:

Té bao RAW 264.,7 duoc nudi trong mdi trudong DMEM-F12, FBS 10% dén do
pht 70-80%, sau d6 té bao duoc cy chuyén vao dia 96 giéng dé thyuc hién thi nghiém
véi cac thay doi vé ndng do lipopolysaccharide (LPS), mat do té bao, cac diéu kién
ody d6i té bao, thoi gian G voi LPS. Sau do, 50pL dich ndi trong dia 96 giéng nudi té
bao (sau khi di @ véi LPS va dat duge céc chi tiéu vé thoi gian va thanh phan thi
nghiém) duoc chuyén sang dia 96 giéng khéc va bd sung mot thé tich 50uL thudc thir
Griess, 0 10 phut. Do OD budc séng 550nm.

+ Phuong phap xdc dinh hoat tinh trc ché su san sinh NO cua hop chét 2-[4-(3-
hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1 ,3-diol phan lap tr v6 than cdy Mau cho
(Knema corticosa,).

Té bao RAW 264.7 dugce cly vao dia 96 giéng v6i mat do 10* 1€ bao/giéng, U
trong 12 gio ¢ didu kién 37°C, 5% CO,. Hat bo moéi truong cli va thay thé bang moi
truong chia 1% FBS, u trong 6 gio. Sau do, thay moi truong cl bang mdi trudng co
chtra hop chit 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol (hodc dbi
chirng duong-Sappanone A) & cac ndng d6 khéac nhau va LPS ndng do 0,5pg/mL, G 24
gio. Hat 50pL dich ndi trong mdi giéng sang dia 96 giéng khac va bd sung S0uL thude
thir Griess, 0 10 phut. Do OD tai budc séng 550nm. Kha nang trc ché su san sinh NO

duoc tinh bang cong thire:

ODssonm kich thich LPS khong tri liéu — ODssonm kich thich dugc tri liéu x 100 (%)

Kha ning tc ché = —
ODssonn kich thich LPS khong tri liéu — ODssonm khong kich thich LPS

Bang 1. Hoat tinh tic ché sy san sinh NO cua hop chét 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-

methoxyphenoxy]propane-1,3-diol phan 1ap tir cdy Mau cho (Knema corticosa).

Hop chit ICso (LM)

2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-meth0xyphen0xy]propane-1,3-di01 38,12+ 3,16
Sappanone A 8,32 +0,04
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Tac dung @c ché su san sinh NO cta hop chit 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]propane-1,3-diol duoc thé hién o bang 1. Hop chat 2-[4-(3-
hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol co tac dung Gc ché trung binh sy
san sinh NO voi gia tri ICso = 38,12 + 3,16 (uM). Vi tac dung uc ché trung binh su
san sinh NO, hop chat 2-[4—(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-di01
vAn c6 tiém ning trong diéu tri viém, tr d6 dinh hudng hop chat 2-[4-(3-
hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol c6/hodc khong phéi hop véi cac
thao dugc khac lam nguyén liéu san xuét san pham c6 tac dung diéu tri bénh viém.
Hiéu qua dat dugc cia gidi phap hitu ich

Quy trinh ctia giai phap hitu ich cho phép phan 14p va tinh ché hop chét 2-[4-(3-
hydroxypropyl)-2-meth0xyphenoxy]propane-1,3-diol tir vo than cdy Mau cho (Knema
corticosa) c6 tac dung diéu tri viém trén co so uc ché sy san sinh NO. Quy trinh phan,
lap va tinh ché hop chat 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-di01
la quy trinh méi vi day 1a hop chét 14n ddu tién duoc tim thiy trong cdy Méu cho
(Knema corticosa). Bing céch st dung sdc ky cot va diéu chinh hé dung moi t61 wu,
quy trinh cho phép chiét dugc hop chat ¢6 hiéu suét cao, tir 46 m& ra mdt hudng sin
xuét c6 kha ning cung cép nguyén liéu cho nganh dugc trén co so cac hoat chét co

ngudn goc tir ty nhién.

10
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh phan ldp va tinh ché hop chit 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy|propane-1,3-diol c6 tac dung khang viém tir vo than cdy Mdu cho
(Knema corticosa), trong d6 quy trinh nay bao gdm céc bude:

a) chuan bi nguyén liéu bang cach thu vo than cdy Méu cho, loai bo tap chét, ria
sach, chat nhé, sau do phoi khd dén khéi lugng khong dbi & nhiét do phong rdi nghién
nhé dén kich thuéc khoang 0,5 - 1,0mm thu dugc nguyén liéu dang bot vo than cay
Mau cho;

b) chiét bot vo than cdy Mau choé bang cach bd sung phan bdt thu dugc & budc a)
vao dung méi metanol theo ty 18 1/4 (khdi lugng/thé tich), sau do tién hanh chiét bot
vo than cdy bang thiét bi chiét hdi luu, thoi gian chiét tir 50 dén 60 phut & nhiét do
nam trong khoang tir 60 dén 70°C, thu dich chiét, loc va ¢ quay loai bo dung mdi dudi
ap suat giam thu duoc cao chiét metanol va co ki hiéu 1a KCM;

¢) hoa tan cao chiét KCM thu duge ¢ budc b) vao nude nong theo ti 1€ 1/1 (khéi
luqng/thé tich), sau do si€u am dé hoa tan hét cao chiét KCM thu dugc hon hop dang
16ng;

d) chiét bang n-hexan bang cach bd sung dung mdi n-hexan vao hén hop dang
long thu dwoc & bude c) theo ty 1¢ 2/1 (thé tich/thé tich), st dung may khudy dé khudy
déu hon hop, sau do bd sung vao binh phén pha, l4c déu, dé ling trong vong 1 gio, thu
phan hoa tan trong dung moi n-hexan va c6 quay loai bo dung moi dudi ap sudt giam
thu duoc cao chiét n-hexan, dich nudc con lai dugc sir dung dé chiét béng dung moi
etyl axetat;

e) thu cao chiét etyl axetat bang cach bd sung dung moi etyl axetat vao dich nudc
con lai thu duoc & bude d) theo ty 1& 2/1 (thé tich/thé tich), st dung may khudy dé
khudy déu hon hop, sau do bd sung vao binh phén pha, lic déu, dé lang trong vong 1
gio, thu phan hoa tan trong dung moi etyl axetat va ¢o quay loai bo dung moi dudi ap
sudt giam thu duoc cao chiét etyl axetat va co ki hiéu la KCE;

f) thu phan doan chaa  hop chit  2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]propane-1,3-diol bang cach dua cao chiét KCE thu dugc & budce e)
lén cot sic ky voi chét hdp phu la silica gel (c6 kich c& hat 230 dén 400 mesh), tién

hanh rtra giai v6i hé dung moi diclometan/metanol 1an luot theo ty 1& 100/1, 50/1,

11
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30/1, 20/1, 10/1 va 8/1 (thé tich/thé tich), thu phan doan diclometan/metanol c¢o ty 1€
8/1 va c6 ki hiéu la KCE17;

g) thu hop chat 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3—di01 tho
bang cach nhdi phan cao chiét c6 ki hiéu KCE17 thu duge ¢ bude f) 1én cot sic ky véi
chét hép phu 14 silica gel (c6 kich ¢& hat 230 dén 400 mesh), rira giai v6i hé dung moi
la diclometan/etyl axetat theo ty 18 10/1, 8/1, 6/1 va 4/1 (thé tich/thé tich), thu phan
doan diclometan/etyl axetat c6 ty 1& 4/1 va co6 ki hiéu la KCE17.2, sau d6 phan doan
KCE17.2 tiép tuc dugc dua 1én cot sdc ky voi chét hap phu la silica gel (c6 kich c& hat
230 dén 400 mesh), rira giai v6i hé dung moi la n-hexan/axeton theo ty 1& 5/1 va 3/1
(thé tich/thé tich), thu phan doan n-hexan/axeton c6 ty 1¢ 3/1 va c6 ki hiéu la
KCE17.2.2; va

h) tinh ché hop chét 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]propane-1,3-
diol bing cach nhdi phan doan c6 ki hiéu KCE17.2.2 thu duge ¢ budc g) 1én cot sic ky
ODS véi chat hép phu la silica gel pha dao RP-C18 (co kich ¢ hat 40 dén 63um) theo
ti 18 1/10 (khéi lvong/khdi lugng), tién hanh rira giai véi hé dung moi la metanol/nude
1an luot theo ty 1& 1/3, 1/2, 1/1 va 2/1 (thé tich/thé tich), sau khi ¢ loai dung moi thu
duoc hop chit 2-[4—(3-hydroxypropyl)-Z-methoxyphenoxy]propane-1,3-diol dang rén,

khéng mau va c6 cong thuc (1) sau:

5' 7' 9'
HO A
3 17071 >
OCHs

(1)

12





